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SOUZA, Rosinei Aparecida. Impacto da soja transgénica a imidazolinonas e do manejo
com herbicidas na comunidade microbiana do solo. 2012. 79 f. Tese (Doutorado em
Agronomia) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

RESUMO

O Brasil cultivou 25,4 milhdes de hectares com culturas geneticamente modificadas (GM)
em 2010, dos quais 17,8 milhdes foram ocupados com soja resistente a herbicidas. Hoje o
pais ja& ocupa a posi¢cdo de segundo maior produtor mundial de soja geneticamente
modificada. Em um dos eventos de obtengido de soja transgénica, a engenharia genética
desenvolveu plantas pela introdugdo do gene ahas de Arabidopsis thaliana, que confere
tolerdncia aos herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas. O gene ahas codifica a
proteina AHAS (aceto-hidroxiacido sintase), que é encontrada naturalmente em todas as
plantas e que catalisa a primeira etapa da biossintese dos aminoacidos de cadeia
ramificada. Nas plantas convencionais, a inibicdo da enzima AHAS pelos herbicidas a base
de imidazolinona provoca uma deficiéncia de aminoacidos de cadeia ramificada e de outros
compostos derivados dessa via, necessarios a sua sobrevivéncia. Alguns trabalhos tém
abordado os impactos ambientais de culturas transgénicas e do uso de herbicidas, contudo,
poucos estudos referentes aos efeitos dessas culturas e dos herbicidas na biomassa
microbiana do solo foram realizados. O objetivo desta tese foi o de avaliar o impacto da soja
geneticamente modificada contendo o gene ahas e do herbicida Imazapyr do grupo das
imidazolinonas na microbiota do solo. Ao todo foram avaliados vinte ensaios, conduzidos em
trés safras e nove municipios localizados em seis estados e no DF com soja convencional
(cultivar Conquista) e transgénica (Soja Cultivance, evento 127). Os parametros avaliados
foram, quantitativamente, o carbono e o nitrogénio da biomassa microbiana, pelo método de
fumigacdo-extracdo) e a andlise qualitativa da diversidade genética da comunidade
bacteriana pelo método do DGGE (“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”). As amostras
foram coletadas na camada de 0-10 cm no pré-plantio e no estadio R2 do desenvolvimento
da cultura. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com cinco tratamentos (T1:
soja Cultivance - evento 127 (soja GM), com controle de plantas invasoras efetuado
exclusivamente com herbicida imidazolinona; T2: soja Cultivance, evento 127 (soja GM),
com controle de plantas invasoras efetuado com herbicidas convencionais; T3: cultivar
parental da qual o evento 127 originou (Conquista) (soja convencional), com controle de
plantas invasoras efetuado com herbicidas convencionais; T4: cultivar M-SOY 8001 (soja
convencional da Monsoy), utilizada como padrdo convencional, com controle de plantas
invasoras efetuado com herbicidas convencionais; T5: variedade CD 217 (soja convencional
da Coodetec), utilizada como padrdo convencional, com controle de plantas invasoras
efetuado com herbicidas convencionais), com quatro repeticées. O herbicida imidazolinona
utilizado foi o Imazapyr na dose de 70 g i.a ha” e o convencional consistiu da mistura
Bentazon + Acifluorfen-sédio, na dosagem recomendada para cada regido. Em todos os
ensaios avaliados ndo foram encontradas diferencas na biomassa microbiana do solo entre
os tratamentos que pudessem ser atribuidas aos herbicidas, ou a transgenia. Também nao
houve efeito da transgenia, ou entre os diferentes herbicidas, na avaliagcdo qualitativa da
comunidade bacteriana do solo realizada pelo método do DGGE. Diferengas quantitativas e
qualitativas foram atribuidas exclusivamente a diferengcas entre locais, a estagios de
desenvolvimento das plantas, a diferencas entre cultivares e a condi¢des climaticas.

Palavras-chave: Biomassa microbiana do solo. DGGE. Gene ahas. Herbicidas. Soja
transgénica.



SOUZA, Rosinei Aparecida. Impact of transgenic soybean and management with
imidazolinona herbicides on soil microbial community. 2012. 79 p. Tese (Doctor in
Agronomy) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2012.

ABSTRACT

Brazil had 25.4 million hectares cropped with genetically modified (GM) plants In 2010
from which 17.8 million were occupied with soybean tolerant to herbicides. Nowadays
the country is the second largest GM soybeans producer. In one event of genetic
engineering GM soybean, a cultivar was developed with the introduction of the gene
ahas, from Arabidopsis thaliana, which confers resistent to herbicides of the
imidazolinone chemical group. The ahas gene encodes the AHAS protein (aceto-
hydroxyacid synthase), which is found naturally in all plants and catalyzes the first step in
the biosynthesis of branched chain amino acids. In conventional plants, the inhibition of
the enzyme AHAS by herbicides of the group imidazolinone results in a deficiency of the
branched chain amino acids and other compounds derived from this pathway necessary
for their survival. Some studies have been performed about the environmental impacts of
transgenic crops and their specific herbicides; however few studies about the effects of
the transgeny and of specific herbicides on soil microbial biomass are available. The
objective of this thesis was to evaluate the impact of GM soybean with the gene ahas
and of the herbicide Imazapyr of the imidazolinone group on the soil microorganisms. A
total of twenty field trials were performed for three crop seasons with the parental
conventional (Conquista) and the transgenic (Cultivance) soybean cultivars, in nine cities
located in six states and at the Federal District. The parameters evaluated were,
quantitatively, the microbial biomass of carbon and nitrogen, determined by the soail
fumigation-extraction method, and qualitatively the bacterial community by the method of
DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). Samples were collected at 0-10 cm
layer at the pre-planting and the R2 stages of development of culture. The experimental
was performed in a completely randomized block design, with five treatments (T1:
Cultivance soybean - event 127 (GM soybean), with weed control carried out exclusively
with imidazolinone herbicide; T2: soybean Cultivance, event 127 (GM soybean), with
weed control carried out with conventional herbicides; T3: parental cultivar from which
the event originated 127 (Conquest) (conventional soybeans), with weed control carried
out with conventional herbicides; T4: cultivar M-SOY 8001 (Monsoy conventional
soybeans), used as a conventional pattern, with weed control carried out with
conventional herbicides; T5: CD 217 variety(conventional Coodetec soybean), used as
conventional pattern, with weed control carried out with conventional herbicides), and
four replications. The imidazolinone herbicide Imazapyr was used at a dose of 70 g i.a
ha” and the conventional herbicide consisted of a mixture of Bentazon + Acifluorfen-
sodium with the recommended dosage for each region. In all trais, no differences in soil
microbial biomass were detected that could be attributed to the transgeny, or the
herbicides. Also, no effects of the transgeny or of the herbicides could be detected in the
qualitative evaluation of bacterial community evaluated by DGGE. Quantitative and
qualitative differences were attributed exclusively to the different locations, stage of plant
development, genetic differences between cultivars, and climatic conditions.

Keywords: Ahas gene. DGGE. Herbicides. Soil microbial biomass. Transgenic
soybean.
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1 INTRODUCAO

As primeiras plantas transgénicas foram desenvolvidas na década
de 1980, quando um gene codificante para a resisténcia contra o antibiético
canamicina foi introduzido em plantas de fumo. Desde entdo, varias pesquisas foram
desenvolvidas visando utilizar a biotecnologia para melhorar o abastecimento
alimentar no mundo. Apos longos periodos de descobertas, pesquisas, testes e
revisdo regulatéria mundial, as sementes de diversas culturas, tolerantes a
herbicidas e insetos, foram disponibilizadas aos produtores, tendo como marco
inicial o ano de 1996. Desde ent&o, genes de bactérias ou virus tém sido inseridos
em diversas plantas que passam a expressar novas caracteristicas (LACERDA,
2006).

Ha genes inseridos em plantas que codificam proteinas capazes de
inativar a agao dos herbicidas. Desse modo, culturas contendo esses genes podem
se tornar resistentes ao herbicida, faciltando o controle de plantas daninhas
(LACERDA, 2006). Plantas daninhas constituem um dos principais fatores limitantes
a produgao agricola da cultura da soja. Dependendo das espécies daninhas
prevalecentes, herbicidas como a trifuralina, o metribuzin e outros sdo aplicados.
Como exemplo, a soja RR (Roundup Ready), obtida pela Monsanto via
transformacdo génica, foi desenvolvida para ser tolerante ao herbicida glifosato
(BOREM, 2005), enquanto que a soja contendo o gene ahas obtida pela BASF foi
desenvolvida para ser tolerante ao herbicida Imazapyr do grupo das imidazolinonas.

Em 2010, o Brasil cultivou 25,4 milhdes de ha e ultrapassou a
Argentina (22,9 milhdes de hectares), ficando atras apenas dos E.U.A. (66,8
milhdes) no cultivo de culturas geneticamente modificadas (GM), sendo responsavel
por 16% dos 148 milhdes de ha de transgénicos cultivados no mundo naquele ano.
Dos 25,4 milhdes de ha de culturas GM (geneticamente modificadas) cultivadas no
Brasil, 17,8 foram ocupados com soja tolerante a herbicida, ultrapassando os 16,2
milhdes de ha cultivados em 2009 (JAMES, 2010).

Com o cultivo de culturas GM no periodo de 1996 a 2008, a redugao
do uso de defensivos agricolas foi avaliada em 268 milhdes de kg de ingredientes
ativos (i.a.), uma economia de 6,9%. Somente em 2008, a reducédo da emissdo de

CO; na atmosfera com as culturas GM foi estimada em 14,4 bilhées de kg de CO..
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Estimam-se, ainda, ganhos econémicos da ordem de US$ 5,9 bilhdes, gerados em
razao dos menores custos de producao (BROOKES e BARFOOT, 2010).

Uma das questdes que ainda permanece pendente quanto aos
OGMs (organismos geneticamente modificados) refere-se aos impactos e riscos da
liberagdo em larga escala de plantas transgénicas ao meio ambiente. Os genes,
quando liberados no ambiente, podem interagir com a microbiota do solo, podendo
causar efeitos indesejaveis. As comunidades microbianas sdo bastante complexas e
sensiveis a alteragbes ambientais. A biomassa microbiana € responsavel pela
decomposicdo e mineralizagdo dos residuos vegetais e animais no solo, sendo
considerada como um reservatério de nutrientes e de energia potencialmente
disponivel para as plantas (JENKINSON; LADD, 1981), sendo entdo fundamental
para a qualidade do solo. Algumas pesquisas tém avaliado os impactos ambientais
de culturas transgénicas, contudo, poucos estudos referentes aos efeitos dessas
culturas nos processos mediados pela biota do solo foram realizados
(O’CALLAGHAN; GLARE, 2001; BRUINSMA; KOWALCHUK; van VEEN, 2003).

O presente estudo foi conduzido com o intuito de avaliar o efeito da
soja transgénica contendo o gene ahas de resisténcia a herbicidas do grupo quimico
das imidazolinonas na microbiota do solo. Para isso, foi comparado o efeito da
cultivar transgénica Cultivance (evento 127) resistente a herbicida do grupo das
imidazolinonas com a parental ndo transgénica (cultivar Conquista), sobre a
microbiota do solo. As avaliagbes foram realizadas em vinte ensaios de campo
conduzidos no Brasil, em nove locais distintos, em trés safras (safra 2006/2007,
safrinha 2007 e safra 2007/2008), com duas avaliagbes por ensaio (pré-plantio e

florescimento).
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar o impacto da soja transgénica contendo o gene ahas de
resisténcia a herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas e do manejo com

herbicidas utilizados com a cultura da soja na microbiota do solo.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar quantitativamente a BMC (Biomassa Microbiana de
Carbono) e de BMN (Biomassa Microbiana de Nitrogénio) comparando a cultivar
transgénica Cultivance (evento 127) resistente a herbicida do grupo das
imidazolinonas e a parental ndo transgénica (cultivar Conquista);

e Avaliar qualitativamente a diversidade genética do dominio
Bactéria do solo pela técnica de DGGE, comparando a cultivar transgénica
Cultivance (evento 127) resistente a herbicida do grupo das imidazolinonas e a
parental n&o transgénica (cultivar Conquista).

e Avaliar o efeito do herbicida Imazapyr do grupo das
imidazolinonas e do herbicida convencional (mistura Bentazon + Acifluorfen-sédio)

na microbiota do solo.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 A CULTURA DA SOJA

A soja (Glycine max. (L.) Merril) € usada na alimentagdo humana ha
cerca de cinco mil anos, podendo relaciona-la a origem do povo chinés. A mais
antiga referéncia da soja no Brasil data de 1882, na Bahia. Atualmente a soja é
cultivada em mais de 80 paises e, na safra de 2010/2011, a produgdo de graos
ultrapassou 253 milhdes de toneladas, tendo como os maiores produtores os
Estados Unidos (32%), seguido por Brasil (28%), Argentina (21%), China (7%) e
india (4%). O Brasil, segundo maior produtor e exportador dessa leguminosa é
responsavel por mais de 1/4 da produ¢do mundial e um 1/3 das vendas globais da
oleaginosa (USDA, 2011), com produgéo de cerca de 75 milhdes de toneladas em
2010/11. As exportacdes brasileiras do complexo soja (grao, farelo e 6leo) evoluiram
de US$ 4,2 bilhdes em 2000 para US$ 22,80 bilhdes em 2011 (CONAB, 2011).

A soja é um produto de elevado valor biolégico e com alto teor de
proteina nos graos, cerca de 40%. As proteinas presentes no grdo em maior
quantidade sado as de reserva glicinina e B-conglicinina, lipoxigenases, inibidor de
tripsina Kunitz, inibidores de protease de baixo peso molecular (dos quais 0 mais
estudado € o inibidor Bowman-Birk), lectina e urease. Dessas, a glicinina e a [3-
conglicinina sao as predominantes, perfazendo cerca de 70% das proteinas do gréao
(HILL; BREIDENBACH, 1974).

A principal fonte de 6leo e de proteina, tanto para humanos, quanto
para uso em ragdes destinadas a alimentagcdo animal, € proveniente da soja, que
também é utilizada como constituinte em muitos alimentos processados (BOREM,
2005), além de integrar produtos como farinha, sabao, cosméticos, resinas, tintas,
solventes e biodiesel (BERTRAND; LAURENT; LECLERCQ, 1987).

