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RESUMO

Eventos de milho geneticamente modificado (GM) expressando proteinas inseticidas de Bacillus thuringiensis
(Bt) tém sido cultivados comercialmente no Brasil desde a safra 2008/2009. O objetivo deste trabalho foi avaliar
0 impacto de sete eventos comerciais de milho Bt sobre a comunidade microbiana do solo. Amostras de solo ndo
rizosférico e solo rizosférico dos eventos de milho de sete linhagens transgénicas diferentes, seus respectivos
isogénicos tratados e ndo tratados com inseticida quimico foram avaliados utilizando técnicas de Biolog e
restricdo de fragmentos de polimorfismos terminais (T-RFLP). As amostras foram coletadas aos 30 e 60 dias
apos a germinacdo em Janalba — MG, safra 2015/2016, sob condicGes de campo. Ap6s 72 horas de incubagdo
das placas de Biolog foram observados valores elevados da atividade e diversidade metabélica (indice de
Shannon) no solo rizosférico em comparagdo com o solo ndo rizosférico. Entretanto, ndo foram detectadas
diferengas significativas entre os eventos transgénicos e os tratamentos convencionais. Além disso, também néo
foi observada diferenca significativa na diversidade genética, avaliada por T-RFLP das comunidades de bactérias
e fungos micorrizicos arbusculares (FMA) entre gendtipos convencionais e eventos GM. Foi verificada uma
tendéncia de agrupamento baseada no periodo de coleta, mostrando a importancia do estagio de desenvolvimento
da planta na modulacdo da comunidade de FMA. De maneira geral, os eventos de milho Bt comercializados no
Brasil avaliados neste trabalho ndo apresentaram impacto significativo sobre a estrutura das comunidades
bacterianas e de FMA do solo, com base nos parametros estudados.
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ABSTRACT

Maize events genetically modified (GM) expressing insecticidal proteins from Bacillus thuringiensis (Bt) have
been commercially grown in Brazil since the 2008/2009 season. The aim of this study was to evaluate the impact
of seven commercial events of Bt maize on soil microbial community. Soil samples non-rhizosphere and
rhizosphere of maize event of seven different transgenic lines, their treated isogenic and not treated with
chemical insecticide were assessed using Biolog techniques and terminal restriction fragments polymorphism (T-
RFLP). The samples were collected at 30 and 60 days after germination in Janadba - MG, 2015/2016 crop, under
field conditions. After 72 hours of incubation the Biolog plates were observed high values of the activity and
metabolic diversity (Shannon index) in the rhizosphere compared with the non-rhizosphere soil. However, there
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weren’t significant differences between the transgenic event and the conventional treatments. Moreover, it also
wasn’t observed significant difference in genetic diversity, evalueted by T-RFLP of bacteria and mycorrhizal
fungi (AMF) communities between conventional and GM genotypes events. A grouping trend based the
collection period was observed, showing the importance of plant development stage in the FMA community
modulation. Overall, maize events Bt sold in Brazil in this work showed no significant impact on the bacterial
communities and AMF soil structure, based on the parameters studied.

Keywords: Monitoring. Bt transgenic maize. Soil microorganisms. T-RFLP.

INTRODUCAO

O Brasil ¢ um pais que exerce papel de lideranca na producdo mundial de milho,
ocupando o terceiro lugar entre os maiores produtores do grdo (USDA, 2016). O principal
motivo dos grandes investimentos na producéo de milho é sua ampla gama de aplicacéo, pois
é utilizado massivamente tanto na alimentacdo humana quanto na alimentacdo animal. Como
agroneg0cio possui uma posicao prestigiada na economia brasileira, a producédo deste cereal
torna-se indispensavel ao crescimento da economia nacional. No entanto, o pais ainda esbarra
em algumas dificuldades para alcancar patamares de produtividade maiores, como por
exemplo, os ataques por pragas (ABREU, 2014; SANTOS, 2015; SILVA, 2015).

Dentre as taticas utilizadas para o controle de insetos pragas na cultura do milho, o
emprego das plantas transgénicas que expressam proteinas do Bt é bastante utilizado, devido
sua elevada eficiéncia, especificidade e por ndo poluir o meio ambiente. No Brasil estas
plantas ja estdo sendo cultivadas desde a safra de 2008, direcionadas principalmente a insetos
da ordem Lepidoptera (PINHEIRO, 2013).

Os micro-organismos presentes no solo possuem fungbes muito significantes, que 0s
tornam fundamentais para o equilibrio dos ecossistemas, como a ciclagem de nutrientes,
transformacdo da matéria orgénica entre outros (VILELA et al., 2012). A crescente utilizacdo
de cultivares transgénicas torna fundamental o acompanhamento das comunidades
rizosféricas de milhos transgénicos Bt visando detectar possiveis alteracbes na comunidade
microbiana do solo advindas do seu cultivo, pois sabe-se que toxinas Cry séo liberadas nos
exudados do sistema radicular dessas plantas (GARCIA, 2012).

Esta avaliacdo, de grande importancia, ajudara na comprovacao da hipotese de que
utilizacdo das culturas transgénicas de milho Bt comercializadas no Brasil ndo ocasiona
efeitos sobre a estrutura das comunidades de micro-organismos do solo. Sendo assim,

questiona-se: quais sdo 0s possiveis impactos na estrutura e organizagdo das comunidades



microbianas do solo que sdo organismos néo alvos do cultivo do milho Bt? Tendo em vista os
aspectos abordados, o presente trabalho foi realizado com objetivo de caracterizar a
comunidade microbiana rizosférica associada a genotipos de milho geneticamente
modificados que expressam proteinas Bt, baseando-se nas técnicas de T-RFLP (Terminal
Restriction Fragment Length Polymorphism — Restricdo de Fragmentos Polimorficos

Terminais) e Biolog.

