Universidade
Estadual de LondRrina

SUZANA SOSA COIMBRA

AVALIACAO DO IMPACTO DO ALGODAO TRANSGENICO-
BOLLGARD |- SOBRE ALGUNS ATRIBUTOS
MICROBIOLOGICOS DO SOLO

Londrina
2010



SUZANA SOSA COIMBRA

AVALIACAO DO IMPACTO DO ALGODAO TRANSGENICO-
BOLLGARD I- SOBRE ALGUNS ATRIBUTOS
MICROBIOLOGICOS DO SOLO

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduagcdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina como parte dos requisitos para
a obtencdo do titulo de Mestre em Microbiologia

Orientador: Prof.Dr. Galdino Andrade

Londrina
2010



Ficha de identficagdo da obra elaborada pelo aulor, atraves do Programa de Geragdo
Autcmatica do Sisiema de Biblolecas da UEL

Colmbra, Suzana Sosa.

Avaliacso do Impacto do Algodac Transgénico — Bollgard |- Sobre Alguns Atributos
Eﬁwmm%}smmmmm.-mmm.

Orientador: Galding Andrade Filho.

Coorentador: Marcos Antonlo Mogueira.

Dizsseracio (Mestrado em Microbbologia) - Universidade Estadual de Londring, Centro
de Ciéncizs Blolbgicas, Programa de Pos-Graduacio em Microblologla, 2010,

Imclul biblografia.

1. Algodao Bollgard | - Tese. 2. Fungo mécornmizico arbuscular - Tese. 3.
ico - Tese. 4. Microblota do solo - Tese. I Filho, Galding Andrade . 1. Mogueira,
Marcos Antonio - Ill. Universidade Estadual de Londrina. Cenbro de Cléncias Bloldgicas.
Programa de Pds-Graduagio em Microblobogia. 1V, Tiubo.




SUZANA SOSA COIMBRA

AVALIACAO DO IMPACTO DO ALGODAO TRANSGENICO -
BOLLGARD |- SOBRE ALGUNS ATRIBUTOS MICROBIOLOGICOS DO
SOLO

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Microbiologia da Universidade
Estadual de Londrina como parte dos requisitos para
a obtencao do titulo de Mestre em Microbiologia

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Galdino Andrade Filho
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Diva Andrade
Instituto Agrondmico do Parana - IAPAR

Prof. Dr. Marcos Antonio Nogueira
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 29 de Marco de 2010.



DEDICO

A Deus, por ser a luy que dumina méinka vida e
edpecialmente ao meu pai, Marie Sosa
Paraga, por sen minka foute de cnspiracio e
perdevenanca



AGRADECIMENTOS

A minha familia pelo incentivo, confian¢a, motivacdo e principalmente pela compreensédo

pela minha auséncia durante esse periodo.

Ao Prof. Dr. Galdino Andrade pela orientacdo, companheirismo, amizade e aprimoramento

profissional

Ao Prof. Dr. Marco Antonio Nogueira pela amizade, atengcdo e pelo apoio constante no
desenvolvimento deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Waldemar Zangaro pelas contribuicdes realizadas ao longo da dissertacéo e pelo

companheirismo.

A todos colegas do Laboratorios de Ecologia Microbiana pelo suporte e aprendizagem
durante esses dois anos de mestrado e em especial a Fernanda, Kellen, Lucilene, Jamile e
Nagome pela ajuda nos experimentos, companheirismo, motivacdo, mas principalmente pela

amizade e o carinho.

Ao Prof. Dr Leon Rabinovicht e Sénia Ermelinda da Silva (FioCruz) por serem os principais
responsaveis e incentivadores pelos meus primeiros passos no desenvolvimento cientifico

dentro da Microbiologia.

A coordenacdo do curso de Pds—Graduacdo em Microbiologia por oferecer suporte e

condigdes para realizacdo da dissertagéo.

Enfim, a todos que, direta ou indiretamente, colaboraram para a realizacdo deste trabalho

sobre tudo pela minha formacéo cientifica e pessoal.



COIMBRA, Suzana Sosa. Avaliacdo do impacto do algodédo transgénico — Bollgard I-
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RESUMO

Quando um ecossistema sofre algum tipo de interferéncia, a microbiota do solo assim como as
reacdes biogeoquimicas e transformac6es podem sofrer alteracGes significativas acarretando em
efeitos nocivos a salde do solo e conseqlientemente no crescimento da planta. Proteinas de
plantas transgénicas podem ser liberadas, acumuladas e influenciar seletivamente sobre a
comunidade microbiana. O objetivo desse trabalho foi avaliar, em casa de vegetacdo, a
influéncia do algodéo trasgénico- Bollgard | sobre grupos funcionais de microrganismos do solo,
em comparacdo com a sua variedade parental. O experimento utilizou o algod&o Bollgard I, que
apresenta resisténcia a lagartas de Lepidoptera, e sua variedade parental ndo geneticamente
modificada (Non-GMP), inoculadas ou ndo com fungo micorrrizico arbuscular (MA). O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos, cinco tempos
de avaliacdo e cinco repeticOes que totalizam 100 parcelas experimentais, ao longo de 120 dias
apos a germinacdo. Foram realizadas analises sobre os atributos microbioldgicos: bactérias
celuloliticas, proteoliticas e amiloliticas, actinomicetos, pseudomonas fluorescente, fungos totais,
bactérias heterotroficas, microrganismos solubilizadores de fosfato, protozoarios flagelados e
ciliados e colonizagdo micorrizica, respiracdo basal, biomassa microbiana de carbono e do
nitrogénio; bioquimicos: atividades enzimaticas no solo (fosfatase acida, desidrogenase, urease,
celulase e asparaginase) e quimicas: pH. Assim como, foi avaliado o peso da massa seca da parte
aérea, raiz e o comprimento de raiz. Os resultados revelaram que os tratamentos influenciaram a
atividade enzimatica ao longo do tempo amostral. O pH foi influenciado em todos os tempos,
sendo constatados os maiores valores nas plantas parentais ndo GMP. A interacdo entre plantas
geneticamente modificadas e micorrizas arbusculares influenciou a maioria dos grupos
funcionais ao longo dos tempos analisados, constatando-se um efeito deletério sobre a
comunidade de bactérias heterotroficas. A micorrizagédo demonstrou diferencas ao longo dos 120
dias na grande maioria das enzimas analisadas. A interagdo PGM*MA se revelou significativa
para pelo menos uma das cinco enzimas analisadas ao longo dos 120 dias. Os tratamentos ndo
influenciaram a taxa de desprendimento de CO; os teores de C e de N da biomassa microbiana.
A presenca da planta transgénica ndo afetou o estabelecimento das relages simbioticas entre a
planta e o fungo, sendo considerados altos os niveis de colonizagdo micorrizica nos dois
tratamentos. A inoculagdo do FMA influenciou no crescimento da planta tanto na variedade
parental quanto na GMP.O comprimento especifico da raiz por planta foi maior nas plantas
micorrizadas durante todos os tempos de avaliagéo.

Palavras- chaves: Algoddo Bollgard I. Grupos funcionais. Impacto no solo. Comunidade
microbiana. Fungo micorrizico.
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ABSTRACT

When an ecosystem suffers some kind of interference, the soil microbiota as well as the
biogeochemical reactions and transformations can undergo significant alterations, causing
harmful effects on soil health and consequently on plant growth. Transgenic plant proteins can
be released, accumulated and selectively influence the microbial community. The objective of
this work was to evaluate, in greenhouse, the influence of transgenic cotton- Bollgard | on
functional groups of soil microorganisms, in comparison with their parental variety. The
experiment used the Bollgard I cotton, which shows resistance to Lepidoptera caterpillars, and its
non-genetically modified (Non-GMP) parental variety, inoculated or not with arbuscular
mycorrhizal fungus (AM). The experimental design was completely randomized, with four
treatments, five evaluation times and five replications totaling 100 experimental plots over 120
days after germination. The microbiological attributes were: cellulolytic, proteolytic and
amylolytic bacteria, actinomycetes, fluorescent pseudomonas, total fungi, heterotrophic bacteria,
phosphate solubilizing microorganisms, flagellate and ciliary protozoa and mycorrhizal
colonization, basal respiration, microbial carbon and nitrogen biomass; biochemical: enzymatic
activities in soil (acid phosphatase, dehydrogenase, urease, cellulase and asparaginase) and
chemical: pH. As well as, the weight of the dry mass of the aerial part, root and the root length
was evaluated. The results showed that the treatments influenced the enzymatic activity
throughout the sampling time. The pH was influenced at all times, being verified the highest
values in the non-GMP parent plants. The interaction between genetically modified plants and
arbuscular mycorrhizas influenced the majority of the functional groups throughout the analyzed
times, showing a deleterious effect on the community of heterotrophic bacteria. Mycorrhization
showed differences over the 120 days in most of the enzymes analyzed. The PGM * MA
interaction was shown to be significant for at least one of the five enzymes analyzed over the
course of 120 days. The treatments did not influence the rate of CO2 release, the C and N
contents of the microbial biomass. The presence of the transgenic plant did not affect the
establishment of the symbiotic relationships between the plant and the fungus, being considered
high levels of mycorrhizal colonization in both treatments. FMA inoculation influenced plant
growth in both parental and GMP varieties. Root length per plant was higher in mycorrhizal
plants during all evaluation times.

Key words: Bollgard | cotton. Functional groups. Soil impact. Microbial community.
Mycorrhizal fungus.
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1-  INTRODUCAO

O algoddo (Gossypium spp.) € uma das principais culturas utilizadas para a producao
de fibras no mundo, sendo uma das cadeias produtivas mais importantes do Brasil. Situa-se
entre as dez maiores fontes de riqueza no setor agropecuario brasileiro, ocupando o sexto
lugar em superficie cultivada no Brasil. As principais regides produtoras de algodao do Pais
sdo os Estados de Mato Grosso, Goiés, Bahia, Mato Grosso do Sul, Ceard, S&o Paulo, Minas
Gerais e Parana. As espécies de algodao cultivadas comercialmente no Brasil sdo G. hirsutum

e, em menor area, G. barbadense.

G. hirsutum possui maior adaptabilidade, alta produtividade e é predominante no
mundo. Sua fibra é utilizada na inddstria téxtil, além de produtos ndo téxteis, sendo fonte de
celulose industrial para diversos produtos. J& G. barbadense apresenta maior importancia
econbmica, decorrente da qualidade e comprimento de sua fibra, sendo usada na producédo de

tecidos finos.

Contudo, desde meados da década de 80, o cultivo vem sofrendo sérios problemas
de ordem agricola e conjuntural, passando o Brasil de grande exportador para grande
importador de fibras do algoddo. Entre os principais fatores de ordem agricola que
contribuiram para o decréscimo na producdo do algoddo estd a grande vulnerabilidade as
pragas.

