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GARCIA, Guilherme Volante Garcia. Comunidade microbiana da rizosfera do
milho Bt YieldGard VTPRO 2. 2011. 34 f. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

RESUMO

O milho YieldGard VTPRO2® foi produzido através da transformacgdo do hibrido
LH172 mediada por Agrobacterium tumefaciens. Esta variedade de milho
transgénico produz as proteinas Cry1A105 e Cry2Ab2 derivadas da bactéria de solo
Bacillus thiringiensis. Estas proteinas s&o ativas contra lepiddptero-praga
importantes na cultura do milho como a lagarta do cartucho (Spodoptera frugiperda)
e a lagarta da espiga (Helicoverpa zea). Apesar dos beneficios das culturas
transgénicas, alguns questionamentos tém sido levantados sobre o risco ambiental
de sua utilizagdo em sistemas intensivos. Entre estas preocupagdes incluem efeitos
negativos sobre a dindmica do solo. Considerando que o solo constitui um ambiente
caracterizado por sustentar uma enorme diversidade de organismos que interagem
entre si e exercem fungdes fundamentais a manutengao da fertilidade, a nutricdo e
protecao das plantas, e que os potenciais impactos das culturas transgénicas teriam
uma influéncia direta sobre este ecossistema; este trabalho teve como objetivo
principal, avaliar em campo, a influéncia do milho transgénico YieldGard VTPRO2®
sobre alguns indicadores biolégicos da qualidade do solo, em relagcdo com a sua
variedade parental. O experimento foi instalado em campo no municipio de Rolandia
(PR); com delineamento experimental inteiramente ao acaso. As avaliagdes foram
feitas em trés tempos de amostragem (45, 90, 120 dias apds a germinagao), em
cada tempo, a partir do solo rizosférico coletado foram avaliados parametros como:
populagdes de grupos funcionais de micro-organismos (bactérias diazotrofizas,
fungos micorrizicos, protozoarios ciliados e flagelados); biomassa microbiana do
solo, respiragao basal, quociente metabdlico (qCO,) e atividade enzimatica (urease,
asparaginase, celulase, amilase e fosfatase acida). Os grupos funcionais de micro-
organismos n&o tiveram diferenca significativa entre o milho Bt e a variedade
convencional, porém durante o crescimento da planta houve variacdo na populagao
de ciliado. A respiracdo basal mostrou diferenga significativa somente durante o
tempo de 120 dias apdés emergéncia, ja o coeficiente metabdlico apresentou
diferengas entre as plantas Bt e convencional e também durante o crescimento da
planta do milho. As enzimas do solo apresentaram a mesma atividade na rizosfera
do milho Bt e convencional. Apesar da pouca influéncia significativa do milho Bt sob
0s parametros avaliados, estudos locais em longo prazo sdo necessarios para
conclusao dos efeitos positivos ou negativos sobre a microbiota do solo.

Palavras-chave: Milho Bt. Rizosfera. YieldGard. Atividade microbiana. Enzimas do
solo. Analise de risco.



GARCIA, Guilherme Volante. Assessing the impact of GM maize - YieldGard
VTPRO2 - on the soil microbiota. 2011. 34 f. Dissertacdo (Mestrado em
Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2011.

ABSTRACT

The maize YieldGard VTPRO2® was produced by transforming the hybrid LH172
mediated by Agrobacterium tumefaciens. This variety of transgenic maize produces
proteins and Cry1a105 Cry2Ab2 derived from the soil bacterium Bacillus
thiringiensis. These proteins are active against lepidopteran pests in maize important
as the fall armyworm (Spodoptera frugiperda) and the maize earworm (Helicoverpa
zea). Despite the benefits of gm crops, some questions have been raised about the
environmental risk of their use in large scale. These concerns include negative
effects on soil microbes. Considering that soil is an environment characterized by
supporting a wide diversity of organisms that interact and play key roles for the
maintenance of fertility, nourishment and protection of plants, and the potential
impacts of gm crops would have a direct influence on this ecosystem, this study
aimed to assess in the field, the influence of transgenic maize YieldGard® VTPRO2
on some biological indicators of soil quality, compared with its parental variety. The
field experiment was conducted in the municipality of Rolandia (PR), with completely
randomized experimental design. Assessments were made at three sampling times
(45, 90, 120 days), each time from the rhizosphere soil collected parameters were
evaluated as populations of functional groups of microorganisms (diazotrophic
bacteria, mycorrhizal fungi, ciliates and flagellates protozoa), microbial biomass,
basal respiration, metabolic quotient (qCO2) and enzyme activity (urease,
asparaginase, cellulase, amylase and acid phosphatase). The functional groups of
microorganisms showed no significant difference between the bt variety and
conventional, but during the plant growth was variation in the ciliated. The basal
respiration showed significants differences only during the time 120 since the
coefficient showed metabolic differences between Bt and conventional plants and
also during the growth of maize. The soil enzymes showed the same activity at
rhizosphere of Bt maize and conventional. Despite the lack of significant effect of Bt
corn in the evaluated parameters, local long-term studies are needed to complete the
positive or negative effects on soil microbiota.

Keywords: Maize Bt. Rhizosphere. YieldGard. Microbial community. Soil enzymes.
Risk Analysis.
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1 INTRODUCAO

No Brasil sdo produzidas em média, 56 milhdes de toneladas de
graos de milho (Zea mays) por ano, provenientes de aproximadamente 57% da area
nacional ocupada com cultivo de cereais. Por ser uma fonte barata de carboidratos,
proteinas e 6leo, com uma ampla distribuicdo geografica, o milho ndo somente é
utilizado de forma direta na dieta humana e de animais, como também possui alto
valor industrial para produgdo de bebidas, medicamentos, tintas, plasticos,
explosivos, etc.

