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RESUMO

A hibridacdo é um procedimento comum nos progrances
melhoramento de plantas, e vem sendo feita desdiio do aprimoramento
genético das espécies cultivadas. O procedimenthiltfedacao utilizado na
introgressao de transgenes em plantas cultivadasesmo utilizado ha décadas
para o melhoramento genético de plantas. Entretamesar da auséncia de
evidéncias de qualquer efeito decorrente da piragiiol de transgenes por meio
de hibridacdo, estudos adicionais sao exigidosspéncias reguladoras como
condicionante da aprovagdo desses produtos. Parandegar a equivaléncia
nutricional e agronémica entre o produto transgémortador de transgenes
piramidados por meio de hibridacdo, os seus conmpessingulares e o produto
convencional, comparou-se 0s milhos TC1507 x DAR2297, TC1507, DAS-
59122-7 e os respectivos iso-hibridos. Para demaonst equivaléncia da
expressao das proteinas CRY1F, CRY34AB1, CRY35ABRAG o milho
TC1507 x DAS-59122-7 foi comparado com os milhosl3@7 e DAS-59122-
7.0 milho TC1507 x DAS-59122-7 foi equivalente @o-hibrido e aos seus
componentes portadores de eventos singulares gara@osicao nutricional em
148 das 150 comparacdes, para as caracteristicasdagcas em todas as 24
comparagfes e para a expressdo das proteinas efas330 comparagfes
realizadas neste estudo. Os resultados avaliadagrovam a equivaléncia entre
o milho portador dos eventos piramidados por meibitridacéo e o iso-hibrido
convencional. Os produtos com eventos piramidadoshipridacdo poderiam,
com base nestes resultados, ser automaticamendwadps para cultivo e
consumo quando os componentes singulares ja terdidon anteriormente
aprovados.

Palavras-chave: Biotecnologia. Transgénicos. Pdagdio. CTNBIio. Milho.



ABSTRACT

Plant hybridization is a common procedure in plargeding programs,
and has been performed since the beginning of émetg improvement of
cultured species. The hybridization procedure ufedthe introgression of
transgenes in crop plants is the same used forddscéor the genetic
improvement of plants. However, despite the lackedflence of any effect
derived from the transgene pyramiding by hybridarat additional studies are
demanded by the regulating agencies as a conditiapproving these products.
In order to demonstrate the nutritional and agrdooeguivalence between a
transgenic product bearer of transgenes stackethybyidization, its single
components and the conventional product, tha ¢@1507 x DAS-59122-7
was compared with TC1507, DAS-59122-7 and respedsio-hybrids. In order
to demonstrate the equivalence of the expressionhef proteins CRY1F,
CRY34AB1, CRY35AB1 and PAT the hybrid TC1507 x DAS122-7 was
compared with TC1507 and DAS-59122-7. In order ®mdnstrate the
nutritional and agronomic equivalence between asgyanic product bearer of
transgenes stacked by hybridization, its single mmments and  the
conventional product, the corn TC1507 x DAS-59T12%as compared with
TC1507, DAS-59122-7 and respective iso-hybridsorder to demonstrate the
equivalence of the expression of the proteins CRYORY34AB1, CRY35AB1
and PAT the hybrid TC1507 x DAS-59122-7 was comghawéth TC1507 and
DAS-59122-7. The TC1507 x DAS-59122-7 maize wasivadent to the iso-
hybrid and to its components bearing singular es/ért nutritional composition
in 148 of 150 comparisons, for agronomic charasties in all 24 comparisons
and for protein expression in 33 of 40 comparigoeEr$ormed in this study. The
assessed results prove the equivalence betweemdfme bearing the events
pyramided by hybridization and the conventionathgbrid. The products with
events pyramided by hybridization, based on theesults, might be
automatically approved for cultivation and consuomptn situations where the
singular components have been previously approved.

Keywords: Biotechnology. Transgenic. Pyramiding NBio. Maize.
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1 INTRODUCAO

A hibridacdo de plantas de uma mesma populacioeopogulagbes
diferentes é um procedimento comum nos programasnelboramento de
plantas, e vem sendo feita desde o inicio do apamento genético das
espécies cultivadas.

Os melhoristas identificam e selecionam os melhdeestipos dos
caracteres de interesse dentro da populagéo hilbgfan eles quantitativos ou
qualitativos, aumentando a frequéncia dos alela®réaveis ao carater na
populacdo em melhoramento.

Um exemplo é a selecdo das plantas com base natipiddde de
grédos, que é um carater quantitativo, condiciorgmioum grande numero de
alelos de pequena contribuicdo individual e conmdganfluéncia do ambiente
(RAMALHO, 2008), de forma que o aumento da proddtde € conseguido
por meio do aumento da frequéncia de alelos faeiséy esse carater, através
de hibridacéo entre plantas de diferentes grupterdieos seguida da selecdo
das plantas da geracdo filial, concomitantemente apdmoramento das
linhagens por meio de selec¢des intrapopulacionaiste&rpopulacionais, e
nenhum efeito indesejavel tem sido observado erordiawia da hibridacédo de
plantas no melhoramento das espécies cultivadas.

Um dos mais importantes procedimentos da biotegilagricola é a
introgressado de uma ou mais constru¢des génicasg@ior da hibridacao entre
uma planta doadora portadora dos transgenes e lami@ peceptora com alto
potencial produtivo.

O procedimento de hibridacdo utilizado na introgfiesde transgenes
em plantas cultivadas é o mesmo utilizado h4 décadea o melhoramento

genético de plantas.
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Até o presente momento, ndo existe qualquer evidéhe que uma
planta portadora de transgenes piramidados poridag##o tenha sofrido
qualquer tipo de alteracdo em sua composicdo iartal; nas suas
caracteristicas agronémicas ou na expressao d&sima® codificadas pelos
transgenes.

Esse fato tem sido comprovado pelas aprovacdesodas€do Técnica
Nacional (CTNBIio) para o cultivo e consumo de ealtes de soja, milho e
algodao portadoras de transgenes piramidados pordadibridacao.

Entretanto, a despeito das evidéncias apresentaolagnilnées de
hectares cultivados no Brasil com plantas portaddeatransgenes piramidados
por hibridagdo, a atual legislacdo brasileira desteguranca (Resolucdo
Normativa n° 5 da CTNBIo) considera esses prodtoso um novo evento de
biotecnologia, e exige a realizacdo de todos daedeke campo e de laboratério
gue ja foram feitos para cada um dos seus pareptaiadores dos eventos
singulares.

Com base na hipétese da necessidade do aprimomaenegislacao
brasileira de biosseguranca, o presente traballo demo objetivo geral
demonstrar que a planta geneticamente modificadéadma de eventos
piramidados por hibridacdo é equivalente ao isoddbe aos parentais
portadores dos eventos singulares que a originowlejetivo especifico deste
trabalho de dissertacdo é demonstrar que as plaategénicas portadoras de
eventos piramidados por hibridacdo deveriam senzaticamente autorizadas
pela CTNBIio, para cultivo e consumo, nas situagées que 0s parentais
portadores dos eventos singulares tenham sido apnevite aprovados pela
CTNBio.

Para demonstrar a equivaléncia entre as plantéedooas de transgenes
piramidados por hibridacdo, o iso-hibrido ndo tgénéco e o0s parentais

portadores dos eventos singulares, serdo comparadogparametros de
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composi¢do nutricional (proteina bruta, extratoresté cinzas, umidade,
carboidrato, fibra bruta, fibra em detergente acfidma em detergente neutro,
minerais, aminoacidos, acidos graxos, vitaminas rdinarientes), as

caracteristicas agrondmicas das plantas (vigor @atyba, florescimento

feminino, florescimento masculino, altura de plamtidura da espiga principal,
tombamento, incidéncia de doencas, dano de ingatodetividade de graos) e a
expressao das proteinas CRY1F, CRY34AB1, CRY35ABAE.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificacéo botanica

O milho cultivado, objeto deste trabalho, é umanjn@a pertencente a
familia Poacea, tribo Maydeae, gén&ien e espécieZea mays L. ssp. mays
(PATERNIANI; CAMPOS, 2005).

2.2 A area de ocorréncia natural, seus ancestrais e pamtes silvestres

O milho Zea mays L. ssp mays) foi domesticado pelas populagGes
indigenas da América Central, notadamente MaiastecAs, que cultivavam um
grande numero de variedades de milho na regidoatensul do México, como
seu alimento principal, tendo se difundido pardivaulem toda América. Entre
0s anos de 1250 e 1700, praticamente todo o cotgienericano teve acesso
ao milho e todos os principais centros populac®mdasenvolveram uma grande
rede de intercAmbio de variedades da espécie.

Quando a América foi descoberta pelos europeus,illtofa vinha
sendo cultivado pelos nativos deste continenteedesdanada até a Argentina,
de forma que o primeiro contato do homem civilizagon o0 milho ocorreu
provavelmente no dia 5 de novembro de 1492, dighdsada de Cristdévao
Colombo a América (PATERNIANI; CAMPQOS, 2005). Apéscontato dos
europeus com as populacdes americanas, no finakédalo XV e inicio do
século XVI, os exploradores e comerciantes levasamilho para a Europa e a
partir desse periodo a planta conquistou populdeidao resto do mundo,
principalmente por suas caracteristicas nutricomapela possibilidade de ser
cultivada nos mais diversos climas.
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O milho adaptou-se em ambientes desérticos e eardsigcom alto
indice de precipitacdes, aos climas tropicais eezatos e aos solos elevados
até 4.000 metros acima do nivel do mar (SALVADOR97). O milho é
cultivado sob uma ampla gama de condi¢cdes climmtdavido aos seus
numerosos tipos divergentes. Todavia, a sobrevigéna reproducdo do milho
sdo limitadas em baixas temperaturas (SHAW, 19B8jticamente nao se
cultiva milho nas regifes cuja temperatura médigpkemo verdo seja menor que
19 °C ou onde a temperatura média noturna desgeoatas 13 °C. A maior
parte do milho € produzida em latitudes entre 38 graus, com relativamente
pouco cultivo nas latitudes superiores aos 47 geaugualquer parte do mundo.
A maior parte da producdo de milho se da em zondse as isotermas mensais
oscilam entre 21 e 27 °C e a estacdo sem periadsgfirante 120 e 180 dias.
As precipitacdes de 150 mm em periodos de verahicante a safra constituem
o limite mais baixo para a producdo de milho sesoori Ndo existe um limite
superior de precipitacdes para o cultivo de mithas o excesso de chuvas pode
diminuir a produtividade.

O milho cultivado Zea mays L. ssp. mays) pertence ao géne#ea, que
inclui varias outras espécies selvagens, conhe@da® teosintes. O capim
guatemala Tripsacum andersonii), espécie do génerbripsacum, pouco mais
distante do milho é cultivado amplamente como f@ita na América Central e
na América do Sul. Qripsacum andersonii é praticamente estéril e ndo se tém
registros de cruzamentos com o milho. Apendsipsacum dactyloides (2n =
72) em cruzamento com milho (2n = 20), em condig®geciais pode gerar um
namero minimo de descendentes férteis. Entretamtfecundacdo somente
ocorre em cruzamentos artificiais com a ajuda dmdm usando-se pélen de
Tripsacum dactyloides sobre o estilo-estigma de milho previamente corfzta
diminuir o trajeto do tubo polinico. Na América &ul, o Tripsacum ssp.

encontra-se ao longo do Rio Amazonas e na baci@rawco, estendendo-se
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desde as costas do Caribe até o sul da Américald®E WET et al., 1981).
Sao conhecidas cinco espéciesTdgsacum na América do SulTfipsacum
dactyloides, Tripsacum australe, Tripsacum andersonii, Tripsacum
cundinamar ce e Tripsacum peruvianum). A espécie sul-americana mais comum
€ Tripsacum dactyloides, que é morfologicamente distinta dos tipos norte-
americanos desta espécie. Esta espécie distrillg-frma extensa e cresce nas
bordas de montes Umidos, rochosos acidentados lengo de estradas. O
Tripsacum australe se encontra nos montes Umidos abertos e rib@ragpouca
luz na Venezuela, Colébmbia, Bolivia e Brasil. O ®ooomum doTripsacum
andersonii € capim-guatemala, que é cultivado como forrage@aAmérica
Central e na América do Sul. Essa espécie é qua8el @ cresce ao longo de
rios nas montanhas desde Venezuela até o Peifiuip@acum andersonii se
propaga por estolbes e é disseminado por humamm$ogo de canais aquiferos.
Até o momento, oTripsacum cundinamarce somente foi encontrado na
Colémbia e preferdnabitats com boa drenagem. Correntes de agua em locais
com pouca luz e outros lugares Umidos constituehahitat do Tripsacum
peruvianum no Peru e no sudeste do Equador.

Na América do Sul, ndo ocorre espécies de teosaitgalmente, sendo
encontrados representantes do géneingsacum, inclusive no Brasil, sem sinais
de introgressao natural ou retrocruzamento exestentreTripsacum € o milho
(DE WET et al., 1981). O cruzamento natural entnailbo e Tripsacum é muito
raro de ocorrer e, se viavel, produz frequentemelescendentes estéreis.
Embora algumas espéciesTé&sacum possam cruzar-se com o milho por meio
de polinizacao artificial em condi¢cdes de laboiatécasa de vegetacdo ou de
campo, é altamente improvavel, se ndo impossivel,sg produza cruzamentos
entre as duas espécies por meio de fertilizacaoralaBEADLE, 1980). Os
hibridos produzidos sob condi¢Bes controladas sééreks ou sua progénie
apresenta fertilidade significativamente reduzBBRAGUE; DUDLEY, 1988).
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As espécies mais estreitamente relacionadas comilto mdo os
teosintes Zea mays ssp., Zea luxurians e Zea diploperennis), que sdo gramineas
silvestres que se encontram em algumas regideséddle da Guatemala e se
cruzam naturalmente com o milho produzindo desaerdeérteis. No Brasil,
ndo se observa a ocorréncia natural de espéciésodimte, existindo apenas
espécies do géneffripsacum, parente mais distante do milho. O cruzamento
natural entre o milho &ripsacum é muito raro de ocorrer e, se viavel, produz
frequentemente descendentes estéreis. Embora agespécies déripsacum
possam cruzar-se com o milho por meio de polinzagéficial em condi¢cbes
de laboratério, de estufa ou de campo, é altaménf@ovavel, se néao
impossivel, que se produza cruzamentos entre @asngio de fertilizacdo
natural (BEADLE, 1980). Os hibridos produzidos sohdi¢des controladas séo
estéreis ou sua progénie apresenta fertilidadeifisigfivamente reduzida
(SPRAGUE; DUDLEY, 1988). Além disso, nao existemovyars sobre a
possibilidade de introgressédo natural existenteedmipsacum e o milho (DE
WET et al., 1981).

2.3 Centros de origem e de diversidade genética

As regibes tropicais do México e da Guatemala s#iideradas os
centros de origem do milh@da mays L. ssp. mays) onde foi domesticado e se
espalhou pela América, tendo sido cultivado pohangs de anos. A espécie
mais estreitamente relacionada com o milho é dritso@ea mays mexicana),
uma graminea selvagem, que se encontra em alg@gi@es do México e da
Guatemala e se cruza facilmente com o milho prodiazdescendentes férteis.
Tem sido aceito pelos pesquisadores que o teqZiediemays mexicana) seja o
ancestral do milho embora haja divergéncias sobgassos intermediarios que

ocorreram entre as duas espécies (SPRAGUE; DUDIERS). Por ter varias
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espécies, distribuicdo geografica distinta e pkaotan diferengas fenotipicas a
parte taxondmica tem sido muito discutida. Os teesianuais sao classificados
nas espécieZea mays e Zea luxurians. A espécieZea mays € dividida nas
subespécieZea mays mexicana e Zea mays parviglumis, a Ultima classificada
nas duas variedad@&sa mays parviglumis parviglumis e Zea mays parviglumis
huehuetenangensis. Os teosintes perenes sao divididos nas espésq®rennis
(tetraploide) eZea diploperennis (diploide) (DOEBLEY;ILTIS 1983). Um
estudo de variabilidade genética mediante a arddisdoenzimas em acessos do
banco de germoplasma de milho e de teosinte ndmn&na evidéncias para
demonstrar recente introgressao entre milho eneo$SMITH; GOODMAN;
STUBER, 1985). Ao contrario do teosinte que ocona&uralmente, as
modificacdes incorporadas as plantas de milho deraeu processo de
domesticagdo tornaram o milho altamente dependeaie homem para
sobreviver e consequentemente chegar até seucesttodutivo, o que o
impede de dispersar liviemente suas sementes ramdiente em condi¢des
de cultivo.

Tém sido realizados ao longo de um século estudofdgicos e
citogenéticos em etapas chaves da meiose, bem tcabadhos de morfologia e
histologia (ESAU, 1977) e também muitos trabalhmstaxonomia e evolugéo
da espécie (DOEBLEY; ILTIS, 1983; ILTIS; DOEBLEY,980). Estudos
moleculares efetuados nos Udltimos 20 anos avancaamal ponto que
permitiram que muitos genes fossem clonados e sv@@ates do genoma de
milho caracterizadas ou sequenciadas em detalheLB@A; MESSING,
1988). Os fatores que afetam a estabilidade gendtiam caracterizados
adequadamente e o milho tem sofrido modificacOegimaas por parte dos
melhoristas com o propdésito de obter melhor qudéda comportamento
agrondmico do produto. A espécie domesticdda mays L. ssp. mays ndo

parece ser um hibrido de formas silvestres e auldis deZzea como se havia
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postulado anteriormente. Portanto, ndo parece irexisha ponte genética
facilmente disponivel entigea mays cultivado e os representantes silvestres de
Zea (DOEBLEY, 1984).

2.4 Disperséo e propagacao

A disperséo do milho é feita exclusivamente poresgnss, uma vez que
nao se observa regeneracdo natural a partir ddogegegetativos. A dispersao
das sementes do milho somente ocorre por meictelaém¢cdo do homem, pois
precisam ser retiradas dos sabugos (debulha) ediridas no solo, em
pequenas quantidades, para poder desenvolveruadsssutura reprodutiva. As
sementes de milho ndo apresentam dorméncia e agtds para germinacao
logo ap6és o momento da maturacao fisiolégica (32%6% de umidade). Em
condi¢Bes de campo, perdem rapidamente o podeirggivo quando expostas
na superficie do solo, a umidade e alta tempetatura

O milho é uma planta al6gama com taxa de cruzanesite as plantas
da mesma espécie de aproximadamente 90%. A pa#uzafeita pela acdo dos
ventos, embora ocorra a presenca de insetos ainigs na época da antese,
principalmente abelhas e vespas, que ndo temipagfn nesse processo.

A dispersdo de pdélen em milho tem sido um assuntitormbem
estudado desde a década de 1940 até os dias déNbojeestudo comparativo
de monocotiledéneas, o autor concluiu que o milbieéce em média ao longo
de uma semana, com variacdo de até 14 dias depkndaimcipalmente, da
temperatura e umidade relativa do ar. A viabilidddegrdo de polen é de 24
horas em média, mas pode também variar dependesdmddicdes ambientais
(PURSEGLOVE, 1972).

Um estudo de controle do polen durante o desemaelio de milho

hibrido transgénico conduzido no México obteve detopisolamento do
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organismo geneticamente modificado em distancidmaaae 184 metros
(GARCIA et al., 1998). Por meio de outro estudo \WWRSEND; SCHOPER,
2001), concluiu-se que o controle do pélen de npli@ isolamento reprodutivo
pode ser conseguido em campos de producdo de ssncem distancias de 185
a 200 metros. Em um estudo de dispersao de pélenilde transgénico com
evento que confere resisténcia a um herbicidavialiado o fluxo génico entre
as plantas geneticamente modificadas e as plastasildo comum, em dois
anos consecutivos (JEMISON; VAYDA, 2001). Em setuds de 1999, os
autores concluiram que em distancias acima de 28fbso fluxo génico foi
nulo. No estudo conduzido no ano 2000, os mesmosesuconcluiram que em
até 110 metros de distancia, as plantas genetitammndificadas foram
capazes de dispersar pélen e produzir cerca dé€olB8 cruzamentos com
plantas convencionais. Um estudo de fluxo génicomilbo Bt para milho
comum foi conduzido durante trés anos para estamalistancias que pudessem
promover o isolamento genético do organismo gesmaente modificado e a
conclusao foi que a taxa de dispersédo dependestindia da fonte de pélen, da
direcdo do vento e da sincronizacdo entre a argeaeemissao dos estilo-
estigmas. A porcentagem de cruzamento foi menor I§gedentro de uma
distancia de 28 m, na direcdo do vento e de 10om&m direcdo oposta do
vento (MA; SUBEDI; REID, 2004).