Entre as principais pragas do algoddo no Brasil, destacam-se o curuqueré
(Alabama argillacea), a lagarta-das-macds (Heliothis virescens), a lagarta-rosada
(Pectinophora gossypiella), a lagarta do cartucho do milho (Spodoptera friguperda), o pulgéo
(Aphis gossypii), o percevejo rajado (Horcias nobilellus) e o bicudo do algodoeiro
(Anthonomus grandis). O controle dessas pragas tem sido realizado principalmente com o
uso de inseticidas. Desta forma, em todo o mundo, procuram-se alternativas ao controle de
pragas que sejam menos prejudiciais ao ser humano e ao ambiente.

Inseticidas a base da bactéria Bacillus thuringiensis (Bt), tém sido usados em
muitas regides do mundo por mais de 30 anos para eliminar pragas de lepidopteros em
hortalicas e culturas, e, mais recentemente, para o controle de besouros e larvas de mosquitos
vetores de doencas. O sucesso das formulagdes com Bt basea-se na alta eficécia e diversidade
de proteinas inseticidas que sdo ativas contra uma gama de pragas, a toxicidade restrita sobre
insetos-alvo, facilidade de producdo em massa a um custo relativamente baixo, adaptabilidade

a formulag&o convencional e a tecnologia de aplicagéo.
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O primeiro gene da toxina Bt foi clonado em 1981, o que levou rapidamente para o
desenvolvimento das primeiras plantas transgénicas Bt, em meados da década de 1980. Desde
entdo, a maioria das principais culturas que sofrem danos econdémicos substanciais por pragas
como as lagartas e/ou besouro estdo sendo modificadas geneticamente para produzir toxinas
Bt para o controle desses insetos-pragas (Federici et al.,1998).

A obtencdo de algoddo transgénico, contendo gene ou genes de resisténcia as
principais pragas da ordem Lepidoptera (curugueré-do-algoddo, lagarta-rosada e a lagarta-
das-macas), surgiu como uma possibilidade na reducdo de insumos quimicos para o controle
dessas pragas.

Neste contexto, o algoddo Bollgard foi geneticamente modificado a partir da
transformacédo da variedade comercial Coker 312 com o vetor PV-GHBKO04, por meio do
sistema mediado por Agrobacterium tumefaciens. A transformacdo inseriu 0s genes crylAc,
nptll e aad no genoma dessa variedade de algoddo. O gene crylAc é proveniente de Bacillus
thuringiensis var. kurstaki (Bt), bactéria gram-positiva capaz de codificar os cristais contendo
endotoxinas, proteinas com atividade entomopatogénica contra diferentes ordens de insetos.
Essas endotoxinas sdo compostas por proteinas denominadas delta-endotoxinas ou proteinas
Cry. As proteinas Cry apresentam agdo extremamente toxica para larvas de vérias ordens
como Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e algumas
espécies das ordens Nematoda, Protozoa e Acari.

FormulagGes comerciais de Bt contendo essas proteinas tém sido utilizadas no
Brasil e em outros paises para o controle de algumas pragas agricolas ha mais de 40 anos. A
proteina CrylAc possui acdo bastante especifica e atua apenas por ingestdo em algumas
espécies de Lepidoptera. As plantas transgénicas podem liberar essas novas proteinas no
ecossistema do solo proporcionando a interacdo da microbiota do solo com o produto dos
transgenes. S&o poucos os trabalhos que visam avaliar os possiveis impactos da proteina

transgénica sobre a funcionalidade da microbiota do solo.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

A agricultura é a atividade econémica mais antiga e importante do planeta. Desde
seus primordios, ha aproximadamente 10 mil anos, baseia-se na interferéncia do homem no
ecossistema, inicialmente visando a maior extracdo e coleta de materiais essenciais a
sobrevivéncia e, atualmente, a producdo de alimentos e materiais de valor econdémico (El
Feky, 2000), como o desenvolvimento da cotonicultura brasileira.

O plantio do algodao (G. hirsutum) precede o periodo de descobrimento do Brasil,
intensificando durante a colonizacdo portuguesa com a introducéo e cultivo de novas espécies
(Costa; Bueno, 2004). J& em 1760, o algoddo era o principal produto de exportacdo, tendo
sido amplamente cultivado no territorio brasileiro (Paiva; et al., 1976). A intensificacdo da
exploracdo econémica ocorreu a partir de 1930, sendo o principal produto tanto em termos de
producdo quanto como de consumo na cadeia téxtil nacional e mundial. Segundo os Gltimos
dados fornecidos pela Associacdo Brasileira das Industrias Téxteis, no periodo de 1970 a
2001, a producdo de algodéo representou 60% do total de fibras produzidas no Brasil.

Entretanto, desde meados da década de 80, seu cultivo vem sofrendo sérios
problemas (Cruz e Passos, 2002), passando o Brasil ao status de grande importador de fibras
do algoddo (Santos e Santos, 1997). Entre os principais fatores de ordem agricola que
contribuiram para o decréscimo na producdo esta a grande vulnerabilidade as pragas, as quais
atacam as estruturas reprodutivas, prejudicando as sementes e, por conseguinte, as fibras,
aumentando os custos com 0s insumos quimicos utilizados para proteger a lavoura. Dentre as
principais pragas destacam-se: a lagarta-rosada, o curuqueré-do-algodéo, a lagarta-da-maca e
0 bicudo (Gallo et al.,, 2002). Estima-se que apesar dos 2,5 milhOes de toneladas de
defensivos agricolas aplicados na agricultura mundial, mais de 40% do potencial de producéo
foram perdidos no campo em razdo do ataque de insetos, plantas daninhas e patdégenos
(Paoletti, 2001).

Ao longo de décadas, importantes resultados foram obtidos pelos processos de
producdo agricola, porém com elevado impacto ambiental em virtude do desmatamento e
manejo inadequado do solo, como o superpastejo, salinizacdo, compactacao, erosdo, perda de
fertilidade e a contamina¢do com agroquimicos (Tilman et al., 2001). Para reverter esse
cenario, faz- se necessaria a incorporacao constante de avancos cientificos e tecnoldgicos na
agricultura, assim como mudancas politicas (Huang et al., 2002). Desta forma, buscam-se
alternativas que atendam os principios basicos da sustentabilidade e que, ao mesmo tempo,

garantam a producao do ponto de vista econdémico, social e ecoldgico (Tilman et al., 2002).
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A descoberta das leis da hereditariedade, bem como a natureza quimica e a
decifracdo do cddigo genético, foi imprescindivel para o advento da biotecnologia moderna.
Na esfera agricola, utiliza-se principalmente a tecnologia do DNA recombinante para a
obtencdo de plantas geneticamente modificadas (OGM) (Mann, 1999). Esta técnica constitui
uma alternativa para as limitacdes impostas por estresses bidticos e abioticos, especialmente
em areas de baixa produtividade (Herrera-Estrella, 2000), além de ampliar o poder de
manipulacdo dos organismos.

A técnica do DNA recombinante estabeleceu novos horizontes na utilizacdo da
variabilidade genética natural, pois incorpora genes de uma espécie no genoma de outra sem a
necessidade da reproducdo sexual (Paterniani, 2001). Esta metodologia constitui um processo
mais rapido e mais preciso que o melhoramento convencional, pois permite a introducdo de
um Unico gene e a modificacdo de uma caracteristica especifica (The Royal Society, 2002).

A transgenia vegetal pode ser realizada de forma direta, por processos fisico-
quimicos como eletroporacdo, microinjecdo e bombardeamento com microparticulas, ou
indireta, quando o DNA exo6geno é inserido no genoma vegetal por meio de um vetor
bioldgico como o plasmideo das bactérias do solo A. tumefaciens ou A. rhizogenes. A
resisténcia das plantas transgénicas a insetos, patdgenos ou herbicidas (The Royal Society,
2002) possibilitou a reducdo no uso de defensivos agricolas e, conseqlentemente, menor
gasto de producdo por parte do agricultor. Outras vantagens da transgenia incluem: maior
variedade de produtos, maior disponibilidade dos mesmos ao longo do ano, menores precos
para os consumidores e a producdo de culturas enriquecidas com nutrientes. O aumento do
rendimento per
hectare também pode impedir novas conversdes de areas naturais em
campos agricolas (James, 2003; Stotzky, 2006).

Visando sanar as questdes relacionadas aos insetos-pragas e inseticidas,
desenvolveu-se o algoddo Bollgard I, que apresenta resisténcia a lagartas de Lepidoptera
decorrente da expressdo da proteina Cry 1Ac, produzida pelo Bt (Hamilton et al., 2004).
Contudo, as proteinas Cry apresentam alta toxicidade a larvas de varias ordens como
Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, Hymenoptera, Homoptera, Orthoptera e algumas espécies
das dos grupos Nematoda, Protozoa e Acari (Feitelsen et al., 1994).

Segundo Huang et al. (2002), cultivares de algoddo Bt apresentam maior
produtividade e custo de producdo cerca de 25% menor devido a menor necessidade de

inseticidas, com reducdo de até 80%, em relacdo as cultivares ndo-Bt. No trabalho de
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Williams (2008) verificou-se a reducdo de 60% nas aplicacdes de inseticidas em apenas trés
anos apos a introducéo do algodéo Bt.

No Brasil, frente ao intenso ataque de pragas e consequente prejuizo na producao, as
culturas Bt ttm se mostrado promissoras, especialmente no que se refere aos cultivos de milho
e de algoddo. O cultivo do algodd@o em certas regides do Pais requer até 18 aplicacdes de
inseticidas (Fontes et al., 2002a), com sérias implicacfes a salde ambiental e humana.

Em 2005, a CTNBIO emitiu parecer técnico conclusivo pela liberacdo comercial do
cultivar Bollgard | da Monsanto no Brasil (Guimarées, 2005).

Apesar dos beneficios das culturas transgénicas, inimeros questionamentos tém sido
levantados sobre o risco ambiental de sua utilizacdo em grande escala (Williamson, 1992).
Estas preocupacOes, muitas das quais referentes ao algodao Bt, incluem a selecdo de pragas Bt
resistentes, impactos sobre organismos n&do-alvo e/ou de interesse econdémico (Head et
al.,2002), efeitos negativos sobre a microbiota do solo e o escape dos transgenes para as
culturas parentais selvagens (Raybould e Gray, 1994; Burke, 2006; Siqueira et al., 2004).