Assim, considerada como uma importante cultura para as
necessidades atuais da sociedade moderna, a demanda de consumo e de mercado
de milho, vem sofrendo continuo aumento, tanto em niveis nacionais como
mundiais. A propria elevacdo do consumo de derivados de aves e suinos exige
indiretamente aumento na disponibilidade de milho, devido a sua incorporagao nas
racbes de crescimento. Para enfrentar tal situacdo com auto-suficiéncia e
independéncia tecnoldgica, é necessario incrementar a produtividade da cultura por
area plantada, tanto com estratégias de redugao de custos quanto com incorporagao
de novas tecnologias ao processo de produgao, neste contexto, torna-se
fundamental o desenvolvimento de germoplasma mais produtivo e adaptado aos
diversos sistemas de cultivo, bem como a condigdes edafo-climaticas marginais,
sujeitas a inumeros fatores bidticos e abidticos de estresse a cultura.

Dentre os fatores bidticos, as pragas podem reduzir o rendimento e
qualidade da produgao na cultura do milho. Destaca-se nesse contexto, a lagarta-do-
cartucho (Spodoptera frugiperda), a lagarta-da-espiga (Helicoverpa zea) e a broca-
do-colmo (Diatraea saccharallis) estimando que essas trés espécies causam danos
de ate 34% na producao de gréos de milho.

A espécie bacteriana de solo Bacillus thuringiensis, muito conhecida
pela sua forma abreviada Bt, € de ocorréncia cosmopolita, sendo encontrada nos
mais diversos ecossistemas do planeta. O género Bacillus possui uma fase de
esporulacdo caracteristica no seu desenvolvimento, na qual o esporo bacteriano e
cristais protéicos sao simultaneamente formados.

Inseticidas a base da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), tém sido
usados em muitas regides do mundo para eliminar pragas de lepidépteros em

hortalicas e culturas, e mais recentemente, para o controle de besouros e larvas de
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mosquitos vetores de doencgas. O sucesso das formulagbes com Bt basea-se na alta
eficacia e diversidade de proteinas inseticidas que sao ativas contra uma gama de
pragas, a toxicidade restrita sobre insetos-alvo, facilidade de produ¢do em massa a
um custo relativamente baixo, adaptabilidade a formulagdo convencional e a
tecnologia de aplicagao.

O primeiro gene da toxina Bt foi clonado em meados da década de
80, o que levou rapidamente para o desenvolvimento das primeiras plantas
transgénicas Bt. Desde entdo, a maioria das principais culturas que sofrem danos
econdmicos substanciais por pragas como as lagartas e/ou besouro estdo sendo
modificadas geneticamente para produzir toxinas Bt para o controle desses insetos-
pragas.

Racas adaptadas da lagarta-do-cartucho (S. frugiperda) compdem
uma das mais importantes pragas que afetam gendtipos tropicais de milho.
Tradicionalmente, o controle de tal praga é realizado com base em inseticidas
quimicos, que, intrinsecamente, podem trazer consequéncias colaterais negativas
em termos de toxicidade ao homem, animais e ao meio-ambiente em geral.
Historicamente, o uso abusivo e improprio desses produtos sintéticos nos ultimos 40
anos causou varios problemas ambientais e de saude, ameagando a
sustentabilidade do sistema de produg&o agricola convencional.

O milho hibrido com a Tecnologia YieldGard VTPRO2® da
Monsanto, designado MON 89034 que expressa as proteinas Bt Cry1A105 e
Cry2Ab2 tem como caracteristica, resisténcia durante todo o ciclo da cultura a
algumas espécies de insetos praga da Ordem Lepiddptera, promovendo o controle
eficaz contra a S. frugiperda e protegédo significativa sobre H. zea (lagarta-da-
espiga).

O modo de agao das proteinas Cry difere completamente dos modos
de agao dos conhecidos inseticidas quimicos sintéticos, fazendo com que essas
proteinas sejam elementos chaves para auxiliar no manejo integrado de pragas por
meio de sua aplicagao foliar sobre as plantas ou, como mais recentemente, pela
expressao dessas toxinas em plantas transgénicas.

As proteinas Cry apresentam agédo extremamente toxica para larvas
de varias ordens como Lepidoptera, Coledptera, Diptera, Himendptera, Homéptera,

Ortoptera e algumas espécies das ordens Nematoda, Protozoa e Acari.
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Plantas transgénicas podem liberar essas novas proteinas no
ecossistema do solo proporcionando a interagdo da microbiota do solo com o
produto dos transgenes.

Portanto, este trabalho teve como objetivo principal avaliar a campo,
a influéncia do milho transgénico sobre os grupos funcionais de micro-organismos

do solo, em relagao a sua variedade parental.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CULTURAS TRANSGENICAS

A agricultura é a atividade econdmica mais antiga e importante do
planeta. Desde seus primérdios, ha aproximadamente 10 mil anos, baseia-se na
interferéncia do homem no ecossistema, inicialmente visando a maior extragao e
coleta de materiais essenciais a sobrevivéncia e, atualmente, a producdo de
alimentos e materiais de valor econémico (EL FEKY, 2000).

Dentre os cereais cultivados no Brasil, o0 milho € o mais expressivo,
com cerca de 56 milhdes de toneladas de gréos produzidos em uma area de
aproximadamente 13,7 milhdes de hectares (CONAB, 2011) referente a duas safras,
normal e safrinha.