Para o isolamento de linhagens, populacbes, h&iddgomilho e seus
parentes selvagens, varios autores concluiram dequada e suficiente a
distdncia de 200 metros entre os materiais (GARTIA8; JEMISON;
VAYDA, 2001; MA; SUBEDI; REID, 2004; PURSEGLOVE, I9;
TOWNSEND; SCHOPER, 2001).

No Brasil, a legislacdo de sementes exige umandistdgual ou maior
gue 400 metros para producéo de sementes hibidamtbriais geneticamente

modificados. Em paises como o Brasil, na faixaitadpe subtropical, temos a
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vantagem de impedir o fluxo génico usando tanteotamento espacial como o
isolamento temporal, pelo fato do milho ser cullivalurante praticamente 6 a 8
meses do ano. Nessas latitudes, tem-se usado cmtaméento temporal um

minimo de 40 dias da época de plantio de um camp@kcéo ao outro.

2.5 Descricdo do milho TC1507 x DAS-59122-7 e de sewgntais milho
TC1507 e milho DAS-59122-7

O milho TC1507 x DAS-59122-7 foi desenvolvido poreim de
hibridacdo, sendo resultado do cruzamento entreillto (DAS-59122-7 e o
milho TC1507 e a descri¢cdo de cada hibrido é api@da a seguir.

2.5.1 Descri¢do do milho TC1507

O milho TC1507 é portador do gemeylF que codifica a proteina
CRY1F a qual confere resisténcia aos lepidépteragas e do genpat que
codifica a proteina PAT a qual confere toleran@aharbicida glufosinato de
amonio e foi aprovado pela CTNBio para uso comermaBrasil (Extrato de
Parecer Técnico N°1679/2008, publicado no Diariaci@lf da Unido em
15/12/2008).

A linhagem de milho que contém o evento TC1507 dbfida por
transformacéo genética mediada pgrobacterium tumefaciens com a insercéo
de um fragmento de restricdo do plasmideo PHP8%9§ura 1). Este
fragmento, conhecido por inserto, possui uma cogdtr génica que contém o
genecrylF (Tabela 1 e Figura 2), dacillus thuringiensisvar. aizawai e o0 gene
pat oriundo do micro-organism&reptomyces viridochromogenes. A expressao
destes dois genes é controlada por promotores ifispsc que regulam a
transcricdo do mRNA codificador das proteinas CR¥ HAT.
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O genecrylF original de Bacillus thuringiensis foi otimizado para
expressdo em células vegetais. Essa otimizacAe@zsendcessaria devido a
propriedade do codigo genético de ser “degeneradgiie significa que mais de
um codon (trinca de bases) codifica um mesmo amidoa Sabe-se que a
utilizacdo dos cddons pelos diferentes grupos danissmos na natureza varia
com relacdo a utilizacdo dos respectivos RNAs prariadores. Por este motivo,
0 genecrylF passou por uma otimiza¢do para aumentar a rellgdmses A-
T/C-G, sem alterar a codificacdo dos aminoacidoas rornando-se mais
semelhante em composi¢cdo de bases aos genes dasplassa otimizacdo
garantiu maior nivel de expressdo da proteina élagas vegetais. A proteina
CRY1F é uma proteina cristal, também conhecida gelta-endotoxina,
produzida pelo micro-organismo de s8acillus thuringiensis durante a fase de
esporulacdo. A proteina expressa no milho TC150mé& versao truncada de
606 aminoacidos, que contém o nucleo ativo idéritipooteina CRY 1F original
(Figura 5). A proteina CRY1F, quando expressa, arenfis plantas de milho
protecdo contra o ataque de determinados inseto®rdim Lepidoptera
considerados importantes pragas do milho. Entresdgsetos pragas estdo a
lagarta do cartuchoSpodoptera frugiperda) e a broca da candigtraea
saccharalis).

O genepat expresso no milho TC1507 codifica a proteina fagficina
acetiltransferase (PAT). Este gene foi inicialmdatdado do micro-organismo
Sreptomyces viridochromogenes e, assim como 0S genesy, passou por um
processo de otimizacdo da sequéncia génica seracdibeda sequéncia proteica
codificada. Esta otimizacdo garante a célula végete melhor utilizacdo de
seus RNAs transportadores e por consequéncia, regmessdo da proteina.
Esse gene estd presente em uma série de eventhadgy e amplamente

cultivados em paises do mundo todo.
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Tabelal Sequéncias de DNA, organismos doadorangéid dos elementos

presentes na constru¢do génica do evento TC1507

Elemento
Genético

Organismo doador Funcéo

Promotor da ubiquitina de milho
ubizM 1PRO Zea mays adlc!cgnad,o go intron _da ublqwtlna_e uma
regido 5’ ndo traduzida. Sequéncia que
regula a expressédo do gemnglF.
Bacillus thuringiensis Versdao sintética do gene truncamglF

) . deBacillus thuringiensis var. aizawai
var. aizawai i <
(otimizado para expressédo em plantas).

crylF (trunc)

Agrobacterium Sequéncia ter_minadora da tra_nscrigéo de
ORF25 PolyA tumefaciens crylF, obtida deAgrobacterium
tumefaciens pTil59%.
. . Promotor 35S do Virus do Mosaico da
Promotor Virus do Mosaico da Couve-flor, que controla a expresséo do
CaMV 35S Couve-flor '
genepat.
Gene que confere tolerancia ao
glufosinato de aménio otimizado para
pat Streptomyces expressao em plantas, baseado no gene

viridochromogenes codificador da fosfinotricina
acetiltransferase de
S. viridochromogenes.

Terminador  Virus do Mosaico da Sequéncia terminadora da transcrigdo 35S
CaMV 35S Couve-flor do Virus do Mosaico da Couve-flor.




ubi probe

Pst (101
con (12¢1709)

HindIll (59
Pme (21>\|3

ubizmM1(2)
Promotor

EcoRI(1488)

nptl | probe
(74978033
nptll — 4

BamHI(2101)
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HindlIl (611 eryLF prob
(25483527
BamHI (6095,
Pst (3031)
CaMV 35 BamHI(3929
. Psti(3945)
Termmadﬂr Hind1ll (3949)
at
p A probe BamHI(5290)
(553+584¢) CaMV35S ORFZSPOlyA
probe Terminador
(47915229 | CaMV 35S
Promoter
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CAMV35S
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Figura2  Construcéo génica do evento TC1507
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2.5.2 Descri¢cdo do milho DAS-59122-7

O milho DAS-59122-7 é portador do geneg/34Abl que codifica a
proteina CRY34AB1 que confere resisténcia aos dgpeatos pragas, do gene
cry35Abl que codifica a proteina CRY35AB1 que confere téssa aos
coledpteros pragas da raiz e do g@ae que codifica a proteina PAT que
confere toleréncia ao herbicida glufosinato de améiksse produto foi
aprovado pela CTNBio para uso comercial no Brasitlata de 20 de junho de
2013 (Extrato de Parecer Técnico n® 3674/2013).

O milho DAS-59122-7 foi obtido por transformacdméica mediada
por Agrobacterium tumefaciens. Neste processo, a constru¢cdo génica
compreendida entre as bordas L e R do plasmided Fe6R (Figura 3) foi
transferida para 0 genoma da célula vegetal PHRL7GBUPAN;
ZAMBRYSKI, 1995; ZUPAN; ZAMBRYSKI; CITOVSKY, 2011). A
construcéo génica do evento DAS-59122-7 é cordditpélos genesy34Abl,
cry35Abl epat (Tabela 2 e Figura 4).

Os embrides imaturos de milho e culturag\geobacterium tumefaciens
(cepa LBA4404) contendo o vetor de interesse faramipulados em condi¢des
assépticas e em seguida dispostos em meio deeawdfilido formando uma
cocultura. Apdés o cocultivo com a agrobactéria, te@sidos vegetais foram
transferidos para um novo meio de cultura conteartttbioticos especificos e
herbicida a base de glufosinato de aménio. Os iétitibs tém a finalidade de
eliminar as agrobactérias que, num primeiro momesdo transferidas junto
com o tecido vegetal para 0 novo meio de cultuwderbicida tem acéo seletiva
para as células que receberam a construcdo géeicatatesse. O meio de
cultura empregado permitiu a regeneracdo de pHmtofiginadas de células
transformadas. Em determinado estadio de desematyo, estas plantulas

foram retiradas do meio de cultivo e levadas & adsavegetacdo para
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aclimatagdo. As plantas obtidas nesse processesmpam os eventos de
transformacéo.

Os genescry34Abl e cry35Abl foram isolados do micro-organismo
Bacillus thuringiensis, estirpe PS149B1. As proteinas CRY34ABl e
CRY35AB1, codificadas por estes genes, apresergararthos de 14 e 44 kDa,
respectivamente (Figura 6 e Figura 7). Estas praseforam identificadas como
heterodimeros, na qual se percebeu que a intee@e elas formava uma
toxina binaria que oferece as plantas de milho aiepdo especifica contra
determinadas espécies de insetos pragas de rgémeéooDiabrotica.

O genepat codifica a proteina fosfinotricina acetiltransfera(PAT).
Este gene foi inicialmente isolado do micro-orgartis Streptomyces
viridochromogenes e, assim como 0S genesy, passou por um processo de
otimizac@o da sequéncia génica sem alteracao dérseig proteica codificada.
Esta otimizagdo garante a célula vegetal uma meltiiracdo de seus RNAs
transportadores e por consequéncia, maior exprelssfmteina. Este gene esta
presente em uma série de eventos aprovados e aempanultivados em paises
do mundo todo. Apesar desta grande exposicaoizaghib, nunca se identificou

gualquer efeito indesejado associado a presensa gese ou de sua proteina.
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Tabela2 Sequéncias de DNA, organismos doadorangéid dos elementos

presentes na constru¢do génica do evento TC1507

Elemento

Genético Organismo doador Funcéo
RB (Right Agrobacterium .
Border) tumefaciens Borda direita

Promotor da ubiquitina de milho
ZmUbl PRO Zea mays adicionado do intron da ubiquitina e uma
regido 5’ ndo traduzida.
Versdo do genery34Abl otimizada para
Bacillus expressado em plantas. Expressa a delta-

Cry34Abl thuringiensis endotoxina CRY34AB1 derivada da cepa
PS149B1 d8acillusthuringiensis.
PINIl TERM Solanum Sequéncia t_ermlnadora do inibidor de
tuberosum proteinase Il de batata.

TA Peroxidase  Triticumaestivum  Promotor da peroxidase de raiz de trigo.

Versdo do genery35Abl otimizada para
Bacillus expressdo em plantas. Expressa a delta-

Cry35Abl thuringiensis endotoxina CRY35AB1 derivada da cepa
PS149B1 d8acillusthuringiensis.
Solanum Sequéncia terminadora do inibidor de
PINII )
tuberosum proteinase Il de batata.
Promotor Virus dgaMosalco Promotor 35S que controla a expressao do
CAMV35S genepat.
Couve-flor
Versédo otimizada para expressdo em
Sreptormvees plantas do gene que codifica a
pat _ Sreptomy fosfinotricina acetiltransferase (PAT),
viridochromogenes : . .
conferindo tolerancia ao glufosinato de
amaonio.
Terminador Virus dgaMosalco Sequéncia terminadora da transcricdo do
CAMV35S genepat.

Couve-flor
LB (Left Border) Borda esquerda.




COos

COLE1 ORI

LB Left T-DNA Border (25586)

5 &3 tet
Probe

Xho | (1330)

50311 bp

LB Backbone
Probe
spc Probe \
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virG Probe
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RB Backbone
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VIR C1

Xho I (2230)
xho | (2276)

Xho | (2913)
VIR G

VIRB

Xho | (10734)

Probe

RB Right T-DNA Border (18072)
UBI1ZM PRO

Xho 1 (19018)
UBI1ZM 5UTR
UBI1ZM INTRON

cry 34Ab1
PINII TERM

35S TERM
TA Peroxidase PRO

pat
35S PRO | Cry35Abl
PINII TERM

Figura3 Mapa do plasmideo PHP17662
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Wheat Peroxidase
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Sac 1(3217)
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cry34Ab1

Pin Il Term

Sac 1(5281) | Neo I1(5815)

Sac 1(5158) 35S Promoter
Bsa 1(6372)
pat
35S Term
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Hind III (7203)

cry35Ab1

Left

Border
I\ (7515)

Construcao génica do evento DAS-59122-7
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2.5.3 Descri¢cdo do milho TC1507 x DAS-59122-7

O milho TC1507 x DAS-59122-7 foi desenvolvido poreim de
hibridacéo, sendo resultado do cruzamento entrghw MAS-59122-7 portador
dos genegry34Abl, cry35Abl e pat que codificam as proteinas CRY34AB1,
CRY35AB1 e PAT e milho TC1507 portador dos gemeglF e pat que
codificam as proteinas CRY1F e PAT, de forma quénssrtos presentes nos
parentais séo herdados pelo milho TC1507 x DAS-B3912

Este produto foi aprovado pela CTNBio para uso corakno Brasil na
data de 20 de junho de 2013 (Extrato de Parecendan® 3674/2013).

Os genescry34Abl, cry35Abl e crylF codificam as proteinas
CRY34AB1, CRY35AB1 e CRY1F respectivamente e foridentificados no
micro-organismo de sol®acillus thuringiensis. As proteinas CRY34AB1 e
CRY35AB1 sao especificas para a defesa das plamtasa determinados
insetos pragas de raiz, da ordem Coleoptera. Aeim@dtCRY1F, presente no
evento TC1507, tem acdo especifica contra certestde pragas da ordem
Lepidoptera.

O genepat codifica a enzima fosfinotricina acetiltransferg$®AT)
isolada do micro-organismo ndo patogérsseptomyces viridochromogenes. A
expressao desta enzima permite que a planta $ejart® aos herbicidas a base
de glufosinato de aménio.

Este milho combinado possui duas cOpias do gaheada uma oriunda
de um dos eventos que compde o produto combinadddCx DAS-59122-7.
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2.6 Os produtos de expresséo dos genes inseridos nohmilf C1507 x DAS-
59122-7

O milho TC1507 x DAS-59122-7 é portador dos gereglF,
cry34Abl, cry35Abl e pat que codificam as proteinas CRY1F, CRY34AB1,
CRY35ABL1 e PAT. A descricdo de cada proteina ésgprtada a seguir.

2.6.1 Descricao das proteinas CRY

O Bacillus thuringiensis € uma bactéria de solo gram positiva bastante
comum e capaz de produzir esporos. Quando se eacemt condi¢bes de
limitacdo de recursos, esta bactéria esporula,ugiodo cristais proteicos. As
proteinas presentes nestes cristais sdo chamadasdd®sxinas CRY e vém
sendo utilizadas na agricultura por décadas comimdsticidas contra grupos
especificos de insetos (ROMEIS; MEISSLE; BIGLER)&0

Este bacilo ocorre na natureza e sua associacao dedenminados
insetos resulta de uma interessante e intensadocelbiptica. Naturalmente
patogénico aos insetos, Racillus thuringiensis infecta e se desenvolve nos
individuos hospedeiros. No momento de sua repraducBacilo produz cristais
de inclusdo compostos por toxinas especificas rm@stds. Apods a morte do
inseto por acdo das toxinas, 0S esporos germinamméro-organismo pode
desenvolver-se (PIGOTT; ELLAR, 2007). A coexisténciestes dois
organismos permitiu qudacillus thuringiensis desenvolvesse uma série de
toxinas altamente especificas a determinados msdéista especificidade é
garantida tanto pela sequéncia especifica de amitfuzada toxina, quanto pelo
seu modo de acdo. De modo semelhante as interag@e®nio-receptor, as
varias toxinas CRY possuem receptores especifizaiperficie das células do

intestino dos insetos, sendo seletivo até em relagd insetos de uma mesma
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ordem. Além disso, a proteina precursora produpidi micro-organismo
apresenta inicialmente conformacdo inativa e inesendo dependente do
ambiente intestinal do inseto para desempenhar aividade (PIGOTT;
ELLAR, 2007; SOBERON, 2007).

Em plantas geneticamente modificadas, as prot€iRas possuem um
comportamento bastante peculiar no que se refexgaaatividade. Apds ser
sintetizada na célula vegetal, a proteina CRY étagdande forma a bloquear
seus dominios de interacdo, apresentando-se irertgdo suscetivel as
modificacdes por enzimas. Para desempenhar sudaalévé necessario que a
proteina precursora seja solubilizada em pH aleaiprocessada (clivada) em
uma forma ativa, passando a expor os dominiostdeagéio com o receptor, o
gue ocorre apenas no fluido intestinal do inseszetivel. Apds processada no
intestino do inseto, a proteina CRY ativa se ligee@eptores da familia das
aminopeptidases N e das caderinas na superficieétldas intestinais do inseto
alvo, de modo e especificidade mencionados antegiote (GAHAN; GOULD;
HECKEL, 2001; RAJAGOPAL, 2003). Esta interacdo dabncom a ativagéo
da via de sinalizacao celular da apoptose (moltgdacgprogramada) nas células
do inseto. Além da morte celular por apoptose,recaiformacéo de oligbmeros
entre as moléculas, que penetram a membrana da péhmovendo a formacgéo
de poros, causando alteracdo osmotica e lise cebdasionando a morte do
inseto (ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006).

N&do ha evidéncias de agravos a saude humana el atenmrente da
exposicao ad®acillus thuringiensis ou as proteinas CRY. As proteinas CRY de
acao inseticida sdo conhecidas por apresentarevads grau de especificidade
em sua toxicidade para pequenos grupos de inselasianados, geralmente
dentro de uma ou duas ordens taxondmicas.

Estudos de toxicidade aguda e subcrénica foramuzithas nos ultimos

40 anos e demonstraram a seguranca dos produsse ale esporos @acillus
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thuringiensis utilizados para o controle de insetos pragas queara danos em
varias culturas. Outros estudos com plantas geme¢iote modificadas contendo
genescry de Bacillus thuringiensis tém demonstrado que as proteinas CRY nédo
sdo tbéxicas para os seres humanos e ndo aprespotamcial alergénico
significativo. Alimentos derivados das plantas geaeente modificadas
contendo genesry j4 foram objetos de aprovacdo de agéncias regasado
internacionais e foram considerados equivalentegpemlutos convencionais. A
alta especificidade das proteinas CRY e sua rapédgadacdo no solo séo
fatores importantes para o aspecto ambiental e smguranca tem sido
comprovada pelo longo histérico de uso dessa tegizl(DELANEY,2008;
ROMEIS; MEISSLE; BIGLER, 2006). Estudos de acumeikdbegradacdo dessas
proteinas CRY no solo confirmam a sua rapida degé&a o que € mais um
aspecto positivo em termos de seguranca ambidhERIMAN, 2002; WANG
et al., 2006).

A proteina CRY1F expressa no milho TC1507 e as epras
CRY34AB1 e CRY35AB1, expressas no milho DAS-59122ab ativas contra
um grupo limitado de insetos lepidopteros e cole@st pragas,
respectivamente, que possuem receptores especiigomembrana celular
intestinal, como a lagarta do cartucho, a brocadlmo, a lagarta da espiga e a
broca da raiz e ndo séo toxicas para outros insetosganismos nado alvos. Ndo
existem evidéncias de que as proteinas inseticiddpo CRY tenham efeitos
prejudiciais a saude do homem ou de animais. Araega do consumo de
vegetais geneticamente modificados € suportada wwma abordagem
multidisciplinar empregada durante a fase de tedteseguranca alimentar
(COCKBURN, 2002).
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2.6.1.1 Descricdo da proteina CRY1F

O genecrylF otimizado para expressdo em células vegetaisicadif
uma proteina CRYL1F truncada que é idéntica ao olelivo da delta
endotoxina CRY1F dBacillus thuringiensis var. aizawai e também da CRY1F
microbiana derivada MR872. Essas trés proteinaslERf0 idénticas em seus
primeiros 605 aminodcidos, com excecdo de umaafaniha substituida por
uma leucina na posi¢do 60B604L). Esta alteracdo foi feita para a introducéo
de um sitio de restricaho | utilizado para fusdo com a porcdo C-terminal na
proteina. A sequéncia de aminoacidos da proteingd1€ERe apresentada na

Figura 5.
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| DESKLKAYT RYQLRGYI ED
APSPI
DLNEDLGVW/ | FKI KTQDGH
DKREKLEVET NI VYKEAKES
S| REAYLPEL SVI PGVNAAI

Sequéncia de aminoacidos da proteina CRY1F

Em vermelho esta representada a fenilalagireaé substituida por uma
leucina na sequéncia da proteina expressa peloo ngémeticamente
modificado
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2.6.1.2 Descricdo das proteinas CRY34AB1 e CRY35AB1

Diversas estirpes dBacillus thuringiensis sédo atualmente conhecidas
por produzir uma variedade de proteinas inseticiDasitre estas proteinas, as
delta-endotoxinas constituem a classe com maigseptantes conhecidos. As
proteinas precursoras das delta-endotoxinas pogsesonmolecular médio que
varia entre 125 e 140 kDa e apés solubilizacdmeegssamento proteolitico no
intestino do inseto, d&o origem & proteina ative%la 75 kDa.