REFERENCIAL TEORICO

CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L) € um cereal pertencente a familia Poaceae, originado no
México e Guatemala, cuja domesticacdo aconteceu a partir do Teocinte, uma graminea
ancestral selvagem. Os primeiros relatos de seu cultivo datam de 10 a 8 mil anos atras, o que
indica que o milho foi fonte de alimento para varias civilizages remotas. Atualmente o milho
estd distribuido em quase todos os continentes, sua area de cultivo perde apenas para as
culturas de trigo e arroz (BATISTA, 2012).

O elevado interesse econdmico pela produgdo de milho pode ser explicado por seu
alto valor nutricional e sua ampla gama de aplicabilidade, pois este cereal € utilizado para a
alimentacdo humana seja in natura ou na forma de subprodutos como o 6leo e a farinha, na
alimentacdo animal é altamente empregado como matéria prima para fabricacdo de racdes e
silagem, podendo também ser utilizado na producdo de bebidas como a cerveja, por exemplo,
além de sua utilizacdo nas industrias de cosméticos e biocombustiveis (BATISTA, 2012;
FACTORI, 2014 REPKE, 2013; VIROLLI, 2014).

De acordo com a USDA (2016) o Brasil é o terceiro maior produtor de milho no
mundo (85,0 milhdes de toneladas na safra 2014/2015), perdendo apenas para os Estados
Unidos (361,1 milhdes de toneladas) e China (215,6 milhdes de toneladas). A estimativa de
producdo para a safra 2015/2016 no Brasil é de aproximadamente 84 milhdes de toneladas. Os
principais estados brasileiros produtores de milho sdo Mato Grosso, Parana, Rio Grande do
Sul e Goiéas respectivamente, que somados detém mais da metade da producdo nacional
(CONAB, 2016).

Como em outras culturas, no milho também existem alguns fatores limitantes para
uma produtividade 6tima, classificados como fatores abioticos e bidticos. Os fatores abidticos

estdo diretamente ligados a fertilidade do solo, disponibilidade de agua e exposicdo a luz



(GUIMARAES, 2013). Ja os fatores bidticos estdo relacionados com a interacdo de
organismos com a planta, podendo interagir por simbiose, auxiliando no seu desenvolvimento
como, por exemplo, os microrganismos solubilizadores de fosforo, que disponibilizam o
fosforo presente no solo para as plantas, insetos polinizadores, entre outros. Por outro lado,
existem também os fatores bidticos que podem ser prejudiciais ao desenvolvimento do milho,
podendo também provocar doencas como infec¢Ges por microrganismos e nematoides, além

dos ataques causados por insetos pragas (BATISTA, 2012).

MILHO Bt

Os insetos mastigadores séo considerados as maiores pragas do milho. Dentre eles, a
Lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda) é a responsavel pela maior parte dos danos,
seguida da lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea) e mais recententemente, da Helicoverpa
armigera, nova espécie detectada no Brasil, bem parecida com a Helicoverpa zea, mas com
adaptacdes evolutivas que a torna potencialmente capaz de causar elevados prejuizos &s
lavouras (CRUZ et al.,, 2013). Para tentar minimizar os impactos e danos causados, a
utilizacdo da tecnologia de DNA recombinante permitiu a criagdo de plantas de milho
transgénicas que expressam a proteinas boinseticidas provenientes do B. thuringienses,
conferindo resisténcia as pragas do milho, principalmente dos insetos da ordem Lepidoptera e
Coleoptera (GARCIA, 2012; AGUIRRE et al., 2015; SANTOS, 2015).

A éarea plantada com culturas Bt foi de aproximadamente 13,4 milhdes de hectares no
Brasil na safra 2015/16, apresentando um aumento de 6,3% em relagdo a safra 2014/15
(CELERES, 2016). Os beneficios destas culturas incluem especificidade e efetividade no
combate aos insetos-pragas alvos, diminuicdo no uso de inseticidas sintéticos, e reducdo dos
danos causados aos organismos que ndo sdo alvos destes inseticidas (BERNARDI et al.,
2015).

O micro-organismo do solo B. thuringienses é uma bactéria gram-positiva de
distribuicdo cosmopolita. Como todas as bactérias do género Bacillus, B. thuringienses
também possui uma fase de esporulacdo no seu desenvolvimento, onde o esporo bacteriano e
uma o6-endotoxina sdo formados simultaneamente (GARCIA, 2012; SANTOS, 2015). Essa
endotoxina formada durante a esporulagcdo possui caracteristica inseticida para determinadas
ordens de insetos e se apesenta em forma de cristais, dai entdo sua nomenclatura Cry, que
vem do inglés crystal (PINHEIRO, 2013).



De acordo com Garcia (2012), as toxinas Cry sdo discriminadas de acordo com seus
genes codificadores, sua estrutura entre outros fatores. Para melhor identificacdo séo
classificadas em cinco familias (I-V), quatro classes (A-D) e trés subclasses (a-c). Dentre as
aproximadamente 60 proteinas Cry identificadas, pode-se citar como exemplo Cryl e Cry2b
que sdo especificas para lepidopteros. As proteinas do grupo Cry2A sdo direcionadas a
lepiddpteros e dipteros e, por fim o grupo Cry3 com especificidade para coleopteros. As
toxinas Bt ndo se resumem apenas as proteinas codificadas pelo gene Cry, existe também o
gene Vip (Vegetative Insecticidal Protein — Proteinas Inseticidas Vegetativas), que sdo
especificos contra insetos da ordem Coleoptera em estagios larvais. As proteinas Vip, ao
contrario das proteinas Cry, sdo expressas na fase vegetativa da bactéria e ndo durante sua
esporulacdo (SANTOS, 2015).