Um atributo importante da soja é a sua capacidade de se associar
simbioticamente com bactérias denominadas rizébios, e formar noédulos radiculares
onde ocorre o processo de fixagdo biolégica do nitrogénio atmosférico (Ny)
(VARGAS e HUNGRIA, 1997). As leguminosas contém altos teores de nitrogénio (N)
em seus tecidos no periodo de floragdo, o que pode significar uma contribuigdo
acima de 150 kg ha™' ano de N, com um percentual de 60 a 80% do N proveniente
da fixagao bioldgica de nitrogénio (FBN) (GILLER, 2001).
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A cultura da soja possui potencial para exercer multiplas fungbes em
sistemas de producdo. O principal papel € como producdo de graos, mas também
desempenha papel relevante como adubo verde, que resulta em maior aporte de
nitrogénio, melhoria nas caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas do solo, com
aumento da retencio de nutrientes, no controle de plantas invasoras, de parasitas e
da erosao do solo (CALEGARI, 1995).

3.2 MICROBIOTA DO SOLO

O solo é considerado um sistema vivo e dindmico, que possui uma
fracédo biologica composta por comunidades de pequenos animais e microrganismos
que estdo intimamente associados a matéria organica, utilizando-a como fonte de
energia e de nutrientes necessarios a biossintese celular, principalmente dos
microrganismos. A fragdo organica do solo representa um sistema complexo,
constituido de diversas substancias, sendo sua dinamica determinada pela
incorporagdo de material vegetal e animal ao solo e pela transformacéo destes, por
meio da acgao de distintos grupos de microrganismos, de enzimas e da fauna do solo
(MENDONCA; LEITE, 2006). As relacbes e interacbes entre as diferentes
comunidades de organismos do solo contribuem para a manutengéo da vida do solo,
e para diversos outros processos que, por sua vez, estdo intimamente ligados a
cadeia trofica (ARAUJO; HUNGRIA, 1994).

A biomassa microbiana do solo é definida como a parte viva da
matéria organica do solo, composta pelos organismos menores que 5.10um?3, como
fungos, bactérias (incluindo actinomicetos), leveduras e protozoarios (SIQUEIRA;
MOREIRA, 2002), representa, em média, de 2 a 5% do carbono (C) organico
(JENKINSON; LADD, 1981) e de 1 a 5% do nitrogénio (N) total do solo (SMITH;
PAUL, 1990), é proporcionalmente a menor fragdo do C organico do solo e constitui
uma parte significativa e potencialmente mineralizavel do N que pode ser
disponibilizado para as plantas (GAMA-RODRIGUES et al., 2005).

A comunidade microbiana do solo € influenciada pela temperatura,
umidade e aeracdo, disponibilidade de nutrientes e pelos substratos orgénicos
(BALOTA et al., 1998; FRANCHINI et al., 2007). Esses fatores, por sua vez, podem
ser modificados pelo sistema de manejo, em fungédo da deposigédo dos residuos das
culturas anteriores e do grau de revolvimento do solo (VARGAS; SCHOLLES, 1998).
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A comunidade microbiana do solo desempenha um papel
fundamental na dindmica de nutrientes em diferentes ecossistemas, afetando as
transformagdes de C, N e fosforo (P) (DIAZ-RAVINA; ACEA; CARBALLAS, 1993). A
biomassa microbiana atua como um tampdo do N no solo, controlando a
disponibilidade desse nutriente por meio dos processos de mineralizacdo e
imobilizagdo (VARGAS; SCHOLES,1998; GAMA-RODRIGUES et al., 2005). Dentre
os indicadores do solo capazes de representar a populagdo microbiana, a biomassa
microbiana destaca-se devido a sua relagdo com a matéria orgéanica, ciclagem de
nutrientes e fluxo de energia (DORAN; PARKIN, 1996; DE-POLLI; GUERRA, 1999;
WAKELIN et al. 2008; WANG et al., 2009).

A manutengéo e a produtividade dos agrossistemas dependem, em
grande parte, do processo de decomposi¢gdo da matéria organica no solo, realizado
pelos microrganismos e da consequente mineralizacdo dos nutrientes. Nesse
contexto, a biomassa microbiana do solo representa importante indicador ecoldgico,
pois € responsavel pela decomposicdo e mineralizagdo dos residuos vegetais e
animais no solo. Além disso, pode fornecer um indice das condi¢cdes de fertilidade
do solo, sendo considerada como um reservatério de nutrientes, imobilizando-os
temporariamente e reduzindo as perdas por lixiviagdo, o que possibilita seu uso
posterior pelas plantas, desempenhando um papel ativo na prevencao de perdas de
nutrientes (JENKINSON; LADD, 1981; DRINKWATER; SNAPP, 2007).

O reconhecimento da importancia dos microrganismos do solo tem
levado a um aumento no interesse em mensurar os elementos contidos nas células
microbianas, como o C e o N, como indicadores da biomassa. A estimativa da
biomassa de microrganismos fornece dados uteis sobre mudangas nas propriedades
bioldégicas do solo decorrentes de praticas agricolas, tais como: manejo de solo,
efeito de fertilizantes e biocidas em geral. Além disso, pode indicar mudangas na
matéria organica total do solo muito antes de mudangas nos teores de C e N totais
do solo serem detectaveis (HENROT; ROBERTSON, 1994; FRANCHINI et al., 2007;
KASCHUK; ALBERTON; HUNGRIA, 2011; KASCHUK; ALBERTON; HUNGRIA,
2010).

A determinagdo da biomassa microbiana do solo permite avaliar as
mudancas edaficas de maneira mais rapida do que as baseadas em analises
quimicas do solo e pode ser usada como indicativo da qualidade do solo (BENDING
et al.,, 2004; POWLSON; BROOKES; CHRISTENSEN, 1987; FRANCHINI et al.,
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2007; SOUZA et al., 2008a; SOUZA et al., 2008b), auxiliando na avaliagdo e no
estabelecimento de um novo equilibrio biodindmico do solo, além de fornecer
subsidios para o planejamento do uso da terra.

Trannin, Siqueira e Moreira (2007), estudando o efeito da aplicagao
de diferentes doses de biossdlido nas caracteristicas biolégicas indicadoras de
qualidade do solo, constataram favorecimento de forma consistente das
caracteristicas estudadas, aumentando as concentracbes de C e N da biomassa
microbiana e os processos bioquimicos indicadores de qualidade do solo.

Modificagcbes mensuraveis na biomassa microbiana tém sido
observadas em razao das praticas de preparo do solo, do manejo de plantas, e da
adubacio. Diferencas na dinamica da comunidade microbiana, incluindo aumento da
biomassa bacteriana e fungica foram relatadas logo no primeiro ano da conversao
do sistema de plantio convencional para o direto (MINOSHIMA et al., 2007). Assim,
Muruganandam et al. (2010) verificaram que o sistema de plantio direto proporciona,
a longo prazo, um aumento nos teores de nutrientes do solo, com incremento da
biomassa microbiana, assim como também foi observado por Mendes et al. (2003).

Marchiori Junior (1998), analisando o C microbiano, encontrou, em
areas cultivadas com algodoeiro por 10 anos, redugdes superiores a 60% no C
microbiano em relagdo a mata natural.

A mineracéao € outro fator que reduz consideravelmente a biomassa
microbiana. Estudos realizados em solos de mineragcdo de bauxita no estado de
Minas Gerais mostraram decréscimos de até 99% nos teores de biomassa
microbiana. No entanto, a revegetacdo das areas mineradas promoveu a
recuperacao total dos atributos bioquimicos do solo (CARNEIRO et al., 2008).

A rotacao de culturas, aliada ao manejo correto do solo, faz com que
o solo seja biologicamente mais ativo e com maior potencial produtivo. Esse efeito
se deve a conjuncédo de fatores como, prote¢cdo do solo mediante cobertura viva ou
morta, maior retencdo de umidade, efeito rizosférico das culturas, maior
disponibilidade de matéria organica e melhores condi¢gdes fisicas do solo
(CATTELAN; GAUDENCIO; SILVA, 1997; VENZKE FILHO et al., 2008).

Silva et al. (2010) afirmam que o manejo mais intensivo do solo e o
uso frequente de agrotoxicos podem reduzir os teores de C-microbiano e aumentar
os valores de qCO,, indicando condigao de estresse para a comunidade microbiana.

Frazao et al. (2010) citam que sistemas com menor intensidade de manejo do solo
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apresentam maior atividade respiratéria da biomassa microbiana, e, portanto, a
respiracao basal funciona como indicador das alteragdes da atividade microbiana do
solo.

Em um trabalho realizado em plantacbes comerciais de eucalipto
com uma sequéncia de idades de 1, 3, 5 e 13 anos sob condi¢cdes edafoclimaticas
semelhantes, Barreto et al. (2008) encontraram maiores teores de C e N microbiano
na serapilheira do que no solo, para todas as idades avaliadas, sugerindo que a
serapilheira seria uma importante reserva de C e N microbiano em povoamentos de
eucalipto.

Geraldes, Cerri e Feigl (1995), avaliando a biomassa microbiana do
solo sob pastagens na Amazobnia, observaram que apds 4 anos de implantagéo,
houve aumento de 37 g de C e 3,6 g de N por m? de solo em relagdo & mata natural.
Isso se deve, possivelmente, ao aumento no teor de C do solo ocasionado pelo
maior aporte de raizes nas pastagens mais jovens. No entanto, com o decorrer do
tempo de cultivo da pastagem, houve diminuicdo da biomassa microbiana do solo.
Os autores atribuiram essa diminuicdo as modificacdes causadas na estrutura do
solo pela compactacdo provocada pelo pisoteio pelos bovinos e verificada pelo
aumento da densidade global medida nesse solo. Segundo Souza et al. (2010),
quanto maior a presenca de raizes, maior deve ser a exsudacido de compostos
organicos, que servirao como fonte de C e energia a BMS, causando maior estimulo
a atividade microbiana.

Solos sob sistemas conservacionistas, como no plantio direto na
palha, apresentam maiores quantidades de biomassa microbiana do que aqueles
sob preparo intensivo (SIQUEIRA; MOREIRA, 2002; FRANCHINI et al., 2007;
HUNGRIA et al., 2009). Em geral, quanto mais conservacionista o sistema, maior o
acumulo de N imobilizado na biomassa microbiana na superficie (FIGUEIREDO et
al., 2007).

Em areas sob pastagem cultivada em diferentes regides do Brasil,
os dados disponiveis apontam para valores de C da biomassa microbiana, em cerca
de 50% inferiores aos observados sob vegetacdes nativas. (SIQUEIRA; MOREIRA,
2002) observaram-se valores entre 66 e 739 mg de BMC kg™ solo, com média de
287 mg de BMC kg™ solo. Na Amaz6nia, solos sob floresta apresentam biomassa
microbiana de até 1300 mg C kg™, enquanto em solos sob pastagens de gramineas

estes valores situam-se entre 203 e 754 mg C kg™ de solo. Em geral, em solos
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acidos sob florestas encontram-se baixos valores de biomassa microbiana,
indicando condi¢des adversas ao crescimento microbiano. Em estudos conduzidos
na Embrapa Agropecuaria Oeste, em um Latossolo Vermelho distroférrico tipico,
constatou-se teores de C da biomassa microbiana mais elevados no sistema natural,
seguido pelo sistema de integracado lavoura-pecuaria, plantio direto e, por ultimo,
pelo sistema convencional (MERCANTE; FABRICIO; GUIMARAES, 2000). Ciclos de
culturas anuais com pastagens (integragdo lavoura-pecuaria) garantem maiores
aportes de residuos e taxas elevadas de acumulo de matéria organica do solo,
favorecendo ao incremento da biomassa microbiana (VILELA et al., 2003; SALTON,
2005). Sistemas de integracdo lavoura-pecuaria em plantio direto mantém a
qualidade biolégica do solo, por outro lado, solos sob alta intensidade de pastejo
apresentam perdas nessa qualidade em condi¢cbes de estresse hidrico (SOUZA et
al., 2010).

Varios trabalhos indicam que a distribuicdo da biomassa microbiana
no perfil do solo ndo é uniforme (OADES; JENKINSON, 1979; HELGASON et al.,
2010), sendo importante que seja verificada em diferentes profundidades. A
quantidade de biomassa microbiana do solo decresce com a profundidade,
independentemente do tempo e sistema de manejo (VAN GESTEL; LADD; AMATO,
1992). Os maiores teores de C-microbiano em diferentes sistemas de manejo do
solo foram observados na profundidade de 0 - 10 cm, onde sdo maiores a presenca
e a atividade da microbiota do solo (SILVA et al., 2010). Na mata nativa esses teores
sdo ainda maiores, indicando uma condicdo mais favoravel a microbiota do solo,
devido ao maior aporte de substratos organicos (CARDOSO et al. 2009).

Em experimento realizado em Latossolo Amarelo na Amazobnia,
Cerri, Volkoff e Eduardo (1985), observaram que a biomassa microbiana apresentou
distribuicdo mais uniforme nos primeiros 15 cm do solo, comegando a decrescer a
partir desta profundidade, tornando-se praticamente nula abaixo de 30 cm.

Ferreira et al. (2007), estudando a influéncia de diferentes sistemas
de manejo do solo na dindmica do C da biomassa microbiana, em diferentes épocas
e diferentes profundidades, observaram que os teores de C microbiano foram
menores nas camadas mais profundas. No solo sob sistema de plantio direto os
teores de C microbiano decresceram das camadas mais superficiais para as mais
profundas e de forma mais acentuada do que no solo sob sistemas convencionais.

Esses resultados corroboram com os encontrados por Babujia et al. (2010), que
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observaram em um experimento conduzido por 20 anos sob plantio direto e
convencional em um Oxisol no sul do Brasil, maiores valores de C microbiano nas
camadas mais superficiais e, também, um incremento de 35% no C-BM no sistema
de plantio direto comparado com o convencional.

Wortmann et al. (2008) encontraram mudancas significativas na
composi¢cao da comunidade microbiana com a profundidade em sistemas de plantio
direto. Essas mudangas podem ser atribuidas a redistribuicdo do C ao longo do perfil
do solo. Nesse sentido, Fuka et al. (2009) observaram que a diversidade de
bactérias proteoliticas em solo agricola foi maior na camada superficial devido a
maior quantidade e heterogeneidade de substratos. Desta forma, varios estudos tém
demonstrados os beneficios do sistema de plantio direto nas propriedades fisicas,
quimicas e biolégicas do solo (Balota et al., 1998; Franchini et al., 2007; Hungria et
al., 2009).