Trabalhos com a cepa PS149B1B#eillus thuringiensis identificaram
proteinas cristais que mostraram toxicidade oralagmas de raiz do milho em
experimentosin vitro. Analisando-se o0s corpos de inclusdo durante a
esporulacéo desta cepaRbillus thuringiensis, os pesquisadores identificaram
duas proteinas cujos pesos moleculares eram deimpdamente 14 kDa
(CRY34AB1) e 44 kDa (CRY35AB1). A clonagem e seqi@mento destes
genes mostraram que ambos estdo presentes em ummo nogeron, sendo,
portanto expressos de forma conjunta (MOELLENBEORD.

Utilizando as proteinas CRY34AB1 e CRY35ABl prodas em
sistema heterdlogo bacteriano, os pesquisadoreduzioam bioensaios, nos
guais observaram a necessidade de ambas as psopeire a expressdo da
caracteristica inseticida contra larvas de raig&lweroDiabrotica.

Um trabalho foi realizado com o intuito de inveati@g mecanismo de
acdo destas proteinas utilizando sistemas de tipussde bicamadas lipidicas.
Nestes sistemas foi avaliado o efluxo de calceDagHgeN,O;3) € a atividade de
canais idnicos, respectivamente. A calceina é uardforo cujos comprimentos
de onda de excitacdo e emissdo sdo muito proxideos)odo que a emissdo de
uma molécula pode causar a excitacdo de outra rpadxEste fendmeno
denomina-se “auto supressdo”. Devido a esse ferfyratas concentracdes

presentes no interior dos lipossomos mostram baiissao de fluorescéncia.
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Entretanto, ao ser liberada no exterior aquosaddedidanificacdo da membrana
lipidica do lipossomo, a concentracéo é diluidaspado a emitir fluorescéncia
até 10 vezes maior (MASSON, 2004). Os pesquisadiresrvaram que tanto a
proteina binaria CRY34AB1/CRY35AB1 nativa dgacillus thuringiensis
PS149B1, quanto as proteinas recombinantes CRY34ABRY35AB1 tém a
capacidade de permeabilizar as camadas lipidiags.p8 alcalino, tipico do
observado no ambiente intestinal de insetos lepiddp, observou-se somente a
desestabilizacdo da bicamada lipidica pela acdprdésinas. Entretanto, em pH
acidico (~5,5) as proteinas CRY34AB1/CRY35AB1, mbmantes ou nativas,
levaram a formacéo de canais i6nicos nas bicanipd@isas. Esta observacao é
particularmente interessante, pois diferente dgsddpteros, o ambiente
intestinal das larvas de insetos coledpteros, canidiabrotica, € também
acidico. Esta caracteristica, aliada a descobesta pgsquisadores sobre a
atividade das proteinas, mais uma vez corrobora aosaita especificidade
tipicamente observada em proteinas do tipo CRYfied do estudo, MASSON
et al. (2004) concluem que as proteinas CRY34ABY®&3AB1, atuando de
forma dimérica, apresentam mecanismos de acao lsambes e equivalentes as
demais proteinas CRY melhor caracterizadas.

As plantas de milho contendo o evento DAS-59122Jressam as
proteinas CRY34AB1 e CRY35AB1, que apresentam pesecular de 14 kDa
e 44 kDa, respectivamente. Assim como os gengl- e pat, 0s genes que
codificam estas duas proteinas CRY também foramizados para expressao
em células vegetais. As sequéncias de aminoacidssasl proteinas sao
idénticas as sequéncias das proteinas origindsdaikus thuringiensis.

Os genes codificadores das proteinas CRY34AB1 e35REB1 estao
presentes na mesma construcdo génica, sendo regufaa promotores

especificos (Figura 4). A proteina CRY34AB1 otindiaeé constituida por 123
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aminodacidos (Figura 6) e a proteina CRY35AB1 pos3®B8 aminoacidos
(Figura 7).

1 MBSAREVHI DV NNKTGHTLQL EDKTKLDGGR WRTSPTNVAN DQI KTFVAES
51 NGFMIGTEGT | YYSI NGEAE | SLYFDNPFA GSNKYDGHSN KSQYEI | TQG
101 GSGNQSHVTY Tl QTTSSRYG HKS*

Figura 6 Sequéncia de aminoacidos da proteina CRBB4

1 M.DTNKVYEl SNHANGLYAA TYLSLDDSGV SLMNKNDDDI DDYNLKWELF
51 Pl DDDQYI I T SYAANNCKVW NVNNDKI NVS TYSSTNSI QK WOl KANGSSY
101 VI QSDNGKVL TAGTGQALGL | RLTDESSNN PNQQMWNLTSV QT1 QLPQKPI
151 | DTKLKDYPK YSPTGNI DNG TSPQLMAWIL VPCI MNDPN | DKNTQ KTT
201 PYYI LKKYQY WQRAVGSNVA LRPHEKKSYT YEWGTEI DQK TTI | NTLGFQ
251 | NI DSGVKFD | PEVGGGTDE | KTQLNEELK | EYSHETKI M EKYQEQSEI D
301 NPTDQSWNS!I GFLTI TSLEL YRYNGSEI RI MQ QTSDNDT YNVTSYPNHQ
351 QALLLLTNHS YEEVEEI TNI PKSTLKKLKK YYF*

Figura7  Sequéncia de aminoacidos da proteina CRB'B5

2.6.2 Descricdo da proteina PAT

Os milhos TC1507, DAS-59122-7 e TC1507 x DAS-59T2%pressam
a proteina fosfinotricina acetiltransferase (PAJJe é codificada pelo gepat.

A proteina PAT é responsavel por conferir as ptaatéolerancia ao herbicida
glufosinato de aménio.

Durante os processos de fotorrespiracdo e ass#uilagprganica de
nitrogénio pelos vegetais, observa-se a formac@ocesziva de aménia, que é
téxica as plantas. Por meio da acdo da enzimangingasintetase, a amdnia
gerada € incorporada na posi¢cdo amida do aminogtitibmato, dando origem
ao aminodcido glutamina. Esta reagdo é responpélelsintese de glutamina,
além da importante funcdo de detoxificacdo da aam@oe é gerada na célula

vegetal pelos processos de fotorrespiracdo e das#nide nitrogénio.
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O glufosinato de aménio constitui um analogo ddaghato e, portanto,
da mesma forma apresenta afinidade a enzima ghaagiitetase. A ligacéo do
herbicida a enzima determina a interrupcdo do peacele assimilacdo de
amdnia, que acaba por acumular na célula vegett. &€mulo compromete o
sistema de transporte de elétrons nos cloroplastasitocondrias, também
levando a sintese de radicais livres. Os radisaiss| sdo capazes de promover a
peroxidagao de lipideos de membrana e causar @amesmponentes da célula,
culminando com a morte celular. Por este motivglufosinato de aménio é
considerado um herbicida pré-oxidativo.

A enzima PAT tem acéo sobre o glufosinato de amé&aiodo capaz de
modifica-lo tornando o herbicida inativo e promavacetilacdo do ingrediente
ativo fosfinotricina (glufosinato de aménio) em sgupamento amina livre.
Esta forma acetilada do herbicida ndo mais posBoidade pela enzima
glutamina sintetase, que passa a desempenhar nwental sua funcdo. A
enzima PAT é altamente especifica ao ingrediente db herbicida, ndo sendo
capaz de acetilar qualquer outra proteina celildOMPSON, 1987).

Por meio de analises silico, alguns pesquisadores determinaram que a
proteina PAT ndo apresenta similaridade signifreatde sequéncia com
nenhuma proteina alergénica conhecida (HEROUET,4)20@onforme
esperado, esta enzima apenas se assemelha aamgtiiticansferases devido a
seu dominio funcional, grupo este de enzimas jamaigcionado a
alergenicidade ou efeitos adversos a salide humamianel. Além disso, buscas
em bancos de dados e ensaios bioquimicos deteamirgue esta enzima nao é
modificada por glicosilacdo. Esta informacéo tosearelevante uma vez que
boa parte das proteinas alergénicas conhecidas esfa modificacdo pos-
traducional. Ensaios com fluidos digestivos moatraique a proteina PAT é

rapidamente degradada. Em apenas alguns segursdeszianas pepstatina e
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pancreatina foram suficientes para degradar a ipeotBAT completamente
(HEROUET, 2004).

A proteina PAT foi degradada em niveis ndo detetddentro dos
cinco segundos posteriores a introducdo em fluidstrigo simulado que
continha pepsina, minimizando o potencial da pnetede ser absorvida pela
mucosa intestinal ao ser consumida. Esses ressltaaanilho geneticamente
modificado confirmaram dados de estudos anteridectoxicidade da proteina
PAT em outros eventos de milho tolerante ao glafisi de aménio, em que foi
evidenciado que a proteina PAT é rapidamente daswit pelo calor ou por pH
acido.

A enzima fosfinotricina acetiltransferase (PAT) tem mecanismo de
acdo bastante especifico e suas caracteristicgglifmicas garantem baixa
estabilidade no sistema digestivo e baixo potembéaténico.

O genepat otimizado para expressdo em plantas codifica uo@ipa
de 183 aminoécidos (Figura 8). A sequéncia de amidos da proteina PAT
expressa em plantas contendo o evento TC1507 dicaléd sequéncia da

proteina original isolada dgreptomyces viridochromogenes.
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1 MSPERRPVEI RPATAADVAA VCDI VNHYI E TSTVNFRTEP QTrPQEW DDL
51 ERLQDRYPW. VAEVEGWAG | AYAGPVKAR NAYDWIVEST VYVSHRHQRL
101 GLGSTLYTHL LKSMEAQGFK SWVAVI GLPN DPSVRLHEAL GYTARGTLRA
151 AGYKHGGWHD VGFWORDFEL PAPPRPVRPV TQ

Figura8 Sequéncia de aminoacidos da proteina PAT
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Hibridos de milho testados

Neste trabalho, foram testados os hibridos gemediote modificados
TC1507, DAS-59122-7 e TC1507 x DAS-59122-7 e seaspactivos iso-

hibridos (Tabela 3).

Tabela3 Descri¢do dos hibridos testados

Hibrido Evento Genes Proteinas Caracteristicas
Resisténcia a alguns
lepidépteros e
tolerancia a glufosinato

8480Hx TC1507 crylFepat CRYLFe PAT

de amonio.
DAS- cry34Abl, CRY34AB1, Resisténcia a alguns
2A120RW cry35Able CRY35ABl e colebpteros e tolerancia
59122-7 . .
pat PAT a glufosinato de aménio
TC1507 crylF, CRY1F, Resisténcia a alguns
2A120XTRA X DAS- cry34Abl, CRY34AB1, lepidépteros e
cry35Able CRY35ABl e coledpteros e tolerancia
59122-7 ; .
pat PAT a glufosinato de aménio
8480 Iso-hibrido
2A120 Iso-hibrido

3.2 Desenho experimental

Para a determinacdo da composicdo quimica e muaici as
caracteristicas agronémicas e a expressao dasnamtdo evento combinado
TC1507 x DAS-59122-7 e de seus parentais TC150A8-89122-7, foram
conduzidos 3 estudos totalizando 6 experimentasos€ experimentos na
estacdo experimental da Dow AgroSciences em Ind@isd (MG) e 3

experimentos na estacdo experimental da Dow AgeoSes em Mogi Mirim
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(SP). O delineamento utilizado foi de blocos cazadbs, com 2 tratamentos e 4
repeticbes. As parcelas experimentais foram coinddis de 36 linhas de plantio
com 40 metros de comprimento, com espagamento/@en@etro entre linhas e
densidade de 5 plantas por metro linear (Tabel@#)parcelas experimentais
receberam os insumos necessarios e adequados sapridtiaas agrondmicas,

assegurando o bom desenvolvimento, sanidade etpiiddde das plantas.

Tabela4 Desenho experimental utilizado nos estutbgieterminacdo da

composi¢do nutricional, das caracteristicas agrc@sne da

expressao de proteinas

Parametros Estudo 1 Estudo 2 Estudo 3
Delineamento  Blocos casualisados  Blocos casualsadBlocos casualisados
Repeti¢cbes 4 4 4
2A120XTRA €

Tratamentos 8480Hx e 8480 2A120RW e 2A120 2A120
TC150-7 x DAS-

Eventos TC1507 DAS-59122-7 59122-7
36 linhas de 40 36 linhas de 40 36 linhas de 40
Parcelas
metros metros metros
Espacamento 0,76 m entre linhas 0,76 m entre linha®,76 m entre linhas
Densidade 5 plant_as por metro 5 plant_as por metro 5 plant_as por metro
linear linear linear
Locai Indianépolis e Mogi Indiandpolis e Mogi Indianépolis e Mogi
ocais - L -
Mirim Mirim Mirim
Data do 10/03/2007 e 18/03/2010 e 22/12/2009 e
Plantio 05/03/2007 10/03/2010 09/03/2010
Data da 15/08/2007 e 21/08/2010 e 10/05/2010 e
Colheita 24/07/2007 30/07/2010 07/08/2010

01200.000440/2005- 01200.001583/2008- 01200.006006/2007-
LPMA 96 68 81
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3.3 Condicbes climaticas observadas durante a conducéos experimentos

A precipitacdo pluviométrica e as temperaturas mmni média e
maxima foram medidas durante a conducdo dos estydos estacBes
climatoldgicas posicionadas nas estacdes expemmsetd Dow AgroSciences
em Indianopolis (MG) e em Mogi Mirim (SP) e as na&dhistéricas para esses
parametros tiveram como fonte os dados da Redenstituto Nacional de
Meteorologia (INMET), do periodo de 1977 a 201@isgados em estacdes
meteorolégicas préximas aos locais dos experimeatnsSao Carlos (SP) e em
Uberaba (MG).

A precipitac@o pluviométrica foi expressa em milirog de 1amina de
agua (mm) e as temperaturas minima, média e masémaapresentadas em
graus Celsius’C).

Os parametros climaticos medidos nos locais de wgitd dos
experimentos do Estudo 1, para determinacdo da asigdm quimica e
nutricional, caracteristicas agrondmicas e expeeskis proteinas do milho
TC1507 mostraram que, em Indianépolis (MG), as a®dle temperaturas
observadas ficaram préximas as médias histéricas @aeriodo de conducéo
do experimento, enquanto que as médias de preagpitgluviométrica
observadas ficaram abaixo das médias histéricag, {1imm e 381,5 mm
respectivamente), conforme apresentado no Grafidodicando periodos de
escassez hidrica em momentos criticos do desemaiw das plantas e do
enchimento de grdos. Em Mogi Mirim (SP), os paréosetlimaticos medidos
mostram que as médias de temperaturas e de pa€éipipluviométrica foram
semelhantes as médias histéricas do periodo daicdndio experimento, com
disponibilidade hidrica em momento e quantidade qaada ao bom

desenvolvimento das plantas e ao enchimento ds ¢@afico 2).
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Os parametros climaticos medidos nos locais de wgitd dos
experimentos do Estudo 2 para determinacdo da gdmo quimica e
nutricional, caracteristicas agrondmicas e expeeskis proteinas do milho
DAS-59122-7 mostraram que, em Indianopolis (MG)naslias de temperaturas
e de precipitacdo pluviométrica observadas ficanamximas as médias
histéricas para o periodo de condugdo do experam@néafico 3) com periodo
de deficiéncia hidrica no periodo de enchimentayd®s, de maio a junho,
como é tipico nesta regido. Em Mogi Mirim (SP), pmametros climaticos
medidos mostram que as médias de temperaturapredpitacao pluviométrica
foram semelhantes as médias histdricas do peri@edortlucdo do experimento,
com disponibilidade hidrica em momento e quantidadequada ao bom
desenvolvimento das plantas e ao enchimento ds ¢@afico 4).

Os parametros climaticos medidos nos locais de wgitd dos
experimentos do Estudo 3 para determinacdo da igdmo quimica e
nutricional, caracteristicas agrondmicas e expeeskis proteinas do milho
TC1507 x DAS-59122-7 mostraram que, em Indianopis) e em Mogi
Mirim (SP), as médias de temperaturas observadasafin proximas as médias
historicas para o periodo de conducdo do experonamm disponibilidade
hidrica em momento e quantidade adequada ao boemasgimento das

plantas e ao enchimento de graos (Grafico 5 e €aréfrespectivamente).
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Precipitacdo Pluviométrica e Temperatura Média Mensal
Indianépolis (MG), 2007
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Gréafico 1 Precipitacdo pluviométrica e temperamidia mensal observadas
em Indianépolis (MG) no periodo de conducdo dogementos do
Estudo 1, ano de 2007

Precipitacdo Pluviométrica e Temperatura Média Mensal
Mogi Mirim (SP), 2007
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Gréfico 2 Precipitacdo pluviométrica e temperatagdia mensal observadas
em Mogi Mirim (SP) no periodo de conducéo dos darpamtos do
Estudo 1, ano de 2007
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Precipitacdo Pluviométrica e Temperatura Média Mensal
Indianépolis (MG), 2010
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Gréafico 3 Precipitacdo pluviométrica e temperamidia mensal observadas
em Indianépolis (MG) no periodo de conducdo dogementos do
Estudo 2, ano de 2010

Precipitacdo Pluviométrica e Temperatura Média Mensal
Mogi Mirim (MG), 2010
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Gréfico 4 Precipitacdo pluviométrica e temperatgdia mensal observadas
em Mogi Mirim (SP) no periodo de conducéo dos darpamtos do
Estudo 2, ano de 2010
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Precipita¢do Pluviométrica e Temperatura Média Mensal
Indianépolis (MG), 2010
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Gréfico 5 Precipitacdo pluviométrica e temperatidia mensal observadas
em Indiandpolis (MG) no periodo de conducdo dogenentos do
Estudo 3, anos de 2009 e 2010
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Gréfico 6 Precipitacdo pluviométrica e temperatidia mensal observadas
em Mogi Mirim (SP) no periodo de conducéo dos darpamtos do
Estudo 3, ano de 2010
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3.4 Determinacdo da composicédo quimica e nutricional dmilho
geneticamente modificado comparativamente ao isodfrido

convencional

Foram amostrados tecidos de forragem no estadiocéd graos
pastosos (6 amostras por repeticdo e 3 plantaanpastra) e de graos no estadio
R6 na maturacéo fisioldgica (6 amostras por repeti@ espigas por amostra).
Os graos foram produzidos por meio de polinizacatfical, por
autofecundacéo, para eliminar o efeito de xénipdlen estranho que poderia
alterar a sua composicao quimica e nutricional.

Os estadios fenolégicos das plantas no momentovalagio foram
determinados através da escala apresentada naaTabéMAGALHAES;
DURAES, 2006).

As amostras de graos e de forragem de milho TCik&@rm analisadas
no Laboratério da EMBRAPA Agroindistria de AlimestdCTAA, CQOB
0126/00, RJ, Brasil), para a determinacdo de suap@sicdo quimica e
nutricional e as amostras de grdos e de forragesmndihos DAS-59122-7 e
TC1507 x DAS-59122-7 foram analisadas no laborat&fPL BIO Analytical
Services dos EUA para analise de sua composicécianal.

