UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
CENTRO DE ENERGIA NUCLEAR NA AGRICULTURA

BEATRIZ MARIA FERRARI

Ocorréncia e persisténcia de fragmentos de transgenia
(milho Bt evento MONB810) em solos agricolas brasileiros e

avaliacéo de sua comunidade microbiana

Piracicaba
2014






BEATRIZ MARIA FERRARI

Ocorréncia e persisténcia de fragmentos de transgenia
(milho Bt evento MONB810) em solos agricolas brasileiros e

avaliacéo de sua comunidade microbiana

Versao revisada de acordo com a Resolucdo CoPGr 6018 de 2011

Tese apresentada ao Centro de Energia Nuclear
na Agricultura da Universidade de S&o Paulo
para obtenc¢do do titulo de Doutor em Ciéncias

Area de Concentragéo: Biologia na Agricultura

Orientadora: Dra. Danielle Gregério Gomes
Caldas

Piracicaba
2014



AUTORIZO A DIVULGAGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO, POR QUALQUER
MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE
QUE CITADA A FONTE.

Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicagéo (CIP)

Secao Técnica de Biblioteca - CENA/USP

Ferrari, Beatriz Maria

Ocorréncia e persisténcia de fragmentos de transgenia (milho Bt evento MON810)
em solos agricolas brasileiros e avaliacdo de sua comunidade microbiana / Beatriz Maria
Ferrari; orientadora Danielle Gregorio Gomes Caldas. - - versdo revisada de acordo com

a Resolucdo CoPGr 6018 de 2011. - - Piracicaba, 2014.
81f.:il

Tese (Doutorado — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias. Area de
Concentragdo: Biologia na Agricultura e no Ambiente) — Centro de Energia Nuclear
na Agricultura da Universidade de S&o Paulo.

1. Biodiversidade 2. Biologia molecular 3. Biotecnologia de plantas 4. DNA
recombinante 5. Microbiologia agricola 6. Monitoramento 7. Plantas transgénicas
8. Rastreamento 9. Transgenes . Titulo

CDU 631.461:577.21




“Dedico este trabalho aos meus pais,
Valdemar Ferrari e Maria Coral, e
aos meus irmdos Renata, Angela e
Luis Eduardo, e ao MEU AMOR

Clovis Daniel Borges”






AGRADECIMENTOS

A Deus, por estar sempre presente em minha vida;

Ao0s meus pais e irmaos, por sempre estar ao meu lado, me apoiando em todas as decisbes e me

incentivando a seguir meu préprio caminho;

A professora Dra. Tsai Siu Mui e a Dra. Danielle Gregério Gomes Caldas, pela orientacdo e pelo

suporte para a realizacdo deste trabalho (Muito Obrigada!!!!)

Ao meu amor Clovis, pelo companheirismo excepcional e por toda compreensdo e disposicdo em

ajudar;

A CAPES, pela concessao da bolsa de Doutorado;

A bibliotecéria Marilia Henyei, pela formatac&o do trabalho e pela amizade (Adorooo);

Aos funcionarios Fabio, Daiane e Neuda, por toda a ajuda com 0s prazos e processos administrativos.

Aos tecnicos de laboratério de Biologia Celular e Molecular do CENA/USP: Chiquinho (in
memoriam), Elias, Fabio e Wagner, por todo o auxilio durante as coletas e com a aquisicdo dos
materiais necessarios para a execu¢do deste trabalho e pela amizade construida durante todos esses

anos;

Aos colegas do Laboratério: Ana Beraldo, Acécio, Andreza, Carol, Dennis, Fabi, Fernanda Cassieri,

Lina, Lucas, Lucas Palma, Mari, Maju, Paula e Leticia.

Aos meus amigos, Enéas, Gustavo, Leticia Mizuhira, Marilia, Marina, Marcela, Naissa, Andressa,
Aline, Caio, Felippe, Fernandinha e Rosineide pela amizade e por toda a ajuda e por estarem sempre

presentes, na alegria e na tristeza.

A todos que de alguma forma contribuiram com a execugdo deste trabalho. Obrigada!!!






“Senhor fazei-me um instrumento de vossa paz.....
fazei que eu procure mais consolar do que ser consolado,

compreender do que ser compreendido, amar do que ser amado... ”

Sao Francisco de Assis






RESUMO

FERRARI, B. M. Ocorréncia e persisténcia de fragmentos de transgenia (milho Bt evento
MON810) em solos agricolas brasileiros e avaliacdo de sua comunidade microbiana.
2014. 81 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Séo Paulo, Piracicaba, 2014.

O uso de culturas GM (geneticamente modificadas) tem sido questionado quanto ao destino
dos produtos derivados da transgenia no ambiente. Com a liberacdo de exsudatos das raizes
das plantas e a decomposi¢do dos residuos culturais, aumenta-se a quantidade de DNA
transgénico no ambiente, que pode ser adsorvido a superficie ativa das particulas do solo e/ou
degradado pela acdo de enzimas microbianas. A comunidade microbiana do solo pode entrar
em contato direto com estes produtos, aumentando a probabilidade de transferéncia horizontal
de fragmentos de DNA transgénico para 0S microrganismos. Também, alteracbes na
composicdo dos exsudatos das plantas GM e mudancas em funcdo das praticas de manejo,
podem resultar em alteragdes na composicdo funcional e estrutural da comunidade
microbiana. Assim, faz-se necessario avaliar a persisténcia dos produtos derivados da
transgenia no solo e seus possiveis efeitos sobre a comunidade microbiana. Os objetivos deste
estudo foram: avaliar a persisténcia dos fragmentos 35S-hsp70, hsp70-crylAb e crylAb-planta
da construgdo génica do milho Bt (evento MONB810) em diferentes tipos de solo e
temperaturas, em condi¢cdes de microcosmo e de campo; e determinar a abundancia do
namero de copias dos gene 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobria e Archaea,
e 18S rRNA de Fungo nas mesmas condic¢des, e avaliar a estrutura da comunidade bacteriana
em areas agricolas de cultivo de milho Bt. No primeiro estudo, o DNA do milho Bt MON810
foi adicionado em solos arenoso e argiloso. Como controle negativo, apenas agua estéril foi
misturada ao solo. Amostras de solo foram incubadas a 15 e 25°C. Em campo, os solos foram
amostrados em trés areas agricolas em Fatima do Sul, MS, em dois anos consecutivos. Apds
extracdo de DNA, os fragmentos foram quantificados por qPCR. No segundo estudo, foram
determinadas a abundancia dos genes 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobria e
Archaea e 18S rRNA de Fungo e avaliada a estrutura da comunidade bacteriana por T-RLFP.
Os resultados mostraram que em condi¢des de microcosmo, os fragmentos hsp70-crylAb e
crylAb-planta persistiram até 291 dias, e o fragmento 35S-hsp70 até 180 dias. A temperatura
e o tipo de solo ndo afetaram a persisténcia dos fragmentos. Em campo, o numero de copias
desses fragmentos foi maior na segunda coleta. No segundo estudo, 0 nimero de cépias do
gene 16S rRNA de Bacteria aumentou com adicdo de DNA do milho Bt nos microcosmos, e
uma reducdo do numero de copias foi verificada para Archaea, Verrucomicrobia e Fungo.
Para Firmicutes, os resultados ndo foram consistentes. As temperaturas ndo resultaram em
efeito na abundancia dos genes, enquanto o tipo de solo teve efeito apenas para Archaea e
Verrucomicrobia. Areas agricolas com cinco anos de cultivo de milho Bt apresentaram
variagfes na estrutura da comunidade bacteriana em nivel de filo, e maior abundéncia de
Fungos no segundo ano de amostragem, enquanto em area com um ano de cultivo, observou-
se uma reducdo da populacdo de Firmicutes e Verrucomicrobia. Os maiores efeitos na
comunidade microbiana foram verificados entre os anos de amostragem.

Palavras-chave: crylAb. Diversidade. Milho Bt. PCR em tempo real. T-RLFP.
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ABSTRACT

FERRARI, B. M. Occurrence and persistence of transgenic fragments of Bt maize (event
MQO810) in agricultural soils Brazilian and evaluation of its microbial community. 2014.
81 f. Tese (Doutorado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao
Paulo, Piracicaba, 2014.

The use of GM (genetically modified) crops has been questioned about the fate of transgenes
is derived products on the environment. With the release of exudates from roots of GM plants
and the decomposition of its residues, the amount of transgenic DNA in the environment
increases, which can be adsorbed to the active surface of soil particles and/or be degraded by
the action of microbial enzymes. Soil microbial communities can come into direct contact
with these products, raising the probability of horizontal transfer of transgenic DNA
fragments to soil microorganisms. Moreover, changes in exudates composition of GM plants
and changes depending on the management practices may result in structural and functional
alterations in the microbial community. Thus, it is necessary to evaluate the persistence of
transgenes is derivatives in the soil and effects on microbial community. The objectives of
this study were to assess the persistence of fragments 35S-hsp70, hsp70-crylAb and crylAb-
plant from the genetic construct of Bt corn (event MONB810) in different soil types and
temperatures, in microcosm and field conditions; and to determine the abundance of 16S
rRNA copy number of Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobria and Archaea and 18S rRNA
of Fungi under the same conditions, and to evaluate the structure of bacterial communities in
agricultural areas of Bt corn cultivation. In the first study, DNA from Bt corn MON810 was
added to sandy and clay soils. As negative control, only sterile water was mixed with soil.
Soil samples were incubated at 15 and 25°C. At the field, soils were sampled in three
agricultural areas in Fatima do Sul, MS, in two consecutive years. After DNA extraction,
fragments were quantified by gPCR. In the second study, the abundance of 16S rRNA of
Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobria and Archaea and 18S rRNA of Fungi were
determined and the structure of bacterial communities was evaluated by T-RFLP. The results
showed that in microcosm conditions, hsp70-crylAb and crylAb-plants fragments persisted
until 291 days and the 35S-hsp70 up to 180 days. The temperature and the type of soil did not
affect the persistence of fragments. In field, the copy number of these fragments was greater
in the second sampling. In the second study, the copy number of 16S rRNA of Bacteria
increased with the addition of DNA from Bt corn in microcosm, and a reduction in copy
number was observed for Archaea, Verrucomicrobia and Fungi. The results were not
consistent for Firmicutes. Temperatures resulted in no effect in gene abundance, while the soil
was effective only for Archaea and Verrucomicrobia. Agricultural areas with five years of Bt
corn cultivation showed variations in bacterial community structure at the phylum level, and
greater abundance of fungi in the second year of sampling, while in the area with a year of
cultivation, a reduction in population of Firmicutes and Verrucomicrobia was observed. The
largest effects on the microbial community were observed between the sampled years.

Keywords: crylAb. Diversity. Bt corn. Real-time PCR. T-RFLP.
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1 INTRODUCAO

Os avancos no melhoramento genético permitiram a inser¢do de genes exdgenos de
Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) em plantas de importancia agricola, que passaram a
expressar, em seus tecidos, proteinas inseticidas denominadas de Cry ou delta-endotoxinas
(SOBERON et al., 2007). A adocéo dessa tecnologia tem auxiliado na reducao dos problemas
associados com o uso intensivo de pesticidas sintéticos em &reas agricolas, mas tém levantado
questBes sobre os possiveis efeitos em organismos ndo-alvos e ao destino dos produtos
derivados da transgenia no ambiente.

Desde a introducdo das culturas GM (Geneticamente Modificadas) em 1996, a area de
cultivo tem aumentado continuamente no mundo, alcangando em 2013 cerca de 175,2 milhdes
de hectares, sendo os Estados Unidos, Brasil e Argentina os maiores produtores (JAMES,
2013). A producdo em larga escala das culturas GM e a incorporacdo de seus residuos apos a
colheita poderad resultar em acumulo e persisténcia no solo, ndo somente das proteinas
recombinantes produzidas pelas plantas, mas também dos genes utilizados na engenharia
genética das mesmas (SAXENA et al., 2004).

O DNA recombinante liberado das culturas GM, pode ser adsorvido as particulas do
solo, ser degradado ou permanecer protegido da acdo de DNAses (PIETRAMELLARA et al.,
2009). No solo, mais especificamente na solucdo intersticial, o DNA pode mover-se
rapidamente (GULDEN et al., 2005) ou ter seu movimento limitado quando adsorvido ao
complexo organo-mineral (CRECCHIO et al., 2005).

A compreensdo da adsorcdo e persisténcia do DNA recombinante e de suas proteinas
as particulas do solo € essencial para avaliar os riscos das libera¢bes das culturas GM e o0s
possiveis efeitos sobre sua comunidade microbiana (SAEKI; KUNITO, 2010), as quais
desempenham um papel fundamental na degradacdo de residuos culturais e nos ciclos
biogeoquimicos (GRUBER et al., 2011; WANG et al., 2006).

