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SANTINONI Ivana Abonizio. Avaliagcdo do impacto ambiental da soja transgénica
resistente ao Glifosato sobre alguns grupos funcionais de microrganismos do
solo. Londrina, 2008. 66f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia). Universidade
Estadual de Londrina-UEL.

RESUMO

Quando um ecossistema sofre algum tipo de interferéncia, rea¢cdes quimicas e
bioquimicas do solo podem ser alteradas. Proteinas de plantas transgénicas podem
ser liberadas e influenciar seletivamente a comunidade microbiana na rizosfera. O
objetivo desse trabalho foi avaliar em casa de vegetacdo, a influéncia da soja
transgénica resistente ao glifosato, sobre grupos funcionais de microrganismos e
algumas caracteristicas bioquimicas do solo, em comparacdo com sua variedade
parental ndo transgénica. O experimento utilizou duas variedades de sojas
resistentes ao glifosato, geneticamente modificadas (GM), BRS — 244 — Londrina
(RR EMBRAPA 59) e Soja Valiosa (RR Conquista), e suas parentais ndo GM,
EMBRAPA 59 e Soja Conquista — Uberaba. As plantas foram inoculadas ou ndo com
fungo micorrrizico arbuscular (MA) Glomus clarum e G. etunicatum e todas foram
inoculadas com Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5080 e B. elkanii SEMIA 587. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 2 x 2
em cinco repeticdes. Durante 43 dias de cultivo foram realizadas as quantificagdes
das populagbes dos grupos funcionais de microrganismos do ciclo do C
(celuloliticos, proteoliticos, amiloliticos, actinomicetos, pseudomonas fluorescente,
fungos saprofiticos e bactérias heterotréficas), grupos funcionais dos ciclos do N
(proteoliticos, flagelados e ciliados) e grupos funcionais do ciclo do fésforo
(solubilizadores de fosfato e colonizacdo micorrizica). Foram também avaliadas a
atividade de enzimas do ciclo do C (desidrogenase e celulase), do ciclo do N (urease
e asparaginase) e do ciclo do P (fosfatase acida) e as biomassas microbianas de C e
N. Em relacdo ao crescimento da planta foram avaliados os seguintes parametros:
massa seca e fresca de raiz, parte aérea e nodulos, nimero de noddulos e
comprimento de raiz. Os resultados mostraram que n&o houve diferencas
significativas entre as variedades GM e suas parentais ndo GM com excecdo da
biomassa microbiana de Nitrogénio e colonizagdo micorrizica que apresentaram
menores resultados nas plantas transgénicas e a atividade enzimatica da celulase
que foi maior nesses tratamentos. A inoculacdo de MA foi o fator que mais
influenciou nos resultados, geralmente estimulando os grupos funcionais de
microrganismos na rizosfera e inibindo algumas atividades enzimaticas no solo.

Palavras-Chave: Glycine Max (L.) Merr. Comunidade microbiana. Fungo micorrizico.
Andlise de risco. Transgenia.
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ABSTRACT

When the environment has some type of interference process, physic chemical and
biochemical process should be disturbed. The new proteins produced by transgenic
plants should be excretes through the soil and influence selectively the microbial
community in the rhizosphere. The objective of this work was to evaluate in a
greenhouse, the influence of transgenic soybeans resistant to glyphosate, on
functional groups of microorganisms and some biochemical characteristics of the soil,
in comparison with their non-transgenic parental variety. The experimental design
was completely randomized 2 x2, with two variety of transgenic soybean resistant of
Glyphosate (GM), BRS — 244 — Londrina (RR EMBRAPA 59) and soybean Valiosa
(RR Conquista), and their parental non-GM, EMBRAPA 59 and soybean Conquista —
Uberaba. The plants were inoculated or not with arbuscular mycorrhiza fungi (AM)
Glomus clarum and G. etunicatum and all were inoculated with Bradyrhizobium
japonicum SEMIA 5080 e B. elkanii SEMIA 587, cultivated until 43 days after
germination. Each treatment had five replications. The population of functional
groups of microorganisms which participate of C cycling (cellulolytics, proteolytics,
amillolytics, actinomycetes, fluorescent pseudomonads, saprophytic fungi and
heterotrophic bacteria), N cycling (proteolytics, flagellate and ciliate protozoans) and
P cycling (P solubilizers and AM fungi). The enzymatic activity from biogeochemical
cycling were also evaluated, from C cycling (dehydrogenase and cellulase), N cycling
(urease and asparaginase) and P cycling acid phosphatase). Also the biomass of C,
N and plant growth were estimated and. The results showed that no significatives
differences were observed among GM plants and their parental non-GM, except for N
biomass, AM colonization and cellulase activity. The presence of AM had great
influence on the functional groups of microorganisms while some enzymes activity
decreased.
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1 INTRODUCAO

A soja hoje cultivada é muito diferente dos seus ancestrais. Nos seus
primordios, era planta rasteira e habitava a costa leste da Asia, principalmente a China. Sua
evolucédo ocorreu de plantas oriundas de cruzamentos naturais entre duas espécies de soja
selvagem (EMBRAPA, 2004). Apesar de muito conhecida no Oriente, o Ocidente ignorou o
seu cultivo até a segunda década do séc. XX.

O desenvolvimento da soja no Brasil iniciou-se quando as primeiras
plantas foram introduzidas e testadas no Estado da Bahia, em 1882, ndo apresentando éxito
na regido. Em 1900, a soja foi testada no Rio Grande do Sul, onde as condi¢des climaticas
similares as de origem do material proporcionaram um melhor estabelecimento dessa
cultura (Bonato & Bonato, 1987; Rocha, 2002; EMBRAPA, 2004).

A soja chegou ao Parana como lavoura comercial em meados dos anos
50. Sua producgéo era irrisoria e as pequenas lavouras destinavam-se, em sua maioria, ao
consumo domeéstico. Os impulsos para o estabelecimento dessa cultura vieram com as
geadas de 1953 e 1955, que estimularam os cafeicultores a buscarem na soja a alternativa
para recuperacdo econémica (Bonato & Bonato, 1987; Alliprandini et al., 1998; EMBRAPA,
2004).

O crescimento, o desenvolvimento e a produtividade da soja sé&o
influenciados por diversos fatores. Entre 0s mais importantes encontra-se a interferéncia
causada pelas plantas daninhas, que infestam espontaneamente as areas de ocupagao
agricola e que nao proporcionam alimentos, fibras ou forragem. S&o consideradas plantas
pioneiras, e apresentam a funcdo de criar habitats adequados ao inicio de uma sucessao
vegetal, que culmina no restabelecimento de uma vegetagéo climax (Galli & Montezuma,
2005). Essas comunidades infestantes passaram a interferir profundamente nas atividades

agricolas, tornando-se alvo de controle.



Inicialmente, o controle de plantas invasivas se restringia a retirada ou
gueimada daquelas que se destacavam em termos de porte ou de ciclo mais curto. Essas
atividades afetavam a biodiversidade local com intensa mortalidade de insetos e outros
animais, provocando também processos erosivos e a diminuicdo dos teores de matéria
organica, tornando-se responsaveis por importantes impactos ambientais (Christoffoleti &
Lépez-Ovejero, 2003; Gazziero et al., 2006). Na segunda metade do século 20, houve
aumento expressivo do controle quimico através da industria de herbicidas. Na ultima
década, comecaram a aparecer as primeiras populacbes resistentes, decorrentes da
pressédo de selegdo promovida por esses agentes quimicos (Gazziero et al., 2006).

O glifosato € um herbicida pés-emergente, classificado como nado-seletivo
e de acdo sistémica. Apresenta largo espectro de acdo, o que possibilita o controle de
plantas daninhas anuais ou perenes, tanto de folhas largas como estreitas (Christoffoleti &
Lépez-Ovejero, 2003; Siqueira et al., 2004; Galli & Montezuma, 2005). Apresenta rapida e
alta taxa de adsorgcdo aos Oxidos de Fe e Al e a matéria organica do solo, nos quais a
dessorcao praticamente ndo ocorre, mantendo baixas a mobilidade e a disponibilidade
dessa molécula na solugdo do solo (Prata et al., 2000). E absorvido pela regio clorofilada
das plantas e translocado, preferencialmente pelo floema, para os tecidos meristematicos.

Atua como um potente inibidor da atividade da enzima 5-
enolpiruvilshiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS), que é catalisadora de uma das reagfes de
sintese dos aminoacidos aromaticos fenilalanina, tirosina e triptofano, influenciando também
outros processos, como a inibicdo da sintese de clorofila, estimulo da producéo de etileno,
reducdo da sintese de proteinas e aumento da concentracdo do AlA (Cole, 1985). Segundo
Carpenter et al. (2002), o glifosato € menos toxico e menos persistente no solo que os
herbicidas comumente utilizados no cultivo convencional de soja, e a possibilidade de
aplicacdo em pds-emergéncia da cultura diminui os riscos de contaminacdo do solo e
favorece a adogéo do sistema de plantio direto, que aumenta a protegdo do solo contra

processos erosivos.
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Nesse contexto, o0 desenvolvimento da biotecnologia moderna
proporcionou o surgimento de plantas que carregam em seu genoma a adicdo de DNA
oriundo de uma fonte diferente do germoplasma paternal, denominadas transgénicas (Mann,
1999; Valois, 2003; Pelaez et al., 2004) e que séo resistentes a essa classe de herbicidas. A
transgenia em plantas pode ser feita de forma direta, por processos fisico-quimicos ou
indireta, quando o DNA exodgeno é inserido no genoma vegetal pela acdo de um vetor
biolégico (Siqueira et al., 2004). No caso da soja Roundup Ready®, produzida pela empresa
Monsanto, no processo de obtencéo do organismo geneticamente modificado, um transgene
que codifica a informacéo para producéo da proteina CP4 EPSPS, é inserido no genoma da
planta e lhe confere caracteristica de tolerdncia ao herbicida glifosato (Braga et al., 2003).
Essa caracteristica traz como consequéncia a facilidade no manejo da cultura e um menor
namero de aplicacbes de herbicidas, resultando em menores custos de producdo e
diminuicao de agrotoxicos liberados no ambiente (Cox, 1998; Pelaez et al., 2004).