Redugdes na biomassa microbiana de solos de cerrados sob uso
agricola em relagdo a mata nativa foram observadas por Mendes et al. (2002). As
areas sob vegetacdo nativa sdo mais favoraveis a biomassa, devido a auséncia de
preparo do solo e a maior diversidade floristica favorecendo maior acumulo da
serrapilheira na superficie do solo, melhorando as condicbes de temperatura e
umidade.

Apesar do crescente interesse por aspectos relacionados com o
funcionamento biolégico do solo sob sistemas naturais e agricolas, estudos sobre o
impacto de diferentes sistemas de manejo do solo e das culturas na biomassa e

atividade microbiana sao recentes.

3.3 DIVERSIDADE MICROBIANA DO SOLO

As comunidades microbianas que ocorrem nos solos sao
constituidas por varias espécies que ocupam os diferentes nichos disponiveis. As
populacdes dominantes sdo as maiores responsaveis pelos fluxos de matéria e de
energia na comunidade, mas as espécies menos abundantes contribuem para a
diversidade biologica (ATLAS; BARTHA, 1997).

A diversidade bioldgica, ou biodiversidade, pode ser definida como a
rigueza da porcao viva do ecossistema, que se reflete na variedade de espécies e

nas intrincadas inter-relagbes dos processos bioldgicos que ocorrem nos varios
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biomas (TOTOLA; CHAER, 2002). Assim, uma elevada diversidade elevada de
espécies contribui para o uso mais eficiente dos recursos disponiveis.

Atividades antropicas podem afetar o funcionamento e diminuir a
diversidade dos ecossistemas, resultando em desequilibrios ecolégicos de
consequéncias imprevisiveis e na extincdo de espécies essenciais a manutencao do
ecossistema (MELLO; AZEVEDO, 1998).

Inicialmente a detecgao e a identificacdo de bactérias eram feitas por
meio de técnicas tradicionais, com meios de culturas e observacdo direta via
microscopio. Essas metodologias forneciam informagdes limitadas, levantando a
necessidade do desenvolvimento de técnicas mais refinadas. Tétola; Chaer (2002)
com base em dados de DNA extraido do solo estimaram que o numero de genomas
em um grama de solo estaria em torno de 10.000, e que somente uma pequena
fracdo destes (de 0,1 a 10%) teria capacidade de crescer em meio de cultivo em
laboratorio.

A partir de entdo, foram desenvolvidas varias técnicas moleculares,
destacando aquelas baseadas nos acidos nucleicos. O emprego de técnicas
moleculares se tornou possivel a partir dos estudos de Pace et al. (1986), pioneiros
nas analises de estrutura de comunidades microbianas utilizando as informagdes da
sequéncia de nucleotideos do DNA ribossémico (rDNA). Esses genes sé&o
encontrados em todos o0s organismos vivos, pois estdo relacionados com a sintese
de proteinas ribossomais, sdo muito antigos e tém sido usados para derivar
filogenias universais da vida. De todos os genes ribossomais, o 16S rRNA é
utilizado, atualmente, como método padréo para identificagdo de familias, géneros e
espécies de bactérias (GARRITY; HOLT, 2001). Nos estudos sobre diversidade
estrutural de comunidades microbianas, o gene 16S rRNA é muito utilizado por
apresentar caracteristicas como alto grau de conservagado e presenga de regides
variaveis entre as espécies (HEUER; SMALLA, 1997).

A variabilidade nas sequéncias de 16S rRNA pode ser avaliada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida com gradiente desnaturante
(DGGE) que permite analisar produtos de PCR de acordo com suas sequéncias de
pares de bases e ndo pela diferencas no tamanhos dos produtos, uma vez que
moléculas de DNA com sequéncias diferentes apresentam taxas de migragao

diferentes em geis desnaturantes (MUYZER et al., 1993). Essa metodologia é
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considerada uma excelente ferramenta para estudos de impacto ambiental sobre a
diversidade microbiana associada a determinado ambiente.

Segundo Tétola e Chaer (2002), quanto maior a diversidade, maior é
a estabilidade dos ecossistemas, pois o uso dos recursos disponiveis é mais
eficiente, sendo menor o gasto de energia para sustentar a biomassa microbiana ali
presente. A diversidade microbiana tem efeito positivo na eficiéncia de ciclagem de
nutrientes, contribuindo para o incremento de processos ecoldgicos diretamente

ligados a qualidade do solo ecossistema.

3.4 ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

3.4.1 Efeito da Aplicagao de Agrotéxicos sobre a Comunidade Microbiana do Solo

A revolugao na ciéncia nas ultimas décadas € proveniente do avango
no conhecimento de como as células e os organismos funcionam em nivel
molecular, bioquimico e fisioldgico, e do desenvolvimento de técnicas que permitem
a transferéncia de genes especificos de um organismo para outro. Isto significa que
€ possivel obter uma planta transgénica pela transferéncia de um ou poucos genes
identificados com precisdo e com fungao conhecida.

A transformacéo genética ou engenharia genética tornou possivel,
também, a remocéao ou a inativagao de genes indesejaveis, bem como a modificagéo
de genes da propria planta, que atuam em rotas metabdlicas especificas para
melhorar a qualidade do produto (ex. tomates geneticamente modificados que
permanecem firmes por periodos mais longos na prateleira).

Os organismos geneticamente modificados (OGMs) sdo organismos
vivos, plantas, animais ou microrganismos, cujo material genético foi alterado por
engenharia genética, seja pela introdugdo de sequéncias de DNA exdgenas, que
podem ser originarias de qualquer organismo vivo, inclusive de organismos
filogeneticamente distantes a espécie a ser modificada (TOZZINI, 2004), seja pela
inativagao de genes enddgenos (TERADA, 2002).

Em geral, sdo varios os motivos que determinam a necessidade de
manipulagdo nos genes dos organismos. Como exemplo, em plantas, pode-se citar
o aumento do valor bioquimico, acrescentando nutrientes que antes nao estavam

presentes, a eliminagdo ou diminuicdo do uso de agrotdxicos, adicionando toxinas
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que matam os predadores. Muitos pesquisadores afirmam que sera possivel
produzir alimentos mais baratos e mais nutritivos, como € o caso do arroz dourado,
rico em vitamina A e da alface com vacinas para a prevencao de doencas
(GIANOTTO et al., 2010).

Ha previsdes de que a utilizagado de cultivares resistentes a insetos
proporcionara sensivel redugado no uso de agrotoxicos. Mesmo no caso da tolerancia
a herbicidas, em que havera maior aplicacdo de um determinado tipo de produto,
acredita-se que possa haver uma reducédo na quantidade total desses agroquimicos
aplicados na lavoura. No caso da soja, por exemplo, deixar-se-a de aplicar
herbicidas pré-emergentes e os seletivos pds-emergentes, substituindo-os por uma
ou duas aplicagdes, pdés-emergentes, de um herbicida de largo espectro a que a
cultura seja tolerante e que se decomponha no solo de forma rapida. Afirma-se que
os herbicidas como o glifosato, o bromoxynil, a sulfonylurea e as imidazolinones
apresentam tais caracteristicas (ARAUJO, 2001).

A soja geneticamente modificada pela Monsanto (soja Roundup
Ready, ou "RR") foi liberada para o plantio pela primeira vez nos Estados Unidos em
1996, com a area plantada ampliando-se de 2% para 81% em 2003 e, depois, no
Canada, na Argentina e no México. Com aproximadamente 81,9 milhdes hectares é
a cultura que ocupa a maior area plantada no mundo. Dos 29 paises que cultivam
lavouras transgénicas, em 2010, o Brasil apresentou a segunda maior area plantada,
com 17,8 milhdes de hectares cultivados com a soja transgénica (JAMES, 2010).

A Soja RR transgénica resistente ao Roundup, herbicida a base de
glifosato, contém material genético da Agrobacterium, uma bactéria do solo
(NODARI; GUERRA, 2001). O glifosato é um aminofosfonato analogo ao aminoacido
natural glicina, e que ocupa o lugar desta na sintese proteica. Seu nome é uma
contracao de glicina + fosfato. Esse produto mata as plantas por inibir a enzima 5-
enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato sintetase (EPSPS), que sintetiza os aminoacidos
aromaticos: fenilalanina, tirosina e triptofano. O mecanismo de agédo do glifosato
consiste na inibicdo da enzima EPSPS, que catalisa a condensacdo do acido
shiquimico a fosfoenolpiruvato (OLIVEIRA JR. et al.,, 2008). Os aminoacidos
aromaticos sdo usados também para produzir metabdlitos secundarios como folatos,
ubiquinonas e naftoquinas. A via do shikimato ndo esta presente em animais
(JAWORSKI, 1972; ZABLOTOWICZ; REDDY, 2004). Os quais retiram da dieta os

produtos aromaticos que necessitam. Ja as plantas s&o obrigadas a produzir esses
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aminoacidos essenciais para sua sobrevivéncia e multiplicagdo (GRUYS; SIKORSKI,
1999). A enzima EPSPS de todas as plantas, fungos e da maioria das bactérias
isoladas e caracterizadas é inibida pelo glifosato. Alguns microrganismos possuem
uma forma de EPSPS resistente ao glifosato. A versdo usada nas culturas
geneticamente modificadas foi isolada da cepa C4 da Agrobacterium, resistente ao
glifosato. Entédo, o gene CP4 EPSPS foi clonado e inserido na soja (ZABLOTOWICZ;
REDDY, 2004).

A rapida translocacao do glifosato das folhas da planta tratada para
as raizes, rizomas e meristemas apicais € uma das mais importantes caracteristicas
do glifosato. Esta propriedade sistémica resulta na destruicdo total de plantas
daninhas perenes, dificeis de serem eliminadas (SPRANKLE; MEGGITT; PENNER,
1975; FRANZ, 1985; GRUYS; SIKORSKI, 1999).

O (¢lifosato ndo apresenta acao residual no solo, pois ele é
firmemente adsorvido as suas particulas e € rapidamente metabolizado pelos
microrganismos do solo produzindo, no final, acido fosforico, aménia e didxido de
carbono (FRANZ, 1985).

As imidazolinonas pertencem a outro grupo de herbicidas que
controlam um amplo espectro de plantas daninhas. Esses herbicidas sao absorvidos
pelas raizes e folhas das plantas, sendo transportados pelo floema e xilema,
acumulando-se nos pontos de crescimento. O controle é proporcionado pela inibigao
da enzima acetolactato sintetase (ALS), primeira enzima na via metabdlica de
biossintese dos aminoacidos alifaticos de cadeia ramificada da leucina, valina e
isoleucina. O efeito fitotdxico das imidazolinonas € causado pela deficiéncia desses
aminoacidos, interrompendo a sintese proteica que, por sua vez, interfere na sintese
do DNA, afetando assim a divisdo celular e a translocacdo de fotossintatos aos
pontos de crescimento. Esses processos provocam redugdes no crescimento das
plantas e no alongamento das folhas e cloroses entre as nervuras foliares
(SHANER; SINGH, 1993; BRIGHENTI et al., 2002; TAN; EVANS; SINGH, 2006).

Os herbicidas integrantes do grupo das imidazolinonas sao os
imazapyr, imazapic, imazethapyr, imazamox, imazamethabenz e imazaquin, que
contém em suas moléculas uma estrutura em comum, o imidazol, separando-se em
trés subgrupos, com base em uma segunda estrutura ciclica (KRAEMER et al.,
2009).
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Outros grupos quimicos de herbicidas que inibem a enzima
acetolactato sintase (ALS) sdo as sulfoniluréias (SUL), as triazolopirimidina
sulfonanilidas (TRS) e o pirimidil-oxi-tiobenzoato (POT).

Ha poucos estudos sobre os efeitos dos herbicidas nas variedades
de soja transgénica cultivadas no Brasil, assim como sobre sua influéncia na
comunidade de microrganismos do solo.

A aplicagdo de herbicidas pode alterar a atividade microbiana do
solo, dependendo do herbicida aplicado, do tipo de solo, da espécie da planta e da
microbiota e suas interagdes (SANTOS et al., 2005; WEAVER, 2007; REIS et al.,
2009). A biomassa microbiana também pode sofrer, parcialmente, a inibicao por
alguns agrotdxicos aplicados ao solo. Contudo, microrganismos tolerantes
sobressaem em detrimento dos sensiveis, ndo havendo alteracdo na biomassa
microbiana total (REIS et al., 2009).

Os herbicidas a base de glifosato e imazaquim aplicados em plantas
de soja geneticamente modificadas e convencionais sao considerados de moderada
toxicidade, devido a sua baixa mobilidade. Entretanto, esses herbicidas podem
interferir na estrutura da comunidade microbiana do solo, seja pela agao direta em
um determinado grupo microbiano, seja por vantagens competitivas que conferem a
outros (DESCALZO et al., 1998; KREMER; MEANS; KIM, 2005).

Zilli et al. (2008), com o objetivo de avaliar alteragdes provocadas
pela aplicagédo de herbicidas a base de glifosato e imazaquin no teor de C da
biomassa microbiana do solo observaram que ambos o0s herbicidas néo
ocasionaram alteragdes significativas nesse parédmetro. Os efeitos de herbicidas a
base de glifosato sobre o BMC estdo frequentemente associados a capacidade de
alguns microrganismos, principalmente fungos (KREMER; MEANS; KIM, 2005),
utilizarem a molécula do produto como fonte de C e N (HANEY et al., 2000). No
entanto, Li, Allen e Wollum (2004) observaram, em condi¢gbes de campo, redugao da
biomassa microbiana do solo e, também, da mineralizagdo de compostos orgéanicos
pela aplicagdo do ingrediente ativo Imazapyr, pertencente ao grupo quimico das
imidazolinonas.

Objetivando avaliar o efeito da aplicagdo sequencial do nicosulfuron
sobre os microrganismos do solo, Oliveira et al. (2009) verificaram efeito negativo no
C da biomassa microbiana que, segundo os autores, pode ser o resultado direto da

intoxicagao pelo principio ativo testado (nicosulfuron) sobre seu metabolismo, ou
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pelo efeito dos constituintes do produto comercial. A aplicagdo de agrotdoxicos no
solo influencia toda a dindmica do ecossistema, agindo sobre as formas de vida e
suas relagdes.