Atualmente, trés cenarios sdo reconhecidos por promoverem possiveis efeitos das
plantas transgénicas a comunidade microbiana do solo: diferengas na quantidade e
composicdo dos exsudatos das raizes resultando em mudangas na composic¢do funcional e
estrutural da comunidade microbiana; a capacidade dos microrganismos para integrar o DNA
transgénico ao seu genoma e as alteragdes em funcdo das praticas de manejo, que envolvem
as aplicacOes de pesticidas e fertilizantes organicos e inorganicos, bem como a deposicao da
biomassa no solo apds a colheita (MOTAVALLI et al., 2004; LYNCH et al., 2004).
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De modo geral, as culturas GM liberam sequéncias Unicas de DNA recombinante no
solo, resultando em um “pool” de DNA extracelular no ambiente (GEBHARD; SMALLA,
1999; GULDEN et al., 2005). Para que o monitoramento dos produtos de transgenia seja
eficiente, faz-se necessario o conhecimento do momento em que as culturas transgénicas estdo
presentes em determinado ambiente; e o auxilio das ferramentas moleculares, como a gPCR
em tempo real.

Diante deste contexto, os objetivos deste estudo foram:

a) pela técnica de gPCR em tempo real avaliar a persisténcia dos fragmentos de

transgenia do milho Bt (evento MON810) em:

e solos Drasileiros, sem histérico de cultivo de transgénico, mais
especificamente, em solos arenoso e argiloso, que permaneceram incubados em
temperaturas de 15 e 25°C com fragmentos do milho Bt (evento MON810), o qual
vem sendo utilizado no Brasil desde a sua libera¢do em 2007;
e ¢ em solos de areas agricolas, manejadas com milho transgénico, no Mato
Grosso do Sul;
e e quantificar a comunidade microbiana nos solos que permaneceram incubados
(arenoso e argiloso) e nos solos das areas agricolas;

b) pelatécnica T-RFLP — Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism:
e avaliar a estrutura da comunidade microbiana presente nos solos das areas

agricolas do Mato Grosso do Sul.

1.1 Revisao da Literatura

1.1.1 DNA extracelular no ambiente

O DNA vegetal entra continuamente no solo, e cada espécie de planta tem um ciclo de
vida, uma determinada arquitetura e diferentes mecanismos de liberagdo de DNA no ambiente
(LEVY-BOOTH et al.,, 2007). Na rizosfera, a entrada do DNA ocorre por meio da
descamacéo das células das raizes da coifa durante o crescimento das raizes (WANG et al.,
1996). No estadio V1 de alongamento das raizes do milho, até 10* cépias de DNA.mI™ de
agua lixiviada podem ser liberados no solo (GULDEN et al., 2005). Esse DNA pode ser
clivado em pequenos fragmentos devido a acdo de endonucleases (WANG et al., 1996).

Outro processo que ocorre na raiz € a colonizacdo de células por patdgenos, liberando
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DNA na rizosfera (POLVERARI et al., 2000), o DNA pode permanecer intacto no ambiente e
ou disponivel as bactérias colonizadoras (BERTOLLA et al., 1999; KAY et al., 2002). Em
estudo com batatas transgénicas, 0 DNA recombinante foi encontrado na rizosfera do solo, e a
liberacdo ocorreu durante o crescimento das raizes e na antese (de VRIES et al., 2003).

A adicdo de pequenas fraces de DNA de polen no solo tem sido observada, uma vez
que o método de polinizacdo de cada planta ird determinar a quantidade de DNA liberado e
sua distancia percorrida (LEVY-BOOTH et al., 2007). Em espécies transgénicas de batata
(Solanum tuberosum L.) e canola (Brassica napus L.), a distancia percorrida pelo pélen foi de
10 m (McPARTLAN; DALE, 1994) e 1,5 km (TIMMONS et al., 1995), respectivamente.

A decomposicdo de tecido foliar por enzimas microbianas promove a liberagdo de
DNA na rizosfera (WIDMER et al., 1996; DILLY et al., 2001). Segundo Levy-Booth et al.
(2007), em clima temperado e em areas agricolas, a entrada de DNA de residuos de plantas no
solo parece oscilar de acordo com o crescimento e senescéncia das plantas, enquanto que em
clima tropical parece ser continua.

Além das plantas, animais e microrganismos podem liberar DNA no solo por meio da
lise celular (CECCHERINI et al., 2003; WIDMER et al., 1997). Algumas espécies de
bactérias B. subtilis, E. coli, Acinetobacter sp e algumas espécies de Pseudomonas, liberam
DNA por meio das secre¢es de DNA plasmidial e cromossomal; essa liberacdo pode ocorrer
em periodos de estresse nutricional, em culturas puras (LORENZ et al., 1991) (PAGET,;
SIMONET, 1994). O DNA de bactéria pode também ser liberado durante a formacdo de
biofilm (PIETRAMELLARA et al., 2009).

A liberacdo de DNA de células de fungos tem sido pouco estudada, Herdina et al.
(2004) verificaram que a taxa de DNA liberada de células mortas é muito alta, e que a
contribuicdo de DNA de fungo no solo deve ser insignificante. No entanto, outros estudos
reportaram que 70% do DNA no solo séo de fungos (BORNEMAN; HARTIN, 2000; van
ELSAS et al., 2000).
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1.1.2 Destino e persisténcia do DNA extracelular no solo

O destino do DNA extracelular no solo pode ser influenciado pelas propriedades
quimicas, fisicas e biologicas de ambos, DNA e solo, as quais irdo determinar a sua
persisténcia ou degradacdo no ambiente (MEIER; WACKERNAGEL, 2003). A persisténcia e
a taxa de degradacdo do DNA no ambiente sdo os processos que completam o ciclo do DNA
no solo (LEVY-BOOTH, 2007).

Durante anos, acreditava-se que o DNA extracelular de microrganismos era
rapidamente degradado no solo (LORENZ; WACKERNAGEL, 1994). No entanto, observou-
se que 0 DNA liberado de microrganismos e de tecidos de plantas nas particulas do solo tém
sua reatividade e suscetibilidade modificada, tornando-se resistente a biodegradacdo e
persistindo por mais tempo no ambiente (SAEKI; KUNITO, 2010).

A adsorcéo e ligacdo do DNA no solo dependera do comprimento, conformacéo e da
concentracdo da molécula de DNA, bem como da mineralogia, composicdo idnica, pH do
solo, area de superficie e da capacidade hidrofébica e hidrofilica dos componentes do solo
(OGRAM et al., 1988, 1994; KHANNA; STOTZKY, 1992; PAGET et al., 1992,
PIETRAMELLARA et al., 2001).

Os sitios de ligacdo da matrix solo podem promover a persisténcia do DNA de duas
maneiras: protegendo-o da acdo de nucleases (CRECCHIO; STOTZKY, 1998) e ou
adsorvendo DNases e nucleases, reduzindo o potencial de restricdo enzimatica do DNA no
solo (BLUM et al., 1997).

1.1.2.1 Minerais de argila

O DNA ligado aos minerais de argila (montmorilonita, ilita e caulinita) estara
protegido da acdo de DNases e nucleases, no entanto, se houver uma saturacdo de enzimas
DNases nos locais de ligacdo das particulas de argila adjacentes ao DNA adsorvido, ocorrera
degradacdo do DNA (DEMANECHE et al., 2001). Apesar de as enzimas estarem no solo,
varios estudos tem relatado a deteccéo de fragmentos de DNA em solos agricolas (NIELSEN
et al., 2007), e a maior parte da atividade das nucleases no solo é de origem bacteriana
(BLUM et al., 1997).

Ogram et al. (1998) observou que solos ricos em minerais de argila adsorvem mais
DNA do que solos pobres, e que diferentes fragcdes de argilas, com diferentes propriedades

termodinamicas, podem adsorver quantidades variaveis de DNA.
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Moléculas de DNA com baixo peso molecular foram mais adsorvidas em
montmorilonita e caulinita que moléculas com alto peso molecular (PIETRAMELLARA et
al., 2001). Entretanto, Franchi et al. (1999) observou que 0 DNA cromossomal esteve mais
fortemente ligado a superficie do solo argiloso que o0 DNA plasmidial.

Por meio da microscopia eletronica e da difratometria de raio-X, verificou-se que o
complexo DNA-argila ligou-se primeiramente na extremidade da superficie de argila, e a
“cauda” restante do DNA estendeu-se livremente para o exterior (PAGET; SIMONET, 1994;
KHANNA et al., 1998; FRANCHI et al., 1998).

1.1.2.2 Minerais de areia

A adsorcdo de DNA a areia pode ser mediada pela concentracdo de cations. Os cations
divalentes sdo mais efetivos que os monovalentes em formar pontes entre quartzo e a
molécula de DNA (LORENZ; WACKERNAGEL, 1987). A concentracdo de cations
monovalentes necessaria para adsorver DNA foi 70 a 100 vezes maior que a concentracdo de
cations divalentes requerida para a mesma quantidade de DNA plasmidial em areia
(ROMANOWSKI et al., 1991).

1.1.2.3 Acidos HUmicos

Os acidos humicos ligam-se ao DNA no ambiente, e 10% do fosforo organico do solo
sdo provenientes da associacdo, DNA e acido humico (CRECCHIO; STOTZKY, 1998). O
DNA isolado do solo estd frequentemente complexado com as substancias humicas (TSAI;
OLSON, 1992).

Crecchio e Stotzky (1998) verificaram que o DNA de B. subtilis foi rapidamente
adsorvido e ligado ao complexo montmorilonita dos acidos himicos, e esse DNA ligado
mostrou-se eficiente no processo de transformacdo de células in vitro, além de permanecer

protegido da ac¢do das enzimas do solo.
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1.1.2.4 pH do solo

O pH pode interferir na capacidade de ligacdo do DNA ao solo (LORENZ;
WACKERNAGEL, 1987). Em condi¢cbes acidas (pH abaixo de 5), o DNA torna-se
positivamente carregado por prétons, que ligam-se a adenina e citosina, seguido por guanina e
grupos fosfatos. Essa ligacdo resulta em grupos catiénicos na molécula de DNA que podem
ligar-se negativamente aos sitios dos minerais de argila (THENG, 1979; CRECCHIO et al.,
2005). Em pH acima de 5, a molécula de DNA e os constituintes do solo tornam-se
carregados negativamente e requerem cétions (Mg®* e Ca*" para mediar a adsorgdo do DNA
ao solo (GREAVES; WILSON, 1969; 1970).

1.1.2.5 Degradacdo do DNA no ambiente

A degradacdo do DNA no solo ocorre por meio da restricdo enzimética, que promove
a clivagem do DNA em pequenos fragmentos (BLUM et al., 1997; DEMANECHE et al.,
2001). Os produtos da degradacdo do DNA podem persistir no ambiente e serem utilizados
para a sintese de novo de nucleotideos, ou podem servir como fonte de nutriente para 0s
microrganismos do solo (FINKEL; KOLTER et al., 2001; MACFADYEN et al., 2001) e
plantas (HIROSE; ASHIHARA, 1984; KATAHIRA; ASHIHARA, 2002).

Demanéche et al. (2001) verificaram que 0 DNA néo adsorvido na solucdo do solo foi
completamente degradado por enzimas em concentracdes menores (1 pg.ml™) do que aquelas
concentragcdes necessarias para a degradacdo da molécula que esta ligada aos minerais do
solo.

1.1.2.6 Transformacédo Natural

A transformacéo natural € 0 mecanismo mais provavel de transferéncia de genes de
plantas para bactérias (NIELSEN et al., 1998; BERTOLLA; SIMONET, 1999). Esse processo
envolve a aquisicdo de um DNA de origem vegetal livre no ambiente por uma célula e a
expressao desse gene na célula receptora (NIELSEN et al., 1998).

Recentes estudos mostraram que a transformacdo natural ocorreu em 90 espécies de
procariotos incluindo os microrganismos do solo Bacillus subtilis e Acinetobacter spp. (de
VRIES; WACKERNAGEL, 2004). Para que a transformacdo natural ocorra é necessario o

DNA extracelular ligar-se a superficie de células competentes, atravessar a membrana celular
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integrar-se a0 genoma e, consequentemente, ser expresso. Embora as barreiras sejam grandes,
ha estudos que mostram que a transferéncia horizontal de DNA para microrganismos é
potencialmente possivel (LEVY-BOOTH et al., 2007).

No solo, a disponibilidade de DNA para a transformacdo natural é limitada pelos
processos de adsorcao, degradacdo e pela diversidade de espécies de bactérias. As bactérias
devem apresentar competéncia natural para integrar o novo material genético (THOMAS;
NIELSEN, 2005).