Em 2007, os agricultores brasileiros cultivaram 15 milhdes de hectares de
lavouras transgénicas, apresentando o maior crescimento no mundo em adocdo de
biotecnologia agricola, o que corresponde a 30% das areas cultivadas o pais. Logo atras do
Brasil est&o os Estados Unidos, com 3,1 milhdes de hectares de crescimento, e a india, com
2,4 milhdes. Da é&rea total de transgénicos plantada no Brasil, cerca de 14,5 milhdes de
hectares foram cultivados com soja tolerante a herbicida. Os outros 500 mil hectares foram
dedicados ao cultivo do algodao resistente a insetos, liberado para comercializacdo no pais
em 2005. Em escala mundial, as lavouras transgénicas alcancaram 114,3 milhdes de
hectares cultivados (CIB, 2007)

Com a evolucéo dos processos de produgédo, a agricultura, pela sua vasta
extensao, tornou-se uma das atividades humanas mais impactantes ao meio ambiente, em
virtude do desmatamento, manejo e uso agricola inadequados (Castro et al.,, 1993;
Constanza et al.,, 1997; Tilman et al., 2001). A conservagdo da biodiversidade em

agrossistemas sob manejo intensivo é muito dificil, se ndo impossivel de ser conseguida,
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podendo ser o principal fator de mudanca da biodiversidade do planeta (Sala et al., 2000;
Palumbi, 2001).

Uma das areas menos compreendidas na avaliagdo de risco ambiental de
plantas geneticamente modificadas é seu impacto no solo e suas interagbes com a
comunidade microbiana.

As plantas, como organismos autotréficos, apresentam a importante
funcdo de liberar moléculas orgéanicas no solo. Este processo pode ocorrer por dois
caminhos: através da deposicao de residuos vegetais e através da exsudacao de nutrientes
na rizosfera, um fendmeno conhecido como rizodeposi¢éo. Estes compostos constituem as
fontes principais de nutrientes para microbiota do solo (Andrade, 2004; Siqueira et al., 2004).
O solo é um ambiente heterogéneo, descontinuo e que possui uma vasta e diversa
comunidade bioldégica composta por bactérias, fungos, algas, protozoarios, particulas virais
e macrofauna (Torsvik & @vreds, 2002). A biodiversidade e densidade da biota do solo séo
importantes para assegurar que processos essenciais a qualidade e a funcionalidade do
mesmo sejam realizados (Tétola & Chager, 2002). Portanto, os grupos funcionais de
microrganismos estéo inseridos no sistema que transforma substancias e mantém os niveis
de nutrientes disponiveis na Terra, participando de um ou mais ciclos biogeoquimicos.

Outro fator importante nas relagdes microrganismo-solo-planta € a fixagcao
biol6gica do nitrogénio (FBN) realizada no solo pelos fixadores de vida livre ou na planta
através de fixadores simbioticos (Dobbelaere et al., 2003; Andrade, 2004). A inoculacéo de
leguminosas com bactérias do género Rhizobium e Bradyrhizobium € pratica comum no
meio agricola, pois essa simbiose permite transformar o N, atmosférico em NHj, que é
transferido para a planta, fazendo parte de compostos nitrogenados como aminoacidos,
proteinas, acidos nucléicos, etc. (Galli & Montezuma, 2005).

A acdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) também deve ser
levada em consideracdo. Os FMA sdo microrganismos importantes para a reciclagem de
nutrientes e sua disponibilizacdo para as plantas. O micélio produzido pelo fungo aumenta a

capacidade da raiz em explorar o ambiente circunvizinho, auxiliando a planta na absorg&o
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de nutrientes de baixa mobilidade no solo. Além disso, o micélio contribui para formacéo e
estabilidade dos agregados, ndo importante apenas em areas sujeitas a processos erosivos
e impactados, mas em qualquer sistema de producdo agricola (Hayman, 1983; Marschner &
Dell, 1994; Andrade et. al., 1998). Entretanto, a eficiéncia micorrizica pode variar em funcao
de vérios fatores, como o gendtipo do hospedeiro (Marschner & Timonen, 2005). Devido a
essas relagfes, a diversidade microbiana tanto em ecossistemas naturais quanto agricolas
tem sido utilizada como importante bioindicador da qualidade do solo, permitindo avaliar o
efeito do uso do mesmo sobre 0s microrganismos e suas fungdes.

Outro indicador da qualidade do solo é a atividade enzimas que atuam na
ciclagem de nutrientes e da matéria organica. As enzimas podem ser produzidas por plantas
ou animais, mas séo principalmente produzidas por microrganismos e apresentam, como
principal funcdo, mediar transformac¢des bioquimicas, proporcionando processos de
decomposi¢édo dos materiais organicos e transformag8es inorganicas no solo. Encontram-se
extracelularmente aderidas aos agregados do solo ou intracelularmente, no citoplasma,
membrana e parede celular. Podem acumular-se no solo, e em condicbes estaveis,
apresentar atividade por um periodo maior de tempo (Weaver et al., 1994; Badiane et al.,
2001).

Através do estudo das interagcbes que ocorrem no solo é possivel
monitorar a acdo de produtos quimicos prejudiciais, distirbios ambientais, disturbios na
ciclagem dos nutrientes e efeitos na fertilidade do solo (Badiane et al., 2001; Andrade, 2004;
Zilli et al., 2003; Nogueira et al., 2006;). As transformacdes microbianas, assim como suas
diferentes reacdes quimicas e bioguimicas podem ser alteradas quando esse ecossistema
sofre algum tipo de interferéncia.

Por essas razoes, € inevitavel que produtos de novos genes venham a ter
contato com a comunidade microbiana do solo. Proteinas de plantas transgénicas podem
ser liberadas e influenciar seletivamente a comunidade microbiana, estimulando o

crescimento de microrganismos que possam utilizd-las (Castro et al., 1993; Dunfield &
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Germida, 2004). No entanto, a duvida que permanece € se esses produtos proporcionam
algum efeito sobre a funcéo dos microrganismos do solo.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar em casa de vegetacdo a
influéncia da soja transgénica resistente ao glifosato sobre alguns grupos funcionais de
microrganismos do solo, em comparacdo com as suas variedades parentais, na presenca e

auséncia de fungos micorrizicos arbusculares
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A primeira planta transformada pela tecnologia do DNA recombinante foi
desenvolvida no inicio da década de 80. Desde entdo, moléculas de DNA passaram a ser
inseridas em espécies de interesse, produzindo novas e desejadas particularidades
(Dunfield & Germida, 2004). Com esse avanco da ciéncia, a obtencao de hibridos superiores
pelo melhoramento genético convencional, que € limitado a espécies sexualmente
compativeis, deixou de ser a Unica maneira de se fazer melhoramento, e a técnica do DNA
recombinante possibilitou a utilizacdo de grande parte da variabilidade genética existente na
natureza, por meio da incorporacdo de genes de uma espécie no genoma de outra sem o
concurso da reproducéo sexual (Paterniani, 2001; Ervin et al., 2003; Siqueira et al., 2004).
Esse é um processo mais rapido que o melhoramento convencional e mais preciso, pois
permite a introdug&o de um unico gene e modificagdo de uma caracteristica especifica. Em
1994, essa tecnologia estreou no mercado consumidor norte-americano na forma do tomate
Flavr Savr, que teve seus genes alterados para resistir mais tempo nas prateleiras dos
supermercados (Ervin et al., 2003).

Os recursos genéticos adquiriram grande expressdo econdmica com 0
desenvolvimento da engenharia genética. Os organismos geneticamente modificados
(OGMs) oferecem uma multiplicidade de aplicacbes e beneficios, podendo também
apresentar efeitos adversos. A preocupacdo com a seguranga da nova biotecnologia esta
inserida em acordos internacionais, como a Agenda 21 e a Convencdo da Diversidade
Biologica (CBD), negociados durante a Conferéncia das Nagfes Unidas para o
Desenvolvimento e o Meio Ambiente, realizada no Rio de Janeiro e foi ratificada por 170
paises. O texto da CBD reconhece o valor da biodiversidade e o direito soberano dos paises
sobre seus recursos genéticos, ficando responsaveis pela sua preservacdo e uUSsO

sustentavel (Leite, 2007).
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A legislacdo brasileira de Biosseguranca estd representada na Lei n°
8.974, de 05/01/1995. Em cumprimento a legislacdo, o governo recebe assessoramento
técnico da Comissédo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIio) para as atividades de
avaliacdo de risco de OGMs e derivados e para o estabelecimento da politica nacional, na
referida 4rea (CTNBIo, 2007).

A polémica sobre os cultivos transgénicos tem levado parte da sociedade a
uma discusséo polarizada, fazendo com que varios paises imponham restricdes ao plantio e
a importacdo de commodities de produtos agricolas oriundos de cultivos com OGMs. A
legislagdo em alguns paises é muito restritiva, enquanto em outros é mais permissiva,
porém, em todos, é baseada em andlises de riscos, que envolve a integracdo de
conhecimentos cientificos multi e interdisciplinares de elevada complexidade (Eastham &
Sweet, 2002).

Os riscos associados aos transgénicos recaem em dois tipos principais:
para a saude humana e para o ambiente. O primeiro, aplicavel a cultivos alimentares, é
decorrente da premissa de que as modificagdes genéticas efetuadas nas plantas as levam a
secretar substancias ausentes ou incomuns nos alimentos convencionais. Compostos
inexistentes na cadeia alimentar obtidos através da transgenia poderiam desencadear
processos alérgicos ou outras disfuncdes fisiologicas. Dai surgiram expressdes como
“Frankenfoods” ou comidas Frankenstein (Leite, 2007).