O solo sustenta uma enorme diversidade de organismos que interagem entre si e
exercem fung6es fundamentais a manutencgdo da fertilidade do solo, a nutricdo e protecdo das
plantas. Constitui um ambiente heterogéneo, descontinuo e caracterizado por uma vasta e
diversa comunidade bioldgica composta por bactérias, fungos, algas, particulas virais e
organismos macroscopicos (Torsvik e @vreas, 2002), com complexas interacdes ecoldgicas
essenciais ao funcionamento dos ecossistemas terrestres, sendo a sua preservacdo uma das
principais bases da sustentabilidade ambiental. A quantidade e variedade do numero de
organismos no solo € variavel de acordo com as diferencas regionais, as técnicas de
amostragem, micrositios dentro de um mesmo ecossistema e evidentemente pelo tipo de uso
do solo. Este complexo emaranhado de relagbes entre microflora, fauna, condicOes
ambientais, substrato e material organico disponivel é o que permite a colonizacdo do solo por
inimeros organismos, sendo que a exclusdo ou elimina¢do de um ou outro grupo traz
prejuizos a toda a cadeia trofica estabelecida (Moreira et al., 2006).

A comunidade microbiana do solo tem papel essencial na ciclagem de nutrientes, e 0
estudo dos grupos funcionais busca elucidar os processos biogeoquimicos e sua relagdo com o
desenvolvimento de plantas (Andrade, 2004; Leminth et al., 2005; Thomas e Kevan, 1993).
Os microrganismos possuem papel indispensavel ao equilibrio do ecossistema e constituem
importantes bioindicadores de qualidade de solo devido a sua capacidade de fornecer
informacdes precisas e imediatas referentes a pequenas alteracdes impostas ao ambiente (Dick
e Tabatabai, 1993, Vargas e Scholles, 2000; Velasquez et al., 2007).
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Para Ferreira et al. (2006), os bioindicadores microbioldgicos devem regular os
processos ecologicos do solo e refletir as condicbes dos manejos atuais, sendo Uteis para
determinar os efeitos positivos e negativos sobre a qualidade do solo e a sustentabilidade das
praticas agricolas. Por isso, constituem uma importante ferramenta no esclarecimento dos
possiveis efeitos das plantas transgénicas sobre o ambiente, estudo necessario para o
estabelecimento de praticas menos impactantes a salde ambiental e humana.

A exploracdo de ecossistemas, como a atividade agricola, perturba o equilibrio
estabelecido ao longo do tempo ocasionando mudancas nos ciclos biogeoquimicos (Badiane
et al., 2001) e na cadeia trofica resultando no restabelecimento de um novo equilibrio
(Lemenith et al., 2005).

O cultivo de variedades transgénicas pode selecionar a comunidade microbiana,
favorecendo ou desfavorecendo o estabelecimento de grupos microbianos de acordo com sua
capacidade de metabolizar ou tolerar determinado produto transgénico. Até o momento, 0s
efeitos dos cultivos transgénicos na biodiversidade e na funcionalidade do solo ainda nao
foram devidamente avaliados ou compreendidos.

A transgenia constitui uma conquista das ciéncias aplicadas que traz situacdes jamais
previstas pelo homem no que se refere ao mercado, ao meio ambiente e a saude humana,
sendo imprescindivel o comprometimento da sociedade na elucidacao das incertezas acerca

desta tecnologia emergente.
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3- OBJETIVO

Esse trabalho teve como objetivo principal avaliar, em casa de vegetacdo, a
influéncia do algod&o transgénico e a micorrizacdo sobre alguns atributos os grupos
funcionais de microrganismos do solo, em relacdo a sua variedade parental, Acalla 90.

Foram analisados e comparados os efeitos do algodao transgénico Bollgard 1-DP90

e 0 Acalla 90, utilizando os seguintes atributos:

Microbioldgicos:

e Carbono e Nitrogénio da Biomassa microbiana;

e Respiracdo Basal;

e Microrganismos celuloliticos, proteoliticos, amiloliticos, solubilizadores de fosfato,
bactérias heterotrdficas, fungos saprofitas, pseudomonas fluorescentes, fungos
micorrizicos arbusculares (MA)

e Populacédo de protozoarios do solo: flagelados e ciliados

Bioquimicos
e Atividade Enzimatica: Celulase, Asparaginase, Desidrogenase, Fosfatase acida e
Urease.

Quimicos

opH

Planta
e Peso seco da parte aérea e raizes.

e Comprimento de raiz
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4- MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo (25° C noite, 28° C dia,
umidade relativa de 60%) no Laboratorio de Ecologia Microbiana da Universidade Estadual

de Londrina.

4.1 Delineamento Experimental:

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro tratamentos,
cinco tempos de avaliagdo (15, 45, 60, 90 e120 dias) e cinco repeti¢des que totalizam 100

parcelas experimentais. Estabeleceram-se 0s seguintes tratamentos:

- Algoddo transgénico Bollgad DP 90 inoculado com fungos micorrizicos

arbuscuares FMA, (Glomus clarum)
- Algodao transgénico Bollgad DP 90 ndo-inoculado FMA
- Algodao convencional Acalla 90 inoculado FMA
- Algoddo convencional Acalla 90 ndo-inoculado

O experimento foi conduzido por até 120 dias apds a emergéncia das plantulas, em

tempos determinados as plantas e o solo foram amostrados para as analises.

4.2 Solo e Condigdes de Crescimento da Planta:

O substrato utilizado foi obtido pela mistura de um solo arenoso (Neossolo
Quartzarénico tipicoda regido de Sao Jerdnimo da Serra - PR) com areia de rio lavada. Na
proporcao de 1:1, esterilizado em autoclave por 1 h em vapor fluente, por trés dias
consecutivos. A andlise do solo foi realizada no laboratério de solos do IAPAR e os

resultados estdo apresentados no quadro 1.
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Quadro 1- Resultados da analise quimica para fins de fertilidade do substrato

utilizado no experimento.

P C pH | Al H+AIl| Ca | Mg K SB | CTC V M

mg/dm? | g/dm? cmol /dm? %%

2 11,04| 45 (057|534 | 13 | 0,78 | 0,05 | 2,13 | 7,47 | 28,51 |2111

(P,K Mehlich; Ca, Mg, Al KCI M, pH CaCl, 0,01M).

Em cada vaso foi adicionado 2 quilogramas de solo esterilizado, e a comunidade
microbiana foi restabelecida com 10 mL de extrato do solo original, passado por papel filtro

para eliminar propagulos de fungos micorrizicos arbuscuares.

Foram utilizadas sementes de algodao Boulgard DP 90 e a parental ndo transgénica,
Acalla 90. Elas foram desinfetadas externamente com solucdo de hipoclorito a 2% por dois
minutos e lavadas trés vezes com agua destilada estéril. Trés sementes foram semeadas em

cada vaso, mantendo-se apenas uma plantula apds sete dias de emergéncia.

4.3 Inéculo de Fungo Micorrizico Arbuscular:

A semeadura e a inoculagdo do fungo micorrizico foram realizadas no mesmo dia.
O indculo foi obtido de vasos de multiplicacdo em Brachiaria decumbens com cultura pura de
Glomus clarum. Foram acrescentados 2 g de inéculo bruto (raiz colonizada, hifas e esporos)

por vaso nos tratamentos micorrizados (Giovanetti e Mosse, 1980).

4.4 Analises Microbioldgicas:

Em cada época de avaliacdo, um grama de solo rizosférico de cada amostra foi
diluido serialmente em 9 mL de salina estéril (0,85%) e aliquotas de 50 uL nas dilui¢des 107
para Bactérias Heterotroficas, 10* para Actinomicetos, Pseudomonas, Proteolitico e
Solubilizadores de Fosfato, 10 para Amilolitico, Celulolitico e Fungos Saprofiticos foram
inoculadas, em duplicatas, nos respectivos meios para crescimento de cada grupo funcional de
microrganismos (Zuberer, 1994). As placas foram incubadas em BOD a 28 °C e as col6nias
foram contadas conforme o periodo necessario para o seu desenvolvimento (1, 3, 5 e 7 dias de
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observacdo, dependendo do meio avaliado). Para as andlises biologicas, foi utilizado solo
umido e os resultados expressos em escala logaritmica do numero de unidades formadoras de

col6nia por grama de solo seco (log UFC/g).

4.4.1 Carbono da Biomassa Microbiana

O carbono da biomassa microbiana foi determinado pelo método de fumigacéo-
extracdo de Vance et al. (1987). Neste método, uma parte do solo foi fumigada com
cloroférmio (CHCIs) e extraida com sulfato de potéssio (K,SO,4) 0,5 M. A outra parte, ndo
fumigada, constitui o controle. Preparou-se também uma amostra sem solo, denominada
branco.

A fumigacdo consiste em expor solo imido equivalente a 25 g de solo seco a 25 mL
de cloroférmio livre de etanol em um dessecador forrado com papel de filtro umedecido, que
foi submetido a vacuo no escuro por 24 horas. Apds este periodo, evacua-se 0 vapor do
cloroférmio com vacuo e entrada de ar por 6 vezes. Neste processo, as células foram lisadas,
liberando seu conteudo citoplasmatico, cujo carbono orgénico foi entdo disponibilizado para
analise.

Para a extracdo do carbono, o solo fumigado, o controle e o branco foram
transferidos a frascos de extragdo, onde adicionou-se a solucdo extratora sulfato de potassio
(K2S04) 0,5 M e agitados por 30 minutos. A suspensao obtida foi decantada e o sobrenadante,
filtrado em papel filtro qualitativo n°. 42.

8 mL do extrato sdo transferidos a um tubo digestor e adicionados 3 mL de
dicromato de potassio (K,Cr,0;) 0,0667 M, 15 mL de acido sulfdrico (H.SO,) e 4 gotas do
indicador ferroina. A solucdo resultante possui coloracdo laranja. Nesta etapa, o dicromato
oxida o carbono organico em meio acido. Os tubos foram aquecidos em um bloco digestor
para acelerar este processo. A solucdo obtida ao final do aquecimento, de coloracéo verde, foi
entdo titulada com sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SO,),) 0,0333 M, passando para azul-
claro e chegando ao ponto final vermelho-intenso. Pode-se, assim, quantificar o dicromato
remanescente, ou seja, que ndo oxidou o carbono, 0 que por sua vez permite estimar a
quantidade de carbono presente no extrato.

O carbono orgéanico extraido de cada amostra foi determinado pela formula CBM =
(F - NF) / Kc, em que CBM = carbono da biomassa microbiana; F = amostras fumigadas; NF

= amostras nao fumigadas; Kc = coeficiente de correcdo 0,33 (Vance et al.1987).
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Assim, a biomassa microbiana de carbono foi estimada pela diferenca entre os
teores de carbono entre as amostras fumigadas e ndo-fumigadas, que correspondem a
diferenca dos teores de carbono encontrados em células microbianas intactas e em células
cujo contetido citoplasmatico foi extravasado. Os resultados foram expressos em pg C.g™* de
solo.