1.1.3 Bacillus thuringiensis e as plantas transgénicas

Bacillus thuringiensis € uma bactéria ubiqua no ambiente e distingue-se de outras
espécies pela capacidade de produzir inclusdes cristalinas durante a fase de esporulacdo. Essas
inclusdes podem conter mais de um tipo de proteinas inseticidas, denominadas Cry ou delta-
endotoxinas, e apresentam atividade especifica para as ordens de insetos Coleoptera, Diptera,
Lepidoptera e Hymenoptera (WHITELEY; SCHNEPF, 1986) e a outros organismos como
nematoides (BRAVO et al., 2007).

O modo de acgdo inseticida das proteinas Cry tem sido caracterizado principalmente
para os insetos da ordem Lepidoptera, onde os cristais proteicos sdo expostos ao ambiente
alcalino no intestino médio das lagartas, levando a liberacdo de fragmentos ativos, as
protoxinas. Essas protoxinas ativas interagem com receptores das células epiteliais do
intestino médio, promovendo a formacdo de poros e a destrui¢do da célula por lise osmética,
levando a morte do inseto (SAXENA et al., 2010).

Desde 1960 B. thuringiensis vem sendo utilizada na agricultura como ingrediente ativo
nas formulacgdes de biopesticidas para o controle de insetos pragas e acaros (FEITELSON et
al., 1992), principalmente na agricultura organica. Essas formula¢fes apresentam na sua
constituicdo uma mistura de células, esporos e cristais paraesporais (VETTORI et al., 2004).
Os esporos podem ser rapidamente inativados pela radiacdo solar no ambiente (GRIEGO;
SPENCE, 1978).

Considerada como a maior fonte de genes para a expressdo em plantas transgénicas
resistentes a insetos, B. thuringiensis passou a ser um dos organismos mais utilizados no
melhoramento genético de plantas, tendo seus genes cry modificados e inseridos em espécies
de importancia agricola como: milho, algodao, batata, canola e arroz (SAXENA et al., 2010).
Além dos genes cry, as plantas transgénicas carregam sequéncias procaridticas, como o

promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) e genes de resisténcia a antibidticos
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(BERTOLLA et al., 2000), bem como as proteinas de choque térmico, hsp70 (BRODMAN et
al., 2002).

1.1.4 Milho Bt (evento MON&810)

De acordo com os dados da Comissdo Nacional de Biosseguranga (2007), a linhagem
de milho MONB810 foi obtida através da transformacdo genética, pela metodologia de
aceleracdo de particulas ou biobalistica (KLEIN et al., 1987), de plantas de milho do hibrido
HI-I1, resultado do cruzamento das linhagens publicas de milho A188 e B73, desenvolvidas
nos Estados Unidos.

O milho Bt (evento MONB810) apresenta integrado em seu genoma, 0 promotor
transcricional 35S do virus do mosaico da couve-flor (CaMV) e sequéncias do intron
proveniente do gene hsp70 do milho, que foram inseridas entre o promotor e o gene crylAb
(van RIE et al., 1989). O evento expressa em seus tecidos foliares a proteina CrylAb
especifica para o controle de insetos da ordem Lepidoptera (ARONSON; SHAI, 2001).

1.1.5. Microrganismos do solo e as plantas transgénicas

A comunidade microbiana do solo é reconhecida como o principal indicador da
qualidade do solo (VINEELA et al., 2008; HUSSAIN et al., 2011), e desempenha papel
fundamental na decomposicdo da matéria organica, na mineralizacdo ou solubilizacdo de
compostos quimicos e na transformacédo da energia no ambiente (OVREAS, 2000; SPOSITO;
ZABEL, 2003; ROSCOE et al., 2006).

Alguns estudos avaliam os efeitos do uso do solo na estrutura e na abundancia da
comunidade microbiana, pois em ambientes manejados essa comunidade se mostra sensivel
quando se compara aos sistemas naturais adjacentes (TORSVIK et al., 2002). Em estudo
recente, Venturini (2014) verificou diferencas na abundancia da comunidade bacteriana
relacionadas como uso da terra, obtendo maior nimero de copias g solo™ em é&rea de
vegetacdo nativa, seguida pelo canavial com manejo de colheita sem queima e com queima.

Além das praticas de manejo, em areas com cultivo de plantas transgénicas, a
comunidade microbiana do solo pode entrar em contato direto com os produtos derivados do
processo de transgenia, por meio dos exsudatos das raizes e durante o processo de
decomposicdo (PALM et al., 1996; SAXENA et al., 2002). Os exsudatos das raizes

desempenham um importante papel na selecdo da microbiota, e podem influenciar
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seletivamente no crescimento microbiano, assim diferencas na qualidade e quantidade dos
exsudados das raizes podem promover alteragcdes na estrutura e na diversidade funcional da
populacéo da rizosfera (MANSOURI et al., 2002; OGER et al., 2000).

As plantas transgénicas podem apresentar inUmeras modificacGes na sua composicéo,
como no conteudo de lignina, onde altos teores de lignina ja foram verificados nas linhagens
de milho Bt (Bt11, MONB810 e 76), que em plantas ndo transgénicas (SAXENA; STOTZKY,
2001); também foram observadas variagdes na expressao dos transgenes, dependendo do local
de insercdo (van LEEUWEN et al., 2001), outro fator que pode ocorrer € o rearranjo do
transgene (WINDELS et al., 2001), com potencial para promover alteracfes na expressao dos
genes e no fendtipo da planta (BRUSETTI et al., 2004).

Os efeitos do milho Bt sobre a comunidade microbiana e suas fun¢es no solo tém
sido avaliados por varios estudos em areas com residuos culturais em decomposicéo,
considerando a importancia dos microrganismos na ciclagem de nutrientes (MOCALI, 2011,
YANNI et al., 2010).

1.1.6 Técnicas moleculares

As técnicas moleculares sdo poderosas ferramentas para 0 monitoramento ambiental e
para a caracterizacdo da diversidade microbiana (LACAVA; AZEVEDO, 2008). Atualmente,
esses estudos ambientais baseiam-se na técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
com a obtencdo por amplificacdo de fragmentos-alvo, os quais sdo utilizados nas analises de
PCR quantitativo em tempo real, bem como a T-RLFP, a qual permite comparar diferentes
comunidades de microrganismos derivados de diferentes ambientes (MARSH, 1999).

1.1.6.1 PCR em tempo real

A PCR em tempo real permite a quantificacdo de acidos nucléicos de maneira precisa
e com maior reprodutibilidade, de forma exponencial, em amostras ambientais (HIGUCHI et
al., 1993). O processo de amplificagdo em tempo real ocorre por meio da emissdao da
fluorescéncia, a qual é proporcional a quantidade de produtos formados a cada ciclo
(ANKLAM et al., 2002). Os valores da fluorescéncia sdo registrados a cada ciclo e
representam a quantidade de produto amplificado (NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004).

Durante o processo, os compostos de fluorescéncia séo intercalados com a fita-dupla

de DNA, e com a excitacdo da luz emitida pelo sistema ético do termociclador a fluorescéncia
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é capturada e os computadores equipados com softwares analisam os dados ao final da reacao
(NOVAIS; PIRES-ALVES; SILVA, 2004). Essa técnica tem sido muito utilizada para
monitoramento de genes proveniente de plantas transgénicas em amostras ambientais
(DOUVILLE etal., 2007; ZHU et al., 2009).

1.1.6.2 Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP)

A andlise de T-RFLP determina o polimorfismo no comprimento dos fragmentos
terminais de uma reacdo de restricdo, provenientes de um produto de amplificacdo de PCR,
sendo um dos iniciadores marcado com fluorescéncia. E um método muito sensivel, rapido e
com grande aplicabilidade, que permite comparar mudancas na estrutura de comunidades
microbianas do solo de diferentes ambientes, além de possuir alta capacidade de
processamento disponivel, permitindo a anélise de uma grande quantidade de amostras (LIU
etal., 1997; TIEDJE et al., 1999; LUTON et al., 2002; THIES, 2007).

A andlise de T-RLFP é realizada a partir da extracdo de DNA de comunidades de
microrganismos de amostras ambientais, seguida pela reacdo de amplificacdo por PCR do
gene 16S r RNA da comunidade utilizando iniciadores marcados com fluoroforo, especificos
do dominio ou grupo, que pode ser detectado por um sequenciador automéatico ABI. Uma vez
que o marcador estd na extremidade 5’terminal, somente o fragmento terminal da digestdo ¢
detectado, e seu tamanho determinado pelo sequenciador. Ap6s a amplificacdo por PCR
quantitativo o produto é purificado e, em reacgdes individuais, digerido com 2 a 4 enzimas de
restricdo, endonucleases. Os produtos da digestdo sdo carregados no sequenciador e a corrida
é realizada em um modo de varredura com tamanho interno padrédo incluido em cada linha de
leitura (LIU et al., 1997).

Os tamanhos dos TRFs (fragmentos de restri¢do terminal) marcados com fluorescéncia
sdo convertidos em um eletroferograma, em que cada pico representa um T-RF. O
processamento do eletroferograma é feito em uma matriz, em que cada linha representa uma
amostra e cada coluna representa um TRF da amostra e analisados em softwares que calculam

o tamanho do fragmento bem como a intensidade de fluorescéncia (altura ou area) do pico.
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2 PERSISTENCIA DOS FRAGMENTOS DE TRANSGENIA DO MILHO Bt
(EVENTO MON810) EM SOLOS AGRICOLAS DO BRASIL

Resumo

O impacto ambiental das culturas GM tem sido questionado em relacdo ao destino dos
produtos derivados do processo de transgenia no ambiente. Os genes e as toxinas do milho Bt
sdo liberados no solo pelos exsudatos das raizes das plantas, durante a incorporacdo de
residuos culturais e por meio do pélen. Apds a entrada no solo, 0s transgenes podem ser
adsorvidos as particulas ativas da superficie dos minerais e substancias humicas do solo,
permanecendo protegido da acdo enzimatica, aumentando a sua persisténcia no solo. Assim,
faz-se necessario a avaliacdo da persisténcia dos produtos derivados da transgenia no solo.Os
objetivos do presente estudo foram: avaliar a persisténcia dos fragmentos 35S-hsp70, hsp70-
crylAb e crylAb-planta da construcdo génica do milho Bt (MON810) em diferentes tipos de
solo e temperaturas, em condi¢des de microcosmos, e em condigdes de campo. O DNA do
milho Bt MON810 foi extraido do tecido foliar, misturado em agua destilada ultrapura e
adicionado em solos arenoso e argiloso a uma concentracdo de 40 pg. g de solo. Como
controle negativo apenas agua estéril foi misturada ao solo. As amostras de solo foram
incubadas por 291 dias, em 15 e 25°C com fotoperido de 16h luz: 8h escuro e umidade
ajustada para 60% da capacidade de campo. As amostras de solo foram coletadas a partir dos
diferentes tratamentos no tempo inicial (to) e para ty, to, tio, t30, teo, too, t1g0 € t201 dias. Depois
da amostragem, o DNA foi extraido e os fragmentos: 35S-hsp70, hsp70-crylAb e crylAb-
planta de milho Bt foram detectados e quantificados pela técnica de qPCR. Em campo, 0s
solos foram amostrados em trés areas agricolas na cidade de Fatima do Sul, MS. A partir das
amostras de DNA, os fragmentos também foram quantificados pela gPCR. Os resultados
mostraram que em condic¢des de microcosmos, os fragmentos hsp70-crylAb e crylAb-planta
persistiram até 291 dias nos solos, enquanto o fragmento 35S-hsp70 persistiu até 180 dias. A
temperatura e o tipo de solo ndo afetaram a persisténcia dos fragmentos. Em condicfes de
campo, 0 numero de copias desses fragmentos aumentou na segunda amostragem em todas as
areas estudadas.