Os principais impactos associados a liberacdo de OGMs no ambiente
incluem: acdo em organismos ndo alvo, fluxo génico ou poluicdo genética, exposi¢cdo de
espécies a novos patdégenos ou agentes toxicos, geracdo de plantas daninhas ou pragas
resistentes, efeitos nos ecossistemas e a interrupgéo da ciclagem de nutrientes e energia
(Tiedje et al., 1989; Fontes et al., 1996; Rissler & Melon, 1996; Ho et al. 1998; Nodari &
Guerra, 2001)

O impacto em organismos nédo alvo pode ser exemplificado pelas plantas
transgénicas que expressam endotoxinas provenientes de Bacillus thuringiensis e outras

bactérias entomopatogénicas atuando como biopesticidas. As chamadas toxinas Bt,
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codificadas pelos genes cry, apresentam espectro diferente de toxicidade, podendo ser
usadas para controle de insetos das ordens Lepdoptera, Coleoptera e Diptera (Birch et al.
1999). Os efeitos dessas toxinas nos insetos dependem da susceptibilidade das espécies e
da concentracdo da toxina contida nos tecidos da planta transgénica. Experimentos em
laboratério mostraram impactos adversos nas larvas de borboletas monarcas pela ingestéao
de pdlen de milho Bt da planta hospedeira (Losey, 1999).

Os impactos ecoldgicos da transferéncia de pdlen, um mecanismo
reprodutivo pelo qual a introgressao (incorporacdo de genes de uma espécie ao “pool”
génico de outra) pode ocorrer, dependem da capacidade dos hibridos em sobreviver e
reproduzir. Taxas de sobrevivéncia ou de reproducdo indicam a oportunidade da
introgresséo de transgenes em populagdes naturais (Tiedje et al., 1989; Wolfenbarger &
Phifer, 2000).

Mesmo ocorrendo a formacéo de hibridos entre variedades transgénicas e
plantas aparentadas e/ou daninhas, para se tornar uma ameaca, como uma planta invasiva,
os hibridos precisam ser viaveis e competitivos, além de férteis quando dependem da
reprodugéo sexual para propagagdo. Com base no que se conhece hoje, nem todos 0s
hibridos conseguem atingir a tltima fase (Wolfenbarger & Phifer, 2000).

Em geral, a maioria das discussdes sobre o impacto de plantas
geneticamente modificadas tem sido focada nas possibilidades de escape de genes e na
transferéncia desses para organismos selvagens (Barton & Dracup, 2000; Eastham &
Sweet, 2002). A contaminacgdo de variedades locais, como ragas crioulas, fruto da selecéo
continuada por agricultores tradicionais ndo é descartada. Essas variedades silvestres e
crioulas constituem um importante repositorio de diversidade genética, pois fornecem
matéria-prima para cruzamentos e criacdo de novas variedades e a possibilidade de
contaminacao representa uma ameaca a pureza desse material genético, risco que em geral
€ designado como poluigdo genética ou como o problema do fluxo génico (Syvadan, 1994).

O fluxo génico é vertical quando a passagem da informacdo genética

ocorre entre individuos da mesma espécie, produzindo descendentes férteis e viaveis. O
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fluxo génico horizontal ocorre quando a troca de informacao genética se d& entre individuos
de espécies diferentes, distantes geneticamente (Ramalho et al., 2001).

A possibilidade de troca de material genético pelo fluxo génico horizontal
(FGH) pode ocorrer em organismos procariontes, através de processos de conjugacao,
transducao e transformacédo. Também pode ser exemplificada pela transferéncia de material
genético da bactéria comum do solo, Agrobacterium tumefaciens, para plantas
dicotileddneas (Bushman, 2002).

Em relacdo as preocupacBes com o fluxo génico vertical de espécies
transgénicas, deve-se considerar que a quase totalidade das espécies cultivadas no Brasil
foram introduzidas e ndo apresentam espécies silvestres relacionadas com as quais possam
cruzar, como € o caso do milho e da soja, o que impede a ocorréncia de fluxo génico por
meios sexuais (Eastham & Sweet, 2002). De acordo com Ellstrand (2003), pelo menos 80%
da soja e 95% do milho e do algodédo produzidos mundialmente s&o cultivados em paises
onde n&o existe risco de hibridacéo.

No entanto, experimentos feitos com Brassica napus (canola), resistente
ao glifosato e Brassica campestris, demonstraram diferentes graus de dispersdo de polen e
formacdao de hibridos transgénicos (Conner & Dale, 1996). Os procedimentos recomendados
para manejo de risco, visando minimizar o fluxo génico incluem: o isolamento espacial ou
temporal, em relacdo a espécies sexualmente compativeis, a retirada de florescéncias das
plantas, o uso de plantas macho estéril, o uso de bordaduras de plantas incompativeis com
a planta transgénica, procedimentos apropriados de descarte do material transgénico e o
monitoramento pdés-colheita, eliminando plantas voluntarias. A localizacdo geografica da
liberacdo € um dado importante, visando impossibilitar a presenca de espécies capazes de
cruzamento fértil com o OGM (Syvadan, 1994).

J& a geracdo de plantas daninhas ou pragas resistentes pode ocorrer
através do uso de pesticidas, que proporcionam resisténcia na populacéo alvo. O manejo de

resisténcia recomenda a estratégia que combina alta dose de exposi¢cao a toxina e plantio
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de areas sem a planta transgénica, denominadas refugios (Gould, 1998). O sucesso do
manejo depende da sincronia de cruzamento entre individuos sensiveis e resistentes.

Em agrossistemas, os efeitos dos cultivos transgénicos podem ser diretos,
através da presenca de gene exdgeno funcional na planta, que é traduzido em novas
proteinas, e essas podem, eventualmente, ser liberadas no solo pela decomposicdo ou
exsudagéo, ou indiretos, resultantes do tipo de sistema de manejo da producédo (Donegan et
al.,1997; Ervin et al., 2003).

Em relacdo ao sistema de manejo, Angle (1994) sugere que este pode
influenciar as interagbes que ocorrem entre proteinas modificadas e a comunidade
microbiana. No sistema de plantio direto, durante o periodo sem cultivo, os residuos
deixados pelas plantagfes sdo concentrados na superficie do solo, limitando o contato dos
microrganismos desse ambiente com essas proteinas. Sob uma plantacdo convencional os
restos das plantas sdo incorporados ao solo, misturando os produtos dos genes e
aumentando o numero de organismos expostos.

Outro tipo de liberacao feita diretamente no solo pelas raizes das plantas é
a exsudagdo. As novas proteinas produzidas tém entdo a oportunidade de interagir com a
comunidade microbiana durante todo o periodo de crescimento da cultura (Dunfield &
Germida, 2004; Siqueira et al., 2004). A partir disso, esses componentes podem ser
absorvidos, integrados e replicados pela microbiota, sofrer desnaturacdo quimica ou fisica,
serem degradados por heterotréficos, ingeridos pela fauna epigénica ou permanecerem

adsorvidos aos coloides, conforme ilustrado na figura 1.
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Figura 1. Rotas de exposi¢do e processos de transformacdo de DNA, proteinas e
produtos de plantas transgénicas no sistema solo-planta-organismos, relacionados a
persisténcia e a atividade dessas moléculas no ambiente (SIQUEIRA, et al., 2004).

De acordo com Wolfenbarger & Phifer (2000), dois tercos dos trabalhos
cientificos relacionados ao cultivo de plantas transgénicas comprovaram danos aos
componentes do ecossistema. Os estudos analisados revelaram que seus efeitos foram
distintos, porque diferentes transgenes foram empregados.

Outra grande preocupacdo é a discussao sobre o processo de acdo do
herbicida e se este pode apresentar efeitos diretos sobre a biota, processos bioquimicos do
solo, ou sobre a deposicdo de matéria organica na superficie do solo. Alguns autores
(Souza et al., 1996; Busse et al., 2001; Andréa et al., 2003; Araujo et al., 2003) afirmam que
o glifosato é rapidamente degradado ou ligado aos colbéides do solo, exercendo poucos
efeitos danosos a biota ou processos bioldgicos.

Sabe-se que o glifosato pode interferir em alguns processos fisiol6gicos
ocorrentes nas plantas. No caso de leguminosas, como a soja, é de especial interesse a
simbiose com rizobio, cujos estagios iniciais do estabelecimento da associagdo séo
controlados por metabdlitos secundarios exsudados na rizosfera, como os isoflavonodides.

Alguns estudos mostraram que o herbicida pode inibir, ainda que moderadamente, a
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nodulagéo e interferir na atividade da nitrogenase na soja (Cox, 1998). Entretanto, dos
herbicidas mais utilizados na agricultura, o glifosato € o0 menos téxico para a nodulacéo e
FBN (Mallik & Tesfai, 1985; Eberbach & Douglas,1989). A micorrizacdo também pode ser
prejudicada, pois € dependente de exsudatos da raiz (Siqueira et al., 2004).

Algumas plantas transgénicas podem afetar a diversidade microbiana do
solo alterando os ciclos do carbono e do nitrogénio e assim, interferir na sua fertilidade
(Palm et al., 1996; Saxena et al. 1999). Um fator relevante é o fato de que a presenca de
DNA no solo ndo significa que este esteja em condicdo de ser amplificado pela sua biota
(Nielsen, 2003). Em solos muito argilosos e ricos em matéria organica, a degradagéo dessas
moléculas pode ser reduzida pela adsor¢cdo as particulas de argila e &cidos humicos
(Stotzky, 1989; Tebbe & Vahjen, 1993). Para que haja a transferéncia de genes de plantas
transgénicas para bactérias do solo, o DNA precisa permanecer livre e inalterado na
presenca de microbiota competente, para absorvé-lo e integré-lo ao seu genoma (Siqueira
et al., 2004).