De inicio, as toxinas Bt ndo possuem atividade toxica, sdo ativadas posteriormente a
liberacdo do seu nucleo ativo que ocorre durante sua lise na ingestdo da mesma pelo inseto e
submisséo a condi¢Oes alcalinas presentes no tubo digestivo do inseto (NAIS, 2012). Na
parede intestinal do inseto existem receptores especificos para as toxinas Bts, sejam elas Cry
ou Vip. Ao se ligar nos receptores inicia-se a inibicdo da ingestao e respectiva absorcdo dos
nutrientes, posterior ruptura do tubo digestivo acarretando entdo a morte do inseto
(PINHEIRO, 2013).

Em meados da década de 1980 foi clonado o primeiro gene da toxina Bt, a partir de
entdo, o desenvolvimento das primeiras plantas transgénicas foi rapido. A insercdo do gene
exdgeno no genoma da planta pode ser realizada de forma direta como, por exemplo,
eletroporacdo e bombardeamento de microparticulas, ou de forma indireta, via vetores
bioldgicos, especificamente bactérias do solo do género Agrobacterium, que sdo conhecidas
por conseguirem introduzir parte de seu material genético no genoma de determinadas plantas
de forma natural (NAIS, 2012).

SOLO RIZOSFERICO

O solo aderido as raizes das plantas é denominado solo rizosférico, sendo
caracteristico por estar sob constante influéncia dos exsudatos das raizes. Devido sua
localizagdo, a rizosfera esta sempre recebendo substancias com valor energético agregado,
advindas do metabolismo vegetal, isto explica o porqué desta regido apresentar uma elevada
comunidade microbiana quando comparada ao solo ndo rizosférico. Assim como o tipo de

solo e o clima podem influenciar a diversidade microbiana do solo, a composicdo e a



quantidade do exsudato gerado pelo sistema radicular vegetal também pode modular a
dindmica da microbiota (SILVA, 2008; SOUZA, E., 2012; ANDRADE, 2013).

Vaérios beneficios sdo gerados pela influéncia mutua solo-planta-micro-organismo.
As plantas liberam uma miscelanea complexa de carboidratos, horménios, células, proteinas,
entre outros compostos que sdo rapidamente aproveitados pelos micro-organismos
(CORDEIRO; CORA; NAHAS, 2012). Em contrapartida grande parte dos micro-organismos
rizosféricos também contribuem, beneficiando o desenvolvimento da planta, podendo ser de
forma direta, aumentando a disponibilidade nutrientes e produzindo substancias reguladoras
do crescimento, ou de forma indireta suprimindo o desenvolvimento de patdgenos e até
mesmo induzindo a resisténcia da planta (BATISTA, 2012; ANDRADE, 2013).

Buscando entender a contribui¢do da microbiota do solo no desenvolvimento vegetal,
Vilela e colaboradores (2012) compararam o crescimento de plantas de milho crioulo em solo
de Cerrado esterilizado e néo esterilizado. Estes autores observaram melhor desenvolvimento
da planta no solo nédo esterilizado em todos os aspectos avaliados, onde obtiveram um
aumento expressivo no diametro do colmo, producdo de matéria seca da parte aérea e das
raizes.

Apesar de varios fatores influenciarem a comunidade microbiana rizosférica, alguns
micro-organismos mostram-se predominantes nas amostras deste solo. Dentre as
rizobactérias, as pertencentes ao filo Proteobacteria sdo encontradas em maior quantidade,
seguidas pelos filos Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes, Planctomycetes,
Verrumicrobia e Acidobacteria. Ja entre a comunidade fungica da rizosfera, os principais filos
presentes sdo Ascomycota e Glomeromycota, neste Ultimo estdo presentes os fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) (FLORES, 2015).

Fungos micorrizicos arbusculares sdo organismos biotréficos obrigatorios, ou seja,
ndo se multiplicam se ndo houver a presenca de uma planta para fornecer nutrientes
necessarios ao seu desenvolvimento. Eles interagem com as plantas especificamente no
sistema radicular, agindo como extensores das raizes. Auxiliam no desenvolvimento na planta
devido ao aumento da superficie de contato das raizes com solo, favorecendo a absorcdo de
agua e nutrientes (FARIA, 2009; GUMIERE, 2012; ANDRADE, 2013). Campos e
colaboradores (2010) em estudo realizado a fim de verificar a eficiéncia de solos de pastagens
degradados, como inoculante potencial de FMA, observaram que a inoculagéo incrementou a
producdo de matéria seca do sistema radicular em todos os genoétipos estudados e aumentou a

producdo de matéria da parte aérea de quatro dos nove genotipos.



CARACTERIZACAO DE COMUNIDADES MICROBIANAS NO SOLO

O solo € um ambiente extremamente rico em termos de biodiversidade, entretanto
pouquissimo conhecido. A estimativa é que um grama de solo contenha aproximadamente 10°
células distribuidas em até trinta mil espécies diferentes. Apesar desses nUmeros exorbitantes,
somente cerca de 1% desses microrganismos séo cultiviveis, consequentemente, menos 5%
sdo caracterizados adequadamente. O interesse em caracterizar comunidades microbianas
cresce consideravelmente, devido as inUmeras possibilidades de aplicacdo biotecnoldgica
desses micro-organismos (BATISTA, 2012, ANDRADE, 2013).

As técnicas dependentes de cultivo, como crescimento em meios nutritivos, aliadas
as técnicas baseadas em sequéncias de acidos nucleicos tém se mostrado bastante eficiente,
para a caracterizacao de estrutura e modificagdes em comunidades microbianas. Além disso, a
facilidade e rapidez de suas metodologias contribuem para elas ainda serem muito
empregadas. Um exemplo disso é o Sistema Biolog, que avalia o perfil metab6lico da
comunidade microbiana cultivavel através da utilizacdo de diferentes fontes de carbono
(SOUSA, 2005).