Pereira et al. (2008) observaram que a aplicagdo de glifosato n&o
afetou a produgdo de CO, pela microbiota do solo, mas a aplicacdo do inseticida
endosulfan, isolado ou em mistura com o glifosato, afetou a produgao de CO,, a
biomassa microbiana e o quociente metabdlico. As populagbes de microrganismos
do solo sao muito sensiveis a alteragdes causadas no ambiente, principalmente as
causadas por substancias toxicas. O endosulfan quando aplicado pode atingir o
solo, formando endosulfan diol e sulfato de endosulfan, que mostrou alta toxicidade
para a comunidade microbiana. Esse resultado esta de acordo com Wardle e
Parkinson (1990), que também ndo observaram efeitos do glifosato nos
microrganismos do solo, provavelmente devido a rapida inativagdo e degradagao
desse produto no solo.

Jakelaitis et al. (2007), estudando o impacto dos herbicidas atrazine
e nicosulfuron ndo observaram alteracées no carbono da biomassa microbiana. De
acordo com esses autores, em solos com alta porcentagem de matéria orgéanica, os
herbicidas ndo foram capazes de fornecerem substrato para a microbiota do solo e
nao causaram efeito toxico sobre os microrganismos a ponto de alterar esse
indicador de qualidade do solo. Ja no trabalho de Santos et al. (2005), os herbicidas
fluazifop-p-butil e fomesafen e a mistura comercial destes promoveram efeito
negativo sobre a biomassa microbiana. Uma possivel causa da toxicidade do
fomesafen aos microrganismos pode ser atribuida ao seu mecanismo de agao, pois
€ inibidor da enzima protoporfirinogénio oxidase (protox), provocando acumulo de
protoporfirina em células tratadas com esse herbicida, ocasionando interagdo com o
oxigénio para producédo de formas reativas e, consequentemente, peroxidacdo dos
lipideos e morte celular. O fluazifop-p-butil, apesar de ter sido menos toxico para a
microbiota, € um potente inibidor da sintese de acetil coenzima A carboxilase
(ACCase), presente também no metabolismo microbiano.

Santos et al. (2007), avaliando o efeito da aplicagéo de trés marcas
comerciais, formulados de glyphosate — Roundup Ready e R. Transorb, formuladas
a base do sal de isopropilamina, e Zapp Qi, a base do sal potassico — sobre a soja
transgénica (variedade CD 219RR) tolerante ao glifosato, observaram que o

Roundup Transorb a base do sal de isopropilamina foi mais prejudicial as plantas de
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soja, reduzindo o numero de nédulos radiculares e foi a Unica entre as formulagdes
testadas que promoveu efeito negativo sobre a microbiota do solo, sendo o carbono
da biomassa microbiana (C-BM) diminuido para valor abaixo de 87 pg g~ de solo,
enquanto que no solo sem aplicacdo do herbicida esse valor foi superior a 130 ug g~
de solo. Segundo Reddy e Zablotowicz (2003), tais efeitos negativos do glifosato
sobre a soja transgénica podem ser atribuido a surfactantes presentes na
formulagcdo ou ao tipo de sal presente que podem agir por intoxicagao direta dos

microrganismos.
3.4.2 Efeito de Plantas Geneticamente Modificadas sobre a Microbiota do Solo

Com relagédo ao cultivo de plantas transgénicas, uma das grandes
preocupacdes esta relacionada aos possiveis efeitos que os genes ou seus produtos
podem causar a microbiota do solo. Eles possivelmente serdo liberados no solo,
podendo ocorrer interagcdo com a comunidade microbiana. Além do efeito direto
decorrente da expressao da proteina introduzida durante a transformacao, existe a
probabilidade de aparecimento de efeitos ndo esperados que resultam da insercao
do transgene no genoma, como por exemplo, alteragcdes na sintese de proteinas que
podem se refletir nas vias metabdlicas, produzindo modificagdes imprevisiveis
(CELLINI et al., 2004).

Dentre os potenciais efeitos do uso de plantas transgénicas sobre a
microbiota do solo estdo: alteragdes na atividade e diversidade de microrganismos
em resposta a mudancas na quantidade e composi¢cao de exsudados radiculares;
alteragdes provocadas por mudangas no manejo como aplicagées de pesticidas e
preparo do solo; mudangas genéticas e funcionais resultantes da transferéncia
horizontal de genes das plantas transgénicas para microrganismos do solo
(DUNFIELD; GERMIDA, 2004; MOTAVALLI et al., 2004). A transferéncia de genes
entre espécies proximas pode ocorrer em muitas situagdes, como por exemplo, entre
o arroz cultivado e o arroz vermelho, beterraba cultivada e beterraba n&o
domesticada (WILSON, 1990).

O fluxo genético entre plantas de canola (Brassica napus)
resistentes ao glifosato foi determinado por Hall et al., (2000), revelando que novas

combinacdes de resisténcia podem ser expressas. Por outro lado, no Brasil ndo
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existe nenhuma espécie nativa ou silvestre que possa intercruzar com Glycine spp.,
o que torna impossivel o fluxo génico entre a soja RR e alguma planta daninha.

Os efeitos das plantas geneticamente modificadas no solo ainda
foram pouco estudados, mas ja existem relatos do impacto dessas plantas na
microbiota do solo. A diversidade de microrganismos no solo rizosférico é
determinada pela composi¢cao dos exsudatos da raiz da planta. Dessa forma, as
plantas transgénicas podem alterar a dindmica microbiana, pois exsudam toxinas
pelas raizes, estando disponiveis para a degradagéo pelos microrganismos. Além
disso, essas toxinas podem ainda afetar organismos responsaveis pela ciclagem da
matéria organica (fragmentadores e decompositores), reduzindo a degradacéao de
compostos como celulose, hemicelulose, quitina e lignina, entre outros (CAPALBO et
al., 2005). Autores como Castaldini; Turrini; Sbrana, (2005); Fang et al. (2005);
Rasche et al. (2006) verificaram efeitos sobre a dindmica funcional da microbiota do
solo em diversos estudos e demonstraram que a transgénese pode alterar a
composi¢cao da comunidade microbiana do solo e da rizosfera.

Donegan et al. (1995) verificaram que a adigao de tecidos de plantas
de algodao transgénico que produzem a toxina B.t.k. no solo causou estimulo de
bactérias aerdbias e populagbes fungicas. Segundo os autores, a manipulagao
genética de plantas pode produzir mudangas nas suas caracteristicas, podendo
influenciar o crescimento e a composi¢cao de espécies microbianas do solo.

Saxena; Flores; Stotzky, (1999) estudando a exsudacgao da toxina Bt
pela raiz do milho transgénico, verificaram que pode ocorrer interacdo desses
exsudatos com a microbiota do solo.

Compostos organicos liberados nos exsudatos de raizes de plantas
transgénicas podem estimular o crescimento microbiano, atuando como promotores
da comunidade microbiana (HAWES; BRIGHAM, 1992).

Por outro lado, existem relatos de que as toxinas liberadas por
plantas transgénicas s&o rapidamente adsorvidas pelas particulas do solo e
biodegradadas pelos proprios microrganismos.

Wei et al. (2008), compararando o arroz Bt expressando a proteina
Cry1Ab com o ndo transgénico, com e sem aplicagao de inseticida triazofos, sobre
0s processos bioquimicos do solo e a comunidade microbiana, observaram que nao

houve diferenga na atividade da fosfatase, desidrogenase, respiragao e composigao
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da comunidade fungica da rizosfera do solo cultivado com arroz Bt e ndo transgénico
com aplicagao de triazofos.

Em um estudo com mamao transgénico resistente a virus foram
observados aumentos significativos no numero de bactérias e fungos no solo, em
relacdo ao solo com maméo convencional (WEI et al., 2006), provavelmente, devido
as fontes de energia fornecidas para o crescimento microbiano pelos exsudatos das
raizes da planta transgénica. Foram constatadas ainda alteragdes nas propriedades
quimicas, atividade enzimatica e na comunidade microbiana do solo com mamé&o
transgénico. Os produtos liberados no solo via exsudatos de plantas transgénicas
podem mudar o ambiente rizosférico e a comunidade microbiana do solo. Nos solos
cultivados com mamao transgénico ocorreram aumentos significativos de atividades
de arilsulfatases, fosfatase alcalina, invertase e fosfodiesterases. No entanto, para
as enzimas proteases, polifenoloxidases e urease foram constatadas as maiores
atividades em solo cultivado com mamao convencional. Para os autores, isso pode
estar relacionado ao efeito da planta na rizosfera, as propriedades fisico-quimicas do
solo ou a proliferagéo da bactéria apds o cultivo do maméo transgénico.

Wu et al. (2004a) e Flores, Saxena e Stotzky (2005) relataram que
mudancas na UFC de microrganismos e na atividade enzimatica em solo com
plantas transgénicas foram causadas por mudangas nas caracteristicas da planta de
mamao. Assim, estudos sobre os exsudatos de raizes e caracteristica de
crescimento do mamé&o transgénico, como metabolismo do nitrogénio e do enxofre,
teor de clorofila e a taxa fotossintética sdo necessarios para determinar se ha efeito
dos produtos liberados por essa planta na composicdo e atividade de
microrganismos do solo.

Em outro estudo realizado por Asao, Arai, e Nishizawa (2003) com
morangueiros transgénicos, os autores nao observaram diferengas na microbiota do
solo plantado com a planta transgénica e a ndo transgénica.

Avila (2007) observou maior atividade microbiana no solo de
rizosfera de algodao Bt do que no solo de rizosfera de algodao convencional, nas
fases de formacado do botdo floral e abertura dos capulhos. Acredita-se que nesse
estagio da planta a expressao da proteina Cry seja maior, ocorrendo, portanto, maior
exsudagdo da mesma no solo. A atividade microbiana estimada por hidrélise do

diacetato de fluoresceina (FDA) apontou para uma provavel correlagdo com a
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presenca da proteina Cry, pois 0 aumento ou diminui¢gao da atividade microbiana, na
maioria das vezes, acompanhou os niveis de proteina Cry.

Devare, Jones e Thies (2004) n&o observaram alteragdes
significativas na atividade da comunidade bacteriana associada ao milho Bt em
relacdo a variedade nao transgénica. Segundo Bruinsma, Kowalchuk, e van Veen
(2003), os estudos de impacto tém resultados muito variaveis, cada planta e cada
gene introduzido tém diferentes efeitos na comunidade microbiana da rizosfera. Ja
Griffiths et al. (2006), estudando a comunidade microbiana em dois tipos de solos
cultivados com milho Bt, relataram que o principal efeito sobre a microbiota foi o tipo
de solo e observaram que nao houve efeitos da caracteristica Bt na estrutura da
comunidade microbiana.

A variacdo nas respostas pode estar relacionada a influéncia de
outros fatores na interagdo planta-microrganismo, como por exemplo, edafo-
climaticos, idade da planta, heterogeneidade do local e variedade. Esses fatores, de
acordo com Wu, Ye e Min (2004b), sdo mais determinantes a atividade microbiana

do que propriamente os efeitos de transgenias.
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4 ARTIGO:

EFEITO DA TRANSGENIA COM O GENE ahas E DE HERBICIDAS ASSOCIADOS
A CULTURA DA SOJA NA POPULACAO MICROBIANA DO SOLO

Resumo: O Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja geneticamente
modificada. Contudo, ha poucos relatos sobre eventuais efeitos relacionados a
transformacdes genéticas para resisténcia a herbicidas e o respectivo uso de
herbicidas especificos sobre a microbiota do solo nas condi¢gbes edafoclimaticas do
Brasil. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da soja transgénica contendo o
gene ahas de resisténcia a herbicidas do grupo imidazolinona na microbiota do solo.
Foram conduzidos vinte ensaios de campo durante trés safras (2006/2007, 2007
safrinha e 2007/2008), em nove municipios localizados em seis estados e no DF. O
delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com cinco tratamentos e quatro
repeticdes. O herbicida imidazolinona utilizado foi o Imazapyr na dose de 70g i.a. ha’
' e o herbicida convencional consistiu da mistura Bentazon + Acifluorfen-sddio, na
dosagem recomendada para cada regido. A amostragem do solo foi feita na camada
de 0-10 cm no pré-plantio e no estadio R2 de desenvolvimento da cultura. Foram
avaliados paréametros quantitativos (C e N da biomassa microbiana do solo) e
qualitativos, pela analise do perfil de DNA do dominio Bactéria do solo amplificado
com “primers” para a regido do 16S rDNA e avaliado em gel com gradiente
desnaturante (DGGE) (“Denaturing Gradient Gel Electrophoresis”). A cultivar
transgénica ndo afetou quantitativamente e qualitativamente a microbiota do solo,
quando comparada com a cultivar convencional parental e também nao houve
diferencas que pudessem ser atribuidas ao uso dos herbicidas.

Palavras-chave: Biomassa microbiana. Imidazolinonas. Soja transgénica. DGGE.
Diversidade microbiana
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EFFECTS OF THE TRANSGENE ahas AND OF HERBICIDES ASSOCIATED
WITH THE SOYBEAN CROP IN THE SOIL MICROBIAL POPULATION

Abstract: Brazil is the second largest producer of genetically modified soybeans.
However, effects related to genetic transformation and to the use of herbicides on
soil microbes under different soil and climatic conditions are still rare. The objective of
this study was to evaluate the effect of transgenic soybeans resistant to herbicides
(gene ahas) on soil microbial community. A total of twenty field experiments were
conducted for three seasons (2006/2007, 2007 off season and 2007/2008) in nine
locations at six Brazilian States and in the Federal District. The experiments were
performed in completely randomized block design with four replicates. The
imidazolinone herbicide was Imazapyr used at a dose of 70 g i.a. ha” and the
mixture of conventional herbicides consisted of Bentazon + Acifluorfen-Sodium at the
recommended dosage for each region. Soil was sampled at the 0-10 cm layer at the
pre-planting and at the R2 stage of the soybean development. Evaluations included
quantitative analyses of soil microbes (microbial biomass of C and N) and qualitative
analysis of the profile of total soil DNA amplified with “primers” for the 16S rDNA and
evaluated by electrophoresis by the method of DGGE (denaturing gradient gel
electrophoresis) in the soil microbiota. The transgenic cultivar did not affect
quantitatively and qualitatively soil microbiota, compared to conventional parental
cultivar and also no differences were observed that could be attributed to the
herbicides.