Palavras-chaves: milho Bt, crylAb, quantificacdo, solo, gPCR
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PERSISTENCE OF TRANSGENIC FRAGMENTS FROM Bt CORN (EVENT
MONS810) IN AGRICULTURAL SOILS OF BRAZIL

Abstract

The environmental impact of GM crops has been questioned about the fate of products
derived from transgenesis process on the environment. The genes and toxins of Bt corn are
released into the soil by root plant exudates, during the incorporation of crop residues and
through pollen. Upon entry into the soil, the transgenes can be adsorbed onto the active
surface of the mineral particles and humic substances, remaining protected from enzymatic
action, increasing its persistence in the soil. Thus, it is necessary to evaluate the persistence of
products derived from transgenesis in the soil. Therefore, the objectives of this study were to
assess the persistence of 35S-hsp70, hsp70-crylAb and crylAb-plant fragments from the
genetic construction of Bt corn (MON810) in different soil types and temperatures under
microcosm and under field conditions. DNA from Bt corn MON810 was extracted from leaf
tissue, mixed in ultrapure distilled water and added to sandy and clay soils at 40 pg. g™ soil.
As a negative control, only sterile water was mixed with the soil. Soil samples were incubated
for 291 days, at 15 and 25°C with photoperiod 16h light: 8h dark and humidity adjusted to
60% of field capacity. Soil samples were collected from the different treatments at initial
point (to) and ty, tp, tio, t3o, teo, too, t1so and tpg; days. After sampling, DNA was extracted and
fragments: 35S-hsp70, hsp70-crylAb and crylAb-plant from Bt corn were detected and
quantified by gPCR technique. At the field, soils were sampled in three agricultural areas in
the city of South Fatima, MS. From the DNA samples, the fragments also were quantified by
gPCR. The results showed that in microcosm conditions, hsp70-crylAb and crylAb-plant
persisted until 291 days in soil, while the 35S-hsp70 fragment persisted up to 180 days. The
temperature and the type of soil did not affect the persistence of fragments. Under field
conditions, the copy number of these fragments increased in the second sampling in all
studied areas.

Keywords: Bt corn, crylAb, quantification, soil, gPCR
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2.1 Introducao

A introducdo de plantas geneticamente modificadas no ambiente tem levantado
questdes sobre o destino dos produtos derivados da transgenia no solo, sendo que em altas
concentragdes, esses produtos poderiam ser mais eficientes no controle de pragas, ou, entéo,
representariam um risco aos organismos ndo alvos, tais como 0s insetos benéficos
(polinizadores, predadores e parasitodes) e a microbiota do solo (LOSEY et al., 1999;
STOTZKY, 2004).

As plantas transgénicas tém sido produzidas para expressar proteinas inseticidas de B.
thuringiensis em seus tecidos para o controle de insetos-praga, promovendo assim uma
reducdo dos problemas associados com a utilizacdo de pesticidas (STOTZKY, 2004). Para
tanto, o acumulo e a persisténcia das toxinas pode levar a selecdo de organismos resistentes
no ambiente (TABASHNIK et al., 1997).

Inevitavelmente, os genes e as toxinas do milho Bt s&o liberadas no solo pelos
exsudatos das raizes ao longo do crescimento das plantas (SAXENA et al., 1999; SAXENA,
STOTZKY, 2000), durante a incorporacdo dos residuos culturais, apds a colheita (TAPP,
STOTZKY, 1998; STOTZKY, 2002) e por deposi¢do de polen durante o pendoamento do
milho (LOSEY et al., 1999).Apds a entrada no solo, eles podem ser adsorvidos e ligados a
superficie ativa das particulas do solo (minerais de areia, argila e substancias humicas), e
serem protegidos da degradacdo enzimatica pelos microrganismos, aumentando a sua
persisténcia no solo, por meses ou até anos (STOTZKY, 2000).

No Brasil, um dos maiores avancos na agricultura foi a introducdo do sistema de
plantio direto. Nesse sistema, um aumento notavel da biomassa no solo ocorre com o decorrer
do tempo, e com o cultivo em larga escala de organismos geneticamente modificados em
solos agricolas ha uma grande preocupagdo em relacdo a presenca e ao destino de seus
produtos derivados da transgenia no ambiente. Cabe ainda considerar as diferentes
temperaturas e tipos de solo que o pais apresenta, os quais sdo fatores relevantes que podem
influenciar na persisténcia do DNA no ambiente. No presente estudo, para avaliar a
persisténcia dos transgenes em solos do Brasil, utilizou-se como modelo o milho Bt (evento
MON&810), o qual contém o gene crylAb e outras sequéncias que compdem a construcéo

génica.
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2.2 Objetivos

Determinar a abundancia dos fragmentos, 35S-hsp70, hsp70-crylAb, crylAb-planta,
da construcdo génica do milho Bt (evento MONB810) em solos arenoso e argiloso, mantidos
em condigdes de microcosmos; e em solos de areas agricolas do Mato Grosso do Sul, sob

cultivo de milho transgénico.

2.3 Material e métodos

2.3.1. Estudo I: Detecgéo de fragmentos do evento MON810 em Microcosmos

O experimento de microcosmos foi conduzido no Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP em condigdes
controladas com fotoperiodo de 16h luz: 8h escuro, em duas condicdes de temperatura (15 e
25°C), dois tipos de solo, arenoso e argiloso, e dois tratamentos (adicdo de DNA no solo e
sem adicdo de DNA). O solo com textura argilosa foi amostrado na Fazenda Anhembi, no
municipio de Anhembi/SP, e o0 solo com textura arenosa foi coletado na Fazenda Areéo, no
municipio de Piracicaba/SP (Figura 2.1 A e B).

Figura 2.1 - (A) Solo argiloso, coletado na Fazenda Aredo, Piracicaba, SP. (B) Solo arenoso, coletado
na Fazenda Anhembi, Anhembi, SP

2.3.2 Extracdo de DNA vegetal (milho MON810)

As extracdes de DNA genémico do milho transgénico e da sua linha nédo-isogénica
foram realizadas de acordo com o protocolo Doyle e Doyle (1990) modificado. A qualidade e
a quantidade de DNA foram determinadas por absorbancia em nanodrop, com razdo entre
AsolAzg0=1,91 a 2,2, e recuperacdo de 800 a 3000 ng/pl de DNA.
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2.3.3 Ensaio em microcosmaos

Em vasos de vidro hermeticamente vedados foram adicionados 200 g de solo nédo
estéril, os quais foram gentilmente passados por peneira de malha de 2 mm, totalizando
24 vasos. Em 12 vasos foram adicionados solo de textura argilosa e nos demais vasos solo de
textura arenosa. Em seguida, os vasos contendo os diferentes tipos de solo foram divididos na
metade, sendo seis de cada textura para o controle (sem adi¢do de DNA vegetal) e seis com a
adicdo de DNA do milho Bt. Por fim, os vasos foram divididos em mais duas partes: metade
foi incubada a 15°C e a outra metade a 25°C, ambos com fotoperiodo de 16h luz e 8h escuro
(Figura 2.2 A).

Foram adicionados 40ug de DNA total da planta de milho Bt por grama de solo
(DOUVILLE et al., 2007), diluidos em &gua destilada, sendo que o volume de &gua foi
ajustado de acordo com a capacidade de retencdo de agua calculada para ambos os solos e
corrigidos através do peso de cada vaso. Apds a adicdo de DNA, os vasos foram incubados no
escuro por 1h a 15°C para permitir a adsorcao do DNA as particulas de solo (FRANCHI et al.,
1999). Nos controles negativos (sem adicdo de DNA) foram adicionadas as mesmas
quantidades de &dgua destilada esterilizada.

A primeira coleta foi feita apds 1h do periodo de incubacdo (to), enquanto as demais
foram coletadas no primeiro dia (t;), e posteriormente tp, tio, t30, ts0, too, tiso € tr01. TOMAs as
coletas foram realizadas em camara de fluxo laminar com assepsia da mesma, onde se
flambava as bocas dos frascos na abertura e fechamento no momento da coleta, e todo
material utilizado era autoclavado (colheres, ponteiras, pincas). Estes cuidados eram
realizados para se evitar contaminagdo do experimento (Figura 2.2B).

SN - Nl

R

Figura 2.2 - (A) solos argiloso e argiloso, incubados em temperaturas de 15 e 25°C, (B) coleta de solos
em camara de fluxo laminar.
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2.3.4 Extracao de DNA das amostras de microcosmos

A extracdo de DNA total das amostras de solo foi realizada usando o Kit Power
Soillyzer DNA Extraction™ (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA) de acordo com as instrucdes
do fabricante. A qualidade e quantidade aproximada de DNA foram conferidas em gel de
agarose 1% (SAMBROOK et al., 1989). Para retirar as impurezas (DNA puro tem uma razéo
AssolA2g0=1,7-2,2), as amostras de DNA foram purificadas pelo kit comercial UltraCleanSoil

até uma pureza satisfatoria ser obtida.

2.3.5 Desenho de iniciadores para qPCR

Iniciadores foram desenhados nas juncdes dos genes, 35S-hsp70 e hsp70-crylAb, da
construcdo génica do milho Bt (Quadro 1) com o auxilio do programa Primer 3, considerando
0s parametros: Tm: minima = 59° e méxima = 62°C; tamanho do fragmento: entre 100 e 300
pb; tamanho do iniciador: minimo = 18, étimo = 20 e maximo = 22; conteudo de GC: entre
50 e 60% (Tabela 2.1). Ja o iniciador especifico usado para a juncdo do gene crylAb-planta
foi obtido do trabalho de Herndndez et al. (2003). As sequéncias génicas utilizadas estdo
disponiveis no Banco de Dados “GMO Detection Method Database (GMDD)”
http://gmdd.shgmo.org/.

DNA planta CaMV 35S hsp70 crylAb DNA planta

Quadro 1 - Construcdo génica do milho Bt (evento MON810)

Tabela 2.1 - Sequéncia de iniciadores desenhados para o milho Bt evento MON810

Temperatura de

Abreviacéo Sequéncia 5°-3’ Tamanho do amplicon anelamento
(Forward/Reverse) (pb) (°C)
355-hsp70 TGACGCACAATCCCACTATC
P GGCAGTAACAAAGGCAGAGG 147 60

hsp70-crylAb ATCTTGCTCGATGCCTTCTC
ATGCACTCGTTGATGTTTGG 120 61

crylAb-planta CAAGTGTGCCCACCACAGC
GCAAGCAAATTCGGAAATGAA 106 62
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2.3.6 Deteccéo e quantificacédo dos fragmentos de transgenia por PCR quantitativo

O termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems), existente no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do CENA/USP, foi utilizado para a deteccdo quantitativa por
PCR fluorescente em tempo real (QPCR) com SYBR Green | como corante fluorescente. A
reacdo em um volume final de 10 uL, contendo 5 uL. de Maxima SYBR Green/ROX gqPCR
Master Mix (2x) (Fermentas), 0,5 uM de iniciadores forward e reverse, e 1 uL de amostra
teste.

As curvas padrdes foram obtidas com base nos produtos amplificados diluidos em
série (1:10) nos intervalos de 10° a 10" genes/uL para 35S-hsp70, 10° a 10" genes/uL para
hsp70-crylAb e 10° a 10" genes/uL para crylAb-planta genes/ul, posteriormente foram
purificados utilizando o Kit GFX™ (GE Healthcare), de acordo com as instrucdes do
fabricante, quantificados em Thermo Scientific NanoDrop 2000.

As condicOes de reacdo para qPCR dos fragmentos do milho Bt (evento MON810)
foram: 10 min desnaturacao inicial a 95°C, 40 ciclos consistindo dos seguintes passos: 15s de
desnaturacdo a 95°C, 30 s de anelamento, com as temperaturas especificas para cada iniciador
(Tabela 2.1), e 20 s de extensdo a 72°C com leitura de fluorescéncia.

Uma analise da curva de melting foi feita imediatamente ap6s 40 ciclos, sendo 95°C
por 1 min, a temperatura especifica de cada iniciador (Tabela 2.1) por 1 min e aumento de

temperatura até 95°C com coleta de fluorescéncia a cada 0,7°C de incremento na temperatura.

2.3.7 Estudo I1: Deteccéo de fragmentos do evento MON810 em Campo

O experimento foi conduzido na cidade de Fatima do Sul, Mato Grosso do Sul, em trés
areas agricolas (A1, A; e Ag), durante os meses de agosto de 2011 e janeiro de 2012 (Figura
2.3). As recomendacOes de adubacgéo e densidade das plantas foram seguidas de acordo com
as recomendacdes da Embrapa (2007) para a cultura de soja e milho. Adicionalmente foram
feitas duas aplicacGes por cobertura de uréia 60 kg de N na cultura de milho.

Todas as fazendas apresentaram historico de cultivo de milho transgénico ha pelo
menos cinco anos, exceto a area As. Nessa area, a primeira amostragem coincidiu com o
primeiro ano de cultivo, mais especificamente do milho Bt Yieldgard (evento MON810).

As amostras foram coletadas na profundidade de 0-0,10 m de profundidade em trés
areas agricolas compostas por 40 hectares em 2011, no inicio da pos-colheita do milho, e

cinco meses apoés a colheita, em 2012,
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Em cada area, foram amostrados cinco pontos na linha de cultivo a cada 100 metros, e
cada ponto composto por cinco subpontos. As amostras foram coletadas com tubos de PVC
de 10 cm de comprimento e 5 cm de diametro, fixados verticalmente nos solos. Em seguida,
as amostras foram seladas e mantidas em baixa temperatura em caixas térmicas com gelo.