Cada Ecoplate (Biolog, Inc. HAYWARD; A; USA) possui 96 pogos, comportando 3
amostras, que normalmente sdo suspensdo de solo em solugdo salina. Essas amostras séo
submetidas a 31 fontes de carbono distintas e um controle negativo (Figura 1) e sdo incubadas
no escuro. Ao serem oxidados durante a respiracdo dos micro-organismos, 0s substratos
desenvolvem uma coloragdo que é medida em espectrofotdmetros a 405 ou 590 nm, a cada 24
horas. A partir das leituras de absorbancia sdo realizados os calculos das medidas de
diversidade metabdlica como o indice de Shannon (H) que abrange a riqueza do substrato e a
intensidade de sua utilizacdo, a atividade total, média de desenvolvimento de cor (AWCD) e
equidade (E) que mostra o grau da utilizacdo de um substrato em relacdo ao ndmero de
substratos consumidos pela comunidade (ZAK, 1994; SOUSA, 2005; VIANA, 2013).

Dando suporte aos meétodos baseados em cultivo e aumentando a eficacia das
andlises de estrutura e dindmica das comunidades microbianas, os estudos baseados em
sequencias de &cidos nucleicos (DNA ou RNA) vém sendo cada vez mais aplicados a
ecologia microbiana. Os genes ribossomais sd@o 0s mais utilizados para essas analises, pois
além de ser muito antigos, eles possuem alto grau de conservacdo, devido importancia de sua
funcdo na sintese de proteinas, e possui também regides varidveis entre espécies (SOUZA, R.,
2012).



Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4 Al A2 A3 A4
Water B-Methyl- D- L- Water B-Methyl- D- L- Water B-Methyl- D- L-
D- Galactoni Arginine D- Galactoni Arginine D- Galactoni Arginine
Glucosid ¢ Acid Glucosid c Acid Glucosid c Acid
e y- e y- e y-
Lactone Lactone Lactone
B1 B2 B3 B4 B1 B2 B3 B4 B1 B2 B3 B4
Pyruvic D-Xylose D- L- Pyruvic D-Xylose D- L- Pyruvic D-Xylose D- L-
Acid Galactur Asparagi Acid Galactur Asparagi Acid Galactur Asparagi
Methyl onic Acid ne Methyl onic Acid ne Methyl onic Acid ne
Ester Ester Ester
C1 c2 C3 C4 C1 c2 C3 C4 C1 c2 C3 c4
Tween 40 i- 2- L- Tween 40 i- 2- L- Tween 40 i- 2- L-
Erythritol Hydroxy Phenylal Erythritol Hydroxy Phenylal Erythritol Hydroxy Phenylal
Benzoic anine Benzoic anine Benzoic anine
Acid Acid Acid
D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4 D1 D2 D3 D4
Tween 80 D- 4- L-Serine Tween 80 D- 4- L-Serine Tween 80 D- 4- L-Serine
Mannitol Hydroxy Mannitol Hydroxy Mannitol Hydroxy
Benzoic Benzoic Benzoic
Acid Acid Acid
E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4 E1 E2 E3 E4
a- N-Acetyl- Y- L- a- N-Acetyl- Y- L- a- N-Acetyl- Y- L-
Cyclodex D- Hydroxyb Threonin Cyclodex D- Hydroxyb Threonin Cyclodex D- Hydroxyb Threonin
trin Glucosa utyric e trin Glucosa utyric e trin Glucosa utyric e
mine Acid mine Acid mine Acid
F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4 F1 F2 F3 F4
Glycogen D- Itaconic Glycyl-L- Glycogen D- Itaconic Glycyl-L- Glycogen D- Itaconic Glycyl-L-
Glucosa Acid Glutamic Glucosa Acid Glutamic Glucosa Acid Glutamic
minic Acid minic Acid minic Acid
Acid Acid Acid
G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4 G1 G2 G3 G4
D- Glucose- a- Phenylet D- Glucose- a- Phenylet D- Glucose- a- Phenylet
Cellobios 1- Ketobuty hyl- Cellobios 1- Ketobuty hyl- Cellobios 1- Ketobuty hyl-
e Phosphat ric Acid amine e Phosphat ric Acid amine e Phosphat ric Acid amine
e e e
H1 H2 H3 Ha H1 H2 H3 Ha H1 H2 H3 H4
a-D- D,.L-a- D-Malic Putrescin a-D- D,L-a- D-Malic Putrescin a-D- D.L-a- D-Malic Putrescin
Lactose Glycerol Acid e Lactose Glycerol Acid e Lactose Glycerol Acid e
Phosphat Phosphat Phosphat
e e e

Figura 1. Esquema da distribuicéo de fontes de carbono na Ecoplate
Fonte: http://www.biolog.com (2016).

Segundo Santana (2013) para o estudo de procariotos, o gene mais utilizado é o rRNA
16S, que compde a subunidade pequena ribossémica bacteriana 30S. Este gene possui
aproximadamente 1650 pares de bases, 0 que permite utiliza-lo com sucesso na diferenciacdo
dos procariontes a nivel de género, e em determinados casos a nivel de espécie. Ja para o
estudo da diversidade de eucariotos, especificamente de fungos, as regides do DNA mais
utilizadas sdo os genes rRNA 18S e 28S as regides espacadoras ITS (Internal Transcribed
Spacer) e IGS (Intergenic Spacer). Enquanto os genes sdo altamente conservados, permitindo
apenas a caracterizacdo a niveis de género e &s vezes espécies, as regides espacadoras
apresentam elevada variabilidade, facilitando assim a diferenciagdo entre espécies e linhagens
(PASSARINI, 2012).