Nas amostras de gréos, foram quantificados osgel@eroteina bruta,
extrato etéreo, cinzas, umidade, carboidrato, flim#ta, fibra em detergente
acido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN), méne (calcio, cobre, ferro,
manganés, fésforo, potassio, sodio e zinco), amidod (acido aspartico,
prolina, glicina, alanina, valina, tirosina, fefalaina e histidina), acidos graxos
(palmitico (16:0), palmitoleico (16:1), heptadecano(17:0), estearico (18:0),
oleico (18:1), linoleico (18:2), linolénico (18:3raquidico (20:0), eicosenoico
(20:1), behénico (22:0) e lignocérico (24:0)), mitaas (tiamina, riboflaving3-
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caroteno o-tocoferol, niacina, acido félico e piridoxina) stiautrientes (acido
fitico e inibidor de tripsina).

Nas amostras de forragem, foram quantificados osegede cinzas,
extrato etéreo, umidade, proteina, carboidratea fliruta, fibra em detergente
acido (FDA), fibra em detergente neutro (FDN) e en@is (célcio, fosforo,
cobre, ferro, manganés, potassio, sddio e zinco).

Os dados foram analisados por meio do programa B&S&o 9.1
(SAS, 2004). As diferencas significativas foranireatias com intervalo de 95%
de confianga. Os dados ndo foram arredondadosapat@e estatistica. O nivel
de significancia para efeito de tratamento foineatlo usando o Teste F. Os
contrastes pareados foram feitos entre o hibridomil@o geneticamente
modificado e o iso-hibrido usando o Teste t. Difees significativas nos
contrastes de médias foram consideradas nos cas@datt de P ser menor que
0,05.

Tabela5 Estadios fenolégicos do milho

Estadio Descricdo
VE Germinagado e emergéncia
V2 Duas folhas completamente desenvolvidas
V4 Quatro folhas completamente desenvolvidas
V9 Nove folhas completamente desenvolvidas
Vn Ultima folha emitida antes do pendoamento
Vit Pendoamento
R1 Embonecamento e polinizagdo
R2 Grao “bolha d’agua”
R3 Gréo leitoso
R4 Grao pastoso
R5 Formacéo de dente
R6 Maturidade fisiologica

Fonte: (MAGALHAES; DURAES, 2006).
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Os resultados gerados a partir de graos e de &matps hibridos de
milho portadores dos eventos transgénicos e de isednibrido foram
comparados com os valores de referéncia citadberatura (WATSON, 1982;
1987; ORGANISATION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, OECD, 2002; ILSI, 2010), conforme sg@ptado na Tabela
6 até a Tabela 12.

Tabela 6 VariagBes descritas na literatura parisanéentesimal e fibras de

graos
Componente Watson Watson OECD ve:IS_;IJ4 1 Médias
(% de peso seco) (1982) (1987) (2002) (2010) "“combinadas
Proteina Bruta 8,00-14,0®00-12,006,00-12,706,15-17,306,00-17,30
Extrato Etéreo 1,20-18,8 NR NR 2,47-5,90 1,20-18,80
Cinzas 1,10-3,901,10-3,90 1,10-3,90 0,62-6,28 0,62-6,28
Umidade (% peso fresco) 7,00-23,0@0-23,007,00-23,006,10-40,506,10-40,50
. 63,30- 78,40- 82,20- 63,30-
Carboidrato$ 89.70 89,80 82.90 77,4-89,50 89.80

Fibra Bruta NR NR NR 0,49-3,260,49-3,26
Fibra em Detergente Acid®,00-4,30 3,30-4,30 3,00-4,301,82-11,301,82-11,30
Fibra em Detergente Neut8,30-11,908,30-11,908,30-11,905,59-22,605,59-22,60

& Carboidratos sdo calculados como porcentagem stegezo = 100% peso seco total
% proteina - % gordura - % cinzas.
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Tabela 7  VariagBes descritas na literatura parésarde minerais em graos
(mgflrgggndeengeeso Watson Watson OECD ILS| 4virsao Médias
seco) (1982) (1987) (2002) (2010) combinadas
o 10,00- 10,00-
Célcio 100,00 100,00 3,00-100,00 1,27-20,80 1,27-100,00
Cobre 0,09-1,00 0,09-1,00 0,09-1,00 0,07-1,85 0,83
Ferro 0,10-10,00 0,10-10,00 0,10-10,00 1,04-4,91,10-00,00
Manganés 0,07-5,40 0,07-5,40 NR 0,17-1,43 0,00-5,4
Fésforo 260,00- 260,00- 234,00- 147,00- 147,00-
750,00 750,00 750,00 533,00 750,00
Potassio 320,00- 320,00- 320,00- 181,00- 181,00-
720,00 720,00 720,00 603,00 720,00
Sédio 0,00-150,00,00-150,000,00-150,00 0,02-73,2 0,00-150,00
Zinco 1,20-3,00 1,20-3,00 1,20-3,00 0,65-3,72 B2
Tabela8 VariagBes descritas na literatura pardisende aminoacidos em
graos
Componente Watson OECD ILSIversdo 4.1 Médias
(% de peso seco) (1982) (2002) (2010) combinadas
Acido Aspartico 0,58-0,72 0,48-0,85 0,33-1,21 01331
Prolina 0,66-1,03 0,63-1,36 0,46-1,63 0,46-1,63
Glicina 0,26-0,47 0,26-0,49 0,18-0,54 0,18-0,54
Alanina 0,64-0,99 0,56-1,04 0,44-1,39 0,44-1,39
Valina 0,21-0,52 0,21-0,85 0,27-0,86 0,21-0,86
Tirosina 0,29-0,47 0,12-0,79 0,10-0,64 0,10-0,79
Fenilalanina 0,29-0,57 0,29-0,64 0,24-0,93 0,880,
Histidina 0,20-0,28 0,15-0,38 0,14-0,43 0,14-0,43
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Tabela9 VariagBGes descritas na literatura parfisande 4cidos graxos em
graos
Componente Watson OECD ver“s_éscl) a1 Médias
(% acidos graxos totais) (1982) (2002) (2010) ’ combinadas
16:0 Palmitico 7,00-19,00 8,60-16,5 7,94-20,70 0720,70
16:1 Palmitoleico 1,00 ND-0,50 0,09-0,45 ND-1,00
17:0 Heptadecanoico NR ND-0,10 0,08-0,11 ND-0,11
18:0 Esteérico 1,00-3,00 ND-3,30 1,02-3,4 ND-3,40
18:1 Oleico 20,00-46,00 20,00-42,20 17,4-40,2 UB00
18:2 Linoleico 35,00-70,00 34,00-65,60 36,2-66,5 4,08-70,00
18:3 Linolénico NR NR 2,25 2,25
20:0 Aracquidico 0,10-2,00 0,30-1,00 0,10-2,00 -0
20:1 Eicosenoico NR NR 1,92 1,92
22:0 Behénico NR ND-0,50 0,11-0,35 ND-0,50
24:0 Lignocérico NR ND-0,50 0,14-0,23 0,14-0,53

Tabela 10 Variacdes descritas na literatura paiksande vitaminas em graos

Componente Watson Watson  OECD ver”s:?fcl) a1 Mé(_jias
(mg/Kg peso seco) (1982) (1987) (2002) (2010) combinadas
Tiamina 3,00-8,60 3,00-8,60 2,30-8,60 1,30-400080-40,00
Riboflavina 0,25-5,60 0,25-5,60 NR 0,45-2,16 0,2605
B-Caroteno 0,30-5,40 0,50-2,50 0,49-2,18 0,19-46,89-26,80
a-Tocoferol (IU/kg)  3,00-12,107,00-47,00 NR 1,50-68,701,50-68,70
Niacina 9,30-70,009,30-70,009,30-70,0010,40-46,909,30-70,00
Acido Folico 10,00-68,30,10-0,30 0,17-0,46 0,15-1,46 0,15-68,30
Piridoxina 9,60 5,30 4,60-9,60 3,68-11,3068-11,30

Nota: ?IU/Kg significa Unidades Internacionais por quilaga.



67

Tabela 11 Variacdes descritas na literatura pa&isande antinutrientes em

graos
Componente OECD ILSI versao 4.1 Médias
(% de peso seco) (2002) (2010) combinadas
Acido fitico 0,45-1,00 1,00-1,57 0,45-1,57

Inibidor de Tripsina
(TIU/mg) NR 0,00-7,18 0,00-7,18

4 TIU= unidades de inibir de tripsina.
®NR= n3o relatado em literatura.

Tabela 12 Variacdes descritas na literatura pasdisencentesimal, fibras e
minerais de forragem

Componente Watson ILSI versédo 4.1 Médias
(% de peso seco) (1982) (2010) combinadas
Proteina Bruta 3,50-15,90 3,14-11,6 3,14-15,90
Extrato Etéreo 0,70-6,70 0,29-4,57 0,29-6,70
Cinzas 1,30-10,50 1,53-9,64 1,30-10,50
Umidade (% peso fresco) 53,30-87,50 49,10-81,30 10487,50
Carboidrato$ 66,90-94,50 76,40-92,10 66,90-94,50
Fibra Bruta 19,00-42,00 NR 19,00-42,00
Fibra em Detergente Acido 30,00 (média) 16,10-47,40 16,10-47,40
Fibra em Detergente Neul 51,00 (média) 20,30-63,70 20,30-63,70
Célcio 200,00-600,00 71,40-576,80 71,00-600,00
Fosforo 150,00-550,00 93,60-370,40 94,00-550,00

& Carboidratos sdo calculados como porcentagem aesges = 100% peso seco total
% proteina - % gordura - % cinzas.

3.5 Avaliagdo das caracteristicas agrondémicas do milhgeneticamente

modificado comparativamente ao iso-hibrido convenonal

Para a determinacdo das caracteristicas agronéduaagho TC1507 x
DAS-59122-7 e de seus parentais TC1507 e DAS-591%2-am conduzidos 6
estudos, sendo 3 estudos realizados na estaciainexp@l da Dow
AgroSciences em Indiandpolis (MG) e 3 estudos nacés experimental da

Dow AgroSciences em Mogi Mirim (SP).
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Os resultados agrondmicos avaliados no hibrido tgpameente
modicado e no iso-hibrido foram comparados em smalbionjunta das
localidades.

Os dados foram analisados por meio do programa\&4&ao 9.1 (SAS
INSTITUTE, 2004).

As diferengas significativas entre os tratamentwanfi estimadas pelo
Teste F com 95% de confianca.

As médias do milho TC1507 foram comparadas comé&dias do iso-
hibrido pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os contrastes pareados entre o milho DAS-59122%&ueiso-hibrido,
assim como os contrastes entre o milho TC1507 x-B&22-7 e o seu iso-
hibrido, foram feitos por meio do Teste t a 5% debpbilidade. Diferencas
significativas nos contrastes de médias foram denatlas nos casos do valor de
P ser menor que 0,05.

Foram quantificados parédmetros agronémicos de vidgrplantula,
florescimento feminino, florescimento masculinctued de planta, altura da
espiga principal, tombamento, incidéncia de doem@sdano de inseto R4 e
produtividade de gréos (Tabela 13).

Os estadios fenolégicos das plantas no momentovalkagio foram
determinados através da escala apresentada naaTabéMAGALHAES;
DURAES, 2006).
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Tabela 13 Descricdo das caracteristicas agrondnsicakadas nos estudos

para o milho geneticamente modificado e o iso-titbri

Caracteristica Estadio de Desenvolvimento Descricdo do Dado
_ A V2-V4 (22 a 42 folha Estimativa visual media de
Vigor de plantula . vigor de
expandida) .
plantas emergidas por parcela

Numero de dias apds o plantio

. Aproximadamente 50% das com
Florescimento .
g plantas aproximadamente 50% das
feminino . :
com estilo-estigmas expostos plantas

em florescimento
Numero de dias apds o plantio

Florescimento Aproximadamente 50% das . com
. = aproximadamente 50% das
masculino plantas estdo em antese plantas

em florescimento.
Altura até a extremidade do

Altura da planta R6 (maturacao fisiologica) pendso
Altura da espiga R6 (maturacao fisioldgica) Altura dq no .da espiga
primaria
Estimativa visual da
Tombamento R6 (maturacao fisiologica) porcentagem de

plantas tombadas na parcela.

Incidéncia de P Estimativa visual, escala de 1-9,
doencas R6 (maturacdo fisiologica) sendo 1 com alta incidéncia

Danos por insetos R4 (gréo pastoso) Estmg:::\éz {lsclfrt:{ :Egﬂg:f 1-9,

Prodlglr\gglgde de Graos em ponto de colheita Kg/hectare a 13% deadueid

3.6 Quantificacdo da expressao das proteinas transgéaido milho
portador dos eventos combinados comparativamente a@arentais

contendo 0s eventos singulares

Para a determinacdo da expressdo das proteinagénéecas do milho
TC1507 x DAS-59122-7 e de seus parentais milho DZ1& milho DAS-
59122-7, foram conduzidos 6 estudos, sendo 3 estrghlizados na estacao
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experimental da Dow AgroSciences em IndianépolisGiMe 3 estudos na
estacdo experimental da Dow AgroSciences em MogiMiSP).

Foram amostrados tecidos de folhas nos estadios R@ (6 amostras
por repeticdo, 20 folhas por amostra), de raizesstadios V9 e R1 (6 amostras
por repeticdo, 3 raizes por amostra), de forragemstadio R4 (6 amostras por
repeticdo, 3 plantas sem raizes por amostra),ades gro estadio R6 (6 amostras
por repeticdo, 3 espigas por amostra) e de plateéad nos estadios V9 e R6 (6
amostras por repeticdo, 3 plantas com raizes postaa). As amostras dos
tecidos foram preparadas para a analise de exprdaséproteinas por meio de
uma moagem em peneiras grossas, liofilizagcdo e emoafina, quando
necessério, usando-se o moinho Geno/Grinder. Tedasamostras foram
armazenadas com temperatura monitorada para amdaimente80 °C, sendo
removidas para preparo das amostras e analises.

Os estadios fenolégicos das plantas no momentovalagio foram
determinados através da escala apresentada naaTabéMAGALHAES;
DURAES, 2006).

As analises para determinacdo das proteinas CRE¥RY34ABl1,
CRY35AB1 e PAT, em tecidos de milho, foram realesdho Laboratério de
Ciéncias Regulatérias da Dow AgroSciences em MdgnMSP).

Para a determinacdo da concentracdo da proteindEBM tecidos de
milho, foi utilizado o método analitico GRM 02.38HAN; EMBREY, 2003b);
para a proteina PAT, foi utilizado o método GRM2®7(LYON; THOMAS,
2010); para a proteina CRY34AB1, foi utilizado otout® PHI2003 (SHAN;
EMBREY, 2003c) e para a proteina CRY35AB1, foiizditio 0 método GRM
03.13 (SHAN; EMBREY, 2003a).

As concentra¢gBes das proteina nas amostras (ngéoggxpressas em

base de peso seco de tecido e concentracBes famsideradas como nao
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detectaveis quando os resultados das amostras foemres que o limite de

deteccao (< LOD) do método.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composicdo quimica e nutricional do milho TC1507 ©AS-59122-7 e
de seus componentes singulares milho TC1507 e milbA&S-59122-7

Os resultados das andlises dos paréametros de ciglpagiimica e
nutricional dos milhos TC1507, DAS-59122-7 e TC1%UJAS-59122-7 foram

comparados com os resultados avaliados nos reape&d-hibridos.

4.1.1 Composicao quimica e nutricional do milho TC1507
comparativamente ao iso-hibrido

A composi¢do quimica e nutricional do milho TC150¥ comparada

com composic¢do do iso-hibrido, conforme apreserdaskguir.

4.1.1.1 Analise centesimal e fibras em graos

Os teores detectados de cinzas, umidade, fibraa beutfibra em
detergente neutro situaram-se dentro dos limites wilores de referéncia
citados em literatura apresentados na Tabela 6 (8ON, 1982; 1987; OECD,
2002; INTERNATIONAL LIFE SCIENCES INSTITUTE, ILSI2010) e foram
estatisticamente semelhantes entre o milho TC150se-hibrido (Tabela 14).
Os valores determinados para carboidratos e firdetergente neutro ficaram
ligeiramente abaixo dos valores de referéncia c#tain literatura, porém foram
estatisticamente semelhantes entre o hibrido TC&%0Fibrido convencional, o
gue sugere que a diminuicdo na meédia deste analitta sido causado por
condi¢cBes de escassez hidrica observada em India@dG) no momento do
enchimento dos graos, conforme mostrado no Grédfic® teor de extrato



73

etéreo, determinado no milho TC1507, mostrou-satisstamente diferente
guanto comparado ao iso-hibrido, mas ficou dent linites dos valores de
referéncia citados em literatura, o que pode imdii@rencas na sintese deste
analito pelo hibrido geneticamente modificado campeo ao iso-hibrido, mas
em niveis cuja variacdo pode ser considerada sekjpar estar compreendida

entre os limites de literatura.

Tabela 14 Resultados de composicao centesimalrasfiim grdos do milho
TC1507 e de seu iso-hibrido, em analise combinadaresultados
dos experimentos do Estudo 1 conduzidos em MoginM{SEP) e

Indiano6polis (MG)

Andlise Centesimal e Fibras Milho Milho

(% de peso seco) TC1507 Iso-hibrido valor de P
Proteina Bruta 6,75 6,78 0,96 ns
Extrato Etéreo 2,15 2,46 0,03s

Cinzas 0,80 0,80 0,96 ns
Umidade (% base umida) 35,57 33,66 0,50 ns
Carboidrato 54,74 56,31 0,40 ns
Fibra Bruta 1,73 1,78 0,90 ns
Fibraem (I'D:el:ir)gente Acido 1,38 1,40 0.80 ns
Fibra em I(DFeI;e,\Ti;ente Neutro 851 8.90 0.80 ns

4.1.1.2 Analise de minerais em graos

Os teores detectados de calcio, ferro, mangan&ssgi® e zinco
situaram-se dentro dos limites dos valores de &efém citados em literatura
apresentados na Tabela 7 (WATSON, 1982; 1987; ORDDZ2; ILSI, 2010) e
foram estatisticamente semelhantes entre o milhd50C e o iso-hibrido

(Tabela 15). Os teores de cobre e sédio ficaranxalo@ limite de detecgéo do
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método. Os valores de fésforo quantificados em andm tipos de hibridos
ficaram ligeiramente abaixo dos valores de refésénttados em literatura,
porém foram estatisticamente semelhantes entrbr@diTC1507 e o hibrido
convencional, o que sugere que a diminuicdo daardehte analito tenha sido
causado por condi¢des de escassez hidrica obsamadttadianopolis (MG) no

momento do enchimento dos gréos, conforme mostraderafico 1.

Tabela 15 Resultados de composi¢do de mineraig@&ws go milho TC1507 e
de seu iso-hibrido, em analise combinada dos sskdt dos
experimentos do Estudo 1 conduzidos em Mogi MirigP) e

Indiano6polis (MG)

Minerais

(mg/100g peso T'\éi:llg%7 Iscl)\flrm)?i do valor de P
Seco)
Calcio 2,28 1,99 0,57 ns
Cobre <LOD <LOD
Ferro 1,11 1,23 0,36 ns
Manganés 0,17 0,19 0,60 ns
Fosforo 141,70 142,30 0,96 ns
Potassio 214,40 210,30 0,64 ns
Saédio <LOD <LOD
Zinco 1,08 1,25 0,20 ns

4.1.1.3 Analise de aminoacidos em graos

Os teores dos aminoécidos prolina, glicina, alaniradina, tirosina,
fenilalanina e histidina ficaram dentro dos limitdss valores de referéncia
citados em literatura apresentados na Tabela 8 (§OW, 1982; OECD, 2002;
ILSI, 2010) e foram estatisticamente semelhanta® enmilho DAS-59122-7 e
0 iso-hibrido (Tabela 16). O teor de acido aspartio milho TC1507 foi
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estatisticamente inferior ao do iso-hibrido, masuidentro dos limites citados
em literatura, o que pode indicar diferencas neeséndeste analito pelo hibrido
geneticamente modificado comparativo ao iso-hibrid@s em niveis cuja
variacdo pode ser considerada aceitavel por estapreendida entre os limites

de literatura.