As alteracbes causadas pelos cultivos transgénicos ainda ndo foram
completamente entendidas, principalmente sobre sua influéncia na biodiversidade e
funcionalidade do solo. Como ja foi dito, estes organismos desempenham funcbes
essenciais e por estarem na base da cadeia trofica e intrinsecamente associados aos
diversos processos ecologicos sdo indicadores sensiveis da qualidade do solo (Totola &
Chaer, 2002; Moreira & Siqueira, 2006). As propriedades biolégicas do solo determinam o
estabelecimento e a produtividade das plantas e a atividade microbiana pode ser avaliada
através de parametros biol6gicos como a acdo de grupos funcionais do ciclodo C, Ne P e
bioquimicos como a atividade enzimatica (De Luca & Keeney, 1993; Pascual et al., 2000).

Os grupos funcionais de microrganismos do solo sdo classificados de
acordo com suas atuacdes nos processos bioldgicos do ecossistema. Exemplos desses
grupos sdo os envolvidos no ciclo do nitrogénio como os proteoliticos e protozoarios
flagelados e ciliados, no ciclo do fésforo como os solubilizadores de fosfato e fungos

micorrizicos, e no ciclo do carbono como os celuloliticos, proteoliticos, amiloliticos,
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actinomicetos, pseudomonas fluorescente, fungos saprofiticos e bactérias heterotréficas,
entre outros (Torsvik & @vreas, 2002).

A avaliagdo da atividade de algumas enzimas fornece uma avaliacao
biolégica integrada, devido & sua estrita relacdo com a biologia do solo. As fosfatases
desempenham importante papel na mineralizacdo do fésforo organico e consequentemente
no ciclo do mesmo (Amador et al., 1997). As desidrogenases estéo relacionadas a oxida¢ao
biolégica de compostos organicos e sédo altamente especificas (Trevors, 1984). A urease e a
L-asparaginase desempenham um importante papel na mineralizacdo do N e séo
amplamente utilizadas na avaliagdo de mudangas na qualidade do solo, ocorridas em
funcdo do manejo do mesmo (Klose & Tabatabai, 2000). As celulases catalisam a hidrolise
da celulose, um dos polimeros mais abundantes no solo. Uma maior atividade celulésica
ocorre no solo rizosférico, em relagdo ao solo ndo-rizosférico (Hayano, 1986).

Durante a obtencdo de dados para andlise de risco, é fundamental a
comparagdao com o organismo parental, ndo modificado. A avaliacdo de risco identifica e
caracteriza a magnitude e o potencial de fatores adversos previamente identificados, em
qualidade e quantidade. Considera informagbes sobre o grau de risco do organismo
parental, as caracteristicas dos novos genes inseridos, o fenétipo do OGM resultante e as
caracteristicas do ambiente receptor. A obtencéo de dados tem inicio em experimentos nas
casas de vegetagao e, posteriormente, testes de campo (Edmonds Institute, 1998).

A falta de dados sobre a acdo nos processos bioldgicos do solo e a
hip6tese de risco ambiental que esses organismos podem gerar sdo questdes que devem
ser estudadas e pautadas no maior niumero de dados possiveis, para verificar se os OGMs

sao benéficos, maléficos ou inbcuos ao ambiente.
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Resumo

Quando um ecossistema sofre algum tipo de interferéncia, reacdes quimicas e
bioguimicas do solo podem ser alteradas. Proteinas de plantas transgénicas podem ser
liberadas e influenciar seletivamente a comunidade microbiana na rizosfera. O objetivo
desse trabalho foi avaliar em casa de vegetacéo, a influéncia da soja transgénica resistente
ao glifosato, sobre grupos funcionais de microrganismos e algumas caracteristicas
bioguimicas do solo, em comparacdo com sua variedade parental ndo transgénica. O
experimento utilizou duas variedades de sojas resistentes ao glifosato, geneticamente
modificadas (GM), BRS — 244 — Londrina (RR EMBRAPA 59) e Soja Valiosa (RR
Conquista), e suas parentais ndo GM, EMBRAPA 59 e Soja Conquista — Uberaba. As
plantas foram inoculadas ou ndo com fungo micorrrizico arbuscular (MA) Glomus clarum e

G. etunicatum e todas foram inoculadas com Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5080 e B.
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elkanii SEMIA 587. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com arranjo
fatorial 2 x 2 em cinco repetic6es. Durante 43 dias de cultivo foram realizadas as
quantificacdes das popula¢des dos grupos funcionais de microrganismos do ciclo do C
(celuloliticos, proteoliticos, amiloliticos, actinomicetos, pseudomonas fluorescente, fungos
saprofiticos e bactérias heterotroficas), grupos funcionais dos ciclos do N (proteoliticos,
flagelados e ciliados) e grupos funcionais do ciclo do fésforo (solubilizadores de fosfato e
colonizacao micorrizica). Foram também avaliadas a atividade de enzimas do ciclo do C
(desidrogenase e celulase), do ciclo do N (urease e asparaginase) e do ciclo do P (fosfatase
acida) e as biomassas microbianas de C e N. Em relagé@o ao crescimento da planta foram
avaliados os seguintes parametros: massa seca e fresca de raiz, parte aérea e nodulos,
namero de nédulos e comprimento de raiz. Os resultados mostraram que ndo houve
diferencas significativas entre as variedades GM e suas parentais ndo GM com excecédo da
biomassa microbiana de Nitrogénio e colonizagdo micorrizica que apresentaram menores
resultados nas plantas transgénicas e a atividade enzimatica da celulase que foi maior
nesses tratamentos. A inoculacdo de MA foi o fator que mais influenciou nos resultados,
geralmente estimulando os grupos funcionais de microrganismos na rizosfera e inibindo

algumas atividades enziméticas no solo.

Palavras-Chave: Glycine Max (L.) Merr., comunidade microbiana, fungo micorrizico, anélise

de risco, transgenia.

Introducédo

O desenvolvimento da biotecnologia moderna proporcionou o surgimento de plantas que
carregam em seu genoma a adi¢cdo de DNA oriundo de uma fonte diferente do germoplasma
paternal, denominadas transgénicas (Pelaez et al., 2004; Valois, 2003). No processo de

obtencéo da planta geneticamente modificada, a soja recebe um transgene que codifica a
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informagédo para a producédo de uma proteina, proporcionando a planta a caracteristica de
toler&ncia a herbicidas (Braga et al., 2003; Siqueira et al., 2004). Essa caracteristica traz
como consequéncia a facilidade no manejo da cultura e um menor numero de aplicacdes de
herbicidas, resultando em menores custos de producédo e diminui¢cdo de agrotoxicos liberados
no ambiente (Pelaez et al., 2004).

Uma das areas menos compreendidas na avaliagdo de risco ambiental de plantas
geneticamente modificadas € seu impacto no solo e suas intera¢cdes com a comunidade
microbiana. O solo € um ambiente heterogéneo, descontinuo e que possui uma vasta e
diversa comunidade bioldgica. A biodiversidade e densidade da biota do solo séo importantes
para assegurar que processos essenciais a qualidade e a funcionalidade do mesmo sejam
realizados (Totola & Chager, 2002). Portanto, a diversidade microbiana, tanto em
ecossistemas naturais quanto agricolas, tem sido utilizada como importante bioindicador de
sua qualidade, permitindo avaliar o efeito do uso do solo sobre os microrganismos e suas
funcdes (Nogueira et al., 2006).

Outro indicador de qualidade do solo relacionado aos microrganismos é a atividade de
enzimas especificas. As enzimas podem ser produzidas por plantas, animais e
microrganismos. Sua funcao € mediar transformacgdes bioquimicas, proporcionando
processos de decomposi¢do dos materiais organicos e transformag¢des inorganicas no solo.
Encontram-se extracelularmente, aderidas aos agregados do solo ou intracelularmente, no

citoplasma, membrana e parede celular do organismo produtor (Weaver et al., 1994).

Em relagéo a interacdo planta-microrganismo, as plantas como organismos autotréficos,
liberaram moléculas orgéanicas no solo. Estes compostos constituem as principais fontes de
nutrientes para a microbiota do solo (Andrade, 2004; Siqueira et al., 2004), dentre eles os
envolvidos na fixacdo biologica do nitrogénio (FBN) e os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA).

A FBN pode ser realizada no solo pelos fixadores de N de vida livre ou na planta através

de fixadores simbidticos (Andrade, 2004; Dobbelaere et al., 2003). Essa simbiose permite
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transformar o N, atmosférico em NHs, que é transferido para a planta, fazendo parte de
compostos nitrogenados como aminoacidos, proteinas, acidos nucléicos, etc. (Galli &
Montezuma, 2005). Ja os FMA apresentam importante papel na reciclagem de nutrientes e
sua disponibilizacdo para as plantas. O micélio produzido pelo fungo aumenta a capacidade
da raiz em explorar o ambiente circunvizinho, auxiliando a planta na absorcdo de nutrientes
de baixa mobilidade no solo como o P. Contribui também para formacao e estabilidade dos
agregados, ndo importante apenas em areas sujeitas a processos erosivos e impactados,
mas em qualquer sistema de producao agricola (Marschner & Dell, 1994). Entretanto, a
eficiéncia micorrizica pode variar em funcéo de varios fatores, como o genétipo do
hospedeiro (Marschner & Timonen, 2005).

A biomassa microbiana contabiliza todas as células vivas presentes no solo, exceto raizes
de plantas e macroinvertebrados. Constitui a fracdo viva da matéria orgéanica do solo, sendo
considerada um reservatorio de nutrientes para as plantas, promovendo a sustentabilidade
biologica e a produtividade nos ecossistemas (Schloter et al., 2003). Os grupos funcionais de
microrganismos estéo inseridos no sistema que transforma substancias, realiza a ciclagem de
nutrientes e carbono e mantém esses disponiveis na Terra. Essas transformacgfes, assim
como suas diferentes reacfes quimicas, podem ser alteradas quando o ecossistema onde
estdo sofre algum tipo de interferéncia. Proteinas de plantas transgénicas podem ser
liberadas e influenciar seletivamente a comunidade microbiana, estimulando o crescimento
dos microrganismos que possam utiliza-las (Dunfield & Germida, 2004). No entanto, a divida
gue permanece € se esses produtos provocam algum efeito sobre a funcao dos
microrganismos do solo.