Atualmente existem varias ferramentas de caracterizacdo molecular de comunidades
microbianas, muitas delas sao baseadas em PCR (Reacdo em cadeia da Polimerase), como por
exemplo, DGGE (Eletroforese em Gel com Gradiente Desnaturante), SSPC (Conformacéo de
Polimorfismo em Fita Simples), ARDRA (Analise de Restricdo de DNA Ribossomal
Amplificado) e TRFLP (Polimorfismos de Tamanho de Fragmentos de Restricdo Terminal)
(ROSA, 2006).



http://www.biolog.com/

O T-RFLP é uma técnica que estd sendo amplamente empregada em estudos de
ecologia microbiana, isto porque além de ser uma metodologia independente de cultivo, é de
facil manipulacdo, rapida avaliacdo podendo ser utilizada em grandes quantidades de
amostras. Esta metodologia é baseada na restricdo de genes ribossomais amplificados de
amostras ambientais. Basicamente a técnica consiste na amplificacdo do gene alvo, utilizando
primers marcados com fluorescéncia ao menos em uma das extremidades, em seguida esses
amplicons marcados, sdao digeridos com enzimas de restricdo onde irar gerar os fragmentos
terminais de restricdo (T-RFs). O produto da restricdo € injetado em um sequenciador
automatico, onde passard por uma eletroforese capilar, e a fluorescéncia é detectada. As
diferencas entre os tamanhos dos T-RFs sdo associadas aos polimorfismos das sequéncias
ribossomais da populacdo estudada (MACEDO, 2012; PRAKASH,2014).

Gschwendtner e colaboradores (2015) obtiveram sucesso ao utilizar o T-RFLP para
estudar o impacto causado pela elevacdo do CO, atmosférico nas comunidades microbianas
rizosféricas associadas a arvores jovens de Faia - Européia (Fagus sylvatica L.) cultivadas em
dois ambientes de clima contrastante. Resultados mostraram que a elevada concentracdo de
CO, afetou negativamente a comunidade microbiana, diminuindo significativamente a

diversidade dos micro-organismos presentes nagquele microbioma.

METODOLOGIA

COLETA DE DADOS

Coleta e Processamento das Amostras

A unidade de analise foi o campo experimental da Embrapa Milho e Sorgo,
localizado no municipio de Janauba — MG (15°47°S 43°18’W) com o solo classificado como
Latossolo Vermelho-Amarelo, epieutréfico, de textura franco-argilo-arenoso, onde foram
coletadas as amostras. Todos os tratamentos de milho utilizados neste estudo foram cultivados
em delineamento em blocos casualizados com trés repeticGes, baseado na técnica
desenvolvida por Federer (1956). Os 21 tratamentos, que sdo a unidade de observacéo,
apresentaram-se da seguinte maneira: sete eventos de milho transgénico (possuem o gene
Cry/VIP de Bacillus thuringiensis que confere resisténcia a lagarta do cartucho) e seus
respectivos gendtipos isogénicos (possuem exatamente 0s mesmos genes do milho

transgénico, exceto 0s genes exdgenos inseridos para obtencdo da resisténcia), tratados e ndo



tratados com inseticidas quimicos, totalizando 63 amostras que estdo representadas na

Tabela 1.

Tabela 1 — Identificacdo dos gendtipos de milho convencional e milho Bt

Evento

Transgénicos

Isogénicos

Isogénicos +

Inseticidas

DKB390 YG
FORMULA TL
MORGAN 20A78 HX
DKB390 PRO X
2B587 POWER CORE
DKB390 PRO2 5

IMPACTO VIPTERA

101, 201 e 301
102, 202 e 302
103, 203 e 303
104, 204 e 304
108, 208 e 308
113,213 e 313

116, 216 e 316

109, 209 e 309
110,210 e 110
111,211 e 311
109, 209 e 309
114,214 e 314
115,215e 315

118, 218 e 318

105, 205 e 305
106, 206 e 306
107, 207 e 307
105, 205 e 305
112,212 e 312
105, 205 e 305

217,217 e 317

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Foram coletadas raizes de cinco plantas de cada repeticdo com solo aderido ap6s 30 e
60 dias de plantio (periodo de desenvolvimento foliar e florescimento, respectivamente)
cultivados no ano de 2015. As raizes foram separadas em sacos plasticos, mantidas em caixas
de isopor com gelo e encaminhadas ao Laboratorio de Biologia Molecular do Nucleo de
Biologia Aplicada da Embrapa Milho e Sorgo em Sete Lagoas - MG.

As raizes foram agitadas de modo a separar o solo fracamente aderido e
posteriormente pesadas 5 gramas de raizes com solo rizosférico aderido a elas. Apds a
pesagem as raizes foram colocadas em tubo Falcon de 50 mL contendo solucéo de pirofosfato
de sodio 0,1% e agitadas por 30 minutos em homogeneizador horizontal a velocidade 130rpm.
Apo6s a homogeneizacdo, uma parte da solucdo foi utilizada para analise de diversidade e
atividade metabolica das comunidades microbianas do solo. As raizes foram removidas e 0
sobrenadante transferido para novo tubo e centrifugado por 30 minutos a 10.000rpm. O
sobrenadante foi descartado e o pellet (solo) foi ressuspendido em 1,8mL de agua ultrapura
autoclavada e centrifugado novamente a 14.000 rpm por 4 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o pellet congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer -80 °C até a

extracdo do DNA.



Determinacédo da Diversidade e Atividade Metabolica

Para determinar a diversidade e atividade metabodlica foram utilizadas placas Ecoplate
(Biolog, Inc., Hayward, CA, USA). Uma aliquota de 5 mL da solucéo de pirofosfato de sodio
0,1% contendo solo foi centrifugada a 4000 rpm por 15 minutos e o sobrenadante foi diluido
50 vezes. Foi inoculado uma aliquota de 120 puL da solucdo diluida em cada pogo da placa de
Biolog, que posteriormente foi incubada no escuro durante 4 dias a 28 °C. As leituras das
placas foram realizadas em espectrofotdmetro (Labstems, MultSkan, MS, USA) com
comprimento de onda ajustado para 590 nm, nos intervalos de 48 horas, 72 horas e 96 horas
de incubacéo. A leitura de 72 horas foi utilizada para calcular os componentes de diversidade
metabolica (VIANA, 2013; SILVA, 2015). Essas informacGes foram utilizadas para a
estimativa dos valores do indice de diversidade de Shannon (H e da atividade Average Well
Colour Development (AWCD) conforme Zak et al. (1994).