Keywords: Microbial biomass. Imidazolinone. Transgenic soybeans. DGGE.
4.1 INTRODUCAO

A soja geneticamente modificada (GM) da Monsanto (soja Roundup
Ready, ou "RR") foi liberada para comercializagdo pela primeira vez nos Estados
Unidos em 1996. Em 2003, 81% da area cultivada ja era ocupada com soja
transgénica. Logo em seguida, o plantio foi liberado no Canada, na Argentina € no
México. Em 1997 também foi desenvolvida a soja transgénica contendo o gene ahas
resistente a herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas, e atualmente outras
construgbes genéticas para soja resistente a outros herbicidas estdo em
desenvolvimento. Com aproximadamente 81,9 milhdes de ha, a soja € a cultura GM
com maior area cultivada no mundo e, dos 29 paises com lavouras transgénicas, o
Brasil ocupou a segunda posi¢cdo em 2010, com 17,8 milhdes de ha (JAMES, 2010).

Com a liberagdo do cultivo de soja transgénica no Brasil, a
intensidade do uso de herbicida na cultura passou a ser grande, com a possibilidade

de realizar aplicagbes em pos-emergéncia sobre as plantas de soja geneticamente
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modificadas (PETTER et al., 2007), sendo os herbicidas glifosato e os do grupo das
imidazolinonas os mais utilizados para o controle de plantas daninhas na cultura da
soja.

Os herbicidas do grupo das imidazolinonas controlam um amplo
espectro de plantas daninhas, sendo absorvidos pelas raizes e folhas e translocados
pelo floema e xilema, acumulando-se nos pontos de crescimento. Esse grupo de
herbicidas atua inibindo a sintese da enzima acetolactato sintase (ALS), responsavel
pelo processo de biossintese dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina. Essa
inibicdo interrompe a sintese proteica que, por sua vez, interfere na sintese do DNA
e no crescimento celular (SHANER; SINGH, 1993; BRIGHENTI et al, 2002; TAN,
2006).

Na soja geneticamente modificada tolerante ao herbicida das
imidazolinonas foi introduzido, em seu genoma, o gene ahas, de Arabidopsis
thaliana, que codifica a proteina AHAS (aceto-hidroxiacido sintase), que ¢é
encontrada naturalmente em todas as plantas e que catalisa a primeira etapa da
biossintese dos aminoacidos de cadeia ramificada.

Tuffi Santos et al. (2005) relataram que algumas plantas sao
capazes de exsudar no solo substancias aplicadas via parte aérea. Os exsudados
radiculares podem causar efeitos na biomassa microbiana do solo, fazendo com que
plantas que liberam maior quantidade de compostos sejam mais impactantes no
ambiente. Desse modo, sdo necessarios estudos sobre os possiveis efeitos de
plantas geneticamente modificadas sobre a comunidade microbiana do solo.

A biomassa microbiana € responsavel por fungdes essenciais ao
solo, como a decomposigdo de matéria orgéanica, ciclagem de nutrientes, controle
bioldgico e a degradacgao de agrotéxicos no solo. Pequenas alteragdes na qualidade
do solo estdo associadas com mudangas em suas propriedades biologicas, as quais
apresentam alta sensibilidade a perturbagdes advindas do manejo, dentre elas a
aplicacao de defensivo agricola (WARDLE; HUNGRIA, 1994; KASCHUK et al., 2010,
2011). Em geral, os herbicidas afetam pouco os organismos do solo, mas ha relatos
na literatura de que a biomassa microbiana pode ser afetada pela aplicagao de
agrotéxicos (LI; ALLEN; WOLLUM, 2004; KINNEY; MANDERNACK; MOSIER, 2005;
SANTOS et al. 2005).

Algumas alteragdes na comunidade microbiana do solo, entretanto,

nao podem ser detectadas por métodos tradicionais, como a mensuragao de C da
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biomassa microbiana, respiragao basal e quociente metabdlico, necessitando de
técnicas de avaliacdo da comunidade microbiana mais refinadas baseadas no DNA.
Dentre essas técnicas, a avaliagcdo da comunidade bacteriana, pela analise do gene
ribossomal 16S rDNA, por DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) tem se
mostrado eficiente no diagnéstico de alteragbes da comunidade bacteriana
associada a rizosfera de plantas (Souza et al., 2008a,b; Zilli et al., 2008; Ferreira et
al., 2009).

No Brasil ainda sdo poucos os estudos que relatam os possiveis
impactos da transgenia e da aplicagdo de herbicidas na microbiota do solo,
notadamente em condi¢cbes de campo. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi
avaliar, em larga escala (20 ensaios de campo), os efeitos da soja transgénica
contendo o gene ahas resistente a herbicidas do grupo das imidazolinonas na

microbiota do solo.

4.2 MATERIAL E METODOS

4.2.1 Local e Conducao do Experimento

Os experimentos foram conduzidos por trés safras [2006/2007, 2007
(safrinha) e 2007/2008] em nove locais, conforme indicado na Tabela 1 e figura 1.
Os locais foram selecionados dentro das regides representativas do cultivo da
cultura da soja no Brasil e estdo localizadas em regides edafo-climaticas adequadas
para o desenvolvimento da variedade Conquista (GM e convencional). Todas as
estacbes experimentais possuem Certificado de Qualidade em Biosseguranga
(CQB).
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Locais de conducao, safras, localizagdo geografica e classes de solo
dos experimentos.

Locais e siglas Safras La’g;de Lon(g\;/\l;[)u de Solo
Estacdo da BASF Argissolo
- Santo Antonio 2006/2007; 0 OE A"
da Posse - SP 2007/2008 22°37" | 46°54 V:rrn”;fgl‘g
(EEA)

Embrapa
Transferéncia de Latossolo
Tecnologia - 2006/2007 25°05' 50°09'
Vermelho
Ponta Grossa —
PR (SNT)
Embrapa Soja - .
Londrina - PR 388%88;’ 23°18' | 51°09' \L/aetro;:ﬁ]'g
(CNPSo)
Embrapa/EPAMIG | 2006/2007; Latossolo
- Uberaba - MG 2007-safrinha; 19°45' 47°55' Vermelho-
(CTTP) 2007/2008 Escuro
gg]rz:)a? gg{(lgho ° 2006/2007; Argissolo
2007-safrinha; 19°27" 44°14'
Lagoas - MG 2007/2008 Vermelho
(CNPMS)
Egil.t;l;)a?asaArr]:gz ® | 200612007;2007- Argissolo
Jao .| safrinha: 16°29' | 49°18' 9
Antonio de Goias 2007/2008 Vermelho
- GO (CNPAF)
qurtt);ﬁg:s - 2006/2007;2007- Latossolo
- safrinha; 15°46' 47°55'
Brasilia - DF 2007/2008 Vermelho
(CNPH)
Embrapa Meio Argissolo
Norte - Teresina - | 2007- safrinha 5°05' 42°48' Vermelho-
Pl (EMN) Amarelo
Embrapa Lo Latossolo
Rondoénia - ggg;;;ggé”ha’ 12044' | 60°08' | Vermelho-
Vilhena - RO (ER) amarelo
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Figural— Mapa indicando os nove locais onde foram conduzidos os ensaios com
a cultura da soja transgénica resistente ao herbicida Imazapyr do grupo
das imidazolinonas no Brasil nas safras de 2006/2007, safrinha 2007 e
2007/2008 em duas épocas (PP-pré-plantio e R2-
Florescimento).

MG sete
Lagoas]
Uberaba

RO
Vilhena

Londrina

PR

Ponta V¢
Grossa

As avaliagbes foram realizadas em duas épocas de cultivo da soja,
pré-plantio (PP) e R2 (50% das plantas no estagio de florescimento pleno, escala de
Fehr e Caviness, 1977). Nos ensaios foram utilizadas trés cultivares de soja
convencionais e uma modificada geneticamente, em um total de cinco tratamentos
(Tabela 2). Os ensaios foram conduzidos com quatro repeticées, em delineamento
experimental de blocos ao acaso. As parcelas uteis foram constituidas de quatro
fileiras de 5 m de comprimento espacadas em 0,5 m.

Todas as praticas de cultivo (fertilizagdo, irrigagdo, controle de
pragas, etc) foram aplicadas uniformemente nas areas dos ensaios e seguiram as

recomendagdes para a cultura da soja para cada regido. A semeadura foi realizada
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manualmente e concentrou-se no més de novembro e inicio de dezembro (safras de
2006/2007 e 2007/2008) e em marco (safrinha de 2007).

O herbicida imidazolinona utilizado foi o Imazapyr na dose de 70 g
i.a. ha’ e o convencional constituiu da mistura Bentazon + Acifluorfen-sédio, na

dosagem recomendada para cada regiao.

Tabela 2 — Tratamentos utilizados nos ensaios.

No. Tratamento

T1 soja Cultivance - evento 127 (soja GM), com controle de plantas
invasoras efetuado exclusivamente com herbicida imidazolinona

T2 soja Cultivance, evento 127 (soja GM), com controle de plantas
invasoras efetuado com herbicidas convencionais

T3 cultivar parental da qual o evento 127 originou ( Conquista) (soja
convencional), com controle de plantas invasoras efetuado com
herbicidas convencionais

T4 cultivar M-SOY 8001. (soja convencional da Monsoy), utilizada como
padrdo convencional, com controle de plantas invasoras efetuado com
herbicidas convencionais

TS5 variedade CD 217 (soja convencional da Coodetec), utilizada como
padrao convencional, com controle de plantas invasoras efetuado com
herbicidas convencionais

4.2.2 Amostragem do Solo

Em cada parcela e em cada coleta foram obtidas quatro amostras de
solos na camada de 0-10 cm, segundo Andrade e Hamakawa (1994), para compor
as amostras compostas, que depois de homogeneizadas e peneiradas em peneira 4
mm (5 mesh), foram acondicionadas em sacos plasticos (aproximadamente 200 g) e
enviadas para a determinagdo da umidade, biomassa microbiana do solo e

diversidade microbiana em laboratodrio.
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4.2.3 Avaliagdo Quantitativa da Biomassa Microbiana do Solo

4.2.3.1 Biomassa microbiana de carbono (BMC)

A determinacdo da BMC do solo foi realizada pelo método de
fumigacao-extracdo (VANCE; BROOKES; JENKINSON, 1987). A metodologia
envolve a eliminagdo da microbiota do solo por fumigagdo com cloroférmio (CHCI,),
e seguida pela determinacdo do C liberado pela morte dos microrganismos por
extragao quimica.

Para cada amostra foi retirada uma subamostra de 10 g para
determinacao da umidade do solo e para correcdo do peso seco das amostras. Com
base nos resultados obtidos de umidade, as amostras de solo foram uniformizadas
para a umidade de 75% da capacidade de campo. A seguir, foram pesados 20 g, em
frascos do tipo “snap-caps”, com duas repeticdes (duas fumigadas e duas nao-
fumigadas) e os procedimentos para incubagdo e extragdo foram realizados
conforme descrito anteriormente (Franchini et al., 2007; Hungria et al., 2009).

Apos o procedimento de incubagao, cada amostra recebeu 50 mL do
extrator sulfato de potassio (K:SO4) 0,5 M, foi agitada por 1 hora a 175 rpm, e
centrifugada por 10 minutos a 2.500 rpm. O extrato obtido foi filtrado em papel filtro
quantitativo. Os teores de C da BMC foram obtidos pela oxidagao do C organico por
permanganato de potassio (KMnQO,), segundo metodologia descrita por Bartlett e
Ross (1988).

A biomassa microbiana de C foi calculada utilizando a féormula:
BMC= (Cr -Cnr)/Kec, onde Cr e Cnr representa o C extraido das amostras fumigadas
e nao fumigadas. Utilizou-se o fator Kgc de 0,33, sugerido por Vance; Brookes;
Jenkinson (1987).

4.2.3.2 Biomassa microbiana de nitrogénio (BMN)

Para a avaliacdo da BMN, 20 mL do extrato filtrado descrito no item
4.2.3.1 foram transferidos para tubos de digestao e, em seguida, foram adicionados:
catalisador (K,SO4 + sulfato de cobre - CuSOq4, 10:1) e 1,5 mL de H,SO,4 concentrado
(Bremner,1965). Apos a digestdo sulfurica, o N (NH;") foi determinado

espectrofotometricamente pelo método do azul de indofenol (FEIJE; ANGER, 1974).
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A biomassa microbiana de N foi calculada utilizando a férmula:
BMN= (Nr -Nnr)/Ken, onde Nr e Nnr representa o N extraido das amostras fumigadas

e nao fumigadas. Utilizou-se o fator Kegy de 0,45, (Brookes et al., 1985a,b).

4.2.4Avaliacdo Qualitativa da Microbiota do Solo

4.2.4.1 Extracdo do DNA total do solo

A extragdo do DNA das amostras de solo foi realizada utilizando o
"kit" "UltraClean™ soil DNA isolation kit" (Mobio Inc., Solana, CA, USA), seguindo o
protocolo fornecido pelo fabricante. O DNA total extraido do solo foi visualizado em
gel de agarose a 2%, apos corrida a 80 V, por 45 min. Como padrao de tamanho e
quantidade de DNA, foi utilizado o marcador de massa DNA Massa Ladder (Life
Sciences). Os géis foram corados com brometo de etideo e visualizados sob luz

ultravioleta.

4.2.4.2 Amplificagdo da regidao 16S rRNA e eletroforese pela técnica do DGGE

(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

O DNA obtido das amostras de solo foi amplificado por PCR
(“polymerase chain reaction”, reacdo da polimerase em cadeia) com “primers”
(oligonucleotideos iniciadores) para a regido do 16S rDNA do dominio “Bacteria”,
descritos por Kozdrdj & van Elsas (2001) e modificados por Souza et al. (2008a).
Apds a amplificagdo, cada amostra foi colocada para correr em um gel de
eletroforese (1.5%, p/v de agarose), utilizando como padréao de tamanho e
quantidade de DNA o marcador de massa DNA Massa Ladder (Life Sciences) e
confirmou-se uma unica banda de, aproximadamente, 700 pares de bases (pb).