Estima-se que apesar dos 2,5 milhdes de toneladas de defensivos
agricolas aplicados na agricultura mundial, mais de 40% do potencial de produgéo
foram perdidos no campo em razido do ataque de insetos, plantas daninhas e
patdgenos (PAOLETTI, 2001).

Ao longo de décadas, importantes resultados foram obtidos pelos
processos de produgao agricola, porém com elevado impacto ambiental em virtude
do desmatamento e manejo inadequado do solo, como o superpastejo, salinizagéo,
compactagao, erosdo, perda de fertilidade e a contaminacdo com agroquimicos
(TILMAN et al., 2001). Para reverter esse cenario, faz- se necessaria a incorporagao
constante de avangos cientificos e tecnolégicos na agricultura, assim como
mudangas politicas (HUANG et al., 2002). Desta forma, buscam-se alternativas que
atendam os principios basicos da sustentabilidade e que, ao mesmo tempo,
garantam a producao do ponto de vista econémico, social e ecologico (TILMAN et
al., 2002).

A descoberta das leis da hereditariedade, bem como a natureza
quimica e a decifragdo do material genético, foi imprescindivel para o advento da
biotecnologia moderna. Na esfera agricola, utiliza-se principalmente a tecnologia do
DNA recombinante para a obtengdo de plantas geneticamente modificadas (OGM)
(MANN, 1999). Esta técnica constitui uma alternativa para as limitagdes impostas por

estresses bidticos e abiodticos, especialmente em areas de baixa produtividade
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(HERRERA-ESTRELLA, 2000), além de ampliar o poder de manipulagdo dos
organismos.

A técnica do DNA recombinante estabeleceu novos horizontes na
utilizacao da variabilidade genética natural, pois incorpora genes de uma espécie no
genoma de outra sem a necessidade da reprodugao sexual. Esta metodologia
constitui um processo mais rapido e mais preciso que o melhoramento convencional,
pois permite a introdu¢do de um unico gene e a modificagcdo de uma caracteristica
especifica (THE ROYAL SOCIETY, 2002).

A transgenia vegetal pode ser realizada de forma direta, por
processos fisico-quimicos como eletroporagdo, microinjecdo e bombardeamento
com microparticulas, ou indireta, quando o DNA exdgeno € inserido no genoma
vegetal por meio de um vetor biolégico como plasmideo de bactérias do solo
Agrobacterium tumefaciens ou Agrobacterium rhizogenes. A resisténcia das plantas
transgénicas a insetos, patdogenos ou herbicidas possibilitou a redugdo no uso de
defensivos agricolas e, consequentemente, menor gasto de produgao por parte do
agricultor (THE ROYAL SOCIETY, 2002). Outras vantagens da transgenia incluem:
maior variedade de produtos, maior disponibilidade dos mesmos ao longo do ano,
menores pregos para os consumidores e a producado de culturas enriquecidas com
nutrientes. O aumento do rendimento per hectare também pode impedir novas
conversbes de areas naturais em campos agricolas (JAMES, 2003; STOTZKY,
2006).

Tomando o milho Bt como exemplo, entre 1996 e 2010, a redugao
do uso de ingredientes ativos foi da ordem de 2,0 milhdes Kg de inseticidas nessa
cultura geneticamente modificada resistente a insetos (CELERES AMBIENTAL,
2011). Os beneficios gerados pelas culturas Bt tém revolucionado a agricultura
(SHELTON et al.,, 2002). Os genes cry oriundos de B. thuringiensis tém sido
introduzidos com sucesso nas principais culturas utilizadas na alimentagédo humana
e animal.

O milho YieldGard VTPRO2® designado Milho MON 89034 foi
produzido através da transformacao do hibrido LH172, mediado por A. tumefaciens
utiizando o plasmideo binario PV-ZMIR245 contendo os genes Cry1A.105 e
Cry2Ab2, os quais sado bastante conhecidos e caracterizados como proteinas
inseticidas derivadas da bactéria de solo B. thuringiensis. Estas proteinas sao ativas

contra lepidoptero-praga importantes na cultura do milho tais como a lagarta-do-
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cartucho (S. frugiperda) durante a safra, e a lagarta-da-espiga (H. zea). O milho
MON 89034 transgénico teve a liberacao do cultivo comercial no Brasil em outubro
de 2009 (CTNBIO, 2011). Contudo, as consideragcdes do impacto relacionadas as
proteinas sobre insetos e organismos do solo ndo alvo foram baseadas em estudos
feitos com a proteina Cry1Ab produzida pelo milho MON 810.

Apesar dos beneficios das culturas transgénicas, inumeros
questionamentos tém sido levantados sobre o risco ambiental de sua utilizagdo em
grande escala (WILLIAMSON, 1992). Estas preocupagbdes, muitas das quais
referentes ao milho Bt, incluem a selecdo de pragas Bt resistentes, impactos sobre
organismos nao-alvo e/ou de interesse econémico (HEAD et al.,2002), efeitos
negativos sobre a microbiota do solo e o escape dos transgenes para as culturas
parentais selvagens (SIQUEIRA et al., 2004).

2.2 INDICADORES BIOLOGICOS DA QUALIDADE DO SOLO

O solo sustenta uma enorme diversidade de organismos que
interagem entre si e exercem fungdes fundamentais a manutengao da fertilidade do
solo, a nutricdo e protegdo das plantas. Constitui um ambiente heterogéneo,
descontinuo e caracterizado por uma vasta e diversa comunidade bioldgica
composta por bactérias, fungos, algas, particulas virais e organismos macroscopicos
(TORSVIK e OVREAS, 2002), com complexas interacdes ecoldgicas essenciais ao
funcionamento dos ecossistemas terrestres, sendo a sua preservacao uma das
principais bases da sustentabilidade ambiental. A quantidade e variedade do numero
de organismos no solo sdo variaveis de acordo com as diferengas regionais, as
técnicas de amostragem, micrositios dentro de um mesmo ecossistema e
evidentemente pelo tipo de uso do solo. Este complexo emaranhado de relagbes
entre microflora, fauna, condigdes ambientais, substrato e material orgéanico
disponivel é o que permite a colonizagdo do solo por inumeros organismos, sendo
que a exclusdo ou eliminagdo de um ou outro grupo traz prejuizos a toda a cadeia
trofica estabelecida (MOREIRA;SIQUEIRA, 2002).