Extracdo de DNA Total de Solo Rizosférico

A extracdo de DNA total de solo rizosférico foi realizada com o Kit PowerSoil®
DNA Isolation seguindo as recomendacgdes do fabricante (MoBio Laboratories, Inc. EUA).
Em seguida, o DNA foi quantificado em espectrofotbmetro Nanodrop® (Thermo Fisher
Scientific, USA) no comprimento de onda 260nm. A concentracdo do DNA gendmico foi
padronizada e ajustada para 1,0 ng/uL, utilizando-se agua ultra-pura esterilizada como

diluente.

Amplificacdo Por PCR

Fragmentos do gene 16S rRNA foram amplificados utilizando o primer 8F-FAM
5’AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' (LA MONTAGNE et al., 2002) marcado com
fluorescéncia na posigdo 5° e 1492R, 5-TACGGTACCTTGTTACGACTT-3' (MARTIN-
LAURENT et al., 2001). A PCR constituiu de 2,5 uL. de DNA, 2,5uL. de cada primer a 10
mM, 6,25 pL. de tampao de reagao 10X, 3,12 puL. de MgCl,, 2,5 uL. dos dNTPs, 2,5 uLL de Taq
DNA polimerase (Invitrogen ™ Paisley, UK) em volume final de 50 puL, ajustado com agua

ultra-pura esterilizada. A amplificacdo foi realizada com desnaturacéo inicial a 94°C durante



3 minutos, seguida de 25 ciclos a 94 °C por 45 segundos, anelamento dos primers a 55°C por
45 segundos, extensdo a 72°C por 2 minutos e extenséo final a 72°C por 5 minutos.

Para a amplificacdo do gene 28S rRNA de fungos micorrizicos arbusculares foi
utilizado nested-PCR a partir de reacdo com primers LR1 (5’- GCA TAT CAA TAA GCG
GAG GA-3") e FLR2 (5’-GTC GTT TAA AGC CAT TAC GTC-3") (VAN TUINEN et al.,
1998; TROUVELOT et al., 1999). A reagdo inicial constituiu de 2,5 ul de DNA, 2,0 uL de
cada primer a 10 mM, 6,25 pL de tampéo de reagao 10X, 2,5 mM de MgCI2 50 mM, 2,5ul
dos dNTPs, 0,5 uL. de Taqg DNA polimerase (Invitrogen™ Paisley, UK), 10 uL de solugdo de
betaina e agua ultra-pura para perfazer uma mistura de reagdo de 50 pL.

Para a segunda PCR, foram utilizados 2,5 pL do produto da primeira reacao, 2,0 pL
dos primers FLR3-FAM (5-TTG AAA GGG AAA CGA TTG AAG T-3') e FLR4 (5'-TAC
GTC AAC ATC CTT AAC GAA-3) (GOLLOTTE, 2004) a 10 mM, 6,25 pL de tampdo de
reacdo 10X, 2,5 mM de MgCI2 50 mM, 2,5uL dos dNTPs, 0,5 uL. de Taqg DNA polimerase
(Invitrogen™ Paisley, UK) e &gua ultra-pura para perfazer uma mistura de reagdo de 50 pL.
As amplificacdes para FMA foram realizadas com desnaturacdo inicial a 95°C durante 5
minutos, seguida de 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto, anelamento dos primers a 60 °C por 1
minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extenséao final a 72°C por 10 minutos.

Uma aliquota de 10uL dos produtos de PCR foi corada com Gel RedTM (Biotium,
Hayward, Califérnia, USA) e submetida a eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando-se
como marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Life Technologies, USA). A
visualizacdo do DNA amplificado foi realizada em transiluminador sob luz ultravioleta e
fotografada no equipamento L-PIX Image EX (Loccus Biotecnologia - Loccus do Brasil,
Cotia, SP, Brasil).

Genotipagem por T-RFLP

Os fragmentos amplificados das regides 16S rRNA e 28S rRNA, foram digeridos
com as enzimas restricdo Alul (TIPAYNOA et al,. 2012) e Taql (VERBRUGGEN et al.,
2012), respectivamente. Para a digestdo com Alul foram utilizados 10 pL do produto de PCR,
2 uL do tampéo da enzima, 1,0 uL da enzima e 7,0 uL de 4gua. A mistura permaneceu 4 horas
a 37°C. Para a digestdo com a enzima Tagl foram utilizados 10 uL do produto de PCR, 2,0 uL
do tampdo da enzima, 0,2ul. de BSA a 10ng/uL, 0,5 pL da enzima e 7,3 pL de 4gua. A
mistura permaneceu por 4 horas a 65°C.



Para avaliar os fragmentos de DNA gerados, 2 pL da digestao foram misturados a 9,8
uL de formamida deionizada (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e 0,2 uL de padrao
ROX 500 (Applied Biosystems). A andlise foi realizada no equipamento Genetic Analyzer
3500XL (Applied Biosystems) com o software GeneMapper 5.0 (Applied Biosystems), que

gerou os cromatogramas.

ANALISE DE DADOS

Para determinar a diversidade e atividade metabolica os valores da atividade total

foram convertidos utilizando a férmula AWCD = }©Rsubstrate—0bcontrole) (GARLAND;

MILLS, 1991). Os valores acima de zero foram avaliados como reacgdo positiva, indicando a
utilizacdo de substratos, enquanto que os valores negativos demonstraram que 0s substratos
ndo foram utilizados. Os resultados em AWCD e indice de Shannon representado pela
formula H = -X pi (In pi), onde pi ¢é a razdo entre a atividade de utilizacdo de determinado
substrato e a atividade de utilizacdo de todos os substratos, foram submetidos ao teste de
médias de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