Os produtos de PCR foram sumbetidos a eletroforese em um gel de
acrilamida (CH,CHCONH,)-bisacrilamida [(H,C=CHCONH) 2 CH;] (37,5:1; m:m) a
6%, com gradiente desnaturante variando de 20% a 75%, usando duas solugdes:
uma solucao desnaturante 100%, contendo uréia 7 M e 40% de formamida e uma
solucdo 0% sem uréia e formamida (CH3NO), em um aparato de DGGE da Bio-Rad
(Bio-Rad DCode), conforme descrito anteriormente (Kozdréj & van Elsas, 2001;

Hungria et al., 2003; Souza et al., 2009a). Os géis correram por 16 h, foram corados
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com brometo de etideo, visualizados sob luz ultravioleta e fotografados. (Souza et
al., 2008a).

4.2 5Analise Estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade das variaveis e
de homogeneidade das variancias (ANOVA) (SAS, 1999). Quando comprovadas a
normalidade e a homogeneidade verificou-se a significancia pelo teste F e as médias
foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Em relacdo a analise do gel de DGGE, os perfis de DNA
fotografados foram analisados pelo programa Bionumerics (v.1.0.1, Applied
Mathematics, Kortrijk, Bélgica). A analise de agrupamento foi realizada utilizando o
algoritmo UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with arithmetic mean, Sneath &

Sokal, 1973) e o coeficiente de Jaccard (Jaccard, 1912), com uma tolerancia de 5%.

4.3 RESULTADOS

4.3.1 Avaliacdo Quantitativa da Biomassa Microbiana de Carbono (BMC) e de
Nitrogénio (BMN)

4.3.1.1 Resultados dos experimentos conduzidos em sete locais na safra 2006/2007

Na avaliacdo de BMC realizada no pré-plantio, ndo houve diferenca
estatistica entre os cinco tratamentos em nenhum dos sete locais avaliados (Tabela
3). Em R2 também, ndo foi constatada nenhuma diferenga estatistica entre os
tratamentos no parametro de BMC nos sete locais. Os maiores e os menores valores
de BMC foram detectados em Santo Anténio da Posse (EEA) e Brasilia (CNPH),
respectivamente (Tabela 4). Os baixos valores encontrados em CNPH podem
refletir estresse ambiental, uma vez que houve um periodo prolongado de estiagem
nesse local.

De modo similar, na avaliagdo da BMN realizada no pré-plantio, ndo
houve diferenga estatistica entre os cinco tratamentos em nenhum dos sete locais
avaliados e os maiores valores de BMN foram constatados em Ponta Grossa (SNT)

(Tabela 3). Em R2 também, nao foi constatada nenhuma diferenca estatistica entre
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os tratamentos no parametro de BMN nos sete locais e cabe ressaltar que os

maiores valores foram observados em Sete Lagoas (CNPMS) (Tabela 4).

Tabela3— Biomassa microbiana de carbono (BMC) e nitrogénio (BMN) (ug g™’ de
solo seco) no estadio de pré-plantio, nos ensaios conduzidos na safra

de verao de 2006/2007.
Local
Tratam
ento
CNPSo CTTP CNPMS CNPAF CNPH .
EEA (SP) SNT (PR) (PR) (MG) (MG) (GO) (DF) Média
BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BVM BM BM BM BM
C N C N C N C N C N C N C N C N
T 602 96 339 61, 559 35 596 36, 496 28, 654 23, 585 23, 547, 31,
,2 6 5 63 7 58 ,0 51 ,6 96 ,8 86 ,9 39 81 37
T2 599 15, 263 47, 502 20, 578 34, 508 16, 502 15, 484 9,9 491, 22,
3 99 2 66 7 63 ,3 62 4 02 ,9 64 7 6 36 93
T3 505 14, 319 61, 504 26, 505 31, 548 17, 560 19, 689 16, 519, 26,
,8 20 ,9 64 ,8 27 | 60 | 23 4 21 9 34 14 64
T4 507 12, 557 58, 467 24, 497 18. 585 29, 566 21, 816 35, 570, 28,
,2 72 5 67 5 76 ,0 08 ,0 45 5 20 | 42 97 61
T5 512 12, 391 64, 539 22, 506 31, 647 26, 685 25 621 19, 557, 28,

,6 73 7 19 3 45 3 64 ,6 91 ,6 33 7 66 83 99

46, 48, 37, 57, 25, 41, 45, 31, 31, 46, 36, 57, 29, 68, 359 50,

0,
V%) 77 3" 2 6 o 8 8 80 o0 5 3 5 7 3 8 26

Os dados representam médias de quatro repeticbes de campo e de analises realizadas em duplicata.
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Tabela4 — Biomassa microbiana de carbono (BMC) e nitrogénio (BMN) (ug g™’ de
solo seco) no estadio R2, nos ensaios conduzidos na safra de verdo de
2006/2007.
Local
Tratam
ento
CNPSo CTTP CNPMS  CNPAF CNPH -
EEA(SP)  SNT (PR) PR) MG) (MG) (GO) (DF) Média
BMc BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM
N C N C N C N C N C N C N C N
- 1.00 15 714 51 350 10, 445 15, 702 42, 386 17, 212 7,1 545 16,
47 20 6 1 7 8 5 3 2 6 5 64 6 4 26 28
T2 100 27, 519 88 323 7,7 378 11, 696 28, 455 12, 255 6,6 519, 14,
70 24 7 5 6 2 5 8 5 62 0 14 1 6 34 72
T3 701, 75 570 11, 384 55 539 29, 581 36 525 16, 404 73 529, 16,
1 8 7 30 0 9 1 61 3 14 5 12 7 2 48 24
T4 798, 14, 667 66 432 63 497 98 602 36 478 91 305 10, 540, 13,
5 93 o0 2 4 0O 4 1 7 00 L0 0 4 8 20 37
15 891, 90 623 13, 420 68 397 18, 620 36 411 12, 200 11, 522, 15,
3 8 9 69 L0 9 2 8 7 28 4 43 6 24 16 5
d.m.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
o 71, 32, 78, 26, 53, 32, 59, 46, 30, 39, 51, 51, 29, 37,0 53,
CV(%) 316 " %" 2" %o 7 o 5 9 8 o 4 8 8 7 51

Os dados representam médias de quatro repeticdes de campo e de analises realizadas em duplicata.
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4.3.1.2 Resultados dos experimentos conduzidos em seis locais na safra 2007-

safrinha

Na safra 2006-2007, no pré plantio (PP) (Tabela 5) e em R2 (Tabela
6), foram detectadas diferencas estatisticas entre os tratamentos nos parametros de
BMC e BMN. No PP, os valores de BMC variaram, claramente, em fung¢ao do local,
com os maiores valores observados em Vilhena (ER) e os menores em Brasilia
(CNPH) e Uberaba (CTTP) (Tabela 5).

Em R2, os menores valores de BMC foram observados em Brasilia
(CNPH) (Tabela 6), area que também apresentou valores bastante baixos no PP,
podendo refletir problemas de estresse ambiental, uma vez que houve um periodo
de seca prolongada nessa area.

Em relacdo a BMN, os maiores valores em PP foram observados em
Vilhena (ER), enquanto os menores valores foram observados em Brasilia (CNPH) o
que, conforme comentado pode ser relacionado a fatores climaticos (Tabela 5). Em

R2, os maiores valores foram observados em Uberaba (CTTP) (Tabela 6).

Tabela5— Biomassa microbiana de carbono (BMC) e nitrogénio (BMN) (ug g™ de
solo seco) no estadio de pré-plantio, nos ensaios conduzidos na
safrinha de 2007.

Local
CNPH CTTP CNPMS _ CNPAF —

Trantte:)me EMN (PI) (DF) ER (RO) (MG) (MG) (GO) Média
BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM
Cc N Cc N BMC " ¢ N ¢ N c N BMC |
1 668 14, 302 o 1218 23, 207 20, 793 24, 420 20, 616, 18,
6 3 6 20 9 4 4 5 & 2 7 4 97 58
1, 806 14, 355 o 1081 23, 377 13, 630 15 590 11, 640, 14,
4 o 7 8 g o 9 o 2 3 6 2 42
13 703 23, 264 11, 1201 21, 219 15 712 17, 673 16, 629, 17,
8 5 0 0 0 2 9 2 9 6 4 7 17 53
4 728 o, 288 14, 1175 20, 354 22, 631 11, 452 10, 605 14,
7 %2 o 4 & 4 5 6 9 7 o0 8 12 85
838 237 1268 16, 362 18, 869 21, 586 15, 693, 14,
TS 3 83 4 44 T o 6 2 7 4 2 83 15
d.m.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
cvew 15 . 24 66, o 35 59 28 16 33, 40, 58 290 63,

4 4 2 0 3 7 3 11 3 2 5 0 13

Os dados representam médias de quatro repeticbes de campo e de analises realizadas em duplicata.
Médias



50

Tabela 6 — Biomassa microbiana de carbono (BMC) e nitrogénio (BMN) (ug g™ de
solo seco) no estadio R2, nos ensaios conduzidos na safrinha de 2007.

Local
Tratame CNPH CTTP CNPMS CNPAF . o

"o EMN (PI) (DF) ER (RO) (MG) (MG) (GO) Média
BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BM BMC BM
C N C N C N C N C N C N N
T 468 25, 169 90 636 27, 509 47, 597 15, 546 22, 487, 24,
1 4 ,9 ’ 3 7 4 6 3 7 ,8 4 97 63
T2 540 16, 148 78 789 26, 543 53, 706 23, 600 23, 554, 25,
,8 6 Ve ’ ,6 5 ,8 0 1 7 ,8 2 97 13
T 467 24, 168 13, 748 29, 552 38, 720 27, 525 27, 530, 26,
,6 4 ,9 2 1 5 1 9 4 7 ,9 9 50 93
T4 497 14, 180 19, 818 27, 393 47, 594 21, 445 19, 488, 24,
,2 0 ,8 8 ,2 0 Ve 2 ,9 9 ,0 3 30 87
T5 519 21, 205 12, 824 26, 541 52, 686 29, 608 27, 564, 28,
,0 9 4 0 4 1 ,8 3 ,0 0 Ve 6 22 15
d.m.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
CV(%) 24, 35, 37, 77, 24, 17, 19, 22, 18, 30, 21, 47, 244 38,

5 9 1 2 8 9 5 7 9 3 9 7 5 62

Os dados representam médias de quatro repeticbes de campo e de analises realizadas em duplicata.

4.3.1.3 Resultados dos experimentos conduzidos em sete locais na safra 2007/2008

Nao houve diferenca estatistica entre os cinco tratamentos no
estadio de PP na BMC em nenhum dos sete locais avaliados. Os valores de BMC no
PP foram elevados em todos os locais, com um destaque para Londrina (CNPSo) e
Sete Lagoas (CNPMS), e a excegdo, com valores bastante baixos, foi observada em
Uberaba (CTTP) (Tabela 7).

Mais uma vez nao foi constatada, em R2, diferenca estatistica entre
os tratamentos, em nenhum dos locais, no parametro de BMC, com maiores
observados em Vilhena (ER) (Tabela 8).

A auséncia de qualquer diferenga associada a transgenia ou aos
herbicidas na BMN avaliada no PP foi constatada nos sete locais avaliados. Os
maiores valores de BMN no PP foram observados em Londrina (CNPSo) e os
menores em Santo Antonio da Posse (EEA) (Tabela 7). Em R2 também n&o foram
constatadas diferengas entre os cinco tratamentos na BMN, para nenhum dos locais
analisados, e os valores mais elevados de BMN foram constatados em Brasilia
Brasilia (CNPH)(Tabela 8).
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Tabela7 - Biomassa microbiana de carbono (BMC) e nitrogénio (BMN) (ug g™ de
solo seco) no estadio de pré-plantio, nos ensaios conduzidos na safra
de verao de 2007/2008.

Local

Tratam —p CNPS CTTP  CNPMS _ CNPAF __ CNPH
ento o -
sp)  ERRO)  “pp) (MG) (MG) (GO) (DF) Média
sMm B2 Bv B Bv B 8w B Bvw B Bvw B Bu B Bum BMm
c M ¢ M M o M = Mo Mo M N

N N N N N N N
o 58 13, 69 25 942, 31, 356, 24, 748, o, 85 21, 71 22, 699, 21,
26 3 59 7 1 8 5 8 9 886 95 3 32 3 83 1
L, 76 13, 75 23, 110 40, 217, 24, 864, 29, 88 17, 67 31, 753, 25,
95 2 95 7 64 8 4 7 3 1 60 8 02 6 35 84
13 69 g, 70 30, 114 44, 302, 28, 924, 22, 83 17, 51 34, 729, 26,
53 8% 32 6 28 4 5 0 9 4 02 3 09 7 97 54
L4 72 12, 48 21, 111 41, 224, 23, 107 16, 70 17, 72 34, 722, 23,
52 1 72 5 89 6 02 0 58 6 44 6 52 2 9 80
s 82 11, 60 20, 107 47, 301, 28, 112 22, 55 18, 59 34, 726 26
83 8 29 9 91 5 34 9 51 4 88 2 34 5 99 31

n.s n.s n.s n.s n.s n.s n.s
d.m.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
45 81, 25, 35 43, 25, 91 30, 24, 42, 44, 355 49,
V(%) & 4" 4 4 208 57 314 T 439 1 T 3T g 4 6 40

Os dados representam médias de quatro repeticdes de campo e de analises realizadas em duplicata.

Tabela8 — Biomassa microbiana de carbono (BMC) e nitrogénio (BMN) (ug g™ de
solo seco) no estadio R2, nos ensaios conduzidos na safra de verao de

2007/2008.
Local
Tratam —ep b CNPSo  CTTP __CNPMS CNPAF _ CNPH
enfo spy  ER(RO)  ipp (MG) (MG) (GO) (DF) Média
B B B B B
BM o BM o BM BM BM BM BM o BM o BM o BM BM
c vy C M C N C N C gy Cc ¥ c ¥ c N
1 39 10, 63 17, 24 33, 25 o 27 17, 23 34, 53 44, 368 23,
92 7 51 3 55 9 93 8 22 2 67 5 03 1 33 78
1, 43 10, 53 23, 23 11, 20 13, 26 20, 28 32, 30 80, 336 27,
91 5 02 7 20 8 83 9a 48 9 06 5 97 6 38 70
13 49 10, 59 20, 27 14, 18 10, 17 22, 26 35 50 26, 357 19,
58 3 06 O 64 2 98 3 41 2 61 5 84 5 31 08
14 40 10, 52 15 26 19, 26 .. 30 21, 24 21, 40 67, 344 23
03 5 38 5 17 2 05 > 75 6 82 3 60 5 00 58
(s 28 10, 60 17, 20 19, 28 13, 97, 36, 21 23, 44 33, 319 22
49 6 92 0 59 3 05 8 4 5 65 3 94 8 A1 04
d.m.S. n.s. n.s n.s. n.s n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s n.s. n.s n.s. n.s n.s. n.s.
33, 11, 47, 59, 10 45, 38, 90, 63, 25, 62 38, 75 43, 56
CV(%) " 37 g § 5 52 2a 9 3 3 7 7 8 5 58 73

Os dados representam médias de quatro repeticbes de campo e de analises realizadas em duplicata.
Médias seguidas de letras diferentes, nas colunas, diferem estatisticamente pelo teste de Tukey
(p<0,05).