4.4.2 Nitrogénio da Biomassa Microbiana

O nitrogénio da biomassa microbiana foi determinado pelo método de fumigacao-
extracao de Vance et al. (1987).

Obtém-se o extrato pelos mesmos procedimentos descritos para o carbono da
biomassa microbiana. 20 mL deste extrato foram transferidos a tubos de digestéo, aos quais
foram adicionados 5 mL de solucdo digestora sulfirica como catalisadores. Os tubos foram
entdo aquecidos, gradativamente, a 350 °C em bloco digestor.

Apdbs a digestdo, realizou-se a destilacdo a vapor do nitrogénio, neutralizando a
solucdo sulfdrica com hidroxido de sddio (NaOH) 18 N. Utilizou-se uma solugcdo de acido
borico (H3BOs) para captar o fon amdnio (NH,4"). Em seguida, realizou-se uma titulagdo com
acido sulfarico (H,S0O,) diluido.

Calcula-se o nitrogénio da biomassa microbiana com fator Kn = 0,68 (Brookes et
al. 1985). Assim como o carbono, a biomassa microbiana de nitrogénio foi estimada pela

diferenca entre os teores de nitrogénio das amostras fumigadas e ndo-fumigadas.

4.4.3 Respirometria

Este dado foi determinado pelo método de Alef (1995). Onde 100 g de amostras de
solo submetidas aos diferentes tratamentos foram acondicionados em frascos respirométricos,
com umidade corrigida para 60% da capacidade méxima de retencdo de agua. Em cada frasco
foi colocado um béquer com 10 mL de solucédo de hidréxido de sodio (NaOH) 0,25 M trocada
periodicamente nas épocas de avaliacdo durante o periodo de incubacao.

2 NaOH + CO; — Na,CO3 + H,0
O carbonato resultante da reacdo do didxido de carbono com o hidréxido de sédio
foi precipitado com solucéo de cloreto de bario 4 M. O carbono liberado na forma de didxido

de carbono foi quantificado por titulagdo do hidroxido de sodio dos béqueres com solugédo
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padronizada de &cido cloridrico 0,5 M com o indicador fenolftaleina. Na titulagdo, ocorre a
passagem da coloracdo rosea a transparente. Isto permite quantificar o hidroxido de sodio
remanescente, ou seja, que nao reagiu com o didxido de carbono.

A razdo entre a respiracdo microbiana diaria e a biomassa microbiana de carbono
fornece a taxa de respiracao especifica, também denominada coeficiente metabdlico ou qCO,,

expressa em mg CO, / g de biomassa microbiana (Anderson e Domsch, 1993).

4.4.4 Protozoarios

Pesou-se 1 g de solo rizosferico das amostras e diluidos em 2 mL de agua destilada
estéril, onde uma aliquota de 1,8 ml de extrato de solo foi colocado em mini-pocgos até a
diluicdo 10™. Incubados por quatro dias em BOD a 28 °C no escuro. A leitura foi realizada
observando-se a presenca de ciliados e flagelos (Woomer, 1994).

4.5 Colonizagdo Micorrizica

A colonizacdo micorrizica foi determinada pelo método de Phillips e Hayman
(1970). As raizes coletadas foram lavadas em agua corrente e peneiradas. Em seguida, foram
distribuidas sob grades, cobertas com hidroxido de potassio 10% e deixadas em vapor fluente
na autoclave por 50 minutos. Apos este tempo, o hidréxido de potéssio foi removido e as
raizes, lavadas trés vezes em agua, colocadas em &cido cloridrico 0,1 N, agitadas e novamente
lavadas com agua por trés 3 vezes. As raizes foram entdo coradas com azul de tripan 0,05% e
aquecidas vapor fluente por 10 minutos para estimar as taxas de colonizagdo micorrizica pela
presenca ou pela auséncia de estruturas micorrizicas como hifas, arbusculos e vesiculas ao
longo das raizes. Utilizou-se a placa quadriculada para estimar o nimero de colonizagdes
através da contagem de interseccBes das raizes com as linhas da placa sob a lupa (100x). A
porcentagem de coloniza¢do micorrizica foi estimada através do método de intersecdes em
grid-line (Giovanetti & Mosse, 1980).
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4.6 Biomassa Seca: Parte Aérea e Raizes

No momento do desmonte dos vasos, foi feito um corte rente ao solo para a retirada da
parte aérea e para a obtencdo das raizes, retirou-se o solo. A parte aérea e as raizes foram
acondicionadas em sacos de papel Kraft e levadas para a estufa a 65°C por 72 horas para a

avaliacdo da producéo de biomassa seca, determinada em uma balanca digital de precisao.

4.7 Comprimento de Raizes

O comprimento de raizes foi medido logo ap6s o desmonte. Aproximadamente, um
grama da raiz de cada planta foi cortado e o comprimento estimado também pelo

método de intersecbes em grid-line (Newman, 1966).

4.8 Analises Quimicas

4.8.1 Determinacao do pH

Dez quilogramas de solo seco ao ar foram transferidos a um frasco de extracao,
onde foram adicionados a 25 mL de cloreto de célcio (CaCl) 0,01 M. Agitou-se a solucao por
15 minutos e, apds a sedimentacdo, realizou-se a leitura em potenciémetro segundo IAPAR
(1992).

4.9 Analises Bioquimicas

4.9.1 Fosfatase Acida

A analise foi realizada a partir do método de Tabatabai e Bremner( 1969). Neste
método, adiciona-se 1 g de solo, em um tubo de ensaio, a 0,2 mL de tolueno, 4 mL de tampé&o

universal modificado (MUB) com pH ajustado para 6,5 e 1 mL da solugao de p-nitrofenil
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fosfato de sodio 0,05 M. A mistura, agitada por alguns segundos, foi incubada a 37°C por 1
hora em tampao especifico com pH 6,5.

Decorrido este tempo, paralisa-se a reacdo com a adicdo de 1 mL de cloreto de
calcio (CaCly) 0,5 M e 4 mL de hidroxido de sédio (NaOH) 0,5 M. A suspenséo, filtrada em
papel de filtro Whatman n°. 2, tem a intensidade de sua cor amarela medida em
espectrofotébmetro a 420 nm.

Para a curva de calibracdo, utilizou-se uma solucdo padrao de p-nitrofenol, com a
obtengao de filtrados com 0, 10, 20, 30, 40 e 50 pg de p-nitrofenol por tubo.

Para isto, dilui-se 1 mL da solucdo padrdo em H,O para volume final de 100 mL,
das quais aliquotas de 0, 1, 2, 3, 4, e 5 mL foram transferidos a erlenmeyers, com ajuste para
volume final de 5 mL com H,0. As solugbes obtidas foram entdo submetidas a0 mesmo
tratamento descrito para as outras amostras: a reacao foi paralisada e a solucdo foi filtrada.

Os brancos foram necessarios para determinar a cor ndo proveniente do p-nitrofenol
liberado pela atividade da fosfatase acida. Para os brancos, adicionou-se o p-nitrofenil fosfato
de sodio somente apds a adicdo de 1 mL de cloreto de célcio (CaCly) 0,5 M e 4 mL de

hidréxido de sédio (NaOH) 0,5 M, imediatamente antes da filtrag&o.

4.9.2 Celulase

A determinagdo desta enzima foi baseada no método de Schinner e Von Mersi
(1990), fundamentada na quantificacdo de agucares redutores liberados pelas amostras apos a
incubacdo com solucdo de carboximetil celulose sodico (CMC) para celulase por 24 h a 50°C.

Foram preparados 3 reagentes, denominados A, B e C. O reagente A consiste em
uma mistura de 16 g de carbonato de sodio anidro (Na,COs3) e 0,9 g de cianeto de potéssio
(KCN) com volume completado para 1000 ml com H,O; o reagente B, de 0,5 g de ferricianeto
de potassio (KsFe(CN)g) com volume completado para 1000 mL com H,0; o reagente C, de
uma mistura de 1,5 g de sulfato ferroso amoniacal (Fe(NH4)2(SO4)2), 1 g de dodecil sulfato de
sodio (ou lauril sulfato de sédio) (C12H25SO4Na) e 4,2 mL de &cido sulfarico (H,SO4) com
volume completado para 1000 ml com H,O.

Alicota de 10 g de solo, em frascos de destilacdo, foram adicionados a 15 mL de
tampdo acetato de sodio (NaC,H30,.3H,0) 2M, com pH ajustado para 5,5, e a 15 mL de
solugéo de CMC 0,7% (wi/v) para celulase. Os frascos foram agitados, incubados por 24 h a

50°C e novamente agitados apds a incubacgdo. 1,5 mL da suspenséo foi centrifugadas a 9000
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rpm por 10 minutos. O controle foi preparado pela adicdo de 15 mL da solugcdo de CMC
depois da incubacéo e imediatamente antes da centrifugacao.

Dilui-se 1 mL do centrifugado em 20 mL de H,0O, uma vez que altas concentragdes
de sais, fons amonio (NH;"), oxalato de magnésio (MgC,0,4), acido oxalico (H,C,04),
hidréxido ou fluorido interferem na determinacédo da glicose. 1 mL do diluido foi transferido a
tubos de vidro, onde foram adicionados a 1 mL do reagente A e 1 mL do reagente B. Os
tubos, fechados com parafilm, foram agitados e colocados em banho fervente a 100 °C por 15
minutos. Apds este tempo, a solugdo foi resfriada em banho a 20 °C por 5 minutos, adicionada
a 5 mL do reagente C, agitadas e colocadas para repousar a 20° C por 1 h para o
desenvolvimento da coloracdo. Os acUcares redutores foram entdo quantificados em
densidade optica de 690 nm, comparados ao branco.

Para a curva de calibragéo, pipetou-se em tubos 0O; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7,
0,8; 0,9 e 1 mL de solucdo de glicose monoidratada, diluida em 1 mL de H,0O. Os acucares
redutores foram determinados pelos mesmos procedimentos descritos para as outras amostras.

A correcdo dos valores foi feita pela subtracdo do valor dos controles. O
equivalente de glicose foi calculado por (C .V . f)/ (sw. dwt), em que C é a concentracao de
glicose medida (pg glicose.ml™ filtrado), V é o volume da suspensdo teste, f é o fator de
diluicdo (20 para solos cultivaveis), sw é o peso de solos Umidos utilizados e dwt é o peso de

1 g de solo imido. O equivalente foi expressa em pg.g™.dwt 24 h™',

4.9.3 Asparaginase

Foi realizada pelo método descrito por Frankenberger e Tabatabai (1991), que
determina o nitrogénio mineralizado sob a forma de fon aménio (NH,") pela L-asparaginase.