Tabela 16 Resultados da composicdo de aminodcidogrédos do milho
TC1507 e de seu iso-hibrido, em analise combinadaresultados
dos experimentos do Estudo 1 conduzidos em MoginM{SEP) e
Indianépolis (MG)

Aminoécidos Milho Milho_ valor de P
(% de peso seco) TC1507 Iso-hibrido
Acido Aspartico 0,35 0,51 0,03s
Prolina 0,66 0,62 0,65 ns
Glicina 0,29 0,26 0,52 ns
Alanina 0,59 0,58 0,97 ns
Valina 0,38 0,36 0,59 ns
Tirosina 0,41 0,39 0,52 ns
Fenilalanina 0,44 0,40 0,53 ns
Histidina 0,24 0,23 0,68 ns

4.1.1.4 Analise de acidos graxos em graos

Os teores detectados dos acidos graxos palmit&®)(1palmitoleico
(16:1), esteéarico (18:0), oleico (18:1), linolei¢@8:2), linolénico (18:3),
araquidico (20:0), eicosenoico (20:1) e behéni@0|2situaram-se dentro dos
limites dos valores de referéncia citados em liteeaapresentados na Tabela 9
(WATSON, 1982; OECD, 2002; ILSI, 2010) e foram é&stamente
semelhantes entre o milho TC1507 e o iso-hibridabéla 17). Os valores

determinados para os acidos graxos heptadecaridid®) € lignocérico (24:0),
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nas amostras de graos do milho TC1507 e de sehibsdo, ficaram

ligeiramente acima dos valores de referéncia ci#tasho literatura, entretanto
foram estatisticamente semelhantes em ambos dgdspbo que sugere que o
aumento nos niveis desses dois acidos graxos teobmtecido devido as
condi¢cBes climaticas ocorridas no periodo de camlups experimentos nas
localidade e devido também a baixa concentra¢ésedesnalitos naturalmente
observavel em graos de milho, o que pode ter lesadnaior erro experimental

dos resultados das analises.

Tabela 17 Resultados de composicdo de acidos gemxogrdos do milho

TC1507 e de seu iso-hibrido, em analise combinadaresultados

dos experimentos do Estudo 1 conduzidos em MoginM{SEP) e
Indianépolis (MG)

Acidos graxos Milho Milho

(% total acidos graxos) TC1507 Iso-hibrido valor de P
Palmitico (16:0) 16,69 16,43 0,64 ns
Palmitoleico (16:1) 0,18 0,18 0,52 ns
Heptadecanoico (17:0) 0,13 0,15 0,54 ns
Esteérico (18:0) 2,38 2,51 0,09 ns
Oleico (18:1) 30,83 32,47 0,26 ns
Linoleico (18:2) 46,09 43,70 0,50 ns
Linolénico (18:3) 1,05 0,93 0,33 ns
Araquidico (20:0) 0,51 0,53 0,34 ns
Eicosenoico (20:1) 0,28 0,28 0,64 ns
Behénico (22:0) 0,29 0,27 0,40 ns

Lignocérico (24:0) 0,27 0,29 0,47 ns
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4.1.1.5 Analise de vitaminas em graos

Os teores detectados das vitaminas tiamina e aliofl situaram-se
dentro dos limites dos valores de referéncia cétao literatura apresentados na
Tabela 10 (WATSON, 1982; 1987; OECD, 2002; ILSI,1@D e foram
estatisticamente semelhantes entre o milho TC1%0id@hibrido (Tabela 18).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreoosstele vitaminas
presentes nos graos do hibrido geneticamente madifiTC1507 e nos do iso-
hibrido, indicando ndo haver diferenca substaremnaite eles, para os analitos

avaliados.

Tabela 18 Resultados de composi¢ao de vitaminagr&os do milho TC1507
e de seu iso-hibrido, em andlise combinada dodtades dos
experimentos do Estudo 1 conduzidos em Mogi MirigP) e
Indianépolis (MG)

Vitamina Milho Milho valor de P
(ppm peso seco) TC1507 Iso-hibrido
Tiamina 2,80 2,91 0,69 ns

Riboflavina 1,37 1,40 0,72 ns
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4.1.1.6 Andlise de antinutrientes em gréos

Os teores detectados de acido fitico e inibidotrighsina situaram-se
dentro dos limites dos valores de referéncia cétao literatura apresentados na
Tabela 11 (OECD, 2002; ILSI, 2010) e foram estafishente semelhantes entre
0 milho TC1507 e o iso-hibrido (Tabela 19).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreestde antinutrientes
presentes nos graos do hibrido geneticamente madifiTC1507 e nos do iso-
hibrido, indicando ndo haver diferenca substarernaite eles, para os analitos

avaliados.

Tabela 19 Resultados de composicdo de antinutsiemte grdos do milho
TC1507 e de seu iso-hibrido, em analise combinadaresultados
dos experimentos do Estudo 1 conduzidos em MoginM{EP) e
Indianépolis (MG)

L Milho Milho
Antinutrientes TC1507 Iso-hibrido valor de P
Acido Fitico (% de peso seco) 0,33 0,36 0,68 ns
Inibidor de Tripsina (TIU/mg) 1,70 1,31 0,23 ns

4.1.1.7 Andlise centesimal, fibras e minerais em forragem

Os teores detectados de extrato etéreo, umiddate, ruta, fibra em
detergente acido (FDA) e fibra em detergente ngiREXN) situaram-se dentro
dos limites dos valores de referéncia citados daralura apresentados na
Tabela 12 (WATSON, 1982; ILSI, 2010) e foram estatamente semelhantes
entre o milho TC1507 e o iso-hibrido (Tabela 20).

Os valores determinados para cinzas, proteinaoidagbo, calcio e
fosforo ficaram abaixo dos valores de referéndiadois em literatura, porém
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foram estatisticamente semelhantes entre o hibfi@d507 e o hibrido

convencional, o que sugere que a diminuicdo destbt@ tenha sido causado
por condicBes de escassez hidrica observada eamfidilis (MG) no momento
do enchimento dos graos, conforme mostrado no &rdfj que afetou o valor
da média dos analitos. O teor de sddio ficou abdixdimite de deteccédo do

método.

Tabela 20 Resultados de composicdo centesimal iapada e fibras em
forragem do milho TC1507 e de seu iso-hibrido, endlise
combinada dos resultados dos experimentos do E&tadnduzidos
em Mogi Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Analise Centesimal e Fibras Milho Milho

(% de peso seco) TC1507 Iso-hibrido valor de P

Proteina Bruta 2,48 2,39 0,37 ns

Extrato Etéreo 0,59 0,59 0,87 ns

Cinzas 1,15 1,12 0,71 ns

Umidade (% base umida) 71,81 70,97 0,33 ns

Carboidrato 23,96 24,94 0,20 ns

Fibra Bruta 19,70 19,93 0,81 ns

Fibra em detergente acido 24,12 24,05 0,95 ns

Fibra em detergente neutro 60,82 60,32 0,84 ns

Caélcio 47,31 48,37 0,80 ns

Fosforo 39,92 40,37 0,94 ns

4.1.2 Composicdo quimica e nutricional do milho DAS-59122

comparativamente ao Iso-hibrido

A composicdo quimica e nutricional do milho DAS-292%7 foi
comparada com composicao do iso-hibrido, confomesantado a seguir.
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4.1.2.1 Andlise centesimal e fibras em gréos

Os teores detectados de proteina bruta, extrateoetéinzas, umidade,
carboidrato, fibora em detergente acido (FDA) edfilam detergente neutro
(FDN) situaram-se dentro dos limites dos valoresreferéncia citados em
literatura apresentados na Tabela 6 (WATSON, 19887; OECD, 2002; ILSI,
2010) e foram estatisticamente semelhantes entriého DAS-59122-7 e o iso-
hibrido (Tabela 21).

Apesar da escassez hidrica observada em IndiasdMB), as médias
combinadas dos teores dos analitos desta localitateos teores medidos em
Mogi Mirim (SP) mostram a equivaléncia entre ogé¢eade proteinas, extrato
etéreo, cinzas, umidade, carboidrato e fibras ptesenos grdos do hibrido
geneticamente modificado DAS-59122-7 e nos do ibado, indicando nao

haver diferenca substancial entre eles, para discanavaliados.

Tabela 21 Resultados de composicdo centesimalrasfiom grédos do milho
DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em andlise coadzndos
resultados dos experimentos do Estudo 2 conduztosMogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Analise Centesimal e Fibras Milho Milpo_ valor de P
(% de peso seco) DAS-59122-7  Iso-hibrido

Proteina Bruta 12,10 12,10 0,97 ns
Extrato Etéreo 5,37 5,40 0,92 ns
Cinzas 1,310 1,30 0,85 ns

Umidade (% base umida) 32,10 32,60 0,66 ns
Carboidrato 81,10 81,10 0,97 ns
Fibra Bruta 1,82 1,79 0,87 ns

Fibra em Detergente Acido 4,18 3,89 0,29 ns

Fibra em Detergente Neutro 9,42 8,76 0,30 ns
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4.1.2.2 Andlise de minerais em graos

Os teores detectados de célcio, cobre, ferro, nmésgédsforo, potassio,
sadio e zinco situaram-se dentro dos limites déwres de referéncia citados em
literatura apresentados na Tabela 7 (WATSON, 19887; OECD, 2002; ILSI,
2010) e foram estatisticamente semelhantes entiého DAS-59122-7 e o iso-
hibrido (Tabela 22).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreoosstele minerais
presentes nos graos do hibrido geneticamente maddfi DAS-59122-7 e nos
do iso-hibrido, indicando ndo haver diferenca sanisal entre eles, para os

analitos avaliados.

Tabela 22 Resultados de composi¢cdo de mineraisréos glo milho DAS-
59122-7 e de seu iso-hibrido, em analise combidadaresultados
dos experimentos do Estudo 2 conduzidos em MoginM{SEP) e

Indiano6polis (MG)

Minerais Milho Milho
(mg/100g peso seco) DAS-59122-7 Iso-hibrido valor de P
Célcio 3,67 3,74 0,69 ns
Cobre 0,24 0,25 0,66 ns
Ferro 1,94 1,94 0,98 ns
Manganés 0,67 0,68 0,72 ns
Fosforo 273,00 264,00 0,59 ns
Potassio 396,00 386,00 0,63 ns
Saédio 0,18 0,14 0,25 ns

Zinco 2,68 2,75 0,68 ns
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4.1.2.3 Andlise de aminoéacidos em graos

Os teores dos aminoacidos acido aspartico, profitieina, alanina,
valina, tirosina, fenilalanina e histidina ficarai®ntro dos limites dos valores de
referéncia citados em literatura apresentados teelda8 (WATSON, 1982;
OECD, 2002; ILSI, 2010) e foram estatisticament@medbantes entre o milho
DAS-59122-7 e o iso-hibrido (Tabela 23).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreoestde aminoacidos
presentes nos graos do hibrido geneticamente madifiTC1507 e nos do iso-
hibrido, indicando ndo haver diferenca substaremnaite eles, para os analitos

avaliados.

Tabela 23 Resultados da composicdo de aminoaamggéos do milho DAS-
59122-7 e de seu iso-hibrido, em analise combidadaresultados
dos experimentos do Estudo 2 conduzidos em MoginM{SEP) e

Indiano6polis (MG)

Aminoécidos Milho Milho_ valor de P
(% de peso seco) DAS-59122-7 Iso-hibrido
Acido Aspartico 0,74 0,73 0,81 ns
Prolina 1,08 1,06 0,84 ns
Glicina 0,44 0,44 0,68 ns
Alanina 0,94 0,92 0,70 ns
Valina 0,56 0,55 0,55 ns
Tirosina 0,42 0,60 0,60 ns
Fenilalanina 0,70 0,62 0,62 ns

Histidina 0,36 0,99 0,99 ns
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4.1.2.4 Andlise de acidos graxos em gréos

Os teores detectados dos acidos graxos palmit&®)(1palmitoleico
(16:1), heptadecanoico (17:0), estearico (18:®icol (18:1), linoleico (18:2),
linolénico (18:3), araquidico (20:0), eicosenoic20:(l) e behénico (22:0)
situaram-se dentro dos limites dos valores de &eféa citados em literatura
apresentados na Tabela 9 (WATSON, 1982; OECD, 20@&2; 2010) e foram
estatisticamente semelhantes entre o milho DASBJ12 o iso-hibrido. O
acido graxo lignocérico (24:0) nao foi avaliadoteesstudo (Tabela 24) .

Esses resultados mostram a equivaléncia entre@stde acidos graxos
presentes nos graos do hibrido geneticamente maddfi DAS-59122-7 e nos
do iso-hibrido, indicando ndo haver diferenca sanisal entre eles, para os

analitos avaliados.

Tabela 24 Resultados de composicdo de acidos gemxogrdos do milho
DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em andlise coadzndos
resultados dos experimentos do Estudo 2 conduzdosMogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Acidgs_graxos Milho Milho_ valor de P
(% total acidos graxos) DAS-59122-7 Iso-hibrido
Palmitico (16:0) 14,1 14,80 0,57 ns
Palmitoleico (16:1) 0,16 0,18 0,39 ns
Heptadecanoico (17:0) 0,09 0,10 0,40 ns
Esteérico (18:0) 1,91 2,02 0,58 ns
Oleico (18:1) 32,10 34,00 0,32 ns
Linoleico (18:2) 48,7 46,20 0,44 ns
Linolénico (18:3) 1,12 1,02 0,43 ns
Araquidico (20:0) 0,46 0,48 0,69 ns
Eicosenoico (20:1) 0,25 0,26 0,69 ns
Behénico (22:0) 0,26 0,27 0,71 ns

Lignocérico (24:0) NA NA
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4.1.2.5 Andlise de vitaminas em graos

Os teores detectados das vitamifig@rotenog-tocoferol, acido félico
e piridoxina situaram-se dentro dos limites dosna de referéncia citados em
literatura apresentados na Tabela 10 (WATSON, 19887; OECD, 2002;
ILSI, 2010) e foram estatisticamente semelhanta® enmilhno DAS-59122-7 e
o iso-hibrido. As vitaminas tiamina, riboflavinanacina ndo foram avaliadas
neste estudo (Tabela 25).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreoosstele vitaminas
presentes nos graos do hibrido geneticamente madiifi DAS-59122-7 e nos
do iso-hibrido, indicando ndo haver diferenca sanisal entre eles, para os

analitos avaliados.

Tabela 25 Resultados de composi¢do de vitaminagréos do milho DAS-
59122-7 e de seu iso-hibrido, em analise combidadaresultados
dos experimentos do Estudo 2 conduzidos em MoginM{EP) e
Indiano6polis (MG)

Vitamina Milho Milhol valor de P
(ppm peso seco) DAS-59122-7 Iso-hibrido
Tiamina NA NA
Riboflavina NA NA
B-Caroteno 30,80 31,70 0,69 ns
a-Tocoferol 4,13 3,74 0,13 ns
Niacina NA NA
Acido Félico 1,37 1,35 0,92 ns

Piridoxina 4,28 4,77 0,58 ns
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4.1.2.6 Andlise de antinutrientes em gréos

Os teores detectados de acido fitico e inibidotrighsina situaram-se
dentro dos limites dos valores de referéncia cétao literatura apresentados na
Tabela 11 (OECD, 2002; ILSI, 2010) e foram estafishente semelhantes entre
0 milho DAS-59122-7 e o0 iso-hibrido (Tabela 26).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreestde antinutrientes
presentes nos graos do hibrido geneticamente maddfi DAS-59122-7 e nos
do iso-hibrido, indicando ndo haver diferenca sanisal entre eles, para os

analitos avaliados.

Tabela 26 Resultados de composicdo de antinutsiemte grdos do milho
DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em andlise coauaindos
resultados dos experimentos do Estudo 2 conduzdosMogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

_ Milho Milho
Antinutrientes DAS-59122-7 Iso-hibrido valor de P
Acido Fitico (% de peso seco) 0,83 0,81 0,56 ns
Inibidor de Tripsina (TIU/mg) 3,70 4,20 0,11 ns

4.1.2.7 Andlise centesimal, fibras e minerais em forragem

Os teores detectados de extrato etéreo, umiddate, ruta, fibra em
detergente &cido e fibra em detergente neutroraituae dentro dos limites dos
valores de referéncia citados em literatura aptaedes na Tabela 12
(WATSON, 1982; ILSI, 2010) e foram estatisticamestmelhantes entre o
milho DAS-59122-7 e o iso-hibrido. Os teores deigos de célcio e fésforo
ficaram dentro dos limites dos valores de refegnitados em literatura e foram
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estatisticamente semelhantes entre o milho DAS591R o iso-hibrido (Tabela
27).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreocosstele proteinas,
extrato etéreo, cinzas, umidade, carboidrato edilpresentes na forragem do
hibrido geneticamente modificado DAS-59122-7 e masd-hibrido, indicando

nao haver diferenca substancial entre eles, paaaalgos avaliados.

Tabela 27 Resultados de composicdo centesimal iapada e fibras em
forragem do milho DAS-59122-7 e de seu iso-hibrielm, analise
combinada dos resultados dos experimentos do E&tadnduzidos
em Mogi Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Analise Centesimal e Fibras Milho Milho
(% de peso seco) DAS-59122-7  Iso-hibrido valor de P
Proteina Bruta 9,47 8,71 0,63 ns
Extrato Etéreo 2,25 1,86 0,32 ns
Cinzas 3,14 2,94 0,74 ns
Umidade (% base umida) 76,83 74,53 0,21 ns
Carboidrato 85,11 86,46 0,58 ns
Fibra Bruta 31,51 27,81 0,22 ns
Fibra em detergente acido (FDA) 33,45 31,10 0,38 ns
Fibra em detergente neutro (FDN) 60,98 55,64 0,22 ns
Caélcio 198,33 180,66 0,56 ns
Fosforo 157,30 133,66 0,64 ns

4.1.3 Composicao quimica e nutricional do milho TC1507 ©AS-59122-7

comparativamente ao iso-hibrido

A composicao quimica e nutricional do milho TC150DAS-59122-7

foi comparada com composicao do iso-hibrido, canéoapresentado a seguir.
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4.1.3.1 Andlise centesimal e fibras em gréos

Os teores detectados de proteina bruta, extrateoetéinzas, umidade,
carboidrato, fibra bruta, fibra em detergente a¢lDA) e fibra em detergente
neutro (FDN) situaram-se dentro dos limites dosres de referéncia citados
em literatura apresentados na Tabela 6 (WATSONZ2;198ATSON, 1987;
OECD, 2002; ILSI, 2010) e foram estatisticamentaedbantes entre o milho
TC1507 x DAS-59122-7 e o iso-hibrido (Tabela 28).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreoosstele proteinas,
extrato etéreo, cinzas, umidade, carboidrato eadilpresentes nos graos do
hibrido geneticamente modificado TC1507 x DAS-59I22nos do iso-hibrido,
indicando ndo haver diferenca substancial ente plgra os analitos avaliados.

Tabela 28 Resultados de composicao centesimalrasfibm grdos do milho
TC1507 x DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em aeabmbinada
dos resultados dos experimentos do Estudo 3 catmkizm Mogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Andlise Centesimal e Fibras Téﬂlig‘& « Mil,hol valor de P
(% de peso seco) DAS.59122.7  Iso-hibrido
Proteina Bruta 10,94 10,77 0,69 ns
Extrato Etéreo 3,57 3,73 0,54 ns
Cinzas 1,39 1,93 0,25 ns
Umidade (% base umida) 27,60 27,05 0,65 ns
Carboidrato 84,10 84,58 0,37 ns
Fibra Bruta 2,57 2,66 0,71 ns
Fibra em Detergente Acido (FDA) 3,99 4,05 0,90 ns

Fibra em Detergente Neutro (FDN) 8,12 8,37 0,57 ns
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4.1.3.2 Andlise de minerais em graos

Os teores detectados de célcio, cobre, ferro, nmésgédsforo, potassio,
sadio e zinco situaram-se dentro dos limites déwres de referéncia citados em
literatura apresentados na Tabela 7 (WATSON, 19887; OECD, 2002; ILSI,
2010) e foram estatisticamente semelhantes entmdlim TC1507 x DAS-
59122-7 e o iso-hibrido (Tabela 29).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreoosstele minerais
presentes nos graos do hibrido geneticamente madifi TC1507 x DAS-
59122-7 e nos do iso-hibrido, indicando ndo haverehca substancial entre

eles, para os analitos avaliados.