Na avaliacdo da diversidade microbiana por T-RFLP os dados gerados no software
GeneMapper 5.0 foram exportados e carregados na plataforma de processamento online T-
REX (CULMAN et al., 2009), possibilitando filtragem dos ruidos e alinhamento automatico
referente ao tamanho dos fragmentos gerados pela digestdo enzimatica. Apos filtragem e
alinhamento, os dados foram exportados em planilha binaria para o software estatistico PAST
(HAMMER, 2001). Para andlise estatistica, foi adotado o0 método de ordenagdo baseado no
padrdo de discriminacdo determinado por escalonamento multidimensional ndo-métrico
(NDMS) e utilizada a medida de distancia de Jaccard entre trés repeti¢des bioldgicas para

analise dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ATIVIDADE E DIVERSIDADE METABOLICA

Apos as 72 horas de incubacdo nas diferentes fontes de carbono da Ecoplate (Biolog,

Inc., Hayward, CA, USA), pbde-se observar de uma forma geral, que as comunidades

bacterianas néo apresentaram diferencas significativas na utilizagdo de carbono em funcédo das



fases de desenvolvimento da planta no campo (coleta) e do material genético (Tabela 2).
Valores elevados de AWCD (2,2 - 2,6) e H (3,3 — 3,4) foram observados no solo rizosférico
em comparacdo com solo ndo rizosférico (AWCD = 0,1; H = 1,9 — 2,5), diferindo-os
significativamente.

Silva (2015) avaliando o impacto do milho transgénico super-expressando o gene de
tolerancia ao aluminio (Al) SbMate sobre a comunidade microbiana rizosférica, observou que
aos 60 dias de desenvolvimento da cultura o perfil metabolico da comunidade ndo sofreu
alteracdo, diferenciando apenas do solo ndo rizosférico e aos 90 dias houve alteracdo na
comunidade rizosférica associada aos gendtipos hibridos independentes de ser transgénicos
ou ndo, mostrando que os genotipos foram determinantes na modulagdo da comunidade e ndo
0 transgene.

De acordo com Gomes et al., (2014) alguns fatores ambientais, como as
caracteristicas fisico-quimicas e biolédgicas do solo utilizado para o cultivo a disponibilidade
dos macros e micronutrientes as plantas e o estdgio de desenvolvimento da mesma,
influenciam expressivamente a organizacdo e a estruturacdo das comunidades bacterianas
associadas a sua rizosfera. Estes fatores segundo os mesmos autores, apresentam efeitos mais
expressivos sobre essas comunidades do que a associagédo a plantas de milho transgénico Bt.

Apesar de apresentar resultados relevantes, os métodos dependentes de cultivo in vitro
de micro-organismos, como o Biolog, apresentam limita¢fes, uma vez que algumas bactérias
ndo podem ser cultivadas, incorrendo em uma seletividade para determinados grupos de
bactérias (ZAK et al., 1994). Portanto, para complementar as analises, a diversidade genética
foi avaliada por T-RFLP, uma técnica que avalia 0 DNA presente no solo e ndo depende do

cultivo dos micro-organismos.

DIVERSIDADE GENETICA POR T-RFLP

Os protocolos realizados para a extracdo de DNA e amplificagdo dos fragmentos 16S
rRNA (bactérias) e 28S rRNA (FMA), possibilitaram a recuperagdo dos amplicons
provenientes do DNA extraido do solo rizosférico dos milhos transgénicos e convencionais.
As amostras foram avaliadas em triplicatas para cada genotipo e estagio de crescimento das
plantas, obtendo-se padrdes de restricdo dos fragmentos citados a cima, bastante similares
entre as repeticdes em todos os tratamentos avaliados. Os dados genotipicos gerados foram
agrupados por meio da analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS)

utilizando a medida de distancia de Jaccard.



Tabela 2 — Atividade (AWCD) e diversidade metabdlica (indice se Shannon - H). Biolog da populagio bacteriana de amostras de solo néo rizosférico e solo rizosférico dos
gendtipos comerciais de milho transgénico Bt e respectivos isogénicos, tratados (ISO + 1) ou ndo (ISO) com inseticida.

Atividade (AWCD) Diversidade metabdlica

Gendtipo Transgene Bt Coletal Coleta?2 Coletal  Coleta2
30dias 60 dias 30 dias 60 dias

Solo néo rizosférico - 0,110a* 0,049 a 1,898 a 2,525 a
DKB 390 YG CrylAb 2,523b 2,407b 3,389 b 3,348 b
ISO DKB 390 - 2473b 2,217b 3,405 b 3,324 b
ISO DKB 390 + | - 2,468b 2,452b 3,388 b 3,370 b
FORMLA TL CrylAb 2,415b 2,460b 3,409 b 3,351b
ISO FORMLA TL - 2,638b 2,489b 3,406 b 3,372 b
ISO FORMLA TL + | - 2,630b 2,563b 3,390 b 3,388 b
MORGAN 20A78 HX CrylF 2,428b 2,444 b 3,398 b 3,357 b
ISO MORGAN - 2,467h 2377b 3,355 b 3,353 b
ISO MORGAN + | - 2555b 2,478b 3,398 b 3,347 b
DKB 390 PRO X Cry1A.105 + Cry2Ab2 2570b 2,578b 3,391 b 3,373 b
ISO DKB 390 - 2,473b 2,217b 3,405 b 3,324 b
ISO DKB 390 + | - 2,468 b 2,452Db 3,388 b 3,370 b

2B587 POWER CORE CrylA.105 + Cry2Ab2 + CrylF 2,453b 2,399 Db 3,369 b 3,319Db

ISO 2B587 2415b 2,341Db 3,398 b 3,380 b
ISO 2B588 + | - 2543b 2,393 Db 3,383 b 3,373 Db
DKB 390 PRO 2 CrylA.105 + Cry2Ab2 2532b 2,345b 3,412 b 3,345b
ISO DKB 390 — 2,528b 2,603 b 3,411 Db 3,402 b
ISO DKB 390 + I = 2,468b 2,452Db 3,388 b 3,370 b
IMPACTO VIPTERA Vip3Aa20 2545b 2,585b 3,383 b 3,415b
ISO IMPACTO - 2,495b 2,343 Db 3,412 b 3,365 Db
ISO IMPACTO + | - 2437b 2,535b 3,406 b 3,390 b

* Valores seguidos da mesma letra na coluna nao diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
Fonte: Dados da pesquisa, 2016.