Neste método, a enzima foi submetida a valores 6timos de pH e de concentracéo
dos substratos. 1 g de solo foi transferido a frascos de destilacdo, onde foi adicionado a 0,2
mL de tolueno, 9 mL de tampdo tris hidroximetil aminometano (THAM) 0,1 M em pH 10.
ApO6s uma agitacdo répida, adicionou-se 1 mL de solucdo L-asparagina 0,5 M, agitando
novamente. As amostras foram entdo incubadas a 37 °C por 2 hs. Decorrido este tempo,
adicionam-se 40 mL de solucdo de cloreto de potassio (KCI) e sulfato de prata (Ag.SQOy),
misturando vigorosamente. Pipetou-se uma aliquota de 20 mL da suspensdo em frascos de
destilacdo a vapor e a quantidade liberada de amonio (NH,") foi determinada pela destilagdo a

vapor com 0,2 g de 6xido de magnesio (MgO) por 4 minutos.



27

O mesmo procedimento foi realizado com os brancos, com excec¢éo da adi¢cdo de 1
mL da solucdo de L-asparagina 0,5 M apds a adicdo de 40 mL da solucdo de cloreto de
potassio (KCI) e sulfato de prata (Ag,SQOy).

4.9.4 Urease

A metodologia adotada foi de Tabatabai e Bremner (1972), que estima a quantidade
de amonia liberada com o uso de tolueno.

Neste método, a enzima foi submetida a valores 6timos de pH e de concentracdo
dos substratos. Em frascos de destilacdo, 1 g de solo foi adicionado a 0,2 mL de tolueno e 9
mL de tampao tris hidroximetil aminometano (THAM) 0,05 M em pH 9, sendo agitados por
alguns segundos. Adicionou-se 1 mL de solucdo de uréia 0,2 M, agitando-se novamente 0s
frascos. Estes foram incubados a 37 °C por 2 horas. Adicionou-se entdo 40 mL de solucdo de
cloreto de potassio e sulfato de prata. Pipetou-se uma aliquota de 20 mL da suspensdo em
frascos de destilagdo a vapor e determinou-se a quantidade de aménio (NH4") liberada pela
destilacdo a vapor com 0,2 g de 6xido de magnésio (MgO) por 4 minutos. Os brancos foram
preparados do mesmo modo, porém pela adi¢cdo de 1 mL da solugdo de uréia 0,5 M apds a

adicdo de 40 mL da solucao de cloreto de potassio e sulfato de prata.

4.9.5 Desidrogenase

A atividade da desidrogenase foi determinada pelo método de Casida et al. (1964),
baseado na extracdo com metanol (CH3OH) e na determinacdo colorimétrica de trifenil
formazan (TPF) produzido através da redugdo de cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazolio (TTC) em
solos.

Tubos de ensaio com 5 g de solo e 5 mL da solucdo aquosa de cloreto de 2,3,5
trifeniltetrazolio (TTC) a 1% ou 1,5 % foram incubados a 37 °C por 24 horas. Adicionou-se
10 mL de metanol (CH3OH), misturando a solucdo por 1 minuto. Apds a decantacdo, o
sobrenadante foi centrifugado a 3400 rpm por 10 minutos. A intensidade da cor avermelhada
foi determinada em espectrofotdmetro a 485 nm. A quantidade de trifenil formazan (TPF)
produzida foi calculada com base a curva de calibragéo.

Para a curva de calibragcdo, 10 mL de uma solucdo padrdo de trifenil formazan

(TPF) foram diluidos em H,0O, com volume final de 100 mL.
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Pipetou-se aliquotas de 5, 10, 15, 20 mL do diluido em frascos volumétricos,
completando o volume de 100 mL com metanol (CH3OH), misturando vigorosamente. A

intensidade da cor avermelhada de TPF foi quantificada como descrito para as amostras.

4.10 Andlise Estatistica

O conjunto dos dados microbioldgicos, quimicos e bioquimicos foi submetido a
anélise de variancia e comparagdo de medidas pelo teste de Tukey (P<0,05). Utilizando-se o
software estatistico Sisvar (verséo 4.6, Build 61, Copyright Daniel Furtado Ferreira).
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5--RESULTADOS

5.1 Atividade Enzimatica

Inicialmente, 15 dias pds- germinacdo, a variedade parental ndo geneticamente
modificada (Non-GMP) demonstrou aumento da atividade da enzima desidrogenase no solo
enquanto que as plantas geneticamente modificadas (GMP) evidenciaram a estimulagio da
atividade de asparaginase e celulase. Ja a interacdo entre plantas geneticamente modificadas e
micorrizas arbusculares (PGM*MA) estimulou a asparaginase e a desidrogenase (Tabela 1).

Com 45 dias além da permanéncia da condicdo estimulatéria da celulase, pelas plantas
GMP, observou-se o aumento da atividade da fosfatase &cida. Constataram-se tambeém
diferencas na atividade das enzimas urease e asparaginase no solo com plantas Non-GMP. Em
contrapartida, a integracao apenas apresentou efeito significativo para a urease (Tabela 2).

No solo com plantas convencionais, 0s valores para desidrogenase foram significativos
com 60 dias, bem como a continuacdo da estimulacdo da asparaginase, enquanto que no solo
com plantas GMP houve a estimulacdo da fosfatase &cida, urease e celulase. Enquanto a
integracdo mostrou diferencas para a asparaginase, fosfatase acida e celulase (Tabela 3).

Aos 90 dias, 0 solo com a cultura convencional apresentou maiores valores para urease,
ao passo que a presenca de plantas GMP estimulou a atividade de asparaginase e
desidrogenase. As mesmas enzimas foram estimuladas na PGM*MA sendo acrescida da
atividade da fosfatase acida (Tabela 4).

Com 120 dias, os valores foram significativos para asparaginase, desidrogenase,
fosfatase acida e celulase apenas no solo com a variedade transgénica. A integragédo
PGM*MA foi significativa para todas as cinco enzimas, exceto a desidrogenase (Tabela 5).

A micorrizagdo demonstrou diferengas ao longo dos 120 dias na grande maioria das
enzimas analisadas. Sendo evidenciados os maiores valores nas plantas ndo micorrizadas, com
excecdo da atividade da urease, com 90 dias (Tabela 4), e a asparaginase e fosfatase acida,

com 120 dias (Tabela 5), que foram estimuladas nos vasos micorrizados.
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5.2 Grupos Funcionais de Microrganismos do solo e pH

Com 15 dias, as plantulas ndo geneticamente modificadas apresentaram maior taxa de
crescimento estimulando a comunidades de actinomicetos (Ac), celuloliticos (Ce),
amiloliticos (Am) e proteoliticos (Pr), o mesmo efeito foi evidenciado sobre os valores de pH
em todos os cinco tempos analisados. A inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (MA)
estimulou a populacdo de Pseudomona fluorescente (Fp), enquanto a interagdo PGM*MA
influenciaram o pH, Fp, Ac e Ce (Tabela 6).

Com 45 dias, as plantas ndo transgénicas continuaram a estimular as mesmas
populagdes do tempo anterior, com excecdo dos microrganismos amiloliticos. Enquanto que
as plantas GMP comecaram a estimular determinados grupos microbianos; constatou-se o
aumento da quantidade de fungos totais (F) e dos protozoérios ciliados (Cil). No solo sem
micorrizacdo, as comunidades de F, Ac e Am apresentaram significativas alteracBes. Ja a
interacdo PGM*MA estimulou os grupos funcionais de Fp, Ac, Pr, Cil e dos protozoarios
flagelados (Fla) assim como o pH. (Tabela 7).

Com 60 dias, as plantas non-GMP proporcionaram o crescimento da comunidade de
amiloliticos, cuja ocorréncia voltou a ser significativa junto aos actinomicetos, celuloliticos e
proteoliticos. Ao passo que as GMP somente estimularam os protozoarios flagelados. No solo
sem AM, a condi¢do estimulatéria aos actinomicetos permaneceu e estendeu sobre a
comunidade de Pr, enquanto no solo inoculado com AM constatou-se 0 aumento de bactérias
heterotroficas. A interagdo PGM*MA estimulou os F, Ac, Ce, Am, Cil e Fla (Tabela 8).

Com 90 dias, a frequéncia dos grupos estimulados no tempo anterior permaneceu e
ampliou sobre os protozoarios ciliados. Enquanto que nas plantas GMP, foi observado a
retomada da estimulacdo de alguns grupos funcionais, como os solubilizadores de fosfato e,
por conseguinte, os protozoarios flagelados. O solo sem AM apresentou valores significativos
apenas para solubilizadores de fosfato (PS) em contrapartida ao solo com AM gue favoreceu a
comunidade de protozoarios ciliados. A interagdo apresentou valores significativos para o pH,
F, PS, Ac, Ce e Am (Tabelas 9).

Os resultados obtidos com 120 dias ndo foram significativos para a maioria dos
bioindicadores quando contraposto a cultura transgénica e a parental. No entanto, observa-se
um relativo aumento nos valores de UFC no solo com plantas GMP, com alteracoes
significativas apenas para os protozodrios ciliados e flagelados. Ao longo dos cinco tempos de

avaliacdo, a comunidade de bacterias heterotréficas e de pseudomonas fluorescente ndo sofreu
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alteracdes referentes as plantas GMP. Tornou-se evidente o aumento dos flagelados, no solo
AM, e dos fungos totais no solo ndo AM (Tabela 10).

A interacdo entre plantas geneticamente modificadas e micorrizas arbusculares
influenciou a maioria dos grupos funcionais ao longo dos cinco tempos analisados,
constatando-se um efeito deletério sobre a comunidade de bactérias heterotréficas ao decorrer

desse tempo.

O algodéo transgénico influenciou significativamente o pH em todos os tempos, sendo
constatados os maiores valores nas plantas parentais nédo GMP. Por outro lado, para a mesma
variavel, a presenca dos fungos MA ndo revelou diferenca significativa em nenhum dos cinco
tempos. Enquanto a interacdo PGM*MA foi significativa na maioria dos tempos amostrais,

tendo como Unica excecdo a analise com 60 dias (Tabela 8).

5.3 Biomassa Microbiana, qCO2, Respirometria e relacdo C/N

Nos cinco tempos de avaliacdo, a presenca de plantas GMP, a coloniza¢do micorrizica e
a interagdo PGM*MA néo influenciaram a taxa de desprendimento de CO; e os teores de C e
de N da biomassa microbiana, de forma que os tratamentos apresentaram valores similares de
gCO; e relacao C/N.