As amostras provenientes dos subpontos de cada ponto foram homogeneizadas para
compor uma amostra, totalizando cinco réplicas experimentais. De cada réplica experimental,
trés aliquotas foram retiradas e armazenadas em ultrafreezer Glacier Ultra Low Freezer
(Nuaire Corporation), a -80°C para a extracdo de DNA. O solo restante foi enviado ao
Laboratdrio de Analises Quimicas do Departamento de Ciéncias do Solo, da Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP).

Googleearth
L

Figura 2.3 - Areas agricolas da cidade de Fatima do Sul, MS

As extracdes de DNA dos solos das areas agricolas (A;, Az e Az) e a deteccdo e
quantificacdo dos fragmentos de transgenia por PCR quantitativo foram realizadas de acordo

com os procedimentos descritos nos itens 2.3.3 e 2.3.5.

2.3.8 Andlise de Dados

Os dados do gPCR foram obtidos pelo StepOne Software 2.2.2 (Applied Biosystems),
deste foram exportados para a o programa Excel (Microsoft) onde foram calculados as
guantidades de cdpias do gene para cada grama de solo. A partir desses dados foram
realizadas as andlises estatisticas utilizando o pacote ‘agricolae’ no R. Os dados foram

submetidos a ANOVA e suas medias constratadas pelo teste de Tukey p<0,05.
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2.4 Resultados

2.4.1 Estudo I: Deteccao de fragmentos do evento MON810 em Microcosmos

2.4.1.1 Andlise fisico-quimica do solo

Os teores de pH, aluminio, célcio, potassio, magnésio, zinco e matéria organica do
solo ndo resultaram em diferencas entre os tipos de solo (Tabela 2.2). O valor de fésforo foi
incrementado no solo argiloso quando comparado ao solo arenoso, possivelmente por estar
envolvido na absorgdo de fosforo pela argila, processo bem descrito na literatura.

Dentre os micronutrientes, os que chamaram mais atencdo foram os teores de ferro,
resultando em elevados teores para o solo arenoso. O solo argiloso foi classificado dentro da
classe textural muito argiloso e o solo arenoso foi classificado dentro da classe textural franco

argiloso arenosa.

Tabela 2.2 - Valores da anélise quimico-fisica de um horizonte de 0-20 cm do solo sob dois diferentes
tipos de solo

Atributos fisico-quimicos dos solos

Parémetros Micronutrientes (mg.dm?)

Arenoso Argiloso  Parametros Arenoso Argiloso
pH (cacr) 4,4 4,6 Cu 4 9
P (mg.dm?) 9 18,3 Fe 200 28
K(mmolc.dm?) 32,3 27,3 Zn 14 11
Ca(mmolc.dm?) 15,3 18,3 Mn 41 32
Mg(mmolc.dm?) 8 7 B 32 28
Al(mmolc.dm?) 2 1,7
H+Al(mmolc.dm?) 47 48,7 Fisicos
SB 26,7 28,3 Parametros Arenoso Argiloso
CTC 73,7 77 Argila<0,002 mm) 206 598
V % 36 36,3 Silte(0,053-0,002 mm) 64 115
m % 7 57 Areia Total (gkg? 730 287
M.O (gdm-3) 25,7 20,7 Areia Grossa (2,00-0,210 mm) 327 120

SO4(mg.dm-3) 4,7 57 Areia Fina (0,210-0,053mm) 403 167
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2.4.1.2. Analise de PCR quantitativo

A alta especificidade e sensibilidade da técnica de qPCR em tempo real permitiu
determinar os fragmentos da construcdo génica do milho Bt evento (MON810) em amostras
de DNA extraidas dos solos de microcosmos e de &reas agricolas.

A eficiéncia de amplificacdo das reacdes de qPCR, variaram de 90,238 a 103,684%, as
curvas-padrdo apresentaram coeficientes de correlacdo (R?) de 0,99, enquanto as curvas de
melting referentes aos amplicons gerados com os iniciadores especificos apresentaram picos
Unicos, indicando a existéncia de um produto especifico (Figura 2.4 A, B e C).

As temperaturas de 15 e 25°C e o tipo de solo, arenoso e argiloso, ndo afetaram
significativamente a persisténcia de nenhum dos fragmentos estudados (p>0,05). No
tratamento controle (sem adicdo de DNA do milho Bt ao solo) nenhum dos fragmentos foi

detectado.

Standard Curve
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Figura 2.4 — Curvas padréo e de Melting dos amplicons gerados para os fragmentos 35S-hsp70 (A),
hsp70-cry1lAb (B) e crylAb-planta (C)



44

Altas abundancias dos fragmentos 35S-hsp70, hsp70-crylAb e crylAb-planta foram
observadas em todos os solos com adigdo de DNA (Figura 2.5 A, B e C). Para tanto,
diferencas (p<0,05) foram observadas no numero de copias dos fragmentos em funcdo do
tempo de incubacéo dos experimentos.

A abundancia do fragmento 35S-hsp70 foi maior nos tempo to, t;, € t, para o0 solo
arenoso, e em to, t3, t; e tjo para o argiloso, que nos demais tempos (Figura 2.5 A). Enquanto
que, a abundancia do fragmento hsp70-cry1Ab foi maior no tempo t, tanto para o solo arenoso
como para o solo argiloso, em relacdo aos demais tempos (Figura 2.5 B). E o fragmento
crylAb-planta nos tempos to, t;, t; € tio para os dois tipos de solo, quando comparado aos
demais tempos de amostragem (Figura 2.5 C).

Em solo arenoso, apenas 2,76 e 4,72% da quantidade inicial de copias do t, dos
fragmentos hsp70-crylAb e crylAb-planta, respectivamente, foram encontrados no ultimo dia
do tempo de incubacéo tg;, enquanto em solo argiloso, obteve-se 0,54 e 3,1%.

Para o fragmento 35S-hsp70, cerca de 0,13 e 0,76% da quantidade inicial de copias do
to foram encontradas no ultimo dia do tempo de incubacdo t;gp, em solo arenoso e argiloso,

respectivamente.
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291 dias. (Regressao Tukey (p<0,05).
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No presente estudo, o fragmento 35S-hsp70 persistiu nos solos arenoso e argiloso por
180 dias, esses resultados corroboram com os encontrados por Gebhard e Smalla (1999), que
detectaram sequéncias da construcdo especifica beterraba (Beta vulgaris L.) em solos nédo
estéreis, mantidos em microcosmos, durante 180 dias. Entre os fragmentos encontrados
estavam 35S/BNYVV, bar/TR1 e TR2/nptll.

Em outro estudo, 0,08% das sequéncias do gene rNPT-II, proveniente de DNA
plasmidial, adicionado ao solo e incubado em condicdes controladas, foram detectadas apos
40 dias do periodo de incubacdo. No entanto, em experimento de microcosmos com folhas de
tabaco transgénico (Nicotiana tabacum L. cv. Xanthi) que contém o gene rNPT-II,
incorporadas ao solo, as sequénciasforam detectadas ap6s 120 dias de incubacdo (WIDMER
et al. 1996).

Chi-Chu Lo et al. (2007) também verificaram que os fragmentos pBI121/NOS-T
(398 pb), 35S-P/PRSV-CP (796 pb) e NOS-P/nptll (200 pb) persistem por mais tempo em
agua estéril que em solos ndo estéreis, indicando que a degradagdo enzimatica e adsor¢do ao
solo desempenharam papéis importantes na persisténcia de DNA no ambiente.

A razdo para que um fragmento persista por mais tempo que outro fragmento no
ambiente ndo esta clara, mas o conteido de guanina e citosina no fragmento de DNA pode
estar envolvido na sua estabilidade (CHI-CHU LO et al., 2007), assim como o comprimento
do fragmento em questdo. Em nosso estudo, a porcentagem de GC dos genes 35S (327 pb),
hsp 70 (805 pb) e crylAb (2856 pb) é de 48, 38,3 e 60,7%, respectivamente. Assim, foi
possivel observar uma tendéncia de queda na deteccdo do fragmento 35S-hsp70 mais rapida
que para os outros fragmentos, na qual uma quantidade minima de 10° cépias.g solo™ ndo
pOde mais ser detectada depois de 60 dias de incubagéo.

Em experimento de microcosmos, o gene crylAb do milho Bt MON810 adicionado
em agua esterilizada e filtrada, e em sedimentos de areia e argila persistiu por 20 e 40 dias,
respectivamente (DOUVILLE et al.,, 2007).Em outro estudo conduzido com milho Bt
MONB810, Marchetti et al. (2007) plantaram hibridos em vasos contendo solo arenoso, e
incubaram em casa de vegetacdo até o estadio R6, apos a colheita os solos permaneceram por
mais seis meses no mesmo local, posteriormente, a analise de gPCR do DNA total extraido do
solo ndo apresentou niveis detectaveis do gene crylAb.

Os experimentos de microcosmos e de casa de vegetacdo tém sido muito empregados
para elucidar a dinamica do DNA no ambiente (GULDEN et al., 2008). No entanto, a
avaliacdo do risco do DNA no ambiente, sua longevidade e comportamento no ambiente, tem

sido conduzida, por alguns autores, em condi¢des campo.
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2.4.2 Estudo I1: Deteccdo de fragmentos do evento MON810 em Campo
2.4.2.1 Analise fisico-quimica do solo

Os resultados da analise estatistica revelaram diferencas significativas nos teores de
pH, fosforo e capacidade de troca catibnica nos solos das areas agricolas, as quais estéo
representadas na Tabela 3.

As trés areas agricolas apresentaram pH abaixo de 7, entretanto uma reducao
significativa (p<0,05) no nivel da acidez foi observada apenas na area da fazenda 3 entre 0s
anos (2011 e 2012). Em 2012, diferengas significativas foram verificadas entre as areas
agricolas (p<0,05). O incremento significativo (p<0,05) de fésforo na area da fazenda 2 pode
estar relacionado com a adi¢do de fertilizantes no solo (FRANCHINI et al., 2010).

A capacidade de troca cationica foi significativamente diferente no solo das trés
fazendas estudadas (P<0,05) em 2012. A CTC é a capacidade do solo em reter cétions
permutaveis (Ca?* + Mg?* + K" + H" + AI**) & sua superficie (RONQUIM, 2010). Enquanto,
a soma de bases de um solo representa a soma desses cétions trocaveis, exceto H" + AI**, e é
um indicativo das condigdes de fertilidade do solo (RONQUIM, 2010). Em funcéo do indice
da soma de bases (V> 50%), os solos das areas agricolas foram considerados férteis.

De acordo com os teores de areia, silte e argila, os solos das trés areas agricolas foram
classificados como argiloso (35% a 60% de argila) (EMBRAPA, 2006).
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Tabela 3 - Valores da anélise quimico-fisica de um horizonte de 0-20 cm de solos coletados na regido de Fatima do Sul, MS

Amostra pH P K Ca Mg Al H+Al SB CTC V% M.O Areia Silte Argila
Ano Area KCl  mg.Kg? mmolc.kg™ (9.kg-1)
1 5,2 24,0° 5,0 60,0 220 <1 34,0 885 1226 720 330 2331 2020 561,2
2011 2 53 32,0 8,0 67,0 18,0 <1 38,0 91,1 1255* 68,0 350 2820 2562 459,0
3 54 19,0° 75 590 21,0 <1 34,0 878 1248" 720 31,0 2532 2650 483,6
1 5,1° 11,08 11,3 430 19,0 <1 34,0 76,4 100,05 690 330 2320 2021 563,0
2012 2 5,58 540% 166 69,0 21,0 <1 20,0 1058 1281*% 860 37,0 2862 25472 455,1
3 5,0%° 15,0° 9,9 57,0 17,0 <1 34,0 835 1195% 70,0 31,0 2516 263,0 481,0

Letras maiusculas diferentes indicam diferencas por Tukey HSD (p<0,05) entre as areas.
* indica diferenca por Tukey HSD (p<0,05) entre o ano de amostragem



49

2.4.2.2 Analise de PCR quantitativo

O cultivo crescente das culturas geneticamente modificadas levou a necessidade de
monitorar os genes introduzidos no ambiente, especialmente em solos agricolas manejados
com plantio direto.

Ap0s a conversdo dos valores obtidos para nimero de cdpias do fragmento por grama
de solo, a andlise de variancia dos fragmentos 35S-hsp70, hsp70-crylAb e crylAb-planta ndo
revelaram diferencas significativas entre as areas agricolas estudadas (p>0,05) (Figura 2.6 A).
Entretanto, diferencas significativas na abundancia dos fragmentos foram observadas entre os
diferentes anos de amostragem (p<0,05).