No estudo da diversidade de bactérias, as amostras de solo rizosférico distanciaram-
se das amostras de solo ndo rizosférico (Figura 2) e foram homogéneas entre si na projecao
bidimensional das comunidades bacterianas, indicando diferencas nitidas na estruturagdo das
comunidades microbianas. A distancia entre as amostras de solo rizosféerico e ndo rizosférico
era esperada, visto que a comunidade bacteriana do solo nédo rizosférico ndo esteve em contato
com os exsudatos das plantas de milho, diferenciando assim o ambiente e 0s respectivos

nutrientes disponiveis aos micro-organismos (BATISTA, 2012).
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Figura 2. Andlise de NMDS da diversidade genética de rizobactérias da 12 e 22 coletas determinadas por
T-RFLP. Os pontos verdes no gréfico referem-se aos tratamentos transgénicos, 0s azuis representam 0s
isogénicos, os vermelhos representam o0s isogénicos tratados com inseticidas e os pontos pretos circulados de
vermelhos referem-se as amostras de solo ndo rizosférico (controle).

Fonte: Dados da pesquisa

Os pontos de ordenacdo ndo mostraram uma tendéncia no agrupamento das
comunidades bacterianas, de acordo com o0s gendtipos e periodos de coleta. Santos (2015), ao
caracterizar através da técnica DGGE, a comunidade de rizobactérias associadas a eventos de
milho transgénico Bt, MON 810, Btll, HERCULEX, MON 89034, MON 5 e IMPACTO
VIPTERA cultivados em latossolo vermelho distréfico, tratados e ndo tratados com inseticidas

quimicos, ndo encontrou diferenca estruturais nas comunidades associadas aos eventos



transgénicos Bt independente dos gendtipos. Entretanto neste mesmo estudo, Santos (2015)
concluiu que o estagio de desenvolvimento da planta foi o fator mais expressivo na
modulacéo dessas comunidades, pois os perfis de DGGE distinguiram-se entre a primeira (30
dias de cultivo) e a segunda (60 dias ap0s o cultivo) coleta.

Para a comunidade de FMA foi verificada uma tendéncia de agrupamento baseada no
periodo da coleta (Figura 3), mostrando a importancia do estagio de desenvolvimento da
planta na modulacdo da estrutura da comunidade de FMA. Estes resultados também foram
encontrados por Garcia (2012), que mostrou que a colonizagdo micorrizica ndo sofreu
alteracéo pela cultura de milho Bt YieldGard VTPRO 2, quando comparado ao seu isogénico,
a Unica alteracdo ocorrida foi relacionada ao periodo de coleta, que foi ap6s 45 dias da
germinacdo. Ambos os resultados podem ser explicados pelo fato da colonizacdo micorrizica
ser estabelecida normalmente aos 45 dias ap06s a germinacdo do milho, logo 60 dias apds a
germinagdo (22 coleta) a colonizagdo j& chegou ao seu apice, diferenciando-a da 1? coleta onde
essa interacdo ainda ndo estava estabelecida (GARCIA, 2012; ANDRADE, 2013).
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Figura 3. Andlise de NMDS da diversidade genética de FMA da 12 e 22 coletas determinadas por T-RFLP.
Os pontos verdes no grafico referem-se aos tratamentos transgénicos, 0s azuis representam 0s iSOgénicos, 0S
vermelhos representam os isogénicos tratados com inseticidas, os pontos circulados de vermelhos referem-se as
amostras da primeira coleta e 0s pontos pretos representam amostras de solo néo rizosférico (controle).

Fonte: Dados da pesquisa



Ja& entre 0s eventos transgénicos e seus respectivos isogénicos tratados e ndo trados
com inseticidas, neste trabalho ndo foi observada tendéncia de agrupamento, corroborando os
resultados de Zeng et al., (2014), que realizou estudo a fim de verificar se as proteinas
CrylAb teriam capacidade de impactar a diversidade de FMA associadas a raizes de milho Bt
a longo prazo. Para isso ele utilizou a técnica de T-RFLP analisando o gene 28S rRNA da
comunidade rizosférica associadas aos eventos transgénicos e seus isogénicos durante cinco
safras de cultivo consecutivas. No estudo de Zeng et al., (2014) também ndo foram
observadas diferencas significativas entre os tratamentos para a diversidade de FMA.

De forma geral os pontos de ordenagdo ndo mostraram uma tendéncia no
agrupamento entre as comunidades bacterianas e de FMA dos genétipos de milho transgénico
e convencional em consonancia com outros estudos (BECKER et al., 2014; ZENG et al.,
2014; CHEEKE et al., 2015), o que é bastante positivo visto que, do ponto de vista da
biosseguranca, os eventos transgénicos ndo podem diferir de seus isogénicos na modulagéo da

comunidade microbiana.

CONCLUSAO

Com o estudo realizado pode-se verificar que para a comunidade de
rizobactérias s6 houve diferenca significativa de agrupamento em relacdo ao solo rizosférico
em comparacdo com o solo ndo-rizosférico e que utilizacdo de uma técnica dependente de
cultivo associada a uma independente de cultivo foi de grande relevancia, pois uma
corroborou a outra. Em contrapartida, pdde-se também inferir que o estagio de
desenvolvimento das plantas foi o fator de maior influéncia na estruturacdo e organizacdo das
comunidades de fungos micorrizicos arbusculares presentes em genotipos de milho
convencional e transgénico. Para resultados mais consistentes, o ideal é que este estudo seja
mantido por mais safras, a fim de observar se a longo prazo o milho Bt pode impactar essas

comunidades microbianas associadas a rizosfera.
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