Tabela 29 Resultados de composi¢do de mineraig@ws go milho TC1507 x
DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em andlise coauaindos
resultados dos experimentos do Estudo 3 conduzdosMogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Minerais CM1|I5h87 Milho lor de P
(mg/100g peso seco) D,I\S 5912)2(_7 Iso-hibrido valorde

Célcio 89,00 82,00 0,59 ns
Cobre 0,00 0,00 0,79 ns

Ferro 2,00 2,00 0,81 ns
Manganés 0,00 0,00 0,69 ns
Fosforo 277,00 233,00 0,32 ns
Potassio 367,00 331,00 0,42 ns
Sédio 0,00 0,00 0,26 ns

Zinco 2,00 2,00 0,99 ns
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4.1.3.3 Andlise de aminoéacidos em gréaos

Os teores de aminoacidos acido aspartico, proljtiaina, alanina,
valina, tirosina, fenilalanina e histidina ficarai®ntro dos limites dos valores de
referéncia citados em literatura apresentados teelda8 (WATSON, 1982;
OECD, 2002; ILSI, 2010) e foram estatisticament@medbantes entre o milho
TC1507 x DAS-59122-7 e o iso-hibrido (Tabela 30).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreoestde aminoacidos
presentes nos graos do hibrido geneticamente madifi TC1507 x DAS-
59122-7 e nos do iso-hibrido, indicando ndo havwerehca substancial entre

eles, para os analitos avaliados.

Tabela 30 Resultados da composi¢cdo de aminodcidogrédos do milho
TC1507 x DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em aeabombinada
dos resultados dos experimentos do Estudo 3 catmkizm Mogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

oumetonos | rcisor (Mo e
DAS-59122-7

Acido Aspartico 0,69 0,76 0,62 ns
Prolina 0,96 0,94 0,68 ns
Glicina 0,36 0,37 0,57 ns
Alanina 0,86 0,85 0,92 ns
Valina 0,49 0,48 0,95 ns
Tirosina 0,33 0,31 0,61 ns
Fenilalanina 0,63 0,62 0,82 ns

Histidina 0,29 0,29 0,83 ns
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4.1.3.4 Andlise de acidos graxos em gréos

Os teores detectados dos acidos graxos palmit&®)(1palmitoleico
(16:1), heptadecanoico (17:0), estearico (18:®icol (18:1), linoleico (18:2),
linolénico (18:3), araquidico (20:0), eicosenoic20:(l) e behénico (22:0)
situaram-se dentro dos limites dos valores de &eféa citados em literatura
apresentados na Tabela 9 (WATSON, 1982; OECD, 20@&2; 2010) e foram
estatisticamente semelhantes entre 0 milho TC150A8-59122-7 e 0 iso-
hibrido (Tabela 31).

O teor do acido lignocérico ficou ligeiramente amidos limites citados
em literatura, para o milho TC1507 x DAS-59122-@ jgara iso-hibrido, o que
sugere que 0 aumento nos niveis desses dois agidmes tenha ocorrido
devido as condi¢Bes climaticas ocorridas no periodo conducdo dos
experimentos nas localidade e devido também a beoxeentracdo desses
analitos naturalmente observavel em gréos de millmye pode ter levado ao

maior erro experimental dos resultados das analises
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Tabela 31 Resultados de composicdo de acidos gemxogrdos do milho
TC1507 x DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em aeabombinada
dos resultados dos experimentos do Estudo 3 catmkizm Mogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Acidos graxos Milho Milho

(% total &cidos graxos) TC1507 x Iso-hibrido valor de P
DAS-59122-7

Palmitico (16:0) 13,08 13,30 0,31 ns
Palmitoleico (16:1) 0,15 0,16 0,78 ns
Heptadecanoico (17:0) 0,09 0,09 0,82 ns
Estearico (18:0) 1,72 1,78 0,59 ns
Oleico (18:1) 31,90 32,45 0,18 ns
Linoleico (18:2) 50,90 50,00 0,14 ns
Linolénico (18:3) 1,02 1,03 0,63 ns
Araquidico (20:0) 0,43 0,44 0,74 ns
Eicosenoico (20:1) 0,29 0,29 0,80 ns
Behénico (22:0) 0,16 0,17 0,29 ns
Lignocérico (24:0) 0,22 0,23 0,31 ns

4.1.3.5 Andlise de vitaminas em graos

Os teores detectados das vitaminas tiampiearoteno,a-tocoferol,
niacina, acido félico e piridoxina situaram-se derdos limites dos valores de
referéncia citados em literatura apresentados heldal0 (WATSON, 1982;
1987; OECD, 2002; ILSI, 2010) e foram estatisticataesemelhantes entre o
milho TC1507 x DAS-59122-7 e o iso-hibrido (Tab&a). O aminoacido
riboflavina néo foi avaliado neste estudo.

Esses resultados mostram a equivaléncia entreoosstele vitaminas
presentes nos graos do hibrido geneticamente madifi TC1507 x DAS-
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59122-7 e nos do iso-hibrido, indicando ndo havwerehca substancial entre

eles, para os analitos avaliados.

Tabela 32 Resultados de composicao de vitaminagr&os do milho TC1507
x DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em analise ¢oada dos
resultados dos experimentos do Estudo 3 conduzdosMogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

(pp\rqt:g]sigaseco) Tglllg]g? X IS(L\flri”?)?ido valor de P
DAS-59122-7
Tiamina 3,26 3,41 0,53 ns
Riboflavina NA NA

p-Caroteno 29,20 23,88 0,28 ns
a-Tocoferol 5,50 5,71 0,38 ns
Niacina 17,55 20,18 0,16 ns
Acido Folico 1,38 8,89 0,32 ns
Piridoxina 5,50 5,72 0,69 ns

4.1.3.6 Andlise de antinutrientes em graos

Os teores detectados de acido fitico e inibidotrigsina situaram-se
dentro dos limites dos valores de referéncia cétao literatura apresentados na
Tabela 11 (OECD, 2002; ILSI, 2010) e foram ediaisnente semelhantes
entre o milho TC1507 x DAS-59122-7 e o iso-hibiftiabela 33).

Esses resultados mostram a equivaléncia entreestde antinutrientes
presentes nos graos do hibrido geneticamente madifi TC1507 x DAS-

59122-7 e nos do iso-hibrido, indicando ndo havferehca substancial entre
eles, para os analitos avaliados.
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Tabela 33 Resultados de composicdo de antinutsiese grdos do milho
TC1507 x DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em aeabombinada
dos resultados dos experimentos do Estudo 3 catmkizm Mogi
Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Milho

Antinutrientes TC1507 x | Mr']l!?)o. d valor de P
DAS-59122-7  'S0-Nibrido
Acido Fitico (% de peso seco) 0,86 0,75 0,22 ns
Inibidor de Tripsina (TIU/mg) 3,41 2,46 0,39 ns

4.1.3.7 Andlise centesimal, fibras e minerais em forragem

Os teores detectados de proteina bruta, extrateoetéinzas, umidade,
carboidrato, fibra bruta, fibra em detergente a¢lbA), fibora em detergente
neutro (FDN), célcio e fésforo situaram-se dentos dimites dos valores de
referéncia citados em literatura apresentados hmelddl2 (WATSON, 1982;
ILSI, 2010) e foram estatisticamente semelhantas enmilho TC1507 x DAS-
59122-7 e o iso-hibrido (Tabela 34).

Esses resultados mostram a equivaléncia entrerigdigeneticamente
modificado TC1507 x DAS-59122-7 e o iso-hibrido dmsalitos avaliados,
indicando ndo haver diferenca substancial ente ele
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Tabela 34 Resultados de composicdo centesimal iapada e fibras em
forragem do milho TC1507 x DAS-59122-7 e de sethitwido, em
analise combinada dos resultados dos experimermtoSstudo 3
conduzidos em Mogi Mirim (SP) e Indiandpolis (MG)

prileg Conesnal o s rcisor, | WG valrder
DAS-59122-7

Proteina Bruta 7,84 7,45 0,18 ns

Extrato Etéreo 1,98 1,76 0,27 ns

Cinzas 2,91 3,15 0,30 ns

Umidade (% base umida) 72,68 72,35 0,78 ns

Carboidrato 87,25 87,63 0,32 ns

Fibra Bruta 26,07 26,78 0,62 ns

Fibra em detergente acido (FDA) 29,43 31,25 0,45 ns

Fibra em detergente neutro (FDN) 48,87 50,58 0,51 ns

Caélcio 125,00 129,00 0,89 ns

Fosforo 186,00 146,00 0,11 ns

4.1.4 Comparacao entre a composi¢do quimica e nutricionalo milho
TC1507 x DAS-59122-7 e de seus componentes singetamilho
TC1507 e milho DAS-59122-7

A analise comparativa dos teores de proteina bexaato etéreo,
cinzas, umidade, carboidrato, fibra bruta, fibra éetergente acido (FDA) e
fibora em detergente neutro avaliados em amostragates de milho TC1507,
milho DAS-59122-7 e milho TC1507 x DAS-59122-7 (€&b35 e Grafico 7)
mostra ndo haver diferencas estatisticas signifaatguando cada um desses
hibridos é comparado com o iso-hibrido correspaldencom os valores de
referéncia para cada analito citados em literaymaesentados na Tabela 13
(WATSON, 1982; 1987; OECD, 2002; ILSI, 2010), excetira extrato etéreo
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no milho TC1507 que foi diferente do iso-hibridoagrdentro dos limites dos
valores de referéncia citados em literatura e eoes de carboidrato e fibra em
detergente acido no milho TC1507 que ficou aban® limites dos valores de
literatura devido, provavelmente, pelas condicesstassez hidrica observada
em Indianépolis (MG) no momento do enchimento do&og conforme
mostrado no Gréfico 1.

Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente
modificados n&o diferem de seus iso-hibridos emd2324 comparacgbes
realizadas para os 8 analitos avaliados e queso#tados obtidos estdo dentro
dos limites dos valores de referéncia citados deralura em 22 dos 24

resultados das avaliacdes desses analitos.

Tabela 35 Resultados médios das avaliagcbes de sigipaentesimal e fibras
em grdos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D
59122-7 comparativamente aos respectivos iso-libriem analise
combinada dos dados dos experimentos conduzidddagnMirim
(SP) e Indiandpolis (MG)

Analise Centesimal e Milho Milho TC'\Z/IlIlLl:(())7 x
Fibras TC1507 DAS-59122-7 DAS 59122-7
(% de peso seco)  x[1 (valorde P)  x[1 (valor de P) x| (valor de P)
Proteina Bruta 6,75 (0,96 ns) 12,10 (0,97 ns) 10D ns)
Extrato Etéreo 2,15 (0,03 s) 5,37 (0,92 ns) 3,554(0s)
Cinzas 0,80 (0,96 ns) 1,31 (0,85 ns) 1,39 (0,25 ns)
Umidade
(% base Gmida) 35,57 (0,50 ns) 32,10 (0,66 ns) 27,60 (0,65 ns)
Carboidrato 54,74 (0,49 ns) 81,10 (0,97 ns) 840187(ns)
Fibra Bruta 1,73 (0,90 ns) 1,82 (0,87 ns) 2,581(Mm3)
Fibra em Detergente
Acido (FDA) 1,38 (0,89 ns) 4,18 (0,29 ns) 3,99 (0,90 ns)
Fibra em Detergente g 51 4 g ) 9,42 (0,30 ns) 8,12 (0,59 ns)

Neutro (FDN)
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Gréfico 7 Resultados médios das avaliagbes de csigfmcentesimal e fibras
em grdos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D
59122-7 comparativamente aos respectivos iso-loibriem analise
combinada dos dados dos experimentos do Estudoddizinlos em

Mogi Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

A comparacdo dos teores comparativos de célciorecoferro,
manganés, fésforo, potassio, sodio e zinco avaia amostras de graos de
milho TC1507, milho DAS-59122-7 e milho TC1507 x B/A49122-7 (Tabela
36 e Grafico 8) mostra ndo haver diferencas estaisssignificativas quando
cada um destes hibridos é comparado com o isatbibdrrespondente e com
os valores de referéncia para cada analito citadositeratura apresentados na
Tabela 7 (WATSON, 1982;- 1987; OECD, 2002; ILSI1@)) exceto para cobre
e sédio no milho TC1507 que ficaram abaixo dostéimde deteccdo do método
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analitico e para o teor de fosforo no milho TC1§0¢@ foi semelhante ao iso-

hibrido mas ficou abaixo dos limites de literatura.

Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente

modificados ndo diferem de seus iso-hibridos enagoals 22 comparacdes
realizadas e que os resultados avaliados estamdiog limites dos valores de

referéncia citados em literatura em 21 dos 22 tedo$ das avaliacdes desses

analitos.

Tabela 36 Resultados médios das avaliagbes de stghpode minerais em
gréos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507 x BA%22-7
iso-hibridos,

respectivos endlise

comparativamente aos
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indiandpolis (MG)

Minerais Milho Milho Milho TC1507 x
(mg/100g peso TC1507 DAS-59122-7 DAS 59122-7
seco) xU (valor de P) xU (valor de P) xU (valor de P)
Célcio 2,28 (0,57 ns) 3,67 (0,69 ns) 89,00 (0,59 ns)
Cobre <LOD 0,24 (0,66 ns) 0,00 (0,79 ns)
Ferro 1,11 (0,36 ns) 1,94 (0,98 ns) 2,00 (0,81 ns)
Manganés 0,17 (0,60 ns) 0,67 (0,72 ns) 0,00 (0,69 ns)
Faésforo 141,70 (0,96 ns) 273,00 (0,59 ns) 277,00 (0,32 ns)
Potéssio 214,40 (0,64 ns) 396,00 (0,63 ns) 367,00 (0,42 ns)
Sédio <LOD 0,18 (0,25 ns) 0,00 (0,26 ns)
Zinco 1,08 (0,20 ns) 2,68 (0,68 ns) 2,00 (0,99 ns)
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Gréfico 8 Resultados médios das avaliacdes de csigf§m de minerais em
graos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507 x B3A%22-7
comparativamente aos respectivos iso-hibridos, enalise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indiano6polis (MG)

Os teores dos aminoacidos acido aspartico, profitieina, alanina,
valina, tirosina, fenilalanina e histidina avaliadam amostras de grdos de milho
TC1507, milho DAS-59122-7 e milho TC1507 x DAS-5912 (Tabela 37 e
Gréfico 9) ndo diferem estatisticamente quando aamladestes hibridos é
comparado com o iso-hibrido correspondente e comatises de referéncia
para cada analito citados em literatura apresestadoTabela 8 (WATSON,
1982; OECD, 2002; ILSI, 2010), exceto para o aeisipartico no milho TC1507
cuja concentracao foi diferente da do iso-hibridas ficou dentro dos limites

dos valores de referéncia citados em literatura.
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Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente
modificados n&o diferem de seus iso-hibridos emd2324 comparacgbes
realizadas para os 8 aminoacidos avaliados e qlos tos resultados obtidos
estdo dentro dos limites dos valores de referé&iizidos em literatura.

Tabela 37 Resultados médios das avaliacdes da siogipode aminoacidos
em grdos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D
59122-7 comparativamente aos respectivos iso-loidriem analise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indianépolis (MG)

Aminoécidos Milho Milho Milho TC1507 x
(% de peso seco) TC1507 DAS-59122-7 DAS 59122-7
odep x[1 (valor de P) x[1 (valor de P) x[1 (valor de P)

Acido Aspartico 0,35 (0,03 s) 0,74 (0,81 ns) 0,69 (0,62 ns)
Prolina 0,66 (0,65 ns) 1,08 (0,84 ns) 0,96 (0,68 ns)
Glicina 0,29 (0,52 ns) 0,44 (0,68 ns) 0,36 (0,57 ns)
Alanina 0,59 (0,97 ns) 0,94 (0,70 ns) 0,86 (0,92 ns)
Valina 0,38 (0,59 ns) 0,56 (0,55 ns) 0,49 (0,95 ns)
Tirosina 0,41 (0,52 ns) 0,42 (0,60 ns) 0,33 (0,61 ns)

Fenilalanina 0,44 (0,53 ns) 0,70 (0,62 ns) 0,63 (0,82 ns)
Histidina 0,24 (0,68 ns) 0,36 (0,99 ns) 0,29 (0,83 ns)
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Gréfico 9 Resultados médios das avaliacdes da csigfim de aminodacidos
em grdos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D
59122-7 comparativamente aos respectivos iso-libriem analise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indiano6polis (MG)

A andlise comparativa dos teores dos acidos grpabmitico (16:0),
palmitoleico (16:1), heptadecanoico (17:0), estear{18:0), oleico (18:1),
linoleico (18:2), linolénico (18:3), araquidico (R) eicosenoico (20:1),
behénico (22:0) e lignocérico (24:0) avaliados enostras de graos de milho
TC1507, milho DAS-59122-7 e milho TC1507 x DAS-5912 (Tabela 39 e
Gréfico 11) mostra ndo haver diferencas estatssggnificativas quando cada
um destes hibridos é comparado com o iso-hibridcegpondente e com os
valores de referéncia para cada analito citadoditenatura apresentados na
Tabela 10 (WATSON, 1982; OECD, 2002; ILSI, 201Q¢eto com relacdo aos
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teores do &cido lignocérico avaliados no milho T@Z1& no milho TC1507 x
DAS-59122-7 que ficaram ligeiramente acima dostémcitados em literatura,
mas foram equivalentes aos teores avaliados ruilis@wlo correspondente.

Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente
modificados ndo diferem de seus iso-hibridos enagoals 32 comparacfes
realizadas para os 11 acidos graxos avaliados esjuesultados obtidos estéo
dentro dos limites dos valores de referéncia cfaeto literatura em 30 dos 32

resultados das avaliacdes desses analitos.

Tabela 38 Resultados médios das avaliagfes de sagpode 4cidos graxos

em graos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D

59122-7 comparativamente aos respectivos iso-libriem analise

combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e
Indianépolis (MG)

Acidos graxos
(% total &cidos
graxos)

Milho
TC1507
x[] (valor de P)

Milho
DAS-59122-7
x[] (valor de P)

Milho TC1507 x
DAS 59122-7
x[] (valor de P)

Palmitico (16:0)
Palmitoleico (16:1)
Heptadecanoico
(17:0)
Estearico (18:0)
Oleico (18:1)
Linoleico (18:2)
Linolénico (18:3)
Araquidico (20:0)
Eicosenoico (20:1)
Behénico (22:0)
Lignocérico (24:0)

16,69 (0,64 ns)
0,18 (0,52 ns)

0,13 (0,54 ns)

2,38 (0,09 ns)
30,83 (0,26 ns)
46,09 (0,50 ns)
1,05 (0,33 ns)
0,51 (0,34 ns)
0,28 (0,64 ns)
0,29 (0,40 ns)
0,27 (0,47 ns)

14,10 (0,57 ns)
0,16 (0,39 ns)

0,09 (0,40 ns)

1,91 (0,58 ns)
32,10 (0,32 ns)
48,70 (0,44 ns)
1,12 (0,42 ns)
0,46 (0,69 ns)
0,25 (0,69 ns)
0,26 (0,71 ns)
NA

13,08 (0,31 ns)
0,15 (0,78 ns)

0,09 (0,82 ns)

1,72 (0,59 ns)
31,90 (0,18 ns)
50,90 (0,14 ns)
1,02 (0,63 ns)
0,43 (0,74 ns)
0,29 (0,80 ns)
0,16 (0,29 ns)
0,22 (0,31 ns)
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Gréfico 10 Resultados médios das avaliacbes de asigdm de acidos graxos
em grdos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D
59122-7 comparativamente aos respectivos iso-libriem analise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indiano6polis (MG)

A comparacdo entre os teores da vitamina tiaminalismos em
amostras de grdos de milho TC1507 e milho TC15@MAS-59122-7 mostra
nado haver diferencas estatisticas significativasda cada um destes hibridos é
comparado com o iso-hibrido correspondente e comaliges de referéncia
para cada analito citados em literatura apresestadolabela 10 (WATSON,
1982; 1987; OECD, 2002; ILSI, 2010). A analise canagiva dos teores ¢k
carotenoo-tocoferol, acido félico e piridoxina avaliados emostras de grdos
de milho DAS-59122-7 e milho TC1507 x DAS-59122Taljela 39 e Grafico
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11) mostrou ndo haver diferencas significativaseeas milhos transgénicos e
respectivos os iso-hibridos.

Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente
modificados ndo diferem de seus iso-hibridos enagoals 12 comparacfes
realizadas para as vitaminas avaliadas e que olkadss obtidos estdo dentro

dos limites dos valores de referéncia citados deratura em todos os 12

resultados das avaliacdes desses analitos.