5.4 Colonizacao Micorrizica

A andlise de variancia da colonizagdo micorrizica no algoddo reportou diferenca
(p<0,01) entre os solos com plantas GMP e convencionais com 90 dias. Nesta fase, o solo
com plantas ndo GMP apresentaram os maiores niveis de colonizagdo (Figura 1), bem como o
florescimento de mais plantas em comparacdo ao solo com o algod&o transgénico. Os niveis
de colonizacdo micorrizica foram considerados altos nos dois tratamentos. A presenca da
planta transgénica ndo afetou o estabelecimento das relacGes simbidticas entre a planta e o

fungo.
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5.5 Crescimento da Planta

O crescimento das plantas foi influenciado pela inoculacdo do MA, tanto na variedade
parental quanto na GMP, que apresentaram maior crescimento quando comparadas as plantas
ndo micorrizadas. A coloniza¢do micorrizica apresentou efeito tanto sobre o peso seco da
parte aérea com 15, 60 e 120 dias (Figura 2) quanto no peso seco da raiz com 15, 60, 90 e 120
dias (Figura 3), com maiores valores para o solo com plantas micorrizadas. O comprimento
especifico da raiz por planta foi maior nas plantas micorrizadas durante todos os tempos de

avaliacéo (Figura 4).
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6- DISCUSSAO

6.1 Atividade Enzimatica

A desidrogenase, enzima intracelular responsavel pela transferéncia de energia através
da cadeia transportadora de elétrons (Bastida et al., 2006), reflete a atividade oxidativa,
constituindo um indicador da atividade microbiana do solo (Nannipieri et al., 1990). Aos 15
dias, houve o aumento da atividade desta enzima no solo com a variedade parental ndo GMP,
0 que condiz com os resultados encontrados para os grupos funcionais, enquanto no solo com
plantas GMP constatou-se a estimulacdo da atividade de asparaginase e celulase. A celulase é
uma enzima relacionada ao ciclo do C que hidrolisa a celulase fornecendo energia e C aos
organismos do solo. Diferentes tipos de solo podem apresentar diferentes taxas de atividade
celulasica, que depende de fatores como a qualidade do substrato sobre o qual a enzima atua
(Doyle et al., 2006). Ja a asparaginase atua no ciclo do N, sendo responsavel pela
mineralizacdo do N organico, disponibilizando-o para plantas e microrganismos na forma de
amonio (NH,"). Além da assimilacdo por organismos, 0 amonio também pode ser adsorvido
por minerais de argila ou oxidado a nitrato (NO3") no processo de nitrificacdo (Victoria et al.,
1992).

Com 45 dias, além da continuacdo da estimulacdo da celulase, observou-se o aumento
da atividade da fosfatase &cida, o que pode ser atribuido ao predominio da acdo desta enzima
em solos acidos como o utilizado neste trabalho (Juma and Tabatabai, 1978). A fosfatase
acida é relacionada ao ciclo do P, hidrolisando formas orgéanicas e disponibilizando formas
minerais de P para plantas e microrganismos (Speir and Ross, 1978; Tabatabai, 1994),
podendo ser produzida tanto por microrganismos quanto por plantas. Quando liberada pelas
plantas é um importante catalisador na hidrélise das formas orgénicas de fosforo (Richardson
et al., 2005). A celulase é uma enzima secretada principalmente por fungos (Andersson et al.,
2004), o que pode estar relacionado ao aumento dos fungos totais verificado neste tempo.
Constataram-se também diferencas na atividade das enzimas urease e asparaginase no solo
com plantas ndo GMP, devido provavelmente ao crescimento vegetal, que demanda a
translocacdo de mais N. No solo com plantas convencionais, os valores para desidrogenase
foram significativos com 60 dias, bem como a continuacdo da estimulacdo da asparaginase,
enquanto que no solo com plantas GMP houve a estimulagdo da fosfatase acida, urease e

celulase.
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Aos 90 dias, o solo com a cultura convencional apresentou maiores valores para urease,
ao passo que a presenca de plantas GMP estimulou a atividade de asparaginase e
desidrogenase. Aos 120 dias, os valores foram significativos para asparaginase,
desidrogenase, fosfatase acida e celulase apenas no solo com a variedade transgénica.

A micorrizagdo demonstrou diferencas ao longo dos 120 dias na grande maioria das
enzimas analisadas. Sendo evidenciados os maiores valores nas plantas ndo micorrizadas, com
excecdo da atividade da urease, no quarto tempo, e a asparaginase e fosfatase acida, no quinto

tempo, que foram estimuladas nos vasos micorrizados.

A interacdo PGM*MA se revelou significativa para pelo menos uma das cinco enzimas
analisadas ao longo dos 120 dias, nos primeiros 15 dias para a asparaginase e desidrogenase,
apenas para urease com 45 dias; asparaginase, fosfatase acida, e celulase com 60 dias;
asparaginase, desidrogenase e fosfatase acida com 90 dias; e todas exceto a desidrogenase
com 120 dias.

6.2 Grupos Funcionais de Microrganismos do solo e pH

Inicialmente, a cultura transgénica germinou mais rapidamente que as plantulas nao
geneticamente modificadas. No entanto, estas apresentaram maior taxa de crescimento,
estimulando a comunidades de actinomicetos, celuloliticos, amiloliticos e proteoliticos 15 dias
apos a germinacdo. Em ambientes com baixa disponibilidade de nutrientes, como o solo
utilizado como substrato, esses microrganismos degradam substancias normalmente néo
decompostas por outros grupos. Outro fator que pode ter influenciado a comunidade
microbiana foi o pH, moderadamente neutro do solo. Os menores valores de pH observados
no solo das plantas geneticamente modificadas apresentaram efeito negativo sobre o
desenvolvimento dos grupos funcionais.

Com 45 dias, as plantas GMP comecaram a estimular determinados grupos
microbianos. Constatou-se 0 aumento da quantidade de fungos totais devido & liberagdo de
exsudatos pelas plantas GMP associada a moderada diminuig¢do do pH do solo. Outro efeito
observado diz respeito aos protozoarios ciliados, cuja comunidade foi estimulada em presenca
das plantas transgénicas. Estas podem apresentar diferentes exsudatos radiculares e,
consequentemente, ter diferentes efeitos sobre os organismos do solo e 0s processos por eles
mediados em comparacdo as plantas convencionais (Nodari and Guerra, 2001; Wolfenbarger
and Phifer, 2000; Dunfield and Germida 2004). Em contrapartida, Siqueira et al. (2004)
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relatam que alteragcdes causadas por cultivos transgénicos na biologia do solo ndo diferem em
qualidade e magnitude daquelas causadas por outras acGes antrépicas e variagdes naturais do
solo.

Ainda com 45 dias, as plantas ndo transgénicas continuaram a estimular as mesmas
populacdes do tempo anterior, com excecdo dos microrganismos amiloliticos cuja menor
freqliéncia sugere a maior sensibilidade destes a acidificacdo do solo em relacdo aos demais
grupos. Wu (2000) e Flores (2005) observaram que as plantas GMP sdo mais suscetiveis a
doencas quando comparadas a sua variedade parental, o que pode ser observado a partir do
terceiro até meados do quarto tempo, quando a cotonicultura sofreu com a infestacdo de
pulgdo branco. Tal episddio pode ter repercutido sobre as analises com 60 dias, no qual se
observou efeito deletério sobre os grupos de microrganismos, com excecao do de protozoarios
flagelados, além da acidificacdo do solo que corrobora os resultados obtidos.

Com 60 dias, as plantas ndo GMP levaram ao aumento do pH, aproximando-o da
neutralidade, o que levou ao crescimento da comunidade de amiloliticos, cuja ocorréncia
voltou a ser significativa junto aos actinomicetos, celuloliticos e proteoliticos. O pH desse
solo atingiu a neutralidade com 90 dias, favorecendo a freqiiéncia dos grupos estimulados no
tempo anterior. Ja em relagcdo as plantas GMP, a recuperacdo destas apds a infestagdo de
pulgdes brancos se deu juntamente com o aumento do pH do solo, o que contribuiu para
retomada da estimulagdo de alguns grupos funcionais, como os solubilizadores de fosfato e,
por conseguinte, os protozoarios flagelados. Outro fator a ser considerado é o inicio da
floragdo, fase em que h& maior demanda de P e, conseqiientemente, maior exsudacao
radicular que favorece o crescimento microbiano.

Os resultados obtidos com 120 dias ndo foram significativos para a maioria dos
bioindicadores quando contraposto a cultura transgénica e a parental, mesmo com a queda no
pH observada na Gltima. Tal alteracdo néo foi suficiente para inibir o crescimento microbiano,
mantendo-se 0 nimero de UFC devido a resiliéncia do ambiente, no qual se da o equilibrio
entre a planta, a microbiota e os constituintes abi6ticos do solo. No entanto, observa-se um
relativo aumento nos valores de UFC no solo com plantas GMP, com alteragdes significativas
apenas para os protozoarios ciliados e flagelados. Ao longo dos 120 dias, a comunidade de
bactérias heterotroficas e de pseudomonas fluorescente (Fp) ndo sofreu alteracGes referentes
as plantas GMP.

A inoculagdo de fungos micorrizicos arbusculares (MA) no momento da semeadura
estimulou a populacdo de Fp com 15 dias (Tabela 6), uma vez que as Fp dispensam protecdo

as raizes contra fungos patogénicos por meio da producdo de substdncias antiflngicas,
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conferindo resisténcia sisttmica a planta (Haas et al. 2005). No solo sem micorrizacao, a
comunidade de bactérias heterotroficas, actinomicetos e amiloliticos apresentaram alteractes
somente com 45 dias, fato atribuido a menor capacidade de assimilacdo de nutrientes pela
planta, uma vez que, ndo usufruia do MA como um facilitador na busca por nutrientes. A
estimulagdo de actinomicetos e proteoliticos nesse solo continuou com 60 dias, enquanto no

solo inoculado com AM constatou-se 0 aumento de bactérias heterotréficas.

Com 90 dias, o solo sem AM apresentou valores significativos apenas para
solubilizadores de fosfato, devido a maior caréncia nutricional das plantas decorrente do
florescimento. No solo com AM, a alta ocorréncia de bactérias provavelmente estimulou a
comunidade de protozoarios ciliados. A permanéncia dessa condi¢do, com 120 dias, levou ao
aumento dos flagelados e dos fungos totais. O aumento do numero de UFC da microbiota do
solo reflete o estabelecimento gradual dos diferentes grupos em seus nichos ecoldgicos

particulares.