Esse trabalho teve como objetivo avaliar em casa de vegetacao a influéncia da soja
transgénica resistente ao glifosato sobre grupos funcionais de microrganismos do solo, em
comparacdo com a sua variedade parental, na presenca e auséncia de fungos micorrizicos

arbusculares.
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Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacao (28°C, com umidade relativa de

60%) entre os meses de novembro e dezembro de 2006.

Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com um arranjo fatorial 2 x 2 ,
sendo (2) variedades de soja GM e suas parentais ndo GM e (2) inoculadas ou ndo com FMA
em trés tempos de avaliagdo: 6 , 26 e 43 dias ap0s a germinacao, com cinco repeti¢des (n =

60 para cada variedade).

Solo e condi¢des de crescimento da planta

O substrato utilizado para o cultivo foi proveniente do horizonte A de um solo classificado
como Rhodic Ferralsol (FAO, 1994), textura média e que apresenta a seguinte composi¢cao
quimica: Al 0.3 cmol; Ca 1.7 cmol; Mg 0.7 cmol; K 0.07 cmol; H+ Al 4.9 cmol; C 104 g; P 2.2
mg, todos em dm™ de solo; pH 4.6. O solo foi misturado com areia lavada (3:1) e esterilizado
em autoclave por 1 h em vapor fluente, por trés dias consecutivos para eliminar propagulos
de fungos MA nativos. Em cada vaso foram acondicionados 500 g da mistura solo-areia
esterilizada, e a comunidade microbiana, exceto FMASs, foi restabelecida com 10 mL de
extrato do solo original filtrado. Foram utilizadas no experimento duas variedades de soja
resistentes ao glifosato, geneticamente modificadas (GMs), BRS — 244 — Londrina (RR
EMBRAPA 59) e sua parental ndo GM EMBRAPA 59 Londrina denominadas de var 1 e Soja
Valiosa (RR Conquista) e sua parental ndo GM Soja Conquista — Uberaba denominadas de
var 2, cedidas gentiimente pela EMBRAPA Soja — Londrina. As sementes foram esterilizadas

por superficie com uma solucao de hipoclorito (2%, v:v) por 2 minutos e lavadas com agua
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destilada estéril por 5 vezes. Cada vaso recebeu seis sementes, fazendo-se o desbaste apds

quatro dias de emergéncia para a manutencao de uma plantula por vaso.

As plantulas foram inoculadas com as cepas de B. japonicum SEMIA 5080 e B. elkanii
SEMIA 587, cultivadas em placa de Petri com meio YMA (Vincent, 1970) e incubadas por
sete dias a 28°C. As células foram suspendidas em salina estéril até uma concentracéo de
aproximadamente 10° ufc mL™. Foi inoculado 1 ml dessa solu¢éo, de cada cepa, nas

plantulas logo apés o desbaste.

O indculo de fungo MA foi obtido de vasos de multiplicacdo em Brachiaria decumbens com
cultura pura de G. clarum e G. etunicatum. Dois gramas de indculo bruto (solo, micélio, raizes

colonizadas e esporos) foram colocados nos tratamentos micorrizados.

A cada época de avaliacdo, a umidade das amostras de solo foi determinada
gravimetricamente por secagem a 105°C 24 h™* para a expressdo dos resultados em g de solo
seco. As amostras foram armazenadas em camara fria a 4°C para determinacgéo da atividade

enzimatica e de biomassa do C e N.

Analises microbioldgicas

Em cada época de avaliacdo, o niumero de unidades formadoras de col6nias (UFC) foi
determinado por diluigdo seriada 1:10, onde 1 g de solo rizosférico de cada repeticao foi
suspendido em 9 mL de salina estéril (0.85%). Aliquotas de 50 pL das diluicbes 10 para
bactérias heterotréficas (Ferreira et al., 2003), 10 para actinomicetos (Kuister & Williams,
1964), pseudomonas fluorescentes (Katoh & Itoh, 1983), proteoliticos (Wood 1980,
modificado por Andrade, 2004) e solubilizadores de fosfato (Sylvester-Bradley et al., 1982),
10" para amiloliticos (Pontecorvo et al., 1953), celuloliticos (Wood, 1980) e fungos
saprofiticos (Ferreira et al., 2003) foram inoculados em seus respectivos meios de cultura. As
placas foram incubadas a 28°C e as colbnias contadas conforme o periodo necessario para o

seu desenvolvimento (1, 3, 5 e 7 dias de observacéo, dependendo do grupo funcional
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avaliado). Os resultados foram expressos em escala logaritmica do numero de UFC por
grama de solo seco (log UFC g™). Para estimar a comunidade de protozoarios flagelados e
ciliados (Woomer, 1994) foram utilizadas placas de cultivo celular de 24 po¢os. Em cada poco
adicionou-se 1.8 mL de extrato de solo e 200 pL da diluicdo 10™ na primeira seqiiéncia de
diluicdo, obtendo-se a diluicdo 10. A partir deste poco, realizou-se a diluicde seriada 1:10
até a 10° em duplicata. As placas foram incubadas em a 28°C por cinco dias e analisadas em
microscopio invertido. O namero de células foi estimado através da técnica do nimero mais

provavel (NMP) pela presenca ou auséncia destes microrganismos em cada poco.

A biomassa microbiana de C e N foram estimadas pelo método de fumigacéo-extracao
(Vance et al., 1987). Duas aliquotas de 25 g por amostra foram pesadas sendo que uma foi
fumigada com cloroférmio, e mantida por 24 h a 25°C sob vacuo. A extracéo foi feita com
K,SO, 0.5 M agitando-se cada amostra por 30 minutos e o extrato em seguida foi filtrado em
papel filtro. O carbono organico no extrato foi quantificado pela oxidagdo com K,Cr,O; e
titulagcdo do remanescente com sulfato ferroso amoniacal (Anderson & Ingram, 1993). O C da
biomassa foi calculado com base na diferenca entre o C da amostra fumigada e nao
fumigada, utilizando-se um fator K¢ = 0.33. Numa aliquota do mesmo extrato foi feita a
gquantificacdo do N apos a digestdo sulfdrica. O N da biomassa microbiana foi calculado
também com base na diferenga entre amostra fumigada e ndo fumigada, utilizando-se um

fator Ky = 0.68 (Brookes et al., 1985).

Coloniza¢ao micorrizica

Para determinacao da coloniza¢@o micorrizica, as raizes foram cortadas em fragmentos de
aproximadamente 1 cm e lavadas com agua destilada. Posteriormente foram imersas em
uma solucdo de KOH 10% e mantidas em vapor fluente durante 30 minutos a 90°C. A
solucdo de KOH foi retirada e as raizes lavadas com agua destilada. Posteriormente foram
imersas em uma solucéo de HCL 0.1 N por 30 segundos e lavadas novamente. Apés a

acidificacdo; as raizes foram imersas em uma solucéo de Azul de Trypan 0.05% e mantidas
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em vapor fluente por 3 minutos a 90°C (Phillips & Hayman, 1970). A porcentagem de
colonizacao micorrizica foi estimada através do método de intersecfes em grid-line

(Giovanetti & Mosse, 1980).

Analises de crescimento da planta

As massas frescas de raizes, parte aérea e nodulos foram avaliadas pela pesagem no
momento que essas partes foram retiradas dos vasos e novamente apos secagem por 48 h a
55 °C. Para comprimento de raiz, um grama da raiz de cada planta foi cortado e o

comprimento estimado pelo método de interse¢cdes em grid-line (Newman, 1966).

Analises bioquimicas do solo

Foram analisadas as enzimas Desidrogenase, Celulase, Urease, Asparaginase e

Fosfatase acida

A atividade da desidrogenase foi determinada segundo Casida et al. (1964). O substrato
utilizado foi cloreto de trifenil tetrazélio (TTC). Cinco gramas de solo de cada amostra foram
incubados com 5 mL de TTC 1% a 37°C por 24 h. O trifenil formazan formado foi extraido
com metanol, e o extrato foi lido em espectrofotbmetro a 485 nm.

A atividade da celulase foi avaliada através da incubacao de cinco gramas de amostra de
solo com carboximetilcelulose como substrato , em tampéao fosfato pH 5.5, com tolueno por
24 h a 50°C. O acucar redutor produzido foi quantificado em espectrofotémetro pelo método
do Azul da Pruassia (Schinner & von Mersi, 1990).

Para determinar as atividades da urease e asparaginase, um grama de solo foi incubado
em tampao THAM (0.05 M) com pH adequado para cada enzima, juntamente com substrato a
37°C por 2 h. Foram utilizadas as solugfes de uréia 0.2 M como substrato para urease e L-
asparagina 0.5 M como substrato para asparaginase (Tabatabai & Bremner, 1972). ApGs

incubagédo, o N amoniacal foi extraido com KCI-AgSO, e quantificado por destilagéo a vapor.
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A atividade da fosfatase acida foi avaliada utilizando solucdo de p-nitrofenil fosfato (0.05M)
como substrato. Um grama de solo das amostras foi incubado no tamp&o MUB pH 6.5 a 37°C
por 1 h. apés a paralisacao da reacdo com CaCl, e NaOH, a mistura foi filtrada e o p-
nitrofenol formado quantificado em espectrofotdmetro a 420 nm (Tabatabai & Bremner,

1969).

Analise Estatistica

Os dados foram submetido a analise de variancia (ANOVA) e comparacdo de médias feita
pelo teste Tukey a p < 0.05. Empregou-se também a Andlise de Componentes Principais
(ACP) pelo programa Canoco for Windows 4.5 (Braak & Smilauer, 1998) para interpretacao

dos resultados.