Tabela 39 Resultados médios das avaliacdes de sigipode vitaminas em
graos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507 x B3A%22-7
comparativamente aos respectivos iso-hibridos, enalise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indianépolis (MG)

Vitamina Milho Milho Milho TC1507 x
(PP peso seco) TC1507 DAS-59122-7 DAS 59122-7
xU (valorde P)  x[ (valorde P)  x[ (valor de P)
Tiamina 2,80 (0,69 ns) NA 3,26 (0,53 ns)
Riboflavina 1,37 (0,72 ns) NA NA
B-Caroteno NA 30,8 (0,69 ns) 29,20 (0,28 ns)
a-Tocoferol NA 4,13 (0,13 ns) 5,50 (0,38 ns)
Niacina NA NA 17,6 (0,16 ns)
Acido Folico NA 1,37 (0,92 ns) 1,38 (0,32 ns)
Piridoxina NA 4,28 (0,58 ns) 5,50 (0,69 ns)
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Gréfico 11 Resultados médios das avaliacdes de asigdip de vitaminas em
grédos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507 x [3A%22-7
comparativamente aos respectivos iso-hibridos, enalise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indianépolis (MG)

Os teores dos antinutrientes acido fitico e inibidia tripsina avaliados
em amostras de graos de milho TC1507, milho DAR2891e milho TC1507 x
DAS-59122-7 (Tabela 40 e Grafico 12) ndo difererateticamente quando
cada um destes hibridos é comparado com o isadbibdrrespondente e com
os valores de referéncia para cada analito citedo$iteratura apresentados na
Tabela 11 (OECD, 2002; ILSI, 2010).

Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente
modificados nao diferem de seus iso-hibridos neen@paracdes realizadas para
0s 2 antinutrientes avaliados e que os resultabiidos estdo dentro dos limites
dos valores de referéncia citados em literaturat@tos os 6 resultados das

avaliacdes desses analitos.
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Tabela 40 Resultados médios das avaliacdes de sigéipode antinutrientes
em grdos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D
59122-7 comparativamente aos respectivos iso-libriem analise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indian6polis (MG)

Milho Milho Milho TC1507

Antinutrientes TC1507 DAS-59122-7

X
x[" (valor de P) x (valor de p) DPAS 99122-7

x[1 (valor de P)
Acido Fitico (% de peso seco) 0,33 (0,68 ns) 0,83 (0,56 ns) 0,86 (0,22 ns)
Inibidor de Tripsina (TIU/mg) 1,70 (0,23 ns) 3,70 (0,11 ns) 3,41 (0,39 ns)

Concentragao de Antinutrientes em Graos de Milho
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Gréfico 12 Resultados médios das avaliacdes de asig§m de antinutrientes
em grdos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D
59122-7 comparativamente aos respectivos iso-libriem analise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e
Indiandpolis (MG)
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A analise comparativa dos teores de proteina bextato etéreo,
cinzas, umidade, carboidrato, fibra bruta, fibradatergente acido (FDA), fibra
em detergente neutro (FDN), célcio e fésforo adalka em amostras de
forragem de milho TC1507, milho DAS-59122-7 e mili@1507 x DAS-
59122-7 (Tabela 41 e Grafico 13) mostra ndo haviarethcas estatisticas
significativas quando cada um destes hibridos épacexao com o iso-hibrido
correspondente e com os valores de referéncia qata analito citados em
literatura apresentados na Tabela 12 (WATSON, 1R&1; 2010), exceto para
os teores de cinzas, carboidrato, calcio e fosfioranilho TC1507 que foram
inferiores aos limites dos valores de referéndiadois em literatura, mas que
foram semelhantes aos teores dos mesmo analitisdmsano iso-hibrido e que
foi explicado pelo periodo de estiagem ocorrido kiandpolis (MG) no
periodo de conducdo do experimento com o milho DZY 5o Gréfico 1). Os
dados experimentais mostram que os hibridos gensticte modificados néo
diferem de seus iso-hibridos em todas as 30 cogfesaealizadas para os 10
analitos avaliados e que os resultados obitdos ed¢fitro dos limites dos
valores de referéncia citados em literatura em 86 80 resultados das

avaliacGes desses analitos.
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Tabela 41 Resultados médios das avaliagbes de sappccentesimal, fibras
e minerais em forragem dos milhos TC1507, DAS59128-
TC1507 x DAS-59122-7 comparativamente aos respectigo-
hibridos, em analise combinada dos dados dos expeids de
Mogi Mirim (SP) e Indian6polis (MG)

Andlise Centesimal e Fibras Milho Milho Milho TC1507 x
N TC1507 DAS-59122-7 DAS 59122-7
(% de peso seco)
x[] (valor de P) x[J (valor de P) x[] (valor de P)
Cinzas 1,15(0,71 ns) 3,14 (0,74 ns) 2,91 (0,30 ns)
Extrato Etéreo 0,59 (0,87 ns) 2,25(0,32 ns) 1,98 (0,27 ns)
Umidade (% base umida) 71,81 (0,33 ns) 76,83 (0,21 ns) 72,68 (0,78 ns)
Proteina 2,48(0,37 ns) 9,47 (0,63 ns) 7,84 (0,18 ns)
Carboidrato 23,96(0,20 ns) 85,11 (0,58 ns) 87,25 (0,32 ns)
Fibra Bruta 19,70 (0,81 ns) 31,51 (0,22 ns) 26,07 (0,62 ns)

Fibra em Detergente acido 24,12 (0,95 ns) 33,45 (0,38 ns) 29,43 (0,45 ns)
Fibra em Detergente neutro60,82 (0,84 ns) 60,98 (0,22 ns) 48,87 (0,51 ns)
Célcio 47,31 (0,80 ns) 198,33 (0,56 ns) 125,00 (0,89 ns)
Fosforo 39,92 (0,94 ns) 157,30 (0,64 ns) 186,00 (0,11 ns)




108

Concentragdo de Centesimais, Fibras e Minerais em Forragem de Milho

100,0
90,0
A
=}
80,0
=]
o 700 é
£
&
| 600 o
°
s ¢ TC1507
§ 500 z B DA59122-7
g
s
H A TC1507 x DA-59122-7
% 400
g Limites de literatura
] oo oy
2 . 5] (minimo - méaximo)
> 300 A
A
&
20,0 DU =,
A
100 ——
2
A4 °
3
00 ] g
L < z
2 J] £ 3 a o
a ¢ 5
fin}

Fibra bruta
Calcio (+10)

Carboidrato
Fésforo (+10)

Gréfico 13 Resultados médios das avaliacdes de asigm centesimal, fibras
e minerais em forragem dos milhos TC1507, DAS59128-
TC1507 x DAS-59122-7 comparativamente aos respeEctigo-
hibridos, em andlise combinada dos dados dos expeids de

Mogi Mirim (SP) e Indian6polis (MG)

4.2 Caracteristicas agrondmicas do milho TC1507 x DAS94.22-7 e de seus
componentes singulares milho TC1507 e milho DAS-522-7

Os resultados das avaliagbes dos parametros decterésticas
agrondmicas dos milhos TC1507, DAS-59122-7 e TC150BAS-59122-7
foram comparados com os resultados avaliados repectvos iso-hibridos,

conforme apresentado a seguir.
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4.2.1 Caracteristicas agrondmicas do milho TC1507 compatizamente ao
iso-hibrido

Os valores de florescimento feminino, florescimemtasculino, altura
de planta, altura da espiga principal, tombamenforcglutividade de gréos
foram estatisticamente semelhantes entre o0 milltBUT e o milho iso-hibrido,
conforme apresentado na Tabela 42. Parametros Gagicos de vigor de
plantula, incidéncia de doencas e dano por insgdosforam avaliados neste
estudo. Os resultados demonstram que o milho TCfidGsmelhante ao iso-

hibrido com relacdo aos parametros de caractegstigrondmicas.

Tabela 42 Resultados das avaliagBes das caractsiagronémicas do milho
TC1507 e de seu iso-hibrido, em analise combinadadddos dos

experimentos de Mogi Mirim (SP) e Indian6polis (MG)

Caracteristica Agronémica Milho . Mil,ho.
TC1507 iso-hibrido
Vigor de plantula (escala 1 a 9) NA NA
Florescimento feminino (dias) 62,74 63,2 a
Florescimento masculino (dias) 62,2 a 62,7 a
Altura de planta (cm) 2050 a 2070 a
Altura da espiga principal (cm) 105,0 a 108,0 a
Tombamento (%) 29a 14a
Incidéncia doencas R6 (escala 1 a 9) NA NA
Dano de inseto R4 (escala 1 a 9) NA NA
Produtividade de gréos (Kg/fia) 6.677,0 a 6.447,0 a

#Médias com letras diferentes na linha mostram elifeas significativas pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.
O peso de graos em kg/ha foi corrigido para 13%ndielade.
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4.2.2 Caracteristicas agrondmicas do milho DAS-59122-7
comparativamente ao iso-hibrido

Os valores de vigor de plantula, florescimento fend, florescimento
masculino, altura de planta, altura da espiga jpahctombamento, incidéncia
doencas, dano de inseto e produtividade de gréacmnfeestatisticamente
semelhantes entre o milho DAS-59122-7 e o milhchiboido, conforme
apresentado na Tabela 43. Os resultados demongtiaim milho DAS-59122-7
foi semelhante ao iso-hibrido com relacdo aos petréx de caracteristicas

agronémicas.

Tabela 43 Resultados das avaliagBes das caractsiagronémicas do milho
DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em analise coauairdos dados
dos experimentos de Mogi Mirim (SP) e Indian6piks)

Milho Milho

Caracteristica Agrondmica o, cq199.7 iso-hibrido Valor de P
Vigor de plantula 8.2 78 0.50 ns
(escala1la9) ' ' '
Florescimento feminino (dias) 65,8 65,0 0,34 ns
Florescimento masculino 66.2 65.8 066 ns
(dias) ’ ’ '
Altura de planta (cm) 213,8 215,1 0,89 ns
Altura da espiga principal 107 6 1120 050 ns
(cm) ' ' '
Tombamento (%) 9,8 10,5 0,89 ns
Incidéncia doengas R6 (esc
1a9) 5,3 50 0,36 ns
Dano de inseto R4
(escalala9) 6.0 6.2 050 ns
Produtividade de gréos 9.710.0 & 10.390 0 a

(Kg/hay
40 peso de grdos em Kg/ha foi corrigido para 13%ndiglade.
P As mesmas letras na linha indica ndo haver difa®significativas entre o hibrido de
milho geneticamente modificado e o iso-hibrido ptdste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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4.2.3 Caracteristicas agrondmicas do milho TC1507 x DAS9A.22-7

comparativamente ao iso-hibrido

Os valores de vigor de plantula, florescimento fend, florescimento
masculino, altura de planta, altura da espiga jpahctombamento, incidéncia
de doencas, dano de inseto e produtividade de dcfiam estatisticamente
semelhantes entre o milho TC1507 x DAS-59122-7 milho iso-hibrido,
conforme apresentado na Tabela 44. Os resultadosr#ram que o milho
TC1507 x DAS-59122-7 foi semelhante ao iso-hibricom relagdo aos

parametros de caracteristicas agronémicas.

Tabela 44 Resultados das avaliagBes das caractsiagronémicas do milho
TC1507 x DAS-59122-7 e de seu iso-hibrido, em aeabmbinada

dos dados dos experimentos de Mogi Mirim (SP) eampolis

(MG)
. - Milho Milho
Caracteristica Agronémica  TC1507 x DAS- iso-hibrido Valor de P
59122-7
Vigor de plantula (escala 1 a 9) 8,8 9,0 0,50 ns
Florescimento feminino (dias) 60,2 58,8 0,41 ns
Florescimento masculino (dias) 61,7 61,0 0,50 ns
Altura de planta (cm) 223,2 224,7 0,72 ns
Altura da espiga principal (cm) 1147 117,3 0,23 ns
Tombamento (%) 8,8 9,0 0,50 ns
Incidéncia doencas R6 (escalala9) 4,2 4,5 0,50 ns
Dano de inseto R4 (escala 1 a 9) 4,8 4,8 1,00 ns
Produtividade de gréos (Kg/fia) 7.910,0 &4 7.920,0 a

40 peso de grdos em Kg/ha foi corrigido para 13%ndiglade.

® As mesmas letras na linha indica ndo haver digaesignificativas entre o hibrido de
milho geneticamente modificado e o iso-hibrido pe&ste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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4.2.4 Comparagaoentre as caracteristicas agronémicas do milho TC03
x DAS-59122-7 e de seus componentes singulares milfC1507 e
milho DAS-59122-7

A andlise comparativa dos valores de vigor de planflorescimento
feminino, florescimento masculino, altura de plamtidura da espiga principal,
tombamento, incidéncia de doencas, dano de ingatodeitividade de gréos dos
hibridos de milho TC1507, DAS-59122-7 e TC1507 x339122-7 (Tabela
45) mostra ndo haver diferencas estatisticas gigtiifas quando cada um
destes hibridos é comparado com o iso-hibrido sporedente, o que significa
que os hibridos geneticamente modificados ndodfifede seus iso-hibridos,
comprovando sua equivaléncia em caracteristicasnamicas, botanicas e

reprodutivas.
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Tabela 45 Resultados médios das avaliacdes dasteréstcas agrondémicas
em grdos dos milhos TC1507, DAS59122-7 e TC1507A8D
59122-7 comparativamente aos respectivos iso-libriem analise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indiano6polis (MG)

Milho Milho TC1507 x
DAS-59122-7 DAS 59122-7
x[] (valor de P) x[] (valor de P)

Vigor de plantula (escalala9) NA 8,2 (0,50 ns) 8,8 (0,50 ns)
Florescimento feminino (dias) 62,7 ns 65,8 (0,34 ns) 60,2 (0,41 ns)
Florescimento masculino (dias) 62,2 ns 66,2 (0,66 ns) 61,7 (0,50 ns)

Milho

Caracteristica Agronémica TC1507

Altura de planta (cm) 205,0 ns 213,8 (0,89 ns) 223,2 (0,72 ns)

Altura da espiga principal (cm) 105,0 ns 107,6 (0,50 ns) 114,7 (0,23 ns)
Tombamento (%) 2,9ns 9,8 (0,89 ns) 8,8 (0,50 ns)
Incidéncia doencas R6 (escala 1 a 9)NA 5,3 (0,36 ns) 4,2 (0,50 ns)
Dano de inseto R4 (escala 1 a 9) NA 6,0 (0,50 ns) ,8 (400 ns)
Produtividade de grédos (Kg/fia) 6.677,7 ns 9.710,0 ns 7.910,0 ns

20 peso de grdos em Kg/ha foi corrigido para 13%ndiglade.

4.3 Expresséao das proteinas do milho TC1507 x DAS-59tZ2 de seus
componentes singulares milho TC1507 e milho DAS-523-7

Os resultados das analises de expressdao das peot&RY1F,
CRY34AB1, CRY35AB1 e PAT pelo milho TC1507 x DASIZ2-7 foram
comparados com 0s resultados das analises das mesatainas nos milhos
TC1507 e DAS-59122-7, conforme apresentado a seguir
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4.3.1 Expresséo das proteinas CRY1F e PAT do milho TC1507
comparativamente ao iso-hibrido

Foram mensuradas as concentrac@es das proteinasFC&RWPAT nos
tecidos amostradas em diferentes tecidos do miBtbU7 e de seu iso-hibrido,
conforme apresentado na Tabela 46.

Os mais altos niveis de expresséo da proteina CRXam encontrados
nas folhas do milho TC1507 (15,58 e 21,32 ng/mgjyeis relativamente baixos
desta proteina foram encontrados em tecidos déapiateira, forragem e graos
(8,52 ng/mg, 7,79 ng/mg e 3,57 ng/mg respectiva@)eit proteina PAT foi
encontrada em niveis de expressdo muito baixosenmos avaliados, variando
de 3,55 ng/mg nas folhas até niveis préximos d& iigdmg em graos do milho
TC1507. As proteinas CRY1F e PAT ndo foram encdafranos tecidos do
milho iso-hibrido por estarem abaixo do nivel deedgho do método (< LOD)

ou por estarem ausentes deste hibrido controle.
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Tabela 46 Resultados das avaliagfes de expressguoadainas CRY1F e PAT
no milho TC1507 e em seu iso-hibrido, em analisebinada dos
dados dos experimentos de Mogi Mirim (SP) e Induatié (MG)

CRY1F ng/mg de peso seco d

Bat ng/mg de peso seco de tecido

tecido
Tecido de milho Milho TC1507 ~ MIN0 1S0-  yypq to507  Milho lso-
3 : hibrido L : hibrido
Média (min - - . Média (min - - .
. Média (min - . Média (min -
max) . Max) .
max) mMax)
15,58 (5,19 -
Folha V9 26,04) <LOD 3,55(1,46-5,14) <LOD
21,32 (8,13 -
Folha R1 32.60) <LOD 1,58(2,20-7,35) <LOD

Raiz V9 3,74 (2,39-5,23) <LOD 0,10 (0,04 -0,14) <LOD
Raiz R1 4,13 (2,94 -5,41) <LOD 0,11 (0,09-0,12) <LOD
Planta inteira V8,52 (8,16 - 8,88) < LOD 1,32(1,30-1,33) <LOD
Forragem R4 7,79 (7,34 - 8,24) <LOD 0,45(0,31-0,59) <LOD

Planta inteira R%,13 (5,09 - 5,17) < LOD <LOD <LOD

0,06 (< LOD -

Grao R6 3,57 (2,83-4,53) <LOD 0.12)

<LOD

4.3.2 Expressao das proteinas CRY34AB1, CRY35AB1 e PAT dunilho

DAS-59122-7 comparativamente ao iso-hibrido

Foram mensuradas as concentracBes das proteinas348RY,
CRY35AB1 e PAT nos tecidos amostradas em difereéatédos do milho DAS-
59122-7 e de seu iso-hibrido, conforme apresentadbabela 47 até a Tabela
49.

Os mais altos niveis de expressdo da proteina CREB4foram
encontrados na forragem R4, nas folhas R1 e entaplateira R6 do milho
DAS-59122-7 (197,83 ng/mg, 155,67 ng/mg e 154,64nggespectivamente),
niveis intermediarios desta proteina foram encdofrlaem tecidos de graos,
folhas V9 e planta inteira V9 do milho DAS-59122126,35 ng/mg, 119,00
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ng/mg e 101,58 ng/mg respectivamente) e os niveis baixos desta proteina
foram encontrados nas raizes do milho DAS-5912@4726 a 93,35 ng/mg de
peso seco), conforme descrito na Tabela 47.

Os mais altos niveis de expressdo da proteina CREBSforam
encontrados nas folhas do milho DAS-59122-7 (82,8%6,25 ng/mg de peso
seco), niveis intermediarios desta proteina forawpmtrados em tecidos de
forragem e planta inteira do milho DAS-59122-7 {#7a 33,51 ng/mg) e 0s
niveis mais baixos desta proteina foram encontradesaizes do milho DAS-
59122-7 (10,40 a 11,65 ng/mg de peso seco) e rBas 0,96 ng/mg de peso
seco), conforme descrito na Tabela 48.