A comunidade microbiana do solo tem papel essencial na ciclagem
de nutrientes, e o estudo dos grupos funcionais busca elucidar os processos
biogeoquimicos e sua relagdo com o desenvolvimento de plantas (ANDRADE, 2004;
LEMINTH et al., 2005; THOMAS e KEVAN, 1993). Os micro-organismos possuem
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papel indispensavel ao equilibrio do ecossistema e constituem importantes
bioindicadores de qualidade de solo devido a sua capacidade de fornecer
informacdes precisas e imediatas referentes a pequenas alteracbes impostas ao
ambiente (DICK e TABATABAI, 1993, VARGAS e SCHOLLES, 2000; VELASQUEZ
et al., 2007).

Os bioindicadores microbiolégicos podem ser Uteis para determinar
os efeitos positivos e negativos sobre a qualidade do solo e a sustentabilidade das
praticas agricolas. Por isso, constiiuem uma importante ferramenta no
esclarecimento dos possiveis efeitos das plantas transgénicas sobre o ambiente,
estudo necessario para o estabelecimento de praticas menos impactantes a saude
ambiental e humana. Alguns dos parametros biolégicos e bioquimicos usados na
avaliacdo da qualidade do solo sdo: grupos funcionais de microorganismos,
biomassa microbiana do solo, respiragao basal do solo, quociente metabdlico e

atividade enzimatica.

2.3 PARAMETROS BIOLOGICOS E BioQuiMICOS

2.3.1 Grupos Funcionais de Micro-organismos

Os grupos funcionais de micro-organismos do solo estdo presentes
em diversos ambientes e interagem diretamente com as raizes das plantas
participando de seu crescimento e nutricdo. Os micro-organismos sao um dos
indicadores mais sensiveis e Uteis na avaliacdo de ambientes quanto a seu nivel de
degradagao, uma vez que a diversidade pode ser afetada rapidamente em funcao de
estresses no ecossistema. A alta diversidade da microbiota do solo esta geralmente
associada a elevada estabilidade da comunidade microbiana, onde cada populagao
desempenha um papel funcional que determina a manutenc¢ao dos fluxos de matéria
e de energia em cada nivel tréfico de um ecossistema (LEMINTH et al., 2005). Os
micro-organismos do solo podem ser classificados em grupos funcionais de acordo
com 0s processos biolégicos que realizam no ecossistema, desta forma sé&o
separados considerando a sua capacidade de transformar compostos organicos,
assim como na utilizagao de formas inorganicas.

Alguns dos grupos funcionais de micro-organismos mais importantes

no solo séo: i) relacionados ao ciclo do N (amonificadores, proteoliticos, fixadores de
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nitrogénio , desnitrificantes, nitratadores e nitritadores); ii) relacionados ao ciclo do C
(celuloliticos, amiloliticos) e iii) relacionados ao ciclo do fésforo (solubilizadores de
fosfato e fungos micorrizicos). Outro grupo importante para a dinamica do solo s&o
os protozoarios. Os protozoarios podem ser classificados em trés grupos, flagelados,
amebas e ciliados, mesmo que o papel dos protozoarios no solo seja ainda pouco
conhecido, sabe-se que estes sdo importantes na manutencéo da disponibilidade de
nitrogénio para as plantas través de processos de mineralizagdo e também
desempenham uma importante fungcdo no controle de populagdes bacterianas, os
protozoarios podem consumir 150-900 g de bactérias m? ano™, isto significa que
através da depredacdo de bactérias ajudam na manutengdo da dinamica de

absorcéo e mineralizag&o do nitrogénio no ambiente (ANDRADE, 2004).

2.3.2 Biomassa Microbiana do Solo

Definida como a parte viva da matéria organica do solo, incluindo
bactérias, actinomicetos, fungos, protozoarios, algas e microfauna (JENKINSON;
LADD, 1981). A biomassa microbiana do solo €& uma estimativa da massa
microbiana viva total, com base na concentracdo de algum elemento quimico ou
alguma substancia intracelular e pode ser relacionada com outros atributos como a
atividade respiratéria ou enzimatica do solo, facilitando a interpretagdo da condigao
funcional da biomassa microbiana (ZILLI et. al., 2003). Este é considerado um
componente instavel da matéria organica, que tem a atividade influenciada pelas
condicbes bidticas e abidticas, podendo ser boa indicadora das alteracbes
resultantes do manejo do solo (BALOTA, et al., 1998).