Resultados

Grupos funcionais de microrganismos do solo

As duas variedades de soja GMs testadas néo influenciaram a maioria dos grupos
funcionais de microrganismos quando comparadas com as parentais ndo GMs. No entanto,
a biomassa microbiana de N na var 1 (Tabela 1) e a colonizagao micorrizica na var 2
(Tabela 2) apresentaram resultados significativamente maiores nas parentais ndo GM. Por
outro lado, a presenca dos fungos MA influenciou a populacéo de pseudomonas
fluorescente, solubilizadores de fosfato e ciliados nas duas variedades (Tabela 1 e Tabela
2). Para a var 1, as populacdes de proteoliticos e flagelados (Tabela 1) também foram
estimuladas e para a var 2 a populacao de amiloliticos foi maior nas plantas ndo
micorrizadas (Tabela 2). Quanto a populacao de celuloliticos, a micorriza teve efeito
deletério para as duas variedades testadas (Tabela 1 e Tabela 2). Os demais parametros

analisados ndo apresentaram diferencas significativas.
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Quando se observa a ACP que correlaciona os grupos de microrganismos com 0s
tratamentos analisados na var 1 (Figura 1), o plano fatorial foi apresentado considerando os
eixos 1 e 3 que representam melhor a variabilidade, sendo que o eixo 1 explica 45.9% e o
eixo 3 33.8% da variabilidade. A inoculagdo com fungo micorrizico fez com que houvesse
uma separacgao entre os tratamentos, independentemente da transgenia. Dessa forma, as
plantas ndo micorrizadas apresentaram correlagéo positiva com o eixo 1, enquanto as
micorrizadas se correlacionaram negativamente com este eixo. Os grupos funcionais de
proteoliticos, amiloliticos, pseudomonas fluorescente, bactérias heterotréficas, ciliados e
flagelados apresentaram uma melhor correlagdo com os tratamentos micorrizados, em
relacdo ao eixo 1. Observando-se o eixo 3 houve maior correlacdo dos celuloliticos com os
tratamentos ndo micorrizados e a variavel solubilizadores de fosfato se posicionou de

maneira oposta nesse eixo.

Na ACP que correlaciona os grupos de microrganismos com os tratamentos analisados
na var 2 (Figura 2), o plano fatorial foi apresentado considerando os eixos 2 e 3 que tiveram
uma maior representatividade da variabilidade. A porcentagem da variabilidade explicada no
eixo 2 foi 10.1% enquanto no eixo 3 foi 71.4%. Nessa variedade, a inoculagdo com fungo
micorrizico também fez com que houvesse uma separacao entre os tratamentos,
independente da transgenia. Dessa forma as plantas micorrizadas apresentaram correlagéo
positiva com o eixo 3, enquanto as ndo micorrizadas se correlacionaram negativamente com
este eixo. As variaveis dos grupos pseudomonas fluorescente e solubilizadores de fosfato
apresentaram maior correlagcdo com os tratamentos micorrizados enquanto o grupo de
celuloliticos e amiloliticos se posicionaram opostamente, correlacionando-se melhor com os

tratamentos nao micorrizados.

Atividade enzimatica

A colonizag&o micorrizica influenciou a atividade enzimatica da asparaginase nas duas

variedades analisadas (Tabela 3 e Tabela 4) sendo que a rizosfera das plantas ndo
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micorrizadas apresentaram maiores resultados. Para a var 1 também foram encontrados
resultados significativamente maiores nas atividades da desidrogenase e fosfatase acida na
rizosfera das plantas ndo micorrizadas (Tabela 3). J4 a atividade da celulase foi estimulada
pelo fungo MA nas duas variedades, apresentando maiores valores nos vasos micorrizados
(Tabela 3 e Tabela 4) O fungo MA também estimulou a atividade da urease na var 2 que
apresentou maiores atividades na rizosfera das plantas micorrizadas (Tabela 4). Em relacéo
a transgenia, diferencas significativas foram encontradas somente quanto a atividade

enzimatica da celulase, maior na parental GM para a var 2 (Tabela 4).

Quando se observa a ACP que correlaciona a atividade enzimética com os tratamentos
analisados na var 1 (Figura 3), a porcentagem da variabilidade explicada no eixo 1 foi 71.5%
enquanto no eixo 2 foi 7.3%. A inocula¢cdo com fungo micorrizico fez com que houvesse uma
separacao entre os tratamentos, independentemente da transgenia. Nesse caso,
considerando o eixo 1 que explica melhor a variabilidade, as plantas ndo micorrizadas
apresentaram correlagéo positiva com este eixo, enquanto as micorrizadas se
correlacionaram negativamente com este eixo. As variaveis enzimaticas desidrogenase e
urease apresentaram uma melhor correlagdo com os tratamentos ndo micorrizados, enquanto
a celulase apresentou um posicionamento oposto, sendo correlacionada com os tratamentos

micorrizados, mais precisamente com os tratamentos transgénicos micorrizados.

Na ACP que correlaciona a atividade enzimética com os tratamentos analisados na var 2
(Figura 4), a porcentagem da variabilidade explicada no eixo 1 foi 21.2% enquanto no eixo
2 foi 65.7%. A inoculagcao com fungo micorrizico fez com que houvesse uma separacéo
entre os tratamentos, independentemente da transgenia, tanto no eixo 1 quanto no eixo 2.
Nesse caso, considerando o eixo 2 que explica melhor a variabilidade, as plantas
micorrizadas apresentaram correlacéo positiva com este eixo, enquanto as ndo
micorrizadas se correlacionaram negativamente a este eixo. As variaveis Asparaginase e
Fosfatase acida apresentaram uma melhor correlacdo com os tratamentos nao

micorrizados, enquanto a celulase e a urease apresentaram um posicionamento oposto,
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sendo correlacionada com os tratamentos micorrizados. Observando o eixo 1, que explica
uma porcentagem menor da variabilidade, a desidrogenase e a asparaginase foram melhor
correlacionadas com os tratamentos ndo micorrizados enquanto a fosfatase acida

apresentou um posicionamento oposto ao dessas variaveis.

Fixacao Bioldgica do Nitrogénio

Os parametros relacionados a FBN também nao apresentaram diferencas significativas
gquando comparadas as parentais GMs com as ndo GMs nas duas variedades analisadas.
No entanto, a colonizagdo micorrizica estimulou o peso fresco, peso seco e o0 nimero de
nédulos, que apresentaram maiores resultados nas duas variedades (Tabela 5 e Tabela 6),

e estimulou também o nimero de nddulos na var 1 (Tabela 5).

Crescimento da planta

As plantas GMs nao apresentaram diferencas significativas em relagdo ao crescimento
gquando comparadas as suas parentais ndo GMs para as duas variedades analisadas . A
colonizagao micorrizica apresentou efeito sobre o peso fresco de parte aérea para as duas
variedades (Tabela 7 e Tabela 8) e sobre o0 peso seco da parte aérea na var 1 (Tabela 7)
sendo encontrado nos tratamentos micorrizados os maiores valores. Os demais parametros

nao apresentaram diferencas significativas.

Na ACP que correlaciona os parametros de crescimento da planta com os tratamentos
analisados na var 1 (Figura 5), a porcentagem da variabilidade explicada no eixo 1 foi
67.8% enquanto no eixo 2 foi 26.1%. A presenca do fungo micorrizico proporcionou uma
separacao entre os tratamentos, independentemente da transgenia. Os tratamentos
micorrizados apresentaram uma correlacéo positiva com o eixo 1, enquanto as nao
micorrizadas se posicionaram opostamente. Todas as variaveis analisadas apresentaram

melhor correlagdo com os tratamentos micorrizados, para o eixo 1. Analisando o eixo 2, as
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variaveis comprimento total e especifico de raiz se correlacionaram melhor com os

tratamentos ndo micorrizados.

Na ACP que correlaciona os parametros de crescimento da planta com os tratamentos
analisados na var 2 (Figura 6), o plano fatorial foi apresentado considerando os eixos 2 e 3
gue tiveram uma maior representacdo da variabilidade. A porcentagem da variabilidade
explicada no eixo 2 foi 34.6% enquanto no eixo 3 foi 53.9%. Nessa variedade, a inoculagéo
com fungo micorrizico também fez com que houvesse uma separacéo entre 0s tratamentos,
independente da transgenia. Dessa forma, os tratamentos micorrizados apresentaram
correlacéo positiva com o eixo 3, enquanto 0s ndo micorrizados se correlacionaram
negativamente com este eixo. As variaveis relacionadas com a parte aérea apresentaram
uma melhor correlagdo com os tratamentos micorrizados enquanto as variaveis peso fresco
de raiz apresentaram posicionamento oposto, correlacionando-se melhor com os
tratamentos ndo micorrizados, em relagédo ao eixo 3 que explica melhor a variabilidade.
Observando-se 0 eixo 2, as varidveis comprimento total e especifico de raiz se
correlacionaram melhor com o tratamentos nao micorrizados enquanto as variaveis

referentes a parte aérea tiveram uma posi¢ao oposta.