Os mais altos niveis de expressao da proteina BrIMfencontrados
nas folhas do milho DAS-59122-7 (10,76 A 16,20 rm/ohe peso seco),
enquanto que os niveis desta proteina nos demzdodeavaliados foram
baixos, variando de 0,02 ng/mg nos grdos até omuéxde 4,65 ng/mg nas
amostras de planta inteira V9. A proteina PAT focantrada em niveis de
expressao muito baixos nos tecidos avaliados,ndoide 3,55 ng/mg nas folhas
até niveis préximos de 0,05 ng/mg em grdos do nilA®-59122-7 (Tabela
49).
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Tabela 47 Resultados das avaliacdes de expresgdotdina CRY34AB1 no
milho DAS-59122-7 e em seu iso-hibrido, em anatismbinada
dos dados dos experimentos de Mogi Mirim (SP) éamapolis
(MG)

CRY34AB1 ng/mg de peso seco de tecido

Milho DAS-59122-7 Milho Iso-hibrido
Média (min - max) Média (min - max)

Tecido de milho

Folha V9 119,00 (69,00 - 167,50) <LOD
Folha R1 155,67 (121,00 - 191,50) <LOD
Raiz V9 64,25 (44,40 - 79,50) <LOD
Raiz R1 93,35 (81,00 - 109,80) <LOD
Planta inteira V9 101,58 (81,00 - 119,50) < LOD
Forragem R4 197,83 (143,00 - 255,50) <LOD
Planta inteira R6 154,64 (133,50 - 195,85) <LOD
Grao R6 126,35 (79,75 - 199,31) < LOD

Tabela 48 Resultados das avaliacdes de expresgdmtdina CRY35AB1 no
milho DAS-59122-7 e em seu iso-hibrido, em an&tismbinada
dos dados dos experimentos de Mogi Mirim (SP) eéah@polis
(MG)

CRY35AB1 ng/mg de peso seco de tecido

Milho DAS-59122-7 Milho Iso-hibrido
Média (min - max) Média (min - max)

Tecido de milho

Folha V9 82,82 (56,76 - 126,52) <LOD
Folha R1 96,25 (66,75 - 120,35) <LOD
Raiz V9 10,40 (4,10 - 16,20) <LOD
Raiz R1 11,65 (8,30 - 14,90) <LOD
Planta inteira V9 33,51 (27,59 - 37,45) <LOD
Forragem R4 27,97 (19,6 - 37,0) <LOD
Planta inteira R6 17,74 (13,80 - 21,68) <LOD
Gréo R6 0,96 (0,75 - 1,38) <LOD
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Tabela 49 Resultados das avaliacdes de expresspmtddna PAT no milho
DAS-59122-7 e em seu iso-hibrido, em andlise coatandos
dados dos experimentos de Mogi Mirim (SP) e Indoatié (MG)

PAT ng/mg de peso seco de tecido

Tecido de milho Milho DAS-59122-7 Milho Iso-hibrido
Média (min - max) Média (min - max)
Folha V9 10,76 (5,12 - 15,71) <LOD
Folha R1 16,20 (12,11 - 22,71) <LOD
Raiz V9 0,52 (0,29 - 0,74) <LOD
Raiz R1 0,96 (0,86 - 1,02) <LOD
Planta inteira V9 4,65 (3,12 - 7,06) <LOD
Forragem R4 2,37 (1,49 - 3,13) <LOD
Planta inteira R6 0,06 (<LOD -0,11) <LOD
Grao R6 0,02 (< LOD - 0,03) <LOD

4.3.3 Expressao das proteinas CRY1F, CRY34AB1, CRY35AB1RAT do
milho TC1507 x DAS-59122-7 comparativamente ao iddbrido

Foram mensuradas as concentracfes das proteinddFCBRY34AB1,
CRY35AB1 e PAT nos tecidos amostrados em diferetegelos do milho
TC1507 e de seu iso-hibrido, conforme apresentadbatela 50 até a Tabela
53.

Os mais altos niveis de expresséo da proteina CRXam encontrados
nas folhas (11,55 a 15,43 ng/mg de peso seco),lardapinteira V9 e na
forragem R4 (11,61 a 13,98 ng/mg de peso seco aidgmente) do milho
TC1507 x DAS-59122-7 e niveis inferiores de ex@edaram detectados nas
raizes (3,66 a 6,20 ng/mg de peso seco), na plartea R6 (6,51 ng/mg) e nos
graos (4,12 ng/mg) do milho TC1507 x DAS-59122-&ldla 50).

Os mais altos niveis de expressao da proteina CREB4foram
encontrados nas folhas (121,08 a 173,33 ng/mg sle $&c0), na planta inteira
R6 e na forragem R4 (164,42 e 224,66 ng/mg de pasm respectivamente) do
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milho TC1507 x DAS-59122-7, enquanto que niveiatheimente mais baixos
desta proteina foram encontrados nas raizes (€8,211,39 ng/mg de peso
seco), na planta inteira V9 (107,58 ng/mg de pesm)se nos gréaos (67,53
ng/mg de peso seco) do milho TC1507 x DAS-5912Pabé¢la 51).

Os mais altos niveis de expressdo da proteina CREBSforam
encontrados nas folhas (48,27 a 57,00 ng/mg de $&sm) e nos tecidos de
planta inteira (20,37 a 31,30 ng/mg de peso secox dorragem R4 (36,20
ng/mg) do milho TC1507 x DAS-59122-7, enquanto qieeis relativamente
mais baixos desta proteina foram encontrados Iessréd,31 a 9,56 ng/mg de
peso seco) e nos gréos (1,16 ng/mg de peso seawjlltm TC1507 x DAS-
59122-7 (Tabela 52).

Os mais altos niveis de expressao da proteina Bramfencontrados
nas folhas do milho TC1507 x DAS-59122-7 (15,331a32 ng/mg de peso
seco) e na planta inteira V9 (8,59 ng/mg) e nivelativamente mais baixos
desta proteina foram encontrados em raizes (088%ng/mg de peso seco),
planta inteira R6 (0,16 ng/mg), forragem R4 (3,28my de peso seco) e em
graos (0,03 ng/mg de peso seco) do milho TC150AR-B9122-7 (Tabela 53).
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Tabela 50 Resultados das avaliagbes de expressgwotkEina CRY1F no
milho TC1507 x DAS-59122-7 e em seu iso-hibrido, andlise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indiano6polis (MG)

CRY1F ng/mg de peso seco de tecido
Milho TC1507 x DAS-59122- Milho Iso-hibrido

7 oy . .
Média (min - max) Média (min - max)

Tecido de milho

Folha V9 15,43 (8,07 - 22,48) <LOD
Folha R1 11,55 (6,52 - 18,25) <LOD
Raiz V9 3,66 (2,22 - 5,34) <LOD
Raiz R1 6,20 (4,88 - 7,34) <LOD
Planta inteira V9 13,98 (11,75 - 16,44) <LOD
Forragem R4 11,61 (9,16 - 15,02) <LOD
Planta inteira R6 6,51 (4,70 - 11,61) <LOD
Gréo R6 4,12 (3,07 - 5,09) <LOD

Tabela 51 Resultados das avaliacdes de expresgdmtdina CRY34AB1 no
milho TC1507 x DAS-59122-7 e em seu iso-hibrido, @ndlise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e

Indianépolis (MG)

CRY34AB1 ng/mg de peso seco de tecido
Milho TC1507 x DAS-59122- Milho I1so-hibrido

7 iIho Iso-hibrid
Média (min - méx) Média (min - max)

Tecido de milho

Folha V9 173,33 (135,00 - 257,50) <LOD
Folha R1 121,08 (98,50 - 156,50) <LOD
Raiz V9 68,21 (52,85 - 75,38) <LOD
Raiz R1 111,39 (98,23 - 132,32) <LOD
Planta inteira V9 107,58 (52,85 - 75,38) <LOD
Forragem R4 224,66 (184,57 - 276,01) <LOD
Planta inteira R6 164,42 (127,50 - 261,50) <LOD
Gréo R6 67,53 (48,40 - 100,00) <LOD




121

Tabela 52 Resultados das avaliacdes de expresgdotdina CRY35AB1 no
milho TC1507 x DAS-59122-7 e em seu iso-hibrido, andlise
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e
Indiano6polis (MG)

CRY35AB1 ng/mg de peso seco de tecido
Milho TC1507 x DAS-59122- : e
Milho Iso-hibrido

Tecido de milho

7
Média (min - max)

Média (min - max)

Folha V9 57,00 (52,00 - 64,40) <LOD
Folha R1 48,27 (33,20 - 77,60) <LOD
Raiz V9 9,31 (7,10 - 13,54) <LOD
Raiz R1 9,56 (5,11 - 14,75) <LOD
Planta inteira V9 31,30 (25,20 - 35,60) <LOD
Forragem R4 36,20 (32,7 - 41,6) <LOD
Planta inteira R6 20,37 (14,20 - 30,60) <LOD
Gréo R6 1,16 (1,00 - 1,40) <LOD

Tabela 53 Resultados das avaliacdes de expresspmtdina PAT no milho
TC1507 x DAS-59122-7 e em seu iso-hibrido, em aedli
combinada dos dados dos experimentos de Mogi M{&mR) e
Indianépolis (MG)

PAT ng/mg de peso seco de tecido
Milho TC1507 x DAS-59122-

Tecido de milho

7
Média (min - max)

Milho Iso-hibrido
Média (min - max)

Folha V9 15,33 (7,46 - 20,61) <LOD
Folha R1 21,31 (14,89 - 29) <LOD
Raiz V9 0,80 (0,56 - 0,99) <LOD
Raiz R1 1,39 (0,75 - 2,04) <LOD
Planta inteira V9 8,59 (7,35 - 10,58) <LOD
Forragem R4 3,29 (1,63 - 7,02) <LOD
Planta inteira R6 0,16 (0,04 - 0,60) <LOD
Gréo R6 0,03 (< LOD - 0,04) <LOD
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4.3.4 Comparagaoentre a expressado das proteinas CRY1F, CRY34AB1,
CRY35AB1 e PAT do milho TC1507 x DAS-59122-7 e dess
componentes singulares milho TC1507 e milho DAS-523-7

A variacdo dos niveis de expressdo da proteina ERiYd milho
TC1507 x DAS-59122-7 foi equivalente a observadanilbo TC1507 em todos
os tecidos analisados, exceto em planta V9 e emadga@mn R4, que foi menor no
milho TC1507, devido aos periodos de escassezaidm Indian6polis (MG)
no momento de desenvolvimento vegetativo das antmforme mostrado no
Gréfico 1.

Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente
modificados ndo diferem entre si em 6 das 8 congpararealizadas entre os
teores da proteina nos tecidos dos diferentes sidkraeticamente modificados
(Tabela 54 e Gréfico 14), o que aponta para a affiigia entre o hibrido
portador do evento combinado (TC1507 x DAS-591227eu componente
portador do evento singular (TC1507) com relacdexpressdo da proteina
CRY1F.
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Tabela 54 Resultados comparativos das médias diiag@bes de expressédo da
proteina CRY1F do milho TC1507 x DAS-59122-7 e dithan
TC1507, em andlise combinada dos dados dos expe#dmele
Mogi Mirim (SP) e Indian6polis (MG)
CRY1F ng/mg peso seco CRY1F ng/mg peso seco

Tecido de milho Milho TC1507 Milho TC1507 x DAS-59122-7
Média (min - max) Média (min - max)
Folha V9 15,58 (5,19 - 26,04) 15,43 (8,07 - 22,48)
Folha R1 21,32 (8,13 - 32,60) 11,55 (6,52 - 18,25)
Raiz V9 3,74 (2,39 - 5,23) 3,66 (2,22 - 5,34)
Raiz R1 4,13 (2,94 - 5,41) 6,20 (4,88 - 7,34)
Planta inteira V9 8,52 (8,16 - 8,88) 13,98 (11,75 - 16,44)
Forragem R4 7,79 (7,34 - 8,24) 11,61 (9,16 - 15,02)
Planta inteira R6 5,13 (5,09 - 5,17) 6,51 (4,70 - 11,61)

Gréo R6 3,57 (2,83 - 4,53) 4,12 (3,07 - 5,09)
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Concentragao da Proteina CRY1F em Tecidos de Milho
Limites minimo e maximo

30,0

20,0 I TC1507

: TC1507 x DAS-59122-7
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Folha V9
Folha R1
Raiz V9
RaizR1
Planta V9
Forragem R4
Planta R6
Grao R6

Gréfico 14 Resultados comparativos das médias\ddmedes de expressao da
proteina CRY1F do milho TC1507 x DAS-59122-7 e dithan
TC1507, em analise combinada dos dados dos expd#dsmale
Mogi Mirim (SP) e Indianépolis (MG)

Os niveis de expressdo da proteina CRY34AB1 noomil@1507 x
DAS-59122-7 variou de forma equivalente a observadailno DAS-59122-7
em todos os tecidos analisados, conforme apresentad abela 55 e Grafico
15, exceto em planta V9 do milho TC1507 x DAS-59¥22ue foi levemente
inferior aos limites observados no milho DAS-59122-

Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente
modificados ndo diferem entre si em 7 das 8 congpasarealizadas entre 0s
teores da proteina CRY34AB1 nos tecidos dos difesemilhos geneticamente
modificados, demonstrando a equivaléncia entrebddu portador do evento
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combinado (TC1507 x DAS-59122-7) e seu componentgagor do evento
singular (DAS-59122-7) com relacdo a expressaca@ipa CRY34AB1.

Tabela 55 Resultados comparativos das médias diiagbes de expressao da
proteina CRY34AB1 do milho TC1507 x DAS-59122-7cerdilho

DAS-59122-7, em analise combinada dos dados dosriexgntos
de Mogi Mirim (SP) e Indiandpolis (MG)

CRY34AB1 ng/mg peso seccCRY34AB1 ng/mg peso seco
Tecido de milho Milho DAS-59122-7

Milho TC1507 x DAS-59122-7
Média (min - max) Média (min - max)
Folha V9 119,00 (69,00 - 167,50) 173,33 (135,00 - 257,50)
Folha R1 155,67 (121,00 - 191,50) 121,08 (98,50 - 156,50)
Raiz V9 64,25 (44,40 - 79,50)
Raiz R1

68,21 (52,85 - 75,38)

93,35 (81,00 - 109,80) 111,39 (98,23 - 132,32)

101,58 (81,00 - 119,50) 107,58 (52,85 - 75,38)
197,83 (143,00 - 255,50) 224,66 (184,57 - 276,01)
164,42 (127,50 - 261,50)
67,53 (48,40 - 100,00)

Planta inteira V9
Forragem R4

Planta inteira R6 154,64 (133,50 - 195,85)

Gréao R6 126,35 (79,75 - 199,31)
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Concentragdo da Proteina CRY34AB1 em Tecidos de Milho
Limites minimo e maximo
300,0

250,0 L J
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Gréfico 15 Resultados comparativos das médias\ddmedes de expressao da
proteina CRY34AB1 do milho TC1507 x DAS-59122-7cerdilho
DAS-59122-7, em analise combinada dos dados dosriexgntos
de Mogi Mirim (SP) e Indian6polis (MG)

Os niveis de expressdo da proteina CRY35AB1 noomilG1507 x
DAS-59122-7 variou de forma equivalente a observadailno DAS-59122-7
em todos os tecidos analisados, conforme apresentadiabela 56 e no Gréfico
16.

Os dados experimentais mostram que os hibridos tigemente
modificados néo diferem entre si em todas as 8 acagpes realizadas entre os
teores da proteina nos tecidos dos diferentes sngbaeticamente modificados,

demonstrando a equivaléncia entre o hibrido portaltoevento combinado
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(TC1507 x DAS-59122-7) e seu componente portadavento singular (DAS-

59122-7) com relacéo a expressao das proteinas &AB(13

Tabela 56 Resultados comparativos das médias diiagbes de expressao da
proteina CRY35AB1 do milho TC1507 x DAS-59122-7cerdilho
DAS-59122-7, em analise combinada dos dados dosriexgntos
de Mogi Mirim (SP) e Indiandpolis (MG)

CRY35AB1 ng/mg peso
seco
Milho DAS-59122-7
Média (min - max)

CRY35AB1 ng/mg peso seco
Milho TC1507 x DAS-59122-7
Média (min - max)

Tecido de milho

Folha V9 82,82 (56,76 - 126,52) 57,00 (52,00 - 64,40)
Folha R1 96,25 (66,75 - 120,35) 48,27 (33,20 - 77,60)
Raiz V9 10,40 (4,10 - 16,20) 9,31 (7,10 - 13,54)
Raiz R1 11,65 (8,30 - 14,90) 9,56 (5,11 - 14,75)
Planta inteira V9 33,51 (27,59 - 37,45) 31,30 (25,20 - 35,60)
Forragem R4 27,97 (19,60 - 37,0) 36,20 (32,70 - 41,60)
Planta inteira R6 17,74 (13,80 - 21,68) 20,37 (14,20 - 30,60)

Gréo R6 0,96 (0,75 - 1,38) 1,16 (1,00 - 1,40)




128

Concentragdo da Proteina CRY35AB1 em Tecidos de Milho
Limites minimo e maximo
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Gréfico 16 Resultados comparativos das médias\damedes de expressao da
proteina CRY35AB1 do milho TC1507 x DAS-59122-7cerdilho
DAS-59122-7, em analise combinada dos dados dosriexgntos
de Mogi Mirim (SP) e Indiandpolis (MG)

A variacdo dos niveis de expresséo da proteinari@Amilho TC1507 x
DAS-59122-7 foi equivalente a observada no milhd3@ e no milho DAS-
59122-7 em todos os tecidos analisados, excetoolra R1, planta V9 e em
Forragem R4, que foi menor no milho TC1507 devide periodos de escassez
hidrica em Indian6polis (MG) nos momentos de deslemento vegetativo das
plantas, conforme mostrado no Gréfico 1.

Os dados experimentais mostram que o milho TC15DAR-59122-7
ndo difere do milho TC1507 em 5 das 8 comparagéesiveis de expresséo da
proteina PAT, e que o TC1507 x DAS-59122-7 naorelifdo milho DAS-
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59122-7 em 7 das 8 comparacdes dos niveis de efipreesta proteina nos
tecidos dos diferentes milhos geneticamente madiis (Tabela 57 e Grafico
17), o que aponta para a equivaléncia entre o duoibpiortador do evento
combinado (TC1507 x DAS-59122-7) e seus componeptetadores dos
eventos singulares (TC1507 e DAS-59122-7) com &elag expressdo da
proteina PAT.

Tabela 57 Resultados comparativos das médias diiag@bes de expressédo da
proteina PAT do milho TC1507 x DAS-59122-7, do milhC1507
e do milho DAS-59122-7, em analise combinada dafosialos
experimentos de Mogi Mirim (SP) e Indian6polis (MG)

PAT ng/mg peso seco
PAT ng/mg peso se&AT ng/mg peso S€CO) 1iho TC1507 X

Tecido de milho Milho TC1507 Milho DAS-59122-7

Média (min - max) Média (min - méax) M(Ia?dpi\asiﬁiz-zr:éx)
Folha Vo 3,55 (1,46 - 5,14) 10,76 (5,12 - 15,71)15,33 (7,46 - 20,61)
Folha R1 1,58 (2,20 - 7,35) 16,20 (12,11 - 22,71)21,31 (14,89 - 29)
Raiz V9 0,10 (0,04-0,14) 0,52 (0,29-0,74) 0,80 (0,56 - 0,99)
Raiz R1 0,11(0,09-0,12) 0,96 (0,86-1,02) 1,39 (0,75 - 2,04)

Planta inteiraV9 1,32 (1,30-1,33) 4,65(3,12-7,06) 8,59 (7,35 - 10,58)
Forragem R4 0,45(0,31-0,59) 2,37(1,49-3,13) 3,29 (1,63 - 7,02)
Planta inteira R6 <LOD 0,06 (<LOD-0,11) 0,16 (0,04 - 0,6)
Gréo R6 (0,06) (< LOD - 0,12)0,02 (< LOD - 0,03) 0,03 (< LOD - 0,04)
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Concentragdo da Proteina PAT em Tecidos de Milho
Limites minimo e maximo
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Gréfico 17 Resultados comparativos das médias\ddmedes de expressao da
proteina PAT do milho TC1507 x DAS-59122-7, do milRC1507
e do milho DAS-59122-7, em analise combinada dafoslados
experimentos de Mogi Mirim (SP) e Indian6polis (MG)
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5 CONCLUSAO

O milho TC1507 x DAS-59122-7 portador dos eventioanpidados por
hibridacdo e os milhos parentais TC1507 e DAS-5912@ram equivalentes
aos respectivos iso-hibridos convencionais, coracéel a sua composicao
nutricional, em 148 das 150 comparac¢des realiz&kasesultados obtidos estao
dentro dos limites dos valores de referéncia deraliira em 141 dos 150
resultados.

Os hibridos TC1507 x DAS-59122-7, TC1507 e DAS-2912foram
equivalentes aos respectivos iso-hibridos convaagp com relacdo as suas
caracteristicas agrondmicas, em todas as 24 cogljgaraealizadas.

O hibrido TC1507 x DAS-59122-7 foi equivalente @esis parentais
TC1507 e DAS-59122-7 com relagdo aos niveis deesgpp das proteinas
CRY1F, CRY34AB1, CRY35AB1 e PAT em 33 das 40 corapées realizadas.

Os dados deste trabalho comprovam a equivaléndiz en milho
TC1507 x DAS-59122-7 e seus parentais portadoresegtentos singulares e
corroboram a afirmacdo que a legislacdo brasildgabiosseguranca, mais
especificamente a Resolugdo Normativa 5 da CTNBi@da ser aprimorada de
forma que as plantas transgénicas portadoras detosveiramidados por
hibridacdo sejam automaticamente autorizadas paltavac € consumo nas
situagcbes em que os parentais portadores dos evsimigulares tenham sido

previamente aprovados pela CTNBio.
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