52

4.3.2Avaliagcédo Qualitativa da Microbiota do Solo

Na safra de verdo de 2006/2007 um dos objetivos foi validar o
procedimento metodoldgico, a amostragem e a analise do DNA do dominio Bactéria
do solo por DGGE. Esse procedimento consistiu em analisar cada repeticdo, com a
extragdo do DNA do solo e a analise por DGGE dessas amostras. A seguir,
procedeu-se a extracdo e a analise do DNA de uma amostra composta de duas
repeticoes e, finalmente, pela extragao e analise do DNA de uma amostra composta
das quatro repeticbes. Esse procedimento foi testado nas amostras e varios
controles com perfis conhecidos foram incluidos, sendo possivel observar que a
analise por DGGE é sensivel e a repetibilidade é elevada. Quando existe
homogeneidade na area, essa é refletida em homogeneidade nos perfis de DNA, o
que permite com que as amostras de cada repeticdo possam ser unidas, resultando
em um padrao semelhante ao de todas as repetigdes. Segundo proposto por Souza
et al. (2008a,b), estabelecendo-se a tolerancia do programa Bionumerics em 5%, o
nivel de dissimilaridade maximo aceitavel entre tratamentos deveria ser de 5%, o
que também foi confirmado neste estudo.

Os resultados obtidos em todos os locais na safra 2006/2007, na
avaliacdo realizada no PP e em R2, confirmaram que as areas eram bastante
homogéneas, uma vez que nao foram constatadas diferengas superiores a 5% nos

niveis de similaridade genética entre todos os tratamentos (Tabela 9).
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Tabela 9 —Porcentagem de similaridade genética final obtida pela analise de
agrupamento dos produtos obtidos por DGGE do DNA do dominio
Bactéria do solo. Os valores sao referentes as analises de agrupamento
entre tratamentos em cada coleta e em cada local, no ensaio conduzido
na safra 2006/2007.
Tratamentos T1 T2 T3 T4 T5
Santo Antdnio da Posse -SP- (EEA)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Ponta Grossa -PR- (SNT)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Londrina -PR- (CNPSo)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Uberaba -MG- (CTPP)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Sete Lagoas -MG- (CNPMS)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
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R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Santo Antdnio de Goias -GO- (CNPAF)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Brasilia -DF- (CNPH)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100

Nos ensaios conduzidos na safrinha 2007, em Teresina (EMN), Sete
Lagoas (CNPMS), Santo Anténio de Godias (CNPAF) e Brasilia (CNPH) também nao
foram detectadas diferencas entre os perfis de cada tratamento, em nenhuma das
coletas analisadas (PP e R2), apresentando um nivel de 100% de similaridade final
entre os tratamentos (Tabela 10).

Em Vilhena (ER), ndo houve diferenca nos niveis de similaridade
genética entre os tratamentos com a soja Conquista e a Cultivance, contudo, os trés
primeiros tratamentos com essas cultivares diferiram daqueles com as cultivares
Msoy 8001 e CD 217, nas coletas do PP e em R2. Desse modo, os resultados
indicam diferencas causados pelos genoétipos das plantas, mas nao pela transgenia
(Tabela 10).

Em Uberaba (CTTP) foram constatadas diferencas nos niveis de
similaridade genética entre os tratamentos. No PP, os niveis de similaridade de
todos os tratamentos foram distintos, indicativo de que a area nao estava
homogénea (Tabela 10). Na coleta R2, as diferengcas nos niveis de similaridade

genética entre os tratamentos foram menores do que no PP, indicando uma maior
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homogeneidade, principalmente entre os tratamentos com a Conquista e a

Cultivance, que apresentaram uma distancia genética maxima de 80%. Nessa

coleta, a similaridade genética entre os tratamentos T2 e T3, com soja Cultivance e

Conquista tratadas com herbicida convencional foi elevada, de 90% (Tabela 10).

Tabela 10 —Porcentagem de similaridade genética final obtida pela analise de
agrupamento dos produtos obtidos por DGGE do DNA do dominio
Bactéria do solo. Os valores sao referentes as analises de agrupamento
entre tratamentos em cada coleta e em cada local, no ensaio conduzido
na safrinha de 2007.

Tratamentos T1 T2 T3 T4 T5
Teresina -Pl- (EMN)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Vilhena -RO- (ER)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 75 75 75 100
T5 78,6 78,6 78,6 80 100
R2
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 84,6 84,6 84,6 100
T5 80 78,6 84,6 90,9 100
Uberaba - MG - (CTTP)
Pré-plantio
T 100
T2 69,2 100
T3 71,4 81,8 100
T4 80 64,3 78,6 100
T5 66,7 52,9 64,7 82,4 100
R2
T 100
T2 88,9 100
T3 80 90 100
T4 80 90 100 100
T5 76,2 85,7 95,2 95,2 100
Sete Lagoas -MG- (CNPMS)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T 100
T2 100 100
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T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Santo Antonio de Goias -GO- (CNPAF)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Brasilia -DF- (CNPH)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100

Na safra de 2007/2008, em Santo Anténio da Posse (EEA), Vilhena
(ER), Londrina (CNPSo0), Santo Anténio de Goias (CNPAF) e Brasilia (CNPH) nao
foram encontradas diferengas qualitativas na comunidade de bactérias do solo que
pudessem ser atribuidas as cultivares, ou aos herbicidas, ou as coletas, verificando-
se que os tratamentos apresentaram entre si um nivel de similaridade genética de
100% (Tabela 11).

Em Uberaba (CTTP), ndo foi constatada diferenca nos niveis de
similaridade genética no PP, entre os cinco tratamentos estudados. Contudo, em R2,
o tratamento 5, com a variedade CD 217, apresentou perfil distinto dos demais
(Tabela 11).

Em Sete Lagoas (CNPMS), foram constatadas diversas diferencas
nos niveis de similaridade genética entre os tratamentos no pré-plantio e na coleta
em R2, constatando-se que os tratamentos T1 e T2 diferiram dos demais (Tabela
11).
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Tabela 11 —Porcentagem de similaridade genética final obtida pela analise de

agrupamento dos produtos obtidos por DGGE do DNA do dominio
Bactéria do solo. Os valores sao referentes as analises de agrupamento
entre tratamentos em cada coleta e em cada local, no ensaio conduzido
na safra de 2007/2008.

Tratamentos T T2 T3 T4 T5
Santo Antdnio da Posse -SP- (EEA)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Vilhena -RO- (ER)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Londrina -PR- (CNPSo)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Uberaba -MG- (CTPP)
Pré-plantio
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 81.3 81.3 81.3 81.3 100
Sete Lagoas -MG- (CNPMS)
Pré-plantio
T 100
T2 72,7 100
T3 90,9 80 100
T4 81,8 88,9 90 100
T5 90,9 80 100 90 100
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R2
T1 100
T2 81,8 100
T3 90 90,9 100
T4 90 90,9 100 100
T5 90 90,9 100 100 100
Santo Antdnio de Goias -GO- (CNPAF)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
Brasilia -DF- (CNPH)
Pré-plantio
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100
R2
T1 100
T2 100 100
T3 100 100 100
T4 100 100 100 100
T5 100 100 100 100 100

4.4 DiscussAo

4 .4 1Efeito dos Herbicidas na Microbiota do Solo

Sabe-se que a biomassa microbiana € considerada um agente de
transformacao da matéria orgénica do solo e um reservatdrio 1abil de nutrientes para
as plantas. Essa biomassa microbiana, porém, pode sofrer mudancas causadas pela
temperatura, umidade e aeracdo do solo, disponibilidade de nutrientes e pelos
substratos organicos (BALOTA et al., 1998; FRANCHINI et al., 2007) provocando,
assim, alteragdes nas taxas de ciclagem e disponibilidade de nutrientes (WANG et
al. 2009). As determinagdes de biomassa microbiana do solo sdo, em geral,
bastante sensiveis a alteragdes ambientais e a diferentes praticas agricolas, razao
pela qual existe uma forte tendéncia de utilizagdo desses parametros em ensaios de
avaliacdo de qualidade do solo, ou de monitoramento ambiental (BALOTA et al.,
1998, 2003, 2004; BENDING et al., 2004; FRANCHINI et al., 2007; MENDES et al.
2003; SOUZA et al., 2008a,b; HUNGRIA et al., 2009; KASCHUK et al., 2010).
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Os resultados obtidos no presente estudo confirmam a sensibilidade
dos pardmetros de biomassa microbiana as alteragcdes edafo-climaticas e dao
suporte a sua utilizacdo em estudos de monitoramento ambiental, ou como
bioindicadores de qualidade do solo. Houve, por exemplo, bastante sensibilidade
para a deteccao de diferencas entre os locais, em resposta a estresses hidricos e
mesmo indicacdo de areas experimentais pouco homogéneas. Outros estudos
conduzidos no Brasil também relatam que os parametros relacionados a biomassa
microbiana foram capazes de detectar alteragdes provocadas pelo manejo do solo e
das culturas em um estadio anterior ao das mudangas nos parametros quimicos e
fisicos (WARDLE; HUNGRIA, 1994; BALOTA et al., 1998; BALOTA et al., 2003;
FRANCHINI et al., 2007; HUNGRIA, et al., 2009; SILVA et al., 2010).

Alguns trabalhos tém relatado que praticas culturais, como a
aplicagcao de agrotéxicos, podem interferir diretamente na estrutura da comunidade
microbiana do solo e naquela associada as raizes das plantas, tanto de forma
negativa como positiva (KENNEDY, 1999; BUSSE et al. 2001; HANEY, SENSEMAN
e HONS 2002; ARAUJO, MONTEIRO e ABARKELI 2003; ZILLI et al. 2008).
Contudo, nesse contexto, diversos resultados disponiveis na literatura indicam que,
quando a biomassa microbiana € analisada por um periodo maior de tempo, em
geral os efeitos dos herbicidas sdo de menor importancia e intensidade do que os de
outros agrotoxicos, como por exemplo, os fungicidas (WARDLE, 1992; WARDLE;
HUNGRIA, 1994; WARDLE, 1995; TOPP; VALLAEYS; SOULAS, 1997).

Uma proporcdo significativa dos herbicidas do grupo das
imidazolinonas, quando aplicados nas lavouras, atinge o solo, onde sao passiveis de
serem absorvidos pelas raizes, sorvidos aos coloides do solo ou dissolvidos na sua
solugdo, podendo sofrer fotdlise, hidrélise, degradagdo microbiana ou lixiviagao.
Quando as condigbes ambientais favorecem ao desenvolvimento dos
microrganismos, a degradagao das imidazolinonas aumenta, sendo que o principal
mecanismo de dissipacdo das imidazolinonas no solo é por meio da degradagao
microbiana (FLINT; WITT, 1997).

Neste trabalho, considerando os vinte ensaios conduzidos nos nove
locais, nas trés safras e em duas épocas de amostragem, nao foram encontradas
diferencas na BMC e na BMN que pudessem ser atribuidas ao uso dos herbicidas
Imazapyr ou a mistura convencional de Bentazon + Acifluorfen-sédio. Zilli et al.

(2008) também observaram que os herbicidas a base de glifosato e imazaquin nao
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ocasionaram alteragcbes significativas no teor de BMC. Do mesmo modo, em
condigdes de campo, Liphadzi et al. (2005) ndo detectaram alteragdes na BMC ao
comparar a utilizacdo do herbicida glifosato na dose de 1120 g i.a ha™ com outros
herbicidas recomendados para a cultura de milho (Zea Mays L.) e soja. Ja em outro
trabalho realizado na Georgia e no Texas - EUA, Haney, Senseman e Hons (2002)
chegaram a observar incremento significativo na BMC quando o glifosato foi
adicionado na dosagem de 234 mg i.a kg™, em nove tipos de solos, com diferentes
valores de pH e teores de carbono organico e argila. Segundo os autores solos com
maior conteudo de matéria organica tendem a mineralizar o glifosato mais
rapidamente, possivelmente devido a maior biomassa microbiana. Na mesma linha
de resultados, Kremer, Monteiro e Tornisielo (2005) afirmam que a aplicagdo de
glifosato em plantas de soja promove aumento na quantidade e alteragbes na
composi¢cao do material exsudado, o que pode aumentar a biomassa microbiana
associada a essas plantas, possivelmente devido a uma fonte seletiva de C e N com
altos niveis de carboidratos soluveis e aminoacidos em plantas de soja tratadas com
glifosato. Contudo, no caso deste estudo, porém isso néo foi observado para com o
herbicida Imazapyr em comparagao com a mistura convencional.

Pereira et al. (2008) observaram que a biomassa microbiana de
solos com soja transgénica RR foi menor nos tratamentos submetidos a aplicagcéo
de endosulfan isolado e em mistura com glifosato, em comparagédo com aqueles
submetidos a aplicacdo somente de glifosato isolado e com a testemunha. A biota
do solo é capaz de metabolizar o glifosato, enquanto que, o endosulfan, em contato
com o solo, pode formar endosulfan diol e sulfato de endosulfan, que apresentam
alta toxicidade a comunidade microbiana do solo. Do mesmo modo, Li, Allen e
Wollum (2004) observaram, em condicdbes de campo, reducdo da biomassa
microbiana do solo e da mineralizagédo de compostos organicos com a aplicagao do
ingrediente ativo Imazapyr, pertencente ao grupo quimico das imidazolinonas. A
reducdo da biomassa microbiana pela aplicacdo de herbicidas como prosulfuron
também foi sido demonstrada por outros autores (KINNEY; MANDERNACK;
MOSIER, 2005; SANTOS et al. 2005).