A abundancia do fragmento 35S-hsp70 foi maior (p<0,05) nas trés areas estudadas no
ano de 2012 (Figura 6 A). Resultados similares foram verificados com o nimero de copias do
fragmento hsp70-crylAb, exceto na area 1 (A;), ndo havendo diferenca entre 0s anos
amostrados (Figura 2.6 B).

Quanto a abundancia do fragmento crylAb-planta, apenas 100 copias g solo™ do
fragmento crylAb-planta foi encontrado na area A; em 2011, e em 2012 foi abaixo do nivel
de deteccdo (Figura 2.6 C).

Dos valores médios entre os anos (2011 e 2012), foi observado um aumento (p<0,05)
de 9, 3 e 18 vezes mais cépias g solo™ dos fragmentos 35S-hsp70, hsp70-crylAb e crylAb-
planta, respectivamente, em 2012 (Figura 2.6 A, B, C).

O incremento de cépias.g solo™ observado em 2012 pode estar relacionado com a
grande quantidadede plantas em decomposi¢éo no solo, resultado do sistema de plantio direto.
Segundo Widmer et al. (1996) a decomposicdo dos tecidos das plantas transgénicas libera
DNA no solo, o material genético pode ser estabilizado na matriz do solo, persistindo por
tempo indeterminado no ambiente.

Em ambiente temperado, Gulden et al. (2008) verificaram a importancia do
monitoramento do DNA de planta liberado no ambiente em trés areas de rotagdo de culturas.
Os solos foram amostrados apds plantio, durante o desenvolvimento das culturas e na pos-
colheita, em cada area. Os genes alvo do estudo eram CP4epsps e 10-kDZein de milho e
CP4epsps de soja. Em todos os locais e anos, observaram um distinto padrdo no contetdo de
DNA no solo, com elevada quantidade de DNA durante o desenvolvimento da cultura e um

decréscimo apds a colheita e antes da semeadura.
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Figura 2.6 - Persisténcia dos fragmentos 35S-hsp70 (A), hsp70-crylAb(B) e crylAb-planta (C) da
construcdo génica do milho Bt evento MONB810 em solos de trés areas agricolas (A;, A, e Aj3), no
inicio da pds-colheita de milho transgénico (2011), e 5 meses apés esse periodo (2012) (B). Letras
minusculas diferentes indicam diferencas por Tukey HSD (p<0,05) entre 0s anos

O pH do solo é um do fatores que contribui com a persisténcia do DNA no ambiente.
Em pH acima de 5,0 os constituintes do solo e 0 DNA apresentam cargas negativa, assim a
adsorcéo do DNA ao solo argiloso requer a presenca de um mediador, cations (Ca®* e Mg*")

(LEVY-BOOTH et al., 2007). Nesse estudo, verificou-se que o pH das &rea estava entre
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5,0 a 5,5, e que os teores de calcio e magnésio estavam adequados, 0 que pode ter contribuido
com a longa persisténcia observada dos fragmentos no solo.

Outro ponto importante para a persisténcia dos fragmentos é a grande quantidade de
palhada no solo, resultado do sistema de manejo adotado nessas areas agricolas, o plantio
direto. Esse sistema de producdo fundamenta-se na auséncia de revolvimento do solo, em sua
cobertura permanente e na rotacdo de culturas, além da formacdo de palha na cobertura do
solo, resultando em menor variacdo da temperatura (HECKLER; SALTON, 2002).

Cabe ainda ressaltar que alguns estudos tém relatado diferencas no conteudo de lignina
em planta transgénica e na sua linha isogénica. Uma vez que a analise de se¢des transversais
do caule por meio de microscopia de fluorescéncia revelou que os feixes vasculares e as
células do esclerénquima, contendo lignina, foram quase duas vezes mais espessos em plantas
transgénicas que na sua linha isogénica. Varios estudos com plantas transgénicas como, arroz,
tabaco, algoddo, milho e batata, relataram sobre o alto contetdo de lignina (10 a 66% maior
do que sua linha isogénica) (VIKTOROQOV, 2008).

A longa persisténcia do DNA tambéem foi verificada por outros estudos. Gebhard e
Smalla (1999) detectaram fragmentos da construcdo génica da beterraba transgénica (Beta
vulgaris L.) em solos agricolas até dois anos. Widmer et al. (1997), observaram que o gene
rNPT-1I pode persistir em &reas agricolas por varios meses.

Experimentos de campo conduzido por Douville et al. (2007) revelaram que o0 gene
crylAb foi mais abundante em sedimento que na superficie das dguas. E que a quantidade de
copias do gene associado ao sedimento tende a diminuir com a distancia das areas de cultivo,

mas pode persistir por meses no ambiente.

2.5 Conclusoes

Com base nos resultados obtidos conclui-se que em condi¢fes controladas e usando
iniciadores especificos, foi possivel detectar os fragmentos hsp70-crylAb e crylAb-planta,
com drasticas reducGes, mas persistindo até o periodo amostrado de 291 dias, em
temperaturas de 15 e 25°C, em solos arenoso e argiloso, sem histérico de cultivo de milho Bt.

A persisténcia dos fragmentos do milho Bt em areas agricolas ndo foi afetadas pelas
condicdes ambientais e pelo sistema de manejo utilizado, entretanto, um aumento da

quantidade de copias.g solo™ desses fragmentos pdde ser observado na cultura subsequente.
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3 AVALIACAO DA ESTRUTURA E DA ABUNDANCIA DA COMUNIDADE
MICROBIANA  EM SOLOS AGRICOLAS SOB CULTIVO DE MILHO
TRANSGENICO

Resumo

O cultivo do milho Bt resistente a insetos-pragas aumentou consideravelmente no Brasil
desde a sua liberacdo em 2007, e tem levantado questbes sobre os possiveis efeitos aos
microrganismos do solo, 0s quais podem entrar em contato direto com os produtos derivados
do processo de transgenia, seja pela liberacdo dos exsudatos das raizes de plantas ou pela
decomposicdo dos residuos culturais que permanecem no campo apos a colheita. O DNA
transgénico liberado no ambiente pode ser adsorvido as particulas ativas da superficie do solo,
ser degradado pelas enzimas microbianas e ou incorporado ao genoma de bactérias que
apresentam competéncia natural para adquiri-lo. Por outro lado, alteracbes na composicao dos
exsudatos das raizes das plantas GM e as mudancas decorridas em funcdo das praticas de
manejo, podem resultar em alteracbes na composic¢do funcional e estrutural da comunidade
microbiana. Os objetivos desse estudo foram avaliar a abundancia do nimero de cépias do
gene 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobria e Archaea e 18S rRNA de Fungo
em diferentes tipos de solo e temperaturas, em condicdes de microcosmos, com e sem adi¢cdo
de DNA gendmico do milho Bt MON810, e em condic¢des de campo; e avaliar a estrutura da
comunidade microbiana em areas agricolas de cultivo de milho Bt. Os ensaios em
microcosmos foram conduzidos com a incubagédo de solos arenoso e argiloso adicionados de
DNA do milho Bt MONB810 em &gua destilada ultrapura, incubados por 291 dias em 15 e
25°C. Em campo, os solos foram amostrados em trés areas agricolas na cidade de Fatima do
Sul, MS. A partir das amostras de DNA, foi determinada a abundancia (QPCR) dos genes 16S
rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobria e Archaea e 18Sr RNA de Fungo e avaliada
a estrutura da comunidade bacteriana (T-RLFP), nas mesmas condi¢fes. Os resultados
revelaram que o nimero de cépias do gene 16S rRNA de Bacteria aumentou com adicdo de
DNA genémico do milho Bt MONB810 nos solos de microcosmos, no entanto, uma reducao do
namero de cdpias foi verificada para Archaea, Verrucomicrobia e Fungo. Para Firmicutes o0s
resultados da abundancia ndo foram consistentes. As temperaturas utilizadas ndo resultaram
em efeito quanto a abundancia do nimero de cépias dos genes, enquanto o tipo de solo teve
efeito para Archaea e Verrucomicrobia. Em areas agricolas com historico de cinco anos de
cultivo de milho transgénico observaram-se variag0es na estrutura da comunidade bacteriana,
em nivel de filo, e maior abundancia de Fungos com aumento da quantidade de palhada no
solo, enquanto em &rea com historico de cultivo de um ano, observou-se uma redugdo da
populagéo de Firmicutes e Verrucomicrobia. Os maiores efeitos na comunidade microbiana
foram verificados entre os anos de amostragem.

Palavras-chave: comunidade microbiana, milho transgénico, gPCR, T-RFLP
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ASSESSMENT OF STRUCTURE AND ABUNDANCE OF MICROBIAL
COMMUNITY IN AGRICULTURAL SOILS UNDER Bt CORN CROP

Abstract

The cultivation of the insect resistance Bt corn increased considerably in Brazil since its
release in 2007, and this has raised questions about the possible effects on soil
microorganisms, which may come into direct contact with transgenesis-derived products
either by the release of plant exudates through the roots or by the decomposition of remaining
crop residues in the field after harvest. The transgenic DNA released into the environment can
be adsorbed to active particles from the soil surface, be degraded by microbial enzymes and
or incorporated into the genome of bacteria that have natural power to acquire it. Moreover,
changes in exudates composition of GM plants those caused by farming practices may result
in structural and functional changes in the microbial community. The objectives of this study
were to evaluate the abundance of the 16S rRNA copy number of Bacteria, Firmicutes,
Verrucomicrobria and Archaea and 18S rRNA of Fungi in different soil types and
temperatures in microcosm conditions, with and without addition of genomic DNA of Bt corn
MONS810, and under field conditions; and evaluate the structure of microbial communities in
agricultural areas of Bt corn. Microcosm assays were conducted with sandy and clay soils
added of Bt corn MON810 DNA mixed in ultrapure distilled water, incubated for 291 days at
15 and 25°C. At the field, soils were sampled from three agricultural areas in the city of
Fatima do Sul, MS. From the DNA samples the abundance (QPCR) of the 16S rRNA of
Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobria and Archaea and 18Sr RNA of Fungi was
determined and the structure of bacterial communities (T-RFLP), under the same conditions
was evaluated. The results revealed that the 16S rRNA copy number of Bacteria increased
with the addition of genomic Bt corn DNA into the soil microcosms, however, a reduction in
the copy number was checked for Archaea, Verrucomicrobia and Fungi. For Firmicutes the
results of abundance were not consistent. The temperatures used did not result in effect
regarding gene abundances in copy number, while the soil type effective for Archaea and
Verrucomicrobia. In agricultural areas with a five years history of transgenic corn cultivation
changes in the bacterial community structure, at phylum-level, as well as a greater abundance
of Fungi with the increase in residue tillage on the ground was noted, while in the area with
one year of cultivation, there was a reduction in the population of Firmicutes and
Verrucomicrobia. The largest effects on the microbial community were observed between the
years.

Keywords: microbial community, transgenic corn, g°PCR, T-RFLP
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3.1 Introducao

As culturas geneticamente modificadas para a resisténcia a insetos-praga representam
uma ferramenta ambientalmente segura para reduzir a quantidade de pesticidas utilizados na
agricultura. Para tanto, questfes sobre os riscos destas culturas ao meio ambiente sdo
constantes, principalmente em relagdo aos potenciais efeitos sobre 0s organismos nédo alvos,
tais como 0s microrganismos, 0s quais desempenham papel fundamental na degradacdo dos
residuos das culturas e nos ciclos biogeoquimicos (CASTALDINI et al., 2005).

Os microrganismos entram em contato direto com 0s genes e as toxinas das plantas
transgénicas quando séo liberados no solo pelos exsudatos das raizes ao longo do crescimento
das plantas (SAXENA et al., 1999; SAXENA; STOTZKY, 2000), durante a incorporacao dos
restos culturais, apds a colheita (TAPP; STOTZKY, 1998; STOTZKY, 2000; 2002) e por
deposicéao de pdélen durante o pendoamento do milho (LOSEY et al., 1999).

As toxinas que ndo sdo adsorvidas permanecem livres na solucdo do solo e,
consequentemente, podem ter efeito na atividade metabdlica da populacdo microbiana
(TURRINI et al., 2004; CASTALDINI et al., 2005). Alguns estudos relatam que presenca das
toxinas de B. thuringiensis modifica a composicdo dos exsudatos das raizes das plantas e
adicionalmente pode exercer efeito sobre espécies de microrganismos ndo alvos no solo
(ICOZ; STOTZKY, 2008; LIU et al., 2005; SAXENA; STOTZKY et al., 2000).