A interacdo entre plantas geneticamente modificadas e micorrizas arbusculares
(PGM*MA) influenciou a maioria dos grupos funcionais ao longo dos cinco tempos
analisados. Constata-se o favorecimento da comunidade de actinomicetos no decorrer dos 120
dias, em contraste ao grupo de bactérias heterotroficas, em que se observou efeito prejudicial.

O algodao transgénico influenciou significativamente o pH em todos os tempos, sendo
constatados os maiores valores nas plantas parentais nao GMP. Por outro lado, para a mesma
variavel, a presenca dos fungos MA ndo revelou diferenca significativa em nenhum dos cinco
tempos. A interacdo PGM*MA foi observada ao longo de todo o experimento, embora nédo

tenha se mostrado significativa com 60 dias.

6.3 Biomassa Microbiana, qCO2, Respirometria e relagdo C/N

Nos cinco tempos de avaliacdo, a presenca de plantas GMP, a coloniza¢do micorrizica e
a interagdo PGM*MA néo influenciaram a taxa de desprendimento de CO; e os teores de C e
de N da biomassa microbiana, de forma que os tratamentos apresentaram valores similares de
gCO, e relagdo C/N. O mesmo resultado sobre a biomassa microbiana foi observado em
outros estudos, que indicam o efeito ndo-deletério das proteinas Cry liberadas por plantas Bt

sobre a microbiota (Donegan et al., 1995; Santos e Stotzky, 2001b), acarretando em alteracoes
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transitérias na comunidade microbiana (Brusetti et al., 2004; Blackwood e Buyer, 2004;
Griffiths et al.,2006).

6.4 Colonizacao Micorrizica

A andlise de variancia da colonizagdo micorrizica no algoddo reportou diferenca
(p<0,01) entre os solos com plantas GMP e convencionais com 90 dias. Nesta fase, o solo
com plantas ndo GMP apresentaram 0s maiores niveis de colonizacdo, bem como o
florescimento de mais plantas em comparacdo ao solo com o algoddo transgénico. Assim, é
possivel que a variedade parental se beneficie mais das interacbes micorrizicas, o que pode
estar relacionado a sua maior rusticidade, que a torna mais dependente de associacdes
microbianas, além do florescimento que pode ter aumentado taxa de micorrizagdo devido a
maior exigéncia metabolica da planta nesta fase.

Os niveis de colonizacdo micorrizica foram considerados altos nos dois tratamentos,
patamar alcancado em situacBes de grande caréncia de fosforo (P), como nas condi¢cdes em
que o experimento foi conduzido, em que a planta busca estabelecer a simbiose micorrizica na
tentativa de maior obtengéo deste nutriente. Sabe-se que o teor de P no solo é o principal fator
que regula o nivel de colonizacdo micorrizica, a qual diminui a medida que se aumenta a
disponibilidade de P as plantas (Nogueira & Cardoso, 2000). A presenca da planta transgénica
ndo afetou o estabelecimento das relagcBes simbidticas entre a planta e o fungo. Em
contrapartida, Turrini et al. (2004) constataram que 0s exsudatos das raizes de milho Bt
(evento 176) reduziram o crescimento de hifas de fungos AM em comparacao com os milhos

Bt 11, um hibrido, e do milho convencional, inibindo a micorrizacéo.

6.5 Crescimento da Planta

O crescimento das plantas foi influenciado pela inoculacdo do MA, tanto na variedade
parental quanto na GMP, que apresentaram maior crescimento quando comparadas as plantas
ndo micorrizadas. A colonizacdo micorrizica apresentou efeito tanto sobre o peso seco da
parte aérea com 15, 60 e 120 dias quanto no peso seco da raiz com 15, 60, 90 e 120 dias, com
maiores valores para o solo com plantas micorrizadas. O efeito benéfico da associagdo com

AM ¢ evidente, pois, além de promover maior absorcdo de nutrientes como o P e 0 N, ha
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outros fatores envolvidos como a absorcdo de micronutrientes (Marschner and Dell, 1994),
bem como o0 aumento da atividade fotossintética, resultando em maior producao de biomassa.
O comprimento especifico da raiz por planta foi maior nas plantas micorrizadas durante todos

o0s tempos de avaliagao.
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7-CONCLUSAO

Este trabalho vem ressaltar a necessidade de se estudar os possiveis impactos dessa
tecnologia a partir da interacdo entre os diversos microrganismos que compdem a biologia do
solo e a planta transgénica. Isto porque, estudos pontuais, como a respiracdo microbiana,
apesar de importantes, normalmente ndo séo suficientes para captar os eventuais desarranjos
na vida do solo. Uma vez que, a avaliacdo dos impactos sobre os diferentes grupos que
compdem a biota do solo, os efeitos sobre os processos biogeoquimicos em que estdo
envolvidos, atributos fisicos e quimicos indicam comprometimentos a fertilidade,
sustentabilidade do solo e consequentemente ao desenvolvimento das plantas. As alteragdes
pontuais sobre a comunidade microbiana estdo relacionadas principalmente ao tipo e
qualidade de solo sendo, em geral, efeitos transitorios e ndo relacionado com a presenca das

proteinas Cry.
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APENDICE A
Tabela 1. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizagdo de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre

a atividade de algumas enzimas relacionadas ao Ciclo do Nitrogénio, Atividade Biol6gica, Ciclo do

Faésforo e Ciclo do Carbono na rizosfera de algodao Bollgard | com 15dias. Média de 20 plantas.

Treatment Ure Aspar. Desid. Fosfat. ac. Celul.
(mgNgdry (mgNgdry (ugTFFgdry  (mg de p-nitrofenolg  (ug glicose g dry
soil 1) soil 1) soil 1) dry soil /1h) soil 1)

Transgenic Plant (n=10)
Non-GMP 112.022 27.37b 1.05a 323.19a 52.46b
GMP 111.37a 31.65a 0.64b 384.444a 82.11a
AM Fungal Plant (n=10)
Non-AM 119.87a 30.70a 1.12a 405.28a 82.99a
AM 103.52b 28.32b 0.56b 302.36a 51.58b
ANOVA (p values)
Plant 0.90 <0.01 <0.01 0.34 <0.01
MA <0.01 0.03 <0.01 0.11 <0.01
PGM*MA 0.76 <0.01 0.01 0.68 0.54

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro de
cada tratamento.
Ure = Urease, Aspar. = Asparaginase, Desid. = Desidrogenase, Fosfat. 4c. = Fosfatase acida, Celul. = Celulase
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Tabela 2. Efeito da transgenia (GMP) e da coloniza¢do de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre
a atividade de algumas enzimas relacionadas ao Ciclo do Nitrogénio, Atividade Bioldgica, Ciclo do

Faosforo e Ciclo do Carbono na rizosfera de algodao Bollgard | com 45dias. Média de 20 plantas.

Treatment Ure Aspar. Desid. Fosfat. 4c. Celul.
(mgNgdy (mgNgdry (ugTFFgdry  (mgde p-nitrofenolg  (ug glicose g dry
soil 1) soil %) soil ) dry soil */1h) soil %)

Transgenic Plant (n=10)
Non-GMP 23.22a 41.00a 2.51a 137.01b 104.32b
GMP 18.88b 32.74b 2.58a 312.26a 136.07a
AM Fungal Plant (n=10)
Non-AM 23.71a 39.69a 2.76a 293.30a 137.90a
AM 18.40b 34.06a 2.32b 155.97b 102.49b
ANOVA (p values)
Plant <0.01 0.04 0.62 <0.01 <0.01
MA <0.01 0.16 <0.01 <0.01 <0.01
PGM*MA <0.01 0.32 0.74 0.46 0.32

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro de
cada tratamento.

Ure = Urease, Aspar. = Asparaginase, Desid. = Desidrogenase, Fosfat. 4c. = Fosfatase acida,Celul. = Celulase.
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Tabela 3. Efeito da transgenia (GMP) e da coloniza¢do de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre
a atividade de algumas enzimas relacionadas ao Ciclo do Nitrogénio, Atividade Bioldgica, Ciclo do

Faosforo e Ciclo do Carbono na rizosfera de algodao Bollgard | com 60 dias. Média de 20 plantas.

Treatment Ure Aspar. Desid. Fosfat. 4c. Celul.
(mgNgdry (mgN gdry (MOTFF g dry (mg de p-nitrofenol g (g glicose g dry
soil 1) soil %) soil %) dry soil */1h) soil %)

Transgenic Plant (n=10)
Non-GMP 30.05b 34.51a 3.65a 181.63b 95.95b
GMP 55.64a 17.53b 2.65b 278.522 185.48a
AM Fungal Plant (n=10)
Non-AM 48.56a 24.89a 3.34a 270.69? 150.65a
AM 37.13b 27.15a 2.96a 189.46b 130.78a
ANOVA (p values)
Plant <0.01 <0.01 <0,05 <0.01 <0.01
MA <0.01 0.46 0.21 <0.01 0.11
PGM*MA 0.17 0.03 0.09 <0.01 <0.01

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro
de cada tratamento.
Ure = Urease, Aspar= Asparaginase, Desid.=Desidrogenase, Fosfat. 4c. = Fosfatase &cida,Celul. = Celulase.
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Tabela 4. Efeito da transgenia (GMP) e da coloniza¢do de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre
a atividade de algumas enzimas relacionadas ao Ciclo do Nitrogénio, Atividade Bioldgica, Ciclo do

Fosforo e Ciclo do Carbono na rizosfera de algodao Bollgard |1 com 90 dias. Média de 20 plantas.

Treatment Ure Aspar. Desid. Fosfat. 4c. Celul.
(mgNgdy (mgNgdry  (ugTFFgdry  (mg de p-nitrofenol g (kg glicose g
soil %) soil %) soil %) dry soil */1h) dry soil %)

Transgenic Plant (n=10)
Non-GMP 124.89a 17.74b 2.57b 109.68? 135.732
GMP 106.43b 30.26a 3.01a 107.16? 141.942
AM Fungal Plant (n=10)
Non-AM 97.87b 34.46a 2.72a 114.072 154.112
AM 133.45a 13.54b 2.87a 102.772 126.56b
ANOVA (p values)
Plant <0.01 <0.01 0.02 0.76 0.55
MA <0.01 <0.01 0.43 0.18 <0.01
PGM*MA 0.69 <0.01 0.02 <0.01 0.47

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro
de cada tratamento.

Ure = Urease, Aspar.=Asparaginase, Desid.=Desidrogenase, Fosfat. ac. = Fosfatase acida, Celul. = Celulase.
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Tabela 5. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre
a atividade de algumas enzimas relacionadas ao Ciclo do Nitrogénio, Atividade Bioldgica, Ciclo do

Faosforo e Ciclo do Carbono na rizosfera de algodao Bollgard | com 120 dias. Média de 20 plantas.