No presente trabalho, as diferengas devidas aos locais dos
experimentos e a estresses ambientais causou maior impacto a biomassa
microbiana do que propriamente a aplicagdo dos herbicidas. Os efeitos dos

herbicidas foram nulos quando comparados aos efeitos das areas. De fato, conforme
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observado por Wallis et al. (2010), dependendo do solo, da regido, das condi¢gdes de
cultivo (a campo, em casa de vegetagao, em vasos ou in vitro), das dosagens e da
época de aplicagado de herbicidas, pode ou ndo haver efeito do herbicida sobre o
comportamento biolégico do solo, bem como residuos de herbicidas no solo. Em
conclusao, os resultados obtidos nesta avaliagdo n&o indicam diferenca entre o
herbicida Imazapyr do grupo das imidazolinonas e do herbicida convencional
(mistura Bentazon + Acifluorfen-sédio) utilizados nas doses de 70g i.a ha” e na
dosagem recomendada para cada regido, respectivamente, na microbiota do solo. A
auséncia de efeito dos herbicidas pode estar relacionada a sua rapida adsorgcdo no
solo, pois estando adsorvidos aos coldides, a acgao inibitéria sobre os

microrganismos fica reduzida.
4.4.2 Efeito da Transgenia na Microbiota do Solo

As plantas geneticamente modificadas podem expressar proteinas
ou produtos do metabolismo que serdo liberados pelos exsudatos radiculares e seus
efeitos podem ser avaliados pelas alteragdes que ocorrem nos microrganismos da
rizosfera (Avila, 2007). No presente trabalho, em todos os ensaios avaliados n&o foi
possivel verificar efeito da transgenia na microbiota do solo.

Bohm e Rombaldi (2010) concluiram, apds revisdo de varios
trabalhos, realizados em condicdes edafoclimaticas distintas dos ecossistemas de
cultivo de soja no Brasil, que o efeito da soja geneticamente modificada resistente ao
herbicida glifosato, sobre a microbiota de solos, tem gerado informacgdes variaveis
em fungao do tipo de solo e das condi¢bes de manejo. Verificaram-se ainda, que a
aplicagao desse herbicida pode, em alguns casos, estimular ou inibir o processo de
mineralizagdo de compostos organicos no solo. No caso de inibicdo, os efeitos
toxicos do glifosato sobre microrganismos do solo provavelmente se devem a agéo
dessa molécula sobre a enzima EPSPS dos microrganismos. De modo geral, os
trabalhos analisados apresentaram algumas caracteristicas comuns, como por
exemplo, analisaram poucas variaveis a partir de simulagdo com ensaios em casa
de vegetagdo ou in vitro. Nessa compilacdo de dados, observou-se que a
transformacgao genética ndo afeta os microrganismos do solo.

Em contraste, Dunfield e Germida (2004), relatam que a comunidade

microbiana do solo pode ser alterada quando associada com plantas transgénicas.
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Segundo os autores, existe a possibilidade de que os transgenes possam ser
transferidos para os microrganismos nativos do solo através da transferéncia
horizontal de genes, além disso, novas proteinas podem ser liberadas a partir de
plantas transgénicas para o ecossistema do solo e sua presenga pode influenciar a
biodiversidade da comunidade microbiana por estimular seletivamente o crescimento
de organismos. No entanto, esses efeitos sdo menores em comparagdo com o0s
efeitos proporcionados por fatores como o solo, local, clima e data de amostragem.

Segundo Avila (2007), a interacdo microrganismo-planta em
diferentes estadios fenoldgicos e tipos de solo deve ser considerada, dadas as
diferengas no comportamento dos produtos da transgenia sobre esses fatores.
Nesse mesmo estudo, o autor demonstrou diferengas no numero de bactérias
associadas as raizes da planta de algoddao (Gossypium sp.) Bt e do algodéo
(Gossypium sp.) nao-Bt, apenas nos estadios iniciais de desenvolvimento da cultura.
Na rizosfera do algodao Bt foram observadas maiores densidades de Pseudomonas
spp. € bactérias totais nas fases de estabelecimento e formacdo do botéo floral,
respectivamente, em relagdo ao algoddo convencional. Dessa forma, a planta
transgénica estaria estimulando o crescimento de alguns grupos bacterianos da
rizosfera, nos estadios iniciais do desenvolvimento da planta.

Em um trabalho realizado por Dunfield e Germida (2001), com
variedades de canola geneticamente modificada, uma resistente ao glifosato e trés
resistentes ao glufosinato de aménio, em comparagdo com quatro variedades nao
transgénicas, em quatro regides no Canada, relataram que nenhuma das variedades
de canola afetou significativamente o numero total de unidades formadoras de
colénia da rizosfera. Entretanto, esses autores observaram que a variedade
transgénica resistente ao glifosato (Quest) apresentou uma comunidade microbiana,
associada a sua rizosfera diferente das outras (transgénicas e nao transgénicas). No
entanto, as mudancas foram temporarias e n&o persistiram nas avaliagcbes
posteriores (DUNFIELD; GERMIDA, 2003). Outros estudos também relatam o
aumento da microbiota em solo cultivado com plantas transgénicas em relagcéo a
plantas convencionais (DONEGAN et al. 1995; WEI et al. 2006).

Os resultados deste estudo estdo, provavelmente, entre os mais
abrangentes em termos de numero de avaliagdes e indicam que a transgenia para o
gene ahas nas condicbes edafoclimaticas de oxissois em regides tropicais e

subtropicais ndo causaram diferencas significativas na BMC e na BMN.
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4.4.3 Avaliacédo Qualitativa da Microbiota do Solo pelo Método do DGGE

O uso de técnicas mais refinadas baseadas na extragdo direta e
analise do DNA provenientes de amostras de solo tém demonstrado que o impacto
sobre a comunidade microbiana pode ser expressivo. Um método para analise da
comunidade microbiana de amostras ambientais € o DGGE (gel com gradiente
desnaturante), que através da separagado de fragmentos de DNA, pode elucidar o
efeito da transgenia na comunidade microbiana do solo.

Em um estudo realizado por Zilli et al. (2007), comparando os efeitos
de herbicidas a base de glifosato, imazaquin e trifluralin na comunidade bacteriana
associada ao rizoplano de soja, os autores observaram que o imazaquin alterou o
perfil bacteriano analisado por DGGE de forma mais intensa que o glifosato. Em um
outro trabalho de Zilli et. al. (2008), os autores observaram que os herbicidas a base
de (¢lifosato e imazaquin ocasionaram alteragbes na comunidade bacteriana
associada ao rizoplano de soja em todas as coletas realizadas (14, 30 e 62 dias
apos a aplicagéo dos herbicidas), alteracdes estas também detectadas por meio dos
perfis eletroforéticos de DGGE.

Nesse estudo, observou-se que n&o houve qualquer efeito
diferencial entre os herbicidas, ou da transgenia na comunidade bacteriana do solo,
utilizando a técnica de DGGE para o dominio Bactéria. Foram constatadas
diferencas nos perfis de DGGE, atribuidas a época de amostragem, pela
comparagao dos resultados obtidos em PP e em R2. Também foi verificada
diferenca em caso de falta de homogeneidade da area, por exemplo, em Sete
Lagoas (CNPMS) na safra de 2007/2008. Diferengas entre os locais foram as mais
abundantes. Finalmente, foram observadas diferengas entre os materiais genéticos,
por exemplo, entre as cultivares Conquista e a Cultivance, em relagcao as cultivares
Msoy 8001 e CD 217, na safrinha de 2007. Essas diferengas podem ser explicadas
pelo efeito da rizosfera de diferentes cultivares, que podem exsudar compostos
distintos, que alterardo a composi¢ao da microbiota do solo, também ja relatado por
outros autores (Gomes et al.,, 2001; Milling et al., 2004). Estudos de campo
realizados por Heuer et al. (2002), em duas areas distintas, por trés anos, com
plantas de batata transgénica T4-lisozima com fragmentos amplificados do gene
16rRNA, provenientes do DNA extraido da rizosfera, pela técnica de DGGE,

confirmaram que paradmetros como a cultivar, o tipo de solo, as mudancgas climaticas
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sazonais e a idade da planta podem ser mais expressivos na microbiota do solo do
que a transgenia. Contudo, os resultados obtidos no presente estudo indicam que a
transgenia e os herbicidas n&o afetaram qualitativamente a microbiota do solo.

Em Uberaba, foi observada pequena diferenca entre os tratamentos,
na safrinha 2007, estimada em 10% de dissimilaridade genética entre a cultivar
Conquista e a Cultivance tratadas com herbicida convencional na avaliagao
realizada em R2, e uma dissimilaridade ainda mais elevada entre os tratamentos foi
constatada no pré-plantio, Uma explicacdo para isso seria que no florescimento,
ocorre exsudacdo maxima na rizosfera, uma vez que a biota do solo é estimulada
pelos exsudatos das plantas. As raizes das plantas influenciam fortemente a
disponibilidade de C e N na rizosfera via rizodeposicdo e absorcdo de nutrientes
(KORANDA et al., 2011), o que pode alterar a composigdo bacteriana. Entretanto,
essa diferenca entre os tratamentos pode ser atribuida a variabilidade da area e nao
por um efeito da transgenia ou dos herbicidas.

Shen et al. (2006), também ndo constataram efeitos na atividade da
comunidade microbiana avaliada nas fases vegetativa, reprodutiva, de senescéncia
e apos a colheita na rizosfera do algodao Bt em relagdo ao algodao nao-Bt. Apds
revisdo de varios trabalhos Bruinsma et al. (2003) concluiram que a maioria das
plantas transgénicas n&o foi capaz de causar efeito significativo da transgenia na
biota do solo. Por exemplo, nenhum efeito de plantas geneticamente modificadas foi
encontrado na populagdo de fungos micorrizicos da espécie Glomus mosseae
associada a plantas de tabaco. Wei et al. (2006) verificaram aumento da
comunidade bacteriana em solo sob cultivo de mamé&o transgénico resistente a
mancha-anelar (Papaya ringspot virus -PRSV).

Em um estudo realizado por Knupp et al. (2009) com feijoeiro
geneticamente modificado resistente ao Bean Golden Mosaic Virus, BGMV (Olathe
M1-4) e com plantas convencionais (Olathe Pinto), os autores observaram que os
agrupamentos obtidos dos perfis de 16S rDNA por DGGE indicaram alteragdes na
comunidade bacteriana associada as raizes das plantas nos estadios V4 e R6 do
desenvolvimento da planta.

Segundo Knupp et al. (2009), o monitoramento constante ao longo
do ciclo de cultivo de plantas geneticamente modificadas € necessario para verificar
se as alteragdes ocorridas na comunidade microbiana da rizosfera e do solo sao

mantidas ao longo do ciclo da planta. Milling et al. (2004) observaram efeitos
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variaveis nos perfis da comunidade bacteriana entre os estagios de desenvolvimento
da planta. Os resultados obtidos nesse trabalho também sao consistentes em
demonstrar que ndo houve efeito da transgenia. Consequentemente, os dados
obtidos neste trabalho, com a obtencédo de perfis da comunidade bacteriana (16S
rDNA) analisados por DGGE, complementam as informagdes obtidas com a
avaliacdo da biomassa microbiana, relacionadas aos efeitos da transgenia e dos
herbicidas sobre a microbiota do solo. Os resultados confirmam que n&o houve
efeito da soja transgénica resistente a herbicidas do grupo das imidazolinonas sobre
a comunidade microbiana do solo nos nove locais, nas trés safras e nas duas
épocas avaliadas. Os resultados obtidos, porém, nao se descartam a possibilidade
de que estudos mais aprofundados com técnicas mais avancadas de biologia
molecular possam indicar diferencas, e estudos dessa natureza devem ser
estimulados, visando obter sempre maior compreensdo dos efeitos do transgene

relacionados com os aspectos funcionais da microbiota do solo.
4.5 CONCLUSOES

1. A transgenia com o gene ahas de tolerancia ao herbicida
Imazapyr do grupo das imidazolinonas na variedade Cultivance nado afetou
quantitativamente a microbiota do solo, quando comparada com a parental
Conquista.

2. Nao foi constatado efeito do herbicida Imazapyr do grupo das
imidazolinonas, nas doses de 70g i.a. ha™', na microbiota do solo, em comparacéo
com o manejo com o herbicida convencional (mistura Bentazon + Acifluorfen-sodio).

3. Nao houve efeito da transgenia, ou entre os diferentes
herbicidas na estrutura genética da comunidade bacteriana do solo, avaliada pela
analise do gene 16S rDNA do dominio Bactéria do DNA do solo pelo método do
DGGE.
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CONSIDERACOES FINAIS

A avaliagdo do impacto ambiental de transgénicos permanece com
muitas questdes a se resolver. Diante dos resultados deste estudo, pode-se concluir
gue nao houve efeito da soja transgénica para resisténcia a herbicidas (gene ahas) e
dos herbicidas Imazapyr do grupo das imidazolinonas na biomassa microbiana de
carbono e de nitrogénio, bem como na avaliagdo qualitativa da comunidade
bacteriana do solo, realizada pelo método do DGGE. Foi possivel, ainda, observar
que tanto a avaliagdo quantitativa da biomassa microbiana do solo, como a
avaliacao qualitativa do perfil de DNA do solo por DGGE representam técnicas
valiosas para o monitoramento da comunidade microbiana do solo.

Até o presente momento, os efeitos da transgenia na microbiota do
solo foram pouco demonstrados a campo, ou os dados nao foram conclusivos, ou
ocorreram de modo variavel e transiente. Contudo, ainda faltam pesquisas
cientificas que comprovem as verdadeiras implicagbes dos transgénicos na
comunidade microbiana do solo. E preciso investir em ciéncia para estabelecer
protocolos adequados as condigdes ambientais e a biodiversidade propria de cada
regiao do territério nacional. Também devem ser criados mecanismos publicos de
controle, monitoramento e avaliagdo dos riscos ambientais e sociais causados pela
biotecnologia e seus produtos.

Todos os resultados desta pesquisa sugerem que ndo ha nenhuma
evidéncia para indicar efeitos adversos da soja transgénica resistente ao herbicida

Imazapyr do grupo das imidazolinonas no ecossistema solo.