2.3.3 Respiracao Basal do Solo

Considerada como a soma total de todas as fungdes metabdlicas na
qual o CO; é produzido, sendo as bactérias e os fungos responsaveis pela maior
liberagao de CO, via degradacao da matéria organica. Este método permite verificar
se as condi¢des climaticas, o manejo do solo e a presenga de elementos poluentes
influenciam a atividade microbiana durante a oxidagao e a mineralizagao do carbono
no solo (SILVIERA, et al., 2004).
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2.3.4 Quociente Metabdlico (qCOy)

E a razdo entre a respiragdo basal do solo por unidade de biomassa
microbiana do solo e o tempo, e tem sido usado para acessar a eficiéncia do uso de
substrato pelos micro-organismos do solo (ANDERSON; DOMSCH, 1989), ele pode
ser utilizado como sensivel indicador de estresse quando a biomassa microbiana do
solo é afetada. Altos valores de qCO zpodem indicar que i) ha grande quantidade de
substratos organicos de facil degradacdo, ou que ii) a comunidade microbiana se
encontra em condicbes de estresse metabdlico e apresenta baixa eficiéncia na
obtencdo de energia para a manutencado celular, precisando respirar mais para
manter a mesma unidade de biomassa (ANDERSON; DOMSCH, 1993a e 1993b).

2.3.5 Atividade Enzimatica

As enzimas tém participagdo essencial nos processos relacionados
a qualidade do solo, pois é através delas que o0s micro-organismos degradam
moléculas organicas complexas em moléculas simples que podem ser assimiladas.
Alem de permitir que os micro-organismos tenham acesso a energia e nutrientes
presentes em substratos complexos, as enzimas extracelulares sdo responsaveis
pela decomposi¢cdo e mineralizagdo de nutrientes (NAYAK et al., 2007). A escolha
das enzimas a serem analisadas para avaliar a qualidade do solo, baseia-se na
sensibilidade ao manejo do solo, na decomposicdo da matéria organica e na
operacionalidade da analise. As enzimas mais comumente analisadas sao as
hidrolases ligadas aos ciclos dos principais elementos do solo como C, N, P e S.
Enzimas como amilase e celulase, relacionadas ao ciclo do C, atuam na hidrdlise de
amido e celulose respectivamente, disponibilizando os mondmeros destas moléculas
como fontes de energia e carbono para os micro-organismos (DOYLE et al., 2006).

Outras enzimas que atuam no ciclo do N, como as asparaginases e
ureases sao responsaveis pela mineralizagdo do nitrogénio organico,
disponibilizando-o para as plantas e micro-organismos na forma de NHj
(TABATABAI; BREMNER, 1972). Enzimas relacionadas ao ciclo do fosforo, como as
fosfatases, hidrolisam formas organicas de fosforo liberando formas minerais para
plantas e micro-organismos. As fosfatases sdo fundamentais na mineralizagdo do

fésforo e, consequentemente, na ciclagem deste nutriente no ambiente (TRASAR;
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CARBALLAS, 1991). De acordo com o seu pH ¢6timo de acdo podem ser
classificadas como acidas (pH 6,5) ou alcalinas (pH 11).

Estes indicadores da qualidade do solo devem ser utilizados em
conjunto com outros atributos, fisicos, quimicos e biolégicos, ja que a funcionalidade
e sustentabilidade dos diversos sistemas sao determinadas pela interacdo destes

atributos.
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4 ARTIGO

ESTUDO DA DINAMICA DA RIZOSFERA DO MILHO TRANSGENICO
YIELDGARD VTPRO 2

Resumo

O milho Bt € uma variedade de milho transgénico que expressa as proteinas Cry1A
105 e Cry2Ab2. A avaliagdo do impacto das culturas transgénicas sob os micro-
organismos €& de grande importancia devido a seu papel no equilibro do
ecossistema. Neste trabalho foram avaliadas as populagées de alguns grupos de
micro-organismos (bactérias diazotroficas, protozoarios e colonizagdo micorrizica), a
atividade microbiana (respiragao basal, g CO, e biomassa microbiana) e a atividade
enzimatica (enzimas da mineralizagdo do C, N e P) em condi¢gdes de campo. Nao
foram observadas diferengas significativas desses parametros entre a rizosfera do
milho convencional e o milho Bt. Estes resultados constituem um aporte positivo ao
entendimento do impacto desta variedade transgénica sob a microbiota do solo, nos
solos da regiao.

Introducao

O milho Bt é o milho (Zea mays L) foi modificado geneticamente
para expressar a proteina bioinseticida (Cry) provenientes do Bacillus thuringiensis
(Bt), tornando-o resistente a alguns grupos de insetos. O Bt € uma bactéria gram-
positiva, aerdbica que produz um cristal proteico durante a esporulagdo na fase
estacionaria do crescimento. Esta inclusdo pode conter um o mais tipos de proteinas
inseticidas (Cry) possuem atividade frente a alguns insetos praga de diferentes
culturas. Estas toxinas sao classificadas em cinco familias (I-V), quatro classes (A-D)
e trés subclasses (a-c) em razdo a sua estrutura, genes que as codificam, entre
outras caracteristicas. Ate hoje tém sido identificadas cerca de 60 proteinas Cry
(Saxenta et al., 2010). As proteinas Cry1 e Cry2b sdo especificamente toxicas para
insetos do género Lepidoptera; ja o grupo Cry2A tem toxicidade para Lepidoptera e
Diptera; e as do grupo Cry3 para Coleoptera (Stotzky, 2004). O milho Bt YieldGard
VTPRO2® denominado (MON 89034) produz as toxinas Cry1A 105 e Cry2Ab2 que o
tornam resistente a duas espécies de inseto praga, Spodoptera frugiperda e
Helicoverpa zea.

Assim como para outras culturas transgénicas, as avaliagdes de

risco das culturas Bt incluem efeitos ambientais adversos. Sao considerados efeitos
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ambientais adversos a selecao de pragas Bt resistentes, impactos sobre organismos
nao-alvo ou de interesse econbmico (Head et al.,2002), assim como efeitos
negativos sobre a microbiota do solo. Em areas de lavoura as proteinas Bt podem
ser incorporadas ao solo através dos residuos vegetais apos colheita ou pela
liberagdo em exsudados da raiz (Clarck, et al., 2005).