Outro fator importante a ser considerado é que com o cultivo em larga escala das
plantas transgénicas, aumenta-se a liberacdo de DNA extracelular no solo, e alguns estudos
tem mostrado que células bacterianas competentes naturalmente podem assimilar o DNA
exdgeno contendo genes de resisténcia a antibioticos e genes de B. thuringiensis,
transportados por plantas GM, e incorporar o DNA ao seu genoma via recombinagéo
homologa (de VRIES et al., 2001), desta forma, torna-se necessario 0 monitoramento dos
niveis populacionais de bactérias durante a experimentacdo de campo como também ao longo
de alguns ciclos da cultura (; STOTZKY et al., 2000).

Diferentes parametros e técnicas tém indicado que as plantas transgénicas podem
promover mudangas na comunidade microbiana, e essas mudangas sdo transientes
(BLACKWOOD; BUYER, 2004; BRUSETTI et al., 2004; ICOZ et al., 2008). Por outro lado,
muitos estudos consideram que essas plantas ndo tém efeitos prejudiciais sobre 0s organismos
nédo alvos (SAXENA; STOTZKY, 2001; WU et al., 2004).
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Embora haja divergéncias na literatura sobre os efeitos das plantas transgénicas sobre
a comunidade microbiana, deve-se considerar que o impacto dessas plantas pode variar com o
evento de transformacdo genética e/ou com as variagdes ambientais, bem como com a
atividade dos microrganismos, o tipo de solo e as praticas culturais (YANG et al., 2013).
Assim quaisquer alteragdes, ainda que pequenas, na comunidade microbiana do solo devem
ser consideradas (TAN et al., 2010).

No Brasil, as areas de cultivo de organismos geneticamente modificados associadas ao
sistema de plantio direto tém aumentado consideravelmente, e com o aumento dos residuos
culturais, existe uma preocupacdo em relacdo aos possiveis efeitos dos produtos derivados das
plantas transgénicas sobre a comunidade microbiana. Considerando os diferentes tipos de
solos e temperaturas que o pais apresenta, foram avaliados alteracdes na comunidade
microbiana em relacdo a presenca do DNA transgénico no solo, em condi¢fes controladas; e
em éareas agricolas manejadas com plantio direto. Foram estudados os Dominios Bacteria,
Archaea e Fungi.

3.2 Objetivos

a) Determinar a abundancia de cdpias dos genes 16S rRNA de Bacteria, Archaea, Firmicutes,
Verrucomicrobia e 18S rRNA de Fungos:

e em solos brasileiros, sem historico de cultivo de transgénico, mais especificamente, em
solos arenoso e argiloso, que permaneceram incubados em temperaturas de 15 e 25°C,
com e sem (controle) adi¢do de DNA do milho Bt (evento MON810);

¢ em solos de areas agricolas, manejadas com milho transgénico no Mato Grosso de Sul

b) Avaliar a estrutura da comunidade microbiana presente nos solos das areas agricolas do

Mato Grosso do Sul.
3.3 Material e métodos
3.3.1. Quantificagdo dos genes 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia e
Archaea e 18S rRNA de Fungo em solos mantidos em microcosmos e em condicgdes de

campo

O experimento de microcosmos foi conduzido no Laboratorio de Biologia Celular e

Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura — CENA/USP, de acordo com o
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procedimento descrito no item 2.3.1 do capitulo 2. O material para estudo em campo foi
coletado na cidade de Fatima do Sul, Mato Grosso do Sul, em trés areas agricolas (A, Az e

Agz), de acordo com os procedimentos descritos no item 2.3.6 do capitulo 2.
3.3.1.1 Extracdo de DNA total do solo

A extracdo de DNA total das amostras de solo foi realizada usando o Kit Power
Soillyzer DNA Extraction™ (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA) de acordo com as instrucdes
do fabricante. A qualidade e quantidade aproximada de DNA foram conferidas em gel de
agarose 1% (SAMBROOK et al., 1989). Para retirar as impurezas (DNA puro tem uma razdo
Aol Azg0=1,7-2,2), as amostras de DNA foram purificadas pelo kit comercial UltraCleanSoil

até uma pureza satisfatdria ser obtida, e armazenadas a -20 °C até 0 momento de uso.

3.3.1.2 Deteccéo e quantificacao dos genes 16S rRNA e 18S rRNA por PCR quantitativo

Todos os genes estudados foram quantificados pela técnica de PCR quantitativo em
tempo real utilizando o termociclador StepOnePlus™ (Applied Biosystems, Foster City,
USA). As condicdes utilizadas estdo nos respectivos trabalhos de referéncia apresentados na
Tabela 3.1. As reacGes de PCR em tempo real foram realizadas em volume de 10 pL,
contendo 5 pL de Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (2x) (Fermentas), 1,0 uM
de cada iniciador (Tabela 3.1), 1 uL. da amostra de DNA, completando o restante com &gua
ultrapura (Milli-Q) esterilizada. As amplificacdes foram realizadas de acordo com os dados
apresentados na Tabela 3.1.

As curvas padrdes foram obtidas, realizando amplificagdes com o nimero de copias
do DNA padréo diluido em série (1:10) nos intervalos de 10° a 10* genes/uL para Bacteria,
10" a 10° genes/uL para Firmicutes e Verrucomicrobia, 10° a 10? genes/uL para Archaea e
10® a 10* genes/pL para Fungo.

Os dados do qPCR foram obtidos pelo StepOne Software 2.2.2 (Applied Biosystems),
deste foram exportados para a o programa Excel (Microsoft) onde foram calculados as
quantidades de cdpias do gene para cada grama de solo. A partir desses dados foram
realizadas as andlises estatisticas utilizando o pacote ‘agricolae’ no R. Os dados foram

submetidos a ANOVA e suas médias constratadas pelo teste de Tukey p<0,05.



Tabela 3.1 - Iniciadores utilizados para a amplificacdo dos genes 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia, Archaea e
18S rRNA de Fungo

Nome Sequéncia Tamanho Condicoes de
Gene alvo L 9 fragmento Referéncia 1GOES C
Iniciador (5-3) (ob) amplificacao
16S u968f GCA ACG AGAACCTTA 419 Heuer et al. (1997) 95°C - 10 min; 40 ciclos, 94°C — 155,
Bacteria 1387r CGGTGTGTACAAGGCCCGGGA ACG ' 56°C-30se72°C-45s
ARC787f ATTAGATACCCSBGTAGTCC 95°C - 10 min; 40 ciclos, 95°C - 15 s,
16S Archaea  \pci059r GCCATGCACCWCCTC T 273 Yuetal. (2005) 57°C - 20's e 72°C - 30's.
Lac353 GCAGTAGGGAATCTT CCG 95°C - 10 min; 35 ciclos, 94°C - 30 s
16S Firmicutes firmicutes 165 Fierer et al. (2006) 60°C - 3’0 se 72°C,— 40’ '
Eub518r ATTACCGCGGCTGCTGG '
Stevenson et al.
168 Ver53 TGGCGGCGTGGWTAAGA (2004) 95°C - 15 min: 40 ciclos, 95°C — 1
Verrucomicrobia 465 Muvzer: De Wall: min, 60°C - 30 s e 72°C — 1 min e 72°
Eub518 ATTACCGCGGCTGCTGG uyzer, y C-10 min
Uitterlinden (1993)
EF4f GGAAGGG[G/A]TGTATTTATTAG 95°C - 5 min; 40 ciclos, 95°C - 155,
0 - o _ i 0o _
18S Fungo FUNGS5r GTA AAA GTC CTG GTT CCC 530 Van Elsas et al. (2000) 51°C-30se 72°C : 1mine72°C-1

min

61



62

3.3.2 Avaliagéo da estrutura da comunidade de Bacteria nos solos

3.3.2.1 Amplificacéo do gene 16S rRNA de Bacteria

A reacdo de amplificagdo do gene 16S de Bacteria foi realizada com o conjunto de
iniciadores 27f (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3’) ¢ 1492r (5’ACCTTGTTACTT 3°)
(AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995). A extremidade 5’do iniciador 27f foi marcada
com 6-carboxyfluorescein (FAM) para a deteccdo de fluorescéncia na analise de T-RFLP.

A amplificacdo foi realizada em triplicata em solucdo contendo 5 pl de tampédo de
PCR 10X; 2 pl de MgCl, 50 mM; 1 pl de dNTPs 10 mM; 0,5 pl de BSA; 0,3 ul de Platinum®
Taq Polimerase 5 U (Invitrogen); 2 ul de cada iniciador a 5 pmol; 1 pl da amostra de DNA
total do solo e agua ultrapura (Milli-Q), esterilizada para volume final de 25 pl.

O termociclador (GeneAMP PCR System 9700 — Applied Biosystems) foi utilizado
para a reacdo de amplificacdo, as condi¢6es foram: 94°C por 3 min para desnaturacao inicial,
seguida por 35 ciclos com desnaturacdo de 94°C por 30 s, anelamento dos iniciadores a 59°C
por 45 s, extensdo a 72°C por 1 min e extensdo final de 72°C por 15 min. Uma aliquota de 5
pl do produto amplificado foi verificado em gel de agarose 1% (p/v) corado com GelRed™
(Uniscience) em tampdo SB (BRODY; KERN, 2004). Como padrdo molecular utilizou-se
2 pl de Low mass DNA Ladder™ (Invitrogen Technologies). O gel foi submetido a um

campo elétrico de 80 V por aproximadamente 30 min.

3.3.2.2 Purificagdo dos produtos de PCR

Para a purificacdo dos fragmentos amplificados a serem analisados pela técnica
T-RFLP, utilizou-se o kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), e
seguiu-se o protocolo de acordo com as instrugdes do fabricante. Uma aliquota de 5 pl do
DNA purificado foi analisado em gel de agarose 1% (p/v) em tampédo SB (BRODY; KERN,
2004), utilizando como padrdo molecular 2 pl de Low mass DNA Ladder™ (Invitrogen
Technologies). O gel foi submetido a um campo elétrico de 80 V por aproximadamente

30 minutos.
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3.3.2.3 Reacdo de Restri¢cdo dos Produtos de PCR para andlise de T-RFLP

Os produtos de PCR de Bacteria purificados foram utilizados nas reacdes de restricao
com as endonucleases Hhal (GCG"C) e Mspl (CACGG), por apresentarem os melhores
resultados para distinguir comunidades microbianas (MARSH et al., 2000).

As reacgdes foram preparadas utilizando 1,5 pl do Buffer React 10X; 0,15 ul de BSA
1 ng.ul™; 0,06 pl da endonuclease 10U (Invitrogen); 5 pl do produto purificado e agua
ultrapura (Milli-Q) esterilizada para um produto final de 15 pl. As reacdes de restri¢cdo foram
realizadas em termociclador modelo GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) nas

seguintes condi¢des: 37°C por 3 h e 68°C por 10 min para a inativagdo da endonuclease.

3.3.2.4 Precipitacédo dos Produtos da Restricéao

Apds a reacdo de restricao, os produtos digeridos foram precipitados para a analise de
fragmento no sequenciador automatico. Para a precipitacdo, 2 pl de tampdo de Acetato de
S6dio/EDTA e 60 pl de etanol absoluto foram adicionados em 15 pl do produto da digestéo.
A mistura foi agitada levemente no vortex e centrifugada a 12.000 x g por 15 minutos,
descartando-se o sobrenadante. Em seguida, foram adicionados 150 ul de etanol 70%, recém
preparado e centrifugou-se a 12.000 x g por 5 minutos. O sobrenadante foi eliminado e o
precipitado foi seco em concentrador (Concentrador 5301, Eppendorf) a 45°C por
aproximadamente 10 minutos. As amostras foram armazenadas em freezer a -20°C até

posterior utilizacéo.

3.3.2.5 Andlise do Polimorfismo dos Fragmentos Terminais de Restri¢do (T-RFLP)

A determinacdo do comprimento dos Fragmentos Terminais de Restricdo (T-RFs) foi
realizada no sequenciador capilar automatico modelo ABI PRISM 3130xI Genetic Analyzer
(Applied Biosystems). Para a analise dos fragmentos no sequenciador, o produto precipitado
foi ressuspendido em mistura contendo 9,75 ul de Formamida HiDi e 0,25 pl de padréo de
comprimento GeneScan™ — 500 ROX™ Size Standard (Applied Biosystems). Antes do
carregamento as amostras foram desnaturadas a 95°C por 5 min e resfriadas a 0°C por 4 min.

Os dados de T-RFLP gerados pelo sequenciador foram analisados com o programa
GeneMapper v1.0 (Applied Biosystems, Foster City, CA) para verificar a qualidade das
corridas. ApoOs a verificacdo, os dados foram entdo exportados em uma matriz para 0
programa Excel (Microsoft) onde foram organizados para a analise multivariada. Para as

amostras de Bacteria, utilizou-se uma linhade base limite de 50 unidades de fluorescéncia
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para discriminar os “picos verdadeiros” dos ruidos provenientes da técnica, os T-RFs menores
que 50 pb e maiores que 500 pb foram eliminados de todos os dados (CULMAN et al., 2008).