Discussao

A transgenia apresentou efeito deletério apenas sobre a biomassa de N e colonizagéo
micorrizica na var 1 e 2, respectivamente. A biomassa microbiana é considerada um
reservatorio vivo de nutrientes no solo, principalmente C, N e P, que séo disponibilizados
apos a morte da célula microbiana. De fato, trabalhos anteriores mostraram que as plantas
GMs podem causar alteracdes diretas e indiretas sobre os organismos do solo e sobre

alguns processos por eles mediados, alterando os exsudatos radiculares e,



10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

35

conseqientemente, interferindo na nodulag&o, na micorrizacdo e no estabelecimento de
relacdes patogénicas (Nodari & Guerra, 2001; Wolfenbarger & Phifer, 2000). Dunfield &
Germida (2004) observaram diferencas significativas na microbiota da rizosfera de uma
variedade de trigo onde foi modificado apenas um par de cromossomos. Efeitos
semelhantes foram observados por Siciliano & Germida (1999) na rizosfera de Canola
(Brassica nigra) resistente ao glifosato, mas concluiram que essas altera¢des foram
dependentes da cultivar utilizada e ndo da transgenia, o que coincide com os resultados
encontrados neste trabalho, ja que diferencas significativas foram encontradas apenas na
biomassa de N na var e 1 e na colonizagdo micorrizica na var 2. Em contrapartida, Siqueira
et al. (2004) relatam que alteracdes causadas por cultivos transgénicos na biologia do solo
ndo diferem em qualidade e magnitude daquelas causadas por outras a¢des antropicas e
variacdes naturais do solo.

A possivel alteracdo desses exsudatos pode ter influenciado a diminuigdo da biomassa
microbiana de uma forma geral, sendo refletida pela diferenca na biomassa de N, ja que a
quantidade e o tipo de residuo organico tém grande influéncia na biomassa microbiana e em
sua atividade, e correlagdo com os processos bioquimicos do solo (Badiane et al., 2001). A
resisténcia ao glifosato tem pouco efeito sobre a microbiota, pois 0s genes introduzidos
geralmente sé@o de bactérias do solo ou de plantas. Neste caso, o produto de sua expressao
séo enzimas ligadas ao metabolismo da planta e ndo a producgéo de toxinas (Gianessi et al.,
2002).

O fato de a coloniza¢@o micorrizica ser menor na planta GM da var 2, pode estar
relacionado com as diferencas entre cultivares, observadas por outros autores em outras
espécies de plantas, como em Medicago (Pivato et al., 2007) e Tagetes sp. (Linderman &
Davis, 2004). Em experimentos de campo com soja RR, Nahas et al. (2003) encontraram
maior colonizacéo micorrizica no cultivar GM testado na regido de Londrina, o que néo foi
observado nas outras trés areas analisadas, indicando que a transgenia neste caso ndo tem

efeito deletério sobre o fungo MA.
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Das enzimas do solo avaliadas, houve influéncia da transgenia apenas sobre a celulase,
sendo que a parental GM apresentou maior atividade na var 2. Estes resultados podem
estar relacionados com a mineralizacdo da matéria organica no solo, o que envolve varios
processos metabdlicos com a ativa participagédo de enzimas como catalisadoras (Burns,
1978).

O fato de o fungo MA influenciar a dindmica da rizosfera, independente da transgenia,
pode estar relacionado com o efeito micorrizosférico causado pela colonizacdo das raizes
pelo fungo MA e as mudancas quali e quantitativas que ocorrem nos exsudatos radiculares
(Linderman, 1988; Marschner & Baumann, 2003). A formacé&o de agregados estaveis do
solo também pode ter efeito indireto na comunidade microbiana rizosférica por melhorar as
condic¢des fisico-quimica do solo (Andrade et al., 1998b; Moreira & Siqueira, 2006). Andrade
et al. (1998b) observaram o aumento da biomassa microbiana no solo devido a formacéao de
poros habitaveis. Nesse contexto, as populacfes de pseudomonas fluorescentes,
solubilizadores de fosfato, proteoliticos, ciliados e flagelados podem ter se beneficiado da
interacdo fungo-planta. Por outro lado, os fungo MAs também séo estimulados por
rizobactérias (Andrade et al., 1998a) e por microrganismos solubilizadores de fosfato
(Delorenzini et al., 1979). Nesse contexto, 0 aumento do nimero de bactérias dos diferentes
ciclos biogeoquimicos podem ter favorecido o0 aumento de protozoéarios no solo, ja que séo
sua principal fonte de nutrientes (Andrade, 2004).

No entanto, o fungo MA também pode ter efeito negativo sobre os grupos funcionais de
microrganismos. Neste estudo, as populag6es de celuloliticos e amiloliticos foram menores
nas plantas micorrizadas, 0 mesmo encontrado por Matsumoto et al. (2005). Este efeito
pode ocorrer devido a imobilizacdo de amido por parte do fungo micorrizico no inicio da
colonizacdo micorrizica.

Mudancas na composicao da comunidade microbiana podem influenciar a atividade das
enzimas na rizosfera (Marschner & Timonem, 2005). O fato de a celulase ser a Unica enzima
gque apresentou maior atividade nas plantas micorrizadas nas duas variedades pode estar

relacionado com o aumento da atividade microbiana devido ao efeito micorrizosférico e a
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competicdo por fonte de C sollvel, ja que a baixa quantidade de matéria organica no solo
pode influenciar os microrganismos a liberarem uma maior quantidade de enzimas,
aumentando a possibilidade de contato com o seu substrato. No entanto, uma maior
atividade enzimética também pode ser relacionada com uma maior eficiéncia de
mineralizacdo de substancias organicas provenientes das raizes (Badiane et al., 2001)

A atividade da urease nao apresentou diferencas significativas na var 1. No entanto, na
var 2, as plantas inoculadas com fungos MA apresentaram maior atividade rizosférica. O
aumento da atividade da urease também foi encontrado em outras espécies de plantas.
Caravaca et al. (2003) observaram que Retama sphaerocarpa inoculadas com G.
intraradices apresentaram maiores atividades da urease e fosfatase acida. Por outro lado, a
atividade da desidrogenase, asparaginase e fosfatase acida foram menores nos tratamentos
micorrizados, sendo que a transgenia ndo apresentou henhum efeito. A influéncia do fungo
MA na atividade da fosfatase &cida é controversa, Caravaca et al. (2003) relataram que
plantas com inoculacdo de fungo MA apresentaram maior atividade dessa enzima na
rizosfera. No entanto, Joner & Jakobsen (1995) constataram que a atividade da fosfatase
acida néo variou diretamente devido a influéncia do fungo micorrizico e sim com a alteragcdo
de exsudatos provenientes dessa associacdo. O efeito observado nas duas variedades de
soja micorrizadas pode estar relacionado com a baixa fertilidade do solo, pois, ndo se sabe
se FMA produzem diferentes efeitos nas propriedades bioquimicas do solo, como a
atividade enzimatica (Alguacil et al., 2005).

A colonizagdo micorrizica estimulou a formacao de nédulos nas raizes da soja e a
biomassa fresca e seca da parte aérea, assim como a fixacdo de N pode ter estimulado a
micorrizacdo. Este efeito sinergistico entre Bradyrhizobium e fungo MA € bastante
conhecido, e descrito por varios trabalhos (Antunes et al., 2006; Barea et al., 1997;
Duponnois & Plenchette, 2001).

Pode-se concluir que a soja transgénica apresentou influéncia apenas sobre a

biomassa de N na var 1 e na colonizacéo micorrizica e atividade da celulase na var 2,
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mostrando que os produtos do transgene inserido ndo alteraram a maioria das

interac6es microbianas ocorrentes no solo e sua funcionalidade.
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Tabela 1. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de fungo MA sobre alguns grupos
funcionais de microrganismos e aspectos microbiolégicos relacionados a biomassa microbiana
de N, na rizosfera da soja var 1. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p< 0.05). Colonizagao micorrizica (AM), Pseudomonas fluorescente
(FP), Solubilizadores de fosfato (PS), Celuloliticos (Cel), Amiloliticos (Ami), Proteolitico (Prot),

Ciliados (Cil), Flagelados (Fla), Biomassa microbiana de N (N biom).

Treatment AM FP PS Cel Ami Prot Cil Fla N biom
(%) (Log cfu g dry soil ™) (Log NMP) (ugscln\:l gl)dry
Plant (n= 60)

Non-GMP 73.70a 5.75a 5.52a 5.58a 5.88a 6.22a 3.95a 3.49a 17.77a

GMP 70.30a 6.00a 5.58a 5.58a 59la 6.50a 4.06a 3.28a 11.08b

AM Fungi
Non-AM - 554b 5.15b 5.84a 5.88a 594b 3.55b 2.93b 14.91a
AM - 6.21a 5.95a 531b 592a 6.78a 4.46a 3.83a 13.94a

ANOVA (p values)
Plant 0.583 0.140 0.783 0.992 0.682 0.165 0.697 0.592 0.022
MA - <0.01 <0.01 <0.01 0.632 <0.01 <0.01 0.023 0.735

PGM*MA - 0.797 0.636 0512 0.116 0.799 0.841 0.487 0.153
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Tabela 2. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de fungo MA sobre alguns grupos
funcionais de microrganismos e aspectos microbiolégicos relacionados a biomassa microbiana
de N, na rizosfera da soja var 2. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (p< 0.05). Colonizag&o micorrizica (AM), Pseudomonas fluorescente
(FP), Solubilizadores de fosfato (PS), Celuloliticos (Cel), Amiloliticos (Ami), Proteolitico (Prot),

Ciliados (Cil), Flagelados (Fla), Biomassa microbiana de N (N biom).

Treatment AM FP PS Cel Ami Prot Cil Fla N biom
(%) Log cfu g dry soil %) (Log NMP) (“ié\:l gl)dry
Plant (n= 60)

Non-GMP 80.50a 6.16a 5.39a 5.68a 5.99a 6.64a 4.13a 3.12a 12.48a

GMP 64.60b 6.13a 549a 569a 6.04a 6.59a 3.88a 2.97a 12.34a

AM Fungi

Non-AM - 584b 491b 6.0la 6.16a 6.47a 3.69b 2.75a 12.17a
AM - 6.46a 5.97a 5.37b 5.87b 6.77a 4.32a 3.33a 12.66a
ANOVA (p values)

Plant 0.077 0.854 0.626 0912 0.687 0.781 0.327 0.708 0.876

MA - <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 0.105 0.019 0.159 0.964

PGM*MA 0.270 0.249 0.679 0.187 0.597 0.509 0.300 0.854
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Tabela 3. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de fungo MA sobre a
atividade enzimatica de algumas enzimas que participam dos ciclos do N [Urease
(Ure), Asparaginase (Asp)], do C [Desidrogenase (Dhd), Celulase (Ceu)] e do P
[Fosfatase acida (Aph)] na rizosfera da soja var 1. Médias seguidas da mesma letra

néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0.05).