A liberacdo de toxinas Cry em exsudados da raiz de plantas
transgénicas foi reportada por Saxenta & Stotzky (2000). No solo, os micro-
organismos sao dominantes, ndo somente em termos de biomassa, mas também em
atividade; eles estdo envolvidos em numerosos processos, incluindo a
decomposicdo da matéria organica, mineralizacdo de nutrientes, controle de
fitopatdgenos e manutengéo da estrutura do solo.

Contudo, a estreita e dindmica relacdo entre as culturas e os
processos mediados por micro-organismos, leva ao contato direto destes com as
proteinas Cry liberadas pelas plantas Bt, tornando possiveis eventuais alteragdes na
dinamica microbioldgica, biodiversidade e as fungdes essenciais que a microbiota
desempenha no ecossistema (lcoz & Stotzky, 2008).

Desde o surgimento das culturas transgénicas Bt, ha existido esta
preocupagcao e varios estudos em nivel de laboratério e campo tém sido
desenvolvidos com o objetivo de determinar a magnitude destes potenciais
impactos. Entretanto, tendo em conta que o solo é um ecossistema complexo e com
uma alta variabilidade de suas caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas é
necessaria uma avaliagédo a nivel local para cada nova variedade de planta Bt.
Tendo em conta que existem poucas avaliagdes neste sentido em solos brasileiros o
presente trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do milho Bt (MON 89034) sob
0S micro-organismos, a atividade microbiana e enzimatica do solo em condi¢des de

campo.

Materiais e Métodos

Desenho experimental e amostragem

O experimento foi conduzido em condigcdes de campo na estagao

experimental da Gravena no municipio de Rolandia (PR) - latitude de 23°17' Sul e

longitude de 51°21' Oeste - com altitude aproximada de 713 m. De acordo com a



24

classificagao climatica de Koppen, o clima da regiao é do tipo Cfa (verdo quente e
chuvoso, com precipitacdo média anual de 1600 mm), sendo o solo da regiao
classificado como latossolo vermelho eutroférrico (EMBRAPA, 2009).

Foram considerados como tratamentos a cultura do milho
transgénico (Bt) AG 7000 YieldGard VTPRO2® (MON 89034) e seu parental isolinha
(convencional). O desenho experimental foi inteiramente ao acaso com trés
repeticbes por tratamento. As avaliagbes microbioldgicas e bioquimicas foram feitas
em trés épocas durante o ciclo da cultura (45 DAE, 90 DAE e 120 DAE), a partir de
amostras de solo rizosférico. A andlise estatistica dos resultados foi feita mediante
analise de variancia (ANOVA) e teste t(0.05%) utilizando o programa estatistico

Statistica for Windows Version 7.0.
Andlises Microbioldgicas

Neste estudo foram avaliados os efeitos da cultura do milho Bt (MON
89034) sob a colonizagdo micorrizica, as populagdes de bactérias diazotréficas e
protozoarios ciliados e flagelados, assim como, na biomassa microbiana total. Para
determinacao da colonizagdo micorrizica, amostras de raizes finas foram cortadas
em fragmentos de aproximadamente 1 cm e submetidas ao procedimento de
coloragdo das estruturas microrrizicas segundo Phillips & Hayman (1970). A
porcentagem de colonizagdo micorrizica foi estimada através do método de
interse¢cdes em grid-line (Giovanetti & Mosse, 1980). As populagdes de bactérias
diazotréficas e protozoarios foram avaliadas pelo método NMP com cinco diluigdes e
quatro repeticdes, para cada amostra. Para as bactérias diazotroficas aliquotas de
50 L das diluicdes 10 até a 107 foram incubadas em frascos contendo 5 mL de
meio NFB (Dobereiner & Day, 1976) semi-solido, apds os frascos foram incubados a
28 °C por 5 dias; na avaliagéo foi considerado o crescimento negativo ou positivo de
bactérias em cada uma das dilui¢des inoculadas pela mudanca de cor do indicador
do meio. Para os protozoarios flagelados e ciliados o procedimento de NMP foi feito
em placas de 24 pogos contento 1.8 mL de extrato de solo, em cada pogo foram
inoculadas aliquotas de 200 uL de cada diluicdo. Posteriormente as placas foram
incubadas por quatro dias em BOD a 28 °C no escuro. A leitura foi realizada em
microscopio invertido observando-se a presenca ou auséncia de protozoarios

ciliados e flagelos (Woomer, 1994).



25

O carbono da biomassa microbiana foi determinado pelo método de
fumigacao-extracdo de Vance et al. (1987). Apds 24 horas de fumigacao, foi
realizada a extragdo com KySO4 (0.5 M). O carbono orgénico no extrato de solo foi
quantificado pela oxidagdo do dicromato de potassio (K,Cr,O7) e posterior titulagéo

do remanescente com sulfato ferroso amoniacal (Anderson & Ingram, 1993).

Atividade Microbiana

A atividade microbiana do solo rizosférico do milho transgénico (Bt) e
convencional foi avaliada pelos métodos de respirometria e calculo do quociente
metabolico q(CO;). A respirometria consiste na estimagdo da respiragao basal do
solo através da quantificagao do didxido de carbono (CO.) liberado. A determinagéo
do CO; foi feita pelo método de Alef (1995), no qual CO, é capturado por uma
solucdo de hidroxido de sédio (NaOH 0.5M) e posteriormente quantificado por
titulagdo com uma solugdo de HCI (0.5 M). O g(CO,) foi calculado pela razéo entre a
quantidade de CO, desprendida por hora e a biomassa microbiana de cada amostra
(Anderson & Domsch, 1993).