Treatment Ure Aspar. Desid. Fosfat. 4c. Celul.
(mgNgdy (mgNgdry (ugTFFgdry  (mgde p-nitrofenolgdry  (ug glicose g
soil %) soil %) soil ) soil */1h) dry soil %)

Transgenic Plant (n=10)
Non-GMP 53.36a 21.08b 0.68b 77.04b 160.21b
GMP 54.10a 39.05a 1.04a 150.942 219.96a
AM Fungal Plant (n=10)
Non-AM 55.04a 16.83b 1.08a 92.52b 238.12a
AM 52.42a 43.75a 0.63b 135.452 142.04b
ANOVA (p values)
Plant 0.86 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
MA 0.55 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
PGM*MA <0.01 <0.01 0.15 <0.01 <0.01

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro
de cada tratamento.

Ure = Urease, Aspar.=Asparaginase, Desid.=Desidrogenase, Fosfat. ac.= Fosfatase &cida, Celul. = Celulase.
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Tabela 6. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizac¢do de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre
0 pH e alguns grupos funcionais de microrganismos na rizosfera do algoddo Bollgard | com 15 dias.
Média de 20 plantas.

Treatment Ph HB F Fp PS Ac Ce Am Pr Cil Fla
(CaCly,) (Log cfu g dry soil %) (Log NMP)
Transgenic Plant (n=10)

Non-GMP 6.962 6.92a 5.072 5.27a 6.07a  6.74a  6.37a 6.52a  6.79a 417a  4.97a

GMP 560b 7.57a 5.07a 5.27a 594a  4.73b  5.56b 6.13b  6.33b 4.44a  4.56a

AM Fungal Plant (n=10)

Non-AM 6.18a 7.68a 5.06a  5.18b 6.08a 5.21a 5.94a 6.30a  6.67a 434a  4.67a

AM 6.37a 6.81a 5.08a 5.36a 5.93a 6.27a 5.98a 6.34a 6.45a 4.27a 4.39a
ANOVA (p values)

Plant <0.01 0.41 0.97 0.95 0.28 0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.29 0.70
MA 0.14 0.27 0.86 <0.01 0.24 0.15 0.75 0.66 0.06 0.77 0.14

PGM*MA <0.01 0.36 0.39 <0,01 0.24 0.04 0.04 0.07 0.51 0.20 0.61

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro de cada
tratamento.

HB = Bactérias Heterotroficas, F = Fungos Totais, Fp = Pseudomonas, PS = Solubilizadores de Fosfato, Ac =
Actinomicetos, Ce = Celuloliticos, Am = Amiloliticos, Pr = Proteolitico, Cil = Ciliados, Fla = Flagelados
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Tabela 7. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizac¢do de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre
0 pH e alguns grupos funcionais de microrganismos na rizosfera do algoddo Bollgard | com 45 dias.
Média de 20 plantas.

Treatment pH HB F Fp PS Ac Ce Am Pr Cil Fla
(CaCly,) (Log cfu g dry soil %) (Log NMP)
Transgenic Plant (n=10)

Non-GMP 6.62a  7.95a 5.17b 1.02a 5.66a 6.75a  6.48a 6.48a  7.40a 3.99b  4.36a

GMP 575b  7.09a 550a  0.5la 5.79a 6.41b 6.21b 6.5la 7.12b 441a  3.95a

AM Fungal Plant (n=10)

Non-AM 6.21a 7.94a  5.55a 1.02a 5.67a 6.77a 6.4la 6.6la 7.34a 4272 4.13a

AM 6.16a 7.09a 5.12b 0.51a 5.78a 6.36b 6.28a 6.39b 7.18a 4.13a 4.18a
ANOVA (p values)

Plant <0.01 0.29 <0.01 0.53 0.20 0.04 0.01 0.67 0.03 0.02 0.11
MA 0.85 0.29 <0.01 0.53 0.32 0.01 0.18 0.02 0.19 0.38 0.82

PGM*MA 0.01 0.30 0.49 0.07 0.03 <0.01 0.06 0.48 0.05 <0.01 0.03

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro de cada
tratamento.

HB = Bactérias Heterotroficas, F = Fungos Totais, Fp = Pseudomonas, PS = Solubilizadores de Fosfato, Ac =
Actinomicetos, Ce = Celuloliticos, Am = Amiloliticos, Pr = Proteolitico, Cil = Ciliados, Fla = Flagelados
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Tabela 8. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizac¢do de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre
0 pH e alguns grupos funcionais de microrganismos na rizosfera do algoddo Bollgard |1 com 60 dias.
Média de 20 plantas.

Treatment pH HB F Fp PS Ac Ce Am Pr Cil Fla
(CaCly,) (Log cfu g dry soil %) (Log NMP)
Transgenic Plant (n=10)

Non-GMP 6.85a  7.52a 5.14a  2.55a 2.05a 6.65a  6.52a 6.62a 6.76a 3.97a  3.29b

GMP 539%  7.66a 5.12a 2.72a 3.80a 5.48b  5.70b 589%  6.11b  3.85a 4.21a

AM Fungal Plant (n=10)

Non-AM 6.10a  7.47b 532a 3.13a 3.71a 6.23a 6.18a 6.21a 6.68a 3.85a  3.60a

AM 6.14a 7.71a 4.94a 2.14a 2.14a 5.89b 6.04a 6.30a 6.19b 3.98a 3.89a
ANOVA (p values)

Plant <0.01 0.18 0.94 0.89 0.13 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.42 0.04
MA 0.71 0.02 0.07 0.45 0.17 <0.01 0.24 0.24 0.02 0.40 0.50

PGM*MA 0.11 0.50 0.03 0.97 0.16 <0.01 <0.01 <0.01 0.08 0.02 0.01

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro de cada
tratamento.

HB = Bactérias Heterotroficas, F = Fungos Totais, Fp = Pseudomonas, PS = Solubilizadores de Fosfato, Ac =
Actinomicetos, Ce = Celuloliticos, Am = Amiloliticos, Pr = Proteolitico, Cil = Ciliados, Fla = Flagelados
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Tabela 9. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizac¢do de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM) sobre
0 pH e alguns grupos funcionais de microrganismos na rizosfera do algoddo Bollgard |1 com 90 dias.
Média de 20 plantas.

Treatment pH HB F Fp PS Ac Ce Am Pr Cil Fla
(CaCly,) (Log cfu g dry soil %) (Log NMP)
Transgenic Plant (n=10)

Non-GMP 7.13a 7.46%  4.82° 0.01a 2.53b 6.82a  6.56a 6.56a 6.84a 4.57a  0.62b

GMP 593b 7.47a 5.06a 0.0la 5.53a 6.07b  5.87b 587b 6.38b 3.59b 3.71a

AM Fungal Plant (n=10)

Non-AM 6.44a 7.50a 5.11a  0.0la 5.45a 6.44a 6.29a 6.29a 6.66a 3.77b 1.84a

AM 6.22a 7.43a 4.77a 0.01a 2.61b 6.44a 6.14a 6.14a 6.56a 4.39a 2.49a
ANOVA (p values)

Plant <0.01 0.94 0.16 0.1 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
MA 0.43 0.62 0.051 0.1 <0.01 0.98 0.23 0.23 0.49 0.01 0.14

PGM*MA <0.01 0.08 0.03 0.1 <0.01 0.01 0.04 0.04 0.29 0.09 0.19

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro de cada
tratamento.

.HB = Bactérias Heterotroficas, F = Fungos Totais, Fp = Pseudomonas, PS = Solubilizadores de Fosfato, Ac =
Actinomicetos, Ce = Celuloliticos, Am = Amiloliticos, Pr = Proteolitico, Cil = Ciliados, Fla = Flagelados
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Tabela 10. Efeito da transgenia (GMP) e da coloniza¢do de Fungo Micorrizico Arbuscular (AM)
sobre o pH e alguns grupos funcionais de microrganismos na rizosfera do algoddo Bollgard | com 120
dias. Média de 20 plantas.

Treatment pH HB F Fp PS Ac Ce Am Pr Cil Fla
(CaCly,) (Log cfu g dry soil %) (Log NMP)
Transgenic Plant (n= 10)

Non-GMP 6.93a 7.99¢ 5222 0.01a 1.01a 6.88a 6.37a 6.37a  6.80a 437b  2.04b

GMP 6.43b 7.08a 5.29 0.0la 2.14a 6.71a 6.24a 6.24a  6.92a 497a  4.50a

AM Fungal Plant (n=10)

Non-AM 6.67a 7.99a 5.48a 0.01a 1.57a 6.76a 6.30a 6.30a 6.87a 4.78a 2.16b

AM 6.69a 7.08a 5.02b 0.01a 1.58a 6.83a 6.31a 6.31a 6.85a 4.57a 4.38a
ANOVA (p values)

Plant <0.01 0.26 0.66 0.1 0.32 0.07 0.15 0.15 0.36 <0.01 <0.01
MA 0.87 0.26 <0.01 0.1 0.99 0.43 0.93 0.93 0.88 0.19 <0.01
PGM*MA 0.01 0.15 <0.01 0.1 0.99 <0.01 0.16 0.16 0.11 0.02 <0.01

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0,05), dentro de cada
tratamento. HB = Bactérias Heterotréficas, F = Fungos Totais, Fp = Pseudomonas, PS = Solubilizadores de Fosfato, Ac =
Actinomicetos, Ce = Celuloliticos, Amr = Amiloliticos, P = Proteolitico, Cil = Ciliados, Fla = Flagelados



100
90 A
60
70
60 4
20
40 4
30
20 4
10 -
0

45 days
Bf 60 days

90 days

MYCORRHIZAL COLONIZATION (%)

NON GMPMA GMPMA

Figura 2- Colonizacao micorrizica (%) por Glomus clarum dentro de cada tratamento e
tempo de crescimento do algoddo Bolgard. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), dentro de cada tratamento.
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Figura 2. Anélise em diferentes épocas de avaliagdo do efeito de organismos PGM (G) e ndo
GM (C), micorrizados (M1) e ndo micorrizados (MO) no crescimento do algoddo. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05),
dentro de cada tratamento.
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Figura 3. Anélise em diferentes épocas de avaliacdo do efeito de organismos PGM (G) e ndo
GM (C), micorrizados (M1) e ndo micorrizados (MO) no crescimento do algoddo. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05),

dentro de cada tratamento.
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Figura 4. Andlise em diferentes épocas de avaliacdo do efeito de organismos PGM (G) e ndo
GM (C), micorrizados (M1) e ndo micorrizados (MO) no crescimento do algodao. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey (p<0,05),
dentro de cada tratamento.