Treatment Ure Asp Dhd Aph Ceu
(pgTFF%; (ug p-nitrofenol g (1g glicose g
(ug N g dry soll '1) dry soil ) dry soil 'l) dry soil '1)
Plant (n= 60)
Non-GMP 39.40a 20.50a 2.56a 190.94a 267.70a
GMP 39.90a 18.60a 1.90a 211.39a 278.93a
AM Fungi
Non-AM 45.90a 25.80a 2.70a 214.12a 217.27b
AM 33.20a 13.30b 1.76b 188.21b 329.35a

ANOVA (p values)
Plant 0.969 0.747 0.067 0.093 0.620
MA 0.277 0.043 <0.01 0.034 <0.01

PGM*MA 0.362 0.208 0.476 0.547 0.529




Tabela 4. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de fungo MA sobre a
atividade enzimatica de algumas enzimas que participam dos ciclos do N [Urease
(Ure), Asparaginase (Asp)], do C [Desidrogenase (Dhd), Celulase (Ceu)] e do P
[Fosfatase acida (Aph)] na rizosfera da soja var 2. Médias seguidas da mesma letra

néo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0.05).

Treatment Ure Asp Dhd Aph Ceu
(ugTFFg dry (ug p-nitrofenolg  (ug glicose g
(ug N g dry soll '1) soil ) dry soil '1) dry soil 'l)
Plant (n= 60)
Non-GMP 36.40a 15.80a 1.65a 189.99a 269.82b
GMP 45.70a 16.10a 1.66a 206.15a 342.82a
AM Fungi
Non-AM 31.90b 24.90a 1.79a 202.01a 253.37b
AM 50.30a 7.00b 1.52a 203.14a 359.28a

ANOVA (p values)
Plant 0.300 0.950 0.958 0.538 <0.01
MA 0.044 <0.01 0.331 0.922 <0.01

PGM*MA 0.617 0.854 0.209 0.974 0.272
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Tabela 5. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de fungo MA sobre a atividade
de microrganismos Fixadores de Nitrogénio (FBN) nas raizes da soja var 1. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<
0.05). Peso fresco de nodulos (Nod. fresh), Peso seco de nédulos (Nod dry), Namero

de nddulos (Number of nod).

Treatment Nod. fresh (mg) Nod. dry (mg) Number of nod. (n°)
Plant (n= 40)
Non-GMP 6.00a 3.00a 7.25a
GMP 13.00a 1.00a 5.25a
AM Fungi
Non-AM 3.00b 0.6b 4.05b
AM 17.00a 3.6a 8.45a
ANOVA (p values)
Plant 0.191 0.116 0.372
MA 0.012 0.026 0.054

PGM*MA 0.402 0.372 0.822




Tabela 6. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de fungo MA sobre a atividade
de microrganismos Fixadores de Nitrogénio (FBN) nas raizes da soja var 2. Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<
0.05). Peso fresco de nodulos (Nod. fresh), Peso seco de nédulos (Nod dry), Namero

de nddulos (Number of nod).

Treatment Nod. fresh (mg) Nod. dry (mg) Number of nod. (n°)
Plant (n= 40)
Non-GMP 20.00a 6.00a 9.55a
GMP 17.00a 5.00a 7.20a
AM Fungi
Non-AM 10.00b 3.20b 7.00a
AM 28.00a 7.60a 9.75a
ANOVA (p values)
Plant 0.593 0.702 0.222
MA <0.01 0.041 0.154

PGM*MA 0.458 0.219 0.085




Tabela 7. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de fungo MA sobre os
parametros de crescimento da soja var 1. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0.05). Peso fresco de parte

aérea (Shoot fresh), Peso seco de parte aérea (Shoot dry).

Treatment Shoot fresh (g) Shoot dry (g)
Plant (n=40)
Non-GMP 1.6%9a 0.35a
GMP 1.60a 0.31a
AM Fungi
Non-AM 1.36b 0.26b
AM 1.93a 0.39%a

ANOVA (p values)
Plant 0.700 0.554
MA 0.020 0.060

PGM*MA 0.959 0.905




Tabela 8. Efeito da transgenia (GMP) e da colonizacdo de fungo MA sobre os
parametros de crescimento da soja var 2. Médias seguidas da mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p< 0.05). Peso fresco de

parte aérea (Shoot fresh), Peso seco de parte aérea (Shoot dry).

Treatment Shoot fresh (g) Shoot dry (g)
Plant (n=40)
Non-GMP 2.04a 0.47a
GMP 2.03a 0.48a
AM Fungi
Non-AM 1.79b 0.41a
AM 2.28a 0.55a

ANOVA (p values)
Plant 0.959 0.901
MA 0.085 0.123

PGM*MA 0.553 0.668
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Legendas das Figuras

Figura 1. Plano fatorial da Analise dos Componentes Principais (ACP) baseada nos grupos
funcionais de microrganismos do solo avaliados ) e nos tratamentos analisados @.% Fla:
flagelados, Cil: ciliados, Prot: Proteoliticos, Ami: amiloliticos, HB: bactérias heterotréficas, PS:
solubilizadores de fosfato, Act: Actinomicetos, Fungi: fungos saprofiticos, FP: pseudomonas
fluorescente, Cel: celuloliticos, N biom: biomassa de N, C biom: Biomassa de C, ® C1 N-AM:
soja convencional var 1 ndo-micorrizada, C1 AM: soja convencional var 1 micorrizada, T1 N-AM:
soja transgénica var 1 ndo-micorrizada, T1 AM: soja transgénica var 1 micorrizada. Eixo 1 =

45.9%; eixo 3 = 33.8%.

Figura 2. Plano fatorial da Analise dos Componentes Principais (ACP) baseada nos grupos
funcionais de microrganismos do solo avaliados @ e nos tratamentos analisados ®.® Fla:
flagelados, Cil: ciliados, Prot: Proteoliticos, Ami: amiloliticos, HB: bactérias heterotréficas, PS:
solubilizadores de fosfato, Act: Actinomicetos, Fungi: fungos saprofiticos, FP: pseudomonas
fluorescente, Cel: celuloliticos, N biom: biomassa de N, C biom: Biomassa de C, ¥ C2 N-AM:
soja convencional var 2 ndo-micorrizada, C2 AM: soja convencional var 2 micorrizada, T2 N-AM:
soja transgénica var 2 ndo-micorrizada, T2 AM: soja transgénica var 2 micorrizada. Eixo 2 =

10.1%; eixo 3 = 71.4%.

Figura 3. Plano fatorial da Analise dos Componentes Principais (ACP) baseada na atividade de
enzimas relacionadas ao Ciclo do Carbono, Nitrogénio, Fésforo e Atividade Biolgica ) e nos
tratamentos analisados @.® Ceu: celulase, Ure: urease, Asp: asparaginase, Aph: fosfatase
4cida, Dhd: desidrogenase, ® C1 N-AM: soja convencional var 1 ndo-micorrizada, C1 AM: soja
convencional var 1 micorrizada, T1 N-AM: soja transgénica var 1 ndo-micorrizada, T1 AM: soja

transgénica var 1 micorrizada. Eixo 1 = 71.5%; eixo 2 = 7.3%.
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Figura 4. Plano fatorial da Analise dos Componentes Principais (ACP) baseada na atividade de
enzimas relacionadas ao Ciclo do Carbono, Nitrogénio, Fésforo e Atividade Biolgica ) e nos
tratamentos analisados ®.® Ceu: celulase, Ure: urease, Asp: asparaginase, Aph: fosfatase
acida, Dhd: desidrogenase, @ C2 N-AM: soja convencional var 2 ndo-micorrizada, C2 AM: soja
convencional var 2 micorrizada, T2 N-AM: soja transgénica var 2 ndo-micorrizada, T2 AM: soja

transgénica var 2 micorrizada. Eixo 1 = 21.2%; eixo 2 = 65.7%.

Figura 5. Plano fatorial da Analise dos Componentes Principais (ACP) baseada nos parametros
de crescimento da planta @ e nos tratamentos analisados ?.® Shoot fresh: peso fresco da parte
aérea, Shoot dry: peso seco da parte aérea, Root fresh: Peso fresco de raiz, Root dry: peso
seco de raiz, Total root length: comprimento total de raiz, Specific root length: comprimento
especifico de raiz, ® C1 N-AM: soja convencional var 1 ndo-micorrizada, C1 AM: soja
convencional var 1 micorrizada, T1 N-AM: soja transgénica var 1 ndo-micorrizada, T1 AM: soja

transgénica var 1 micorrizada. Eixo 1 = 67.8%; eixo 2 = 26.1%.

Figura 6. Plano fatorial da Andlise dos Componentes Principais (ACP) baseada nos parametros
de crescimento da planta ® e nos tratamentos analisados ®.® Shoot fresh: peso fresco da parte
aérea, Shoot dry: peso seco da parte aérea, Root fresh: Peso fresco de raiz, Root dry: peso
seco de raiz Total root length: comprimento total de raiz, Specific root length: comprimento
especifico de raiz, ® C2 N-AM: soja convencional var 2 ndo-micorrizada, C2 AM: soja
convencional var 2 micorrizada, T2 N-AM: soja transgénica var 2 ndo-micorrizada, T2 AM: soja

transgénica var 2 micorrizada. Eixo 2 = 34.6%; eixo 3 = 53.9%.
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Figura 1
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Figura 2

PS

T2 AM

FP

N biom

Prot

Cil

C biom

Act
~—— " Fungi ... _____

| o =

Fla

07T

0'T-

0.8

-0.8



56

Figura 3
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Figura 5
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Figura 6
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