Atividade Enziméatica

Foi avaliada a atividade de enzimas relacionadas aos ciclos
biogeoquimicos do carbono (celulase e amilase), do nitrogénio (uréase,
asparaginase) e do fosforo (fosfatasse acida). A atividade das enzimas amilase e
celulase foi avaliada pelo método de incubagdo de 10 g de solo da amostra em
umidade de campo por 24 horas em 15 mL de tampao acetato de sdédio (2 M) pH
5.5, na presenca do substrato (amido e celulose respectivamente) a 37° C. Os
acgucares redutores produto da atividade enzimatica foram quantificados pelo método
colorimétrico segundo Schinner & Von Mersi (1990). Para a avaliagdo da atividade
enzimatica da urease (Tabatabiai & Bremner, 1972) e asparaginase (Frankenberger
& Tabatabai,1991), 1 g de cada amostra foi incubado a 37° C por 2 horas em tampao
TAM (0,05M) com pH 10 na presenga do substrato para cada enzima [ureia (0.2 M) e
L- asparagina (0.5M) respectivamente]. Apds a incubacdo o N amoniacal foi extraido
com KCI-AgSO,4 e quantificado por destilagdo a vapor, com 0,2 g de Oxido de

magnésio (MgO) por 4 minutos em uma solugao acida a qual foi titulada com H,SO4
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(0,5 M). A fosfatasse acida foi avaliada segundo Tabatabai & Bremner (1969), pela
quantificacdo do p-nitrofenol produzido pela agcdo da enzima sob o substrato p-
nitrofenilfosfato de sédio (pH 6.5) apds a incubagao da amostra em tampéao MUB por
20 minutos a 37° C.

Resultados
Andlises Microbioldgicas

As bactérias diazotréficas ndo apresentaram grandes variagdes no
seu tamanho populacional nos trés tempos de amostragem, apresentando valores
entre 43 — 52 log NMP g ', a colonizagdo micorrizica teve o mesmo
comportamento mantendo valores proximos aos 70% de colonizagdo. A populagéo
de protozoarios flagelados foi maior do que a dos protozoarios ciliados tanto na
rizésfera de milho Bt como na do milho convencional. Em relacdo as variacdes
durante o ciclo da cultura, a populagéo de protozoarios flagelados teve uma redugéo
em relagdo ao tempo, sendo maior aos 45 dias (1.9 log NMP g ) quando
comparada com a populacdo observada aos 90 e 120 dias, que n&o tiveram
diferencas entre si. Por outro lado, a populagcdo de protozoarios ciliados nao
apresentou diferengas significativas entre os trés tempos avaliados. As analises
microbioldgicas realizadas nas trés épocas de coleta ndo apresentaram diferengas

significativas entre o milho convencional e o Bt (Fig. 1).
Atividade Microbiana

A respiracao do solo foi maior aos 90 dias apresentando valores de
0.99 e 1.17 ug CO, g ' h™", para o milho convencional e o milho Bt respectivamente.
A menor liberacdo de CO, g ' h™ foi observada aos 45 dias, no inicio do ciclo da
cultura. Por outro lado, a biomassa microbiana diminuiu aos 90 dias em relacdo aos
valores apresentados aos 45 e 120 dias. Nao foi observada diferenca significativa
entre a biomassa microbiana total e a respiragdo entre as duas culturas,
convencional e Bt. Porem, o quociente metabdlico (qCO;,) teve diferengas
significativas entre o milho Bt e convencional, sendo maior na rizosfera do milho Bt
aos 90 e 120 dias (Fig. 2).
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Atividade Enziméatica

A atividade das enzimas do Nitrogénio aparentemente foi
influenciada pelo crescimento da cultura. Aos 45 dias de crescimento o milho
convencional teve uma maior atividade da urease (129.80 pug N g-') quando
comparada com o milho Bt (96.71 pg N g-'), sendo esta diferenca estatisticamente
significativa (p = 0.01). Ja aos 90 dias a atividade desta enzima foi igual para as
duas variedades. Aos 120 dias a atividade da urease decresceu significativamente,
mas nao houve diferenca entre o milho Bt e convencional. Por outro lado, a atividade
da asparaginase decresceu durante o crescimento do milho, mas nao foi observadas
diferengas entre o milho convencional e o milho Bt. A atividade da celulase e amilase
(enzimas do ciclo do C) também foi influenciada pelo crescimento do milho. A
celulase teve uma atividade baixa no comec¢o do ciclo da cultura e sua maior
atividade foi observada aos 90 dias, logo apds este periodo a atividade desta enzima
decresceu. Ja a amilase apresentou um aumento da sua atividade durante o
crescimento do milho. A atividade da celulase e a amilase apresentaram o mesmo
padrao de atividade no milho convencional e Bt. Os resultados da atividade da
fosfatasse acida foram inversos aos observados para a celulase, sendo menor aos
90 dias e maior aos 120 dias. A atividade da fosfatasse acida foi igual entre as duas

variedades de milho (Fig.3).

Discussao

Os parametros microbiolégicos e bioquimicos avaliados neste
estudo nao foram influenciados significativamente pela cultura de milho transgénico
Bt. Em estudos similares do impacto de milho Bt sob a microfauna do solo, Saxena
et al. (2001) observou que o numero de bactérias cultivaveis, fungos e protozoarios
nao tiveram nenhuma alteracdo apds da adigdo de residuos vegetais de milho
transgénico Bt. Em outro estudo Brusseti et al. (2004), ndo observou efeito dos
exudados radiculares de milho Bt sob a estrutura das comunidade microbiana, mas
encontrou que os exsudatos de milho Bt e convencional tinham composi¢ao
diferente, devido a presenca de proteina Bt.

Variagdes na estrutura da comunidade microbiana asociada a

rizosfera de milho Bt também foram observadas atraves do uso de ferramentas
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moleculares por Castaldini et al. (2005) e Xue et al. (2005). Segundo Blackwwod &
Buyer (2004), mesmo apoés nao ter observado diferengas significativas na microbiota
do solo, em experimentos de curta duragdo, ndo € posssivel avaliar o verdadeiro
impacto das proteinas Cry sob a microbiota so solo, pois alteragdes podem ser
amplificadas no campo ao longo do tempo.

Os fungos micorrizicos sao considerados, um grupo de micro-
organismos muito importantes no solo pela sua relagdo com a absor¢cdao mais
eficiente de fosfatos pelas plantas, e o efeito das culturas transgénicas Bt sob sua
efetividade na colonizacdo e na sua permanencia no solo tem sido avaliada em
varios estudos. Ferreira et al. (2003) avaliaram o efeito da aspercao de cristais
proteicos produzidos por Bacillus thuringiensis sob a porcentagem de colonizagao
micorrizica na soja, ndo observando nemuma alteracado significativa. Nos resultados
obtidos no presente trabalho também n&o foi observada nemuma diferengca na
colonizagao micorrizica do milho convencional e o Bt, porem, os fungos micorrizicos
estabeleceram a colonizacédo aos 45 dias, e manteram o mesmo indice de infecgao
até os 120 dias. Devido as raizes do milho estarem com 70% de colonizagao aos 45
dias é relevante ja que normalmente a infeccdo chega ao seu apice apds este
tempo. Varios fatores podem ter influenciado neste resultado, tal como o potencial
de indculo do solo, ou a afinidade dos esporos nativos pelo milho.

O fato de nao haver diferencas entre o milho Bt e o convencional é
bastante positivo, pois demonstra que a insergdo dos gens nao alteraram a
producao das moléculas sinais como os flavonéides nem as moléculas de superficie
da raiz responsavel pelo reoconhecimento entre o fungo micorrizico arbuscular e a
planta. A populagcdo de bactérias diazotréficas também n&o sofreu alteragdo nem
pela transgenia nem pelo crescimento do milho, isto pode estar relacionado com o
nivel de colonizagdo das raizes pelo fungo MA. Varios autores observaram que as
bactérias diazotroficas sao altamente influnciadas pela colonizagdo micorrizica, ja
que os fungos MA alteram a produzao de exudados qualitativa e quantitativamente.

As duas populagbes de protozoarios ciliados e flagelados
apresentram diferente comportamento. Os flagelados diminuiram significativamente
a populacao a partir dos 90 dias de crescimento da planta, fato ndo observado na
populacdo de ciliados. Os protozoarios sao preferencialmente predadores de
bactérias, apesar da populacédo de diazotréficas nédo sofrer variagao, outros grupos

de bacterias podem ter diminuido, mas nao foram avaliados, como por exemplo as
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bactérias heterotroficas. Isto pode ser observado pela diminuigdo da biomassa
microbiana total neste mesmo periodo. Com relagao as duas tecnologias de milho Bt
e convencional, igualmente as demais avaliagbes microbiolégicas as populagoes de
protozoarios flagelados e ciliados n&o apresentaram diferengas significativas, como
ja foi observado por Griffiths et al. (2005).

A atividade microbiana avaliada neste trabalho atraves da respiragao
basal, teve uma variagdo de acordo com o crescimento do milho, isto pode estar
relacionado a disponibilidade de compostos de carbono na rizosfera produto do
metabolismo da planta e o crescimento radicular. O qCO2 teve um incremento
significativo aos 90 e 120 dias no milho Bt, este fato esta relacionado com a
diminui¢gdo da biomassa microbiana total a os 90 dias e um aumento na respiragao
basal no mesmo periodo.

A dinamica da atividade enzimatica parece estar influenciada pelo
crescimento do milho o que condiciona a disponibilidade de substratos sob os quais
estas atuam. Quanto a comparagéo entre o milho Bt e o convencional a maioria das
enzimas avaliadas neste trabalho n&do apresentaram diferenca entre eles, este
comportamento tambem foi observado por Wei et al. (2008).

Os resultados deste trabalho ndo mostraram uma influéncia
altamente significativa do milho Bt sob os parametros avaliados. No entanto, &
importante ressaltar que estudos locais a longo prazo sdo necessarios para poder
concluir que realmente as culturas Bt ndo influenciam a dinamica bioldégica do solo e

que o uso prolongado destas culturas nao terao efeitos adversos ao ambiente.
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Figura 1 — Avaliagdes microbioldgicas na rizosfera de milho convencional e milho
transgénico (Bt) durante um ciclo da cultura. (A) Populacao de bactérias
diazotroficas; (B) Colonizagdo micorrizica; (C) Populagdo de
protozoarios flagelados; (D) Populagéo de protozoarios ciliados. Barras
seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de t (p < 0.05).
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Figura 2 — Biomassa e atividade microbiana na rizosfera de milho convencional e
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milho transgénico (Bt) durante um ciclo da cultura. (A) Carbono da
biomassa; (B) Respiracdo basal; (C) Quociente metabdlico. Barras
seguidas da mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de t (p < 0,05).
DMS: Diferenga minima significativa pelo teste de t (p < 0.05).
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Figura 3 — Atividade enzimatica na rizosfera de milho convencional e milho
transgénico durante um ciclo da cultura. (A) Urease; (B) Asparaginase;
(C) Celulase; (D) Amilase; (E) Fosfatasse acida. DMS: Diferen¢ga minima
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