Os dados absolutos dos picos foram transformados em dados relativos com valores
percentuais de deteccdo, dividindo cada valor de tamanho de pico pelo valor total dos picos de
uma amostra. De acordo com Culman et al. (2008) cada altura de pico é transformado em
dados de porcentagem em relacéo ao total de valores de altura de pico em uma amostra.

Posteriormente, a matriz dos dados foi transformada em uma matriz de distancia,
usando o indice de Hellinger (LEGENDRE; GALLAGHER, 2001), recomendado para
andlises de T-RLFP.

3.3.2.6 Analise de dados

Os resultados das varidveis avaliadas foram submetidos a analise de varidncia
ANOVA, utilizando modelo fatorial e as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
Além disso, realizou-se a analise de correlacdo de Pearson. A distribuicdo normal e
homogeneidade da variancia foram melhoradas pela transformacéo dos dados em Log;o para
satisfazer as necessidades de homogeneidade e varidncia dos atributos quando necessario.
As diferencas da abundancia dos genes (Tabelas 3.2 e 3.3) entre os tratamentos foram
processadas com auxilio da plataforma R usando os pacotes agricolae, ExpDes, MASS.

As unidades taxonémicas operacionais (UTOs) padronizadas foram transformadas
logio(x+1) (RAMETE et al.,, 2007). A variabilidade da estrutura das areas agricolas foi
submetida a analise ANOSIM e anélise de SIMPER, a qual foi conduzida usando distancia
Euclidiana para elucidar a similaridade entre as &reas. A MNDS foi realizada usando indice de
distancia de Bray-Curtis utilizando os dados ambientais para gerar o biplot (THEIS et al.,
2012) o conjunto de andalises multivariadas foram conduzidas usando o PAST (HAMMER
etal., 2001).
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3.4 Resultados e Discussao

3.4.1 Quantificacdo dos genes 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia e

Archaea e 18S rRNA de Fungo em solos mantidos em microcosmos

A eficiéncia de amplificacdo das reacGes de gPCR para 16S rRNA de Bacteria,
Firmicutes, Verrucomicrobia e Archaea e 18S rRNA de Fungo, variaram de 82,758 a
95,991%, as curvas-padrdo apresentaram coeficientes de correlagdo (R?) de 0,99, enquanto as
curvas de melting referentes aos amplicons gerados com os iniciadores especificos

apresentaram picos unicos, indicando a existéncia de um produto especifico (Figura 3.1 e 3.2).
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Figura 3.1 — Curvas padrdo e de Melting dos amplicons gerados para 16S rRNA Bacteria (A),
Firmicutes (B) e Verrucomicrobia (C)
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Quando a abundancia dos genes 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia
e Archaea e de 18S de Fungo em solos com adi¢do e sem (controle) de DNA gendmico do
milho Bt MON810 foi comparada, verificou-se uma diferenca significativa (p<0,05) para o
fator tempo de incubacdo. O nimero de copias do 16S rRNA de Bacteria foi maior (p<0,05)
nas amostras de solo arenoso com adicdo de DNA genémico nos tempos t; e tg, € em solo
argiloso nos tempos t; e tyo, quando comparado com as amostras de solo do controle (Figura
3.3).

Em solo arenoso com a adicdo de DNA, a quantificacdo do numero de cépias foi
menor (p<0,05) para o0 genel6S rRNA de Archaea nos tempos teo, tigo € trg1, Firmicutes foi
menor nos tempos to, ty, tyo € tigo € em todos os tempos para Verrucomicrobia, exceto em tyg e
t3p. O nimero de copias do gene 18S rRNA de Fungo foi menor em ty, tyo, t3o € teo (Figura 3.3
e 3.4).

Em solo argiloso com adi¢cdo de DNA gendmico, a quantificacdo do 16S rRNA foi
menor (p<0,05) nos tempos ty, tso, tgo, tig0 € tro; para Archaea, em todos os tempos para
Verrucomicrobia, e em ty e tg para 18S rRNA de Fungo, que nas amostras sem DNA do
milho Bt. Apenas para Firmicutes ndo houve diferencas na abundancia de genes determinados
no solo (p>0,05) (Figura 3.3 e 3.4).
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As temperaturas de 15 e 25°C usadas no estudo nédo apresentaram efeito significativo
na quantificacdo de copias de 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia e Archaea
18S rRNA de Fungo nos solos estudados (p>0,05).

Verificou-se maior abundancia de cdpias de 16S rRNA de Archaea em solo argiloso,
que em arenoso (p<0,05) e maior abundancia de 16S rRNA de Verrucomicrobia em solo
arenoso que em solo argiloso (p<0,05). Entretanto, para os demais genes ndo foram
encontradas diferencas significativas nos tipos de solos estudados (p>0,05) (Tabela 3.2).

Com base nos resultados obtidos, observou-se que a presenca de DNA gendmico do
milho Bt no solo resultou em efeito negativo, durante o tempo, no desenvolvimento da
comunidade microbiana de Firmicutes, Verrucomibria, Archaea e Fungo, exceto em Bacteria.
Entretanto, ndo foi possivel elucidar como esse efeito ocorreu nos solos estudados, assim
supde-se que o DNA possa ter sido utilizado como fonte de nutrientes por um grupo de
microrganismos, ndo os abordados nesse estudo, promovendo seu crescimento nos solos
avaliados devido ao aumento de Bacteria total quando adicionado o DNA.

Recentes estudos na literatura reportaram que o DNA transgénico pode ser adsorvido
as particulas ativas da superficie do solo e ou ser degradado pela acdo de DNases
microbianas, e ap0s a degradacdo, a informacdo genética é perdida, mas seus componentes
(C, N, O e P) podem persistir no solo e servir como fonte de nutriente para as plantas e para o
crescimento de microrganismos (REDFIELD, 1993; FINKER; KOLTER, 2001; LEVY-
BOTH et al., 2007).

Blum et al. (1997) observaram que o numero de microrganismos viaveis aumentou
apos 12 h da adicdo de DNA no solo, e durante esse tempo, cerca de 68% da quantidade de
DNA (50 pg) adicionado ao solo foram degradados.
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Figura 3.4 - Quantificacdo dos genes 16S rRNA de Archaea e 18S rRNA de Fungo em solos arenoso e argiloso, mantidos em
condigdes controladas, durante 291 dias. Letras minusculas diferentes indicam diferengas por Tukey HSD (p<0,05) entre

amostras com DNA e controle

Tabela 3.2 - Quantificacdo dos genes 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia e Archaea,
e de 18S rRNA de Fungo em solos arenoso e argiloso, mantidos em temperaturas de 15 e 25°C

Tipo de solo Temperatura 16S rRNA 18S rRNA
() Bacteria Firmicutes  Verrucomicrobia* Archaea* Fungo

15 Controle  1,83x10° 3,25 x 108 1,04 x 10° 1,81 x 10° 2,94 x 107

Arenoso DNA 1,38 x10° 2,36 x 10° 3,53 x 108 3,93 x 10° 4,58 x 108

25 Controle  1,21x10° 3,59 x 108 1,07 x 10° 2,06 x 10° 2,54 x 107

DNA 1,77 x10° 2,30 x 10° 3,38 x 10° 7,02 x 10° 4,22 x 10°

15 Controle 6,88 x10%8 243 x 108 2,61 x 108 3,47 x 10° 3,13 x 107

Argiloso DNA 911x10®  2,16x10® 2,26 x 108 1,02 x 10° 2,46 x 10°

55 Controle 7,18 x10° 1,98 x 108 1,37 x 108 2,94 x 10° 7,61 x 10°

DNA 1,07 x10° 1,77 x 10° 2,04 x 108 9,30 x 10° 1,90 x 10°

* indica diferenca por TukeyHSD (p<0.05) entre o tipo de solo

3.4.2 Quantificacdo dos genes 16S rRNA de Bacteria, Firmicutes, Verrucomicrobia e

Archaea e 18S rRNA de Fungo em solos de campo

A abundancia do nimero de copias das comunidades presentes em solos agricolas foi

determinada pela técnica de g°PCR no inicio da pés-colheita de milho transgénico (2011) e 5
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meses apds esse periodo (2012), em trés areas com residuos da cultura de milho parcialmente
degradada.

A comparacdo de dados do nimero de copias dos genes 16S rRNAde Bacteria,
Firmicutes, Verrucomibria e Archaea,e de 18S rRNA de Fungo, tanto em relacdo ao tempo
(2011 e 2012), como entre as areas mostrou-se variavel.

Para 0 gene 16S rRNA de Bacteria, diferencas significativas (p<0,05) foram
observadas apenas entre as areas (Tabela 3.3). Entre os anos, a abundancia de Bacteria nas
trés areas agricolas ndo foi significativamente diferente (p>0,05) (Figura 3.5 A, B, C).

Quanto a abundéancia de copias de Archaea, ndo foi influenciada pelas areas em 2011.
Ja em 2012, Archaea apresentou maior (p<0,05) numero de cépias por grama de solo na area
2 (Tabela 3.3). Diferencas significativas foram observadas entre 0os anos, com incremento de
cdpias no ano de 2012 nas areas 1 e 2 (Figura 3.5 A e B).

Han et al (2013), avaliaram os efeitos do cultivo de arroz transgénico em relacdo as
emissdes de metano e sobre a comunidade de arquéia metanogénica e metanotréfica e de
bactéria. Os resultados revelaram que em areas de cultivo de arroz transgénico houve uma
reducdo na emissdo de metano e na abundancia e diversidade das comunidades de arqueia e
bacteria.

Em 2011, ndo foram observadas diferencas significativas no nimero de coOpias de
Firmicutes entre as areas. Ja em 2012, Firmicutes resultou em maior (p<0,05) incremento na
area 1 (Tabela 3.3). Entre os anos de amostragem foi possivel observar uma oscilacdo entre
as areas com maior namero de cdpias (p<0,05) em 2012 na area 1, que na area 3 e sem efeito
para area 2 (Figura 3.5 A, C e B), assim, supGe-se que o filo esteja relacionado com alteracdes
do solo.

Dohrmann et al. (2013) observou que os Filos Firmicutes e Verrucomicrobia estdo
presentes na superficie radicular de milho Bt, e nenhuma alteracéo significativa foi verificada
nesses filos. Em outro estudo, durante quatro anos de monitoramento dos efeitos do milho Bt
na comunidade da rizosfera, ndo foram observados efeitos na comunidade de bactéria, entre
os filos estudados estavam Firmicutes e Verrucomicorbia (Barriuso et al., 2012).

O gene 16S rRNA de Verrucomicrobia apresentou efeito significativo (p<0,05) apenas
no tempo de amostragem, havendo uma reducdo significativa de cOpias desse gene em todas
as areas em 2012 (Figura 3.5 A, B e C). Esse efeito pode estar associado ao sistema de
manejo, em funcdo das perturbacbes no ambiente promovidas para o plantio da cultura
subsequente, a soja. Venturini (2014) verificou maior abundancia de coOpias de

Verrucomicrobia em area nativa, em canavial sem queima e canavial com queima, nessa
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ordem. Em outro estudo, Lauber et al. (2013) verificaram maior abundancia desse filo em
solos de pastagens, que em areas agricolas.

No presente estudo, a quantificacdo de 18S rRNA de Fungo nas areas agricolas
resultou em maior nimero de copias na area 2 (Tabela 3.3), sendo também influenciado pela
época de amostragem, resultando em maior abundancia nas areas com mais tempo de cultivo
de milho Bt em 2012, 4rea 1 e 2 (Figura 3.5 A e B).

Saxena e Stotzky (2001a) avaliariam os efeitos da toxina Cry do milho Bt liberada
pelos exsudatos das raizes e pela sua biomassa sobre os microrganismos do solo, e ndo foram
observadas diferencas no numero de bactérias e fungos do solo. Verbruggen et al. (2012),
utilizando as técnicas de pirossequenciamento e T-RFLP ndo encontraram efeitos do milho

Bt em fungo micorrizico arbuscular.

Tabela 3.3 - Quantificacdo dos genes 16S de Bacteria, Firmicutes e Verrucomicrobia e Archaea e de
18S de Fungo em solos de areas agricolas

16S rRNA 185 rRNA
Anﬁng?r;jgeem ag'y?irsc?lsas Bacteria Firmicutes Verrucomicrobia Archaea Fungo

A, 8,83x 10% 3,59x 10% 1,11x 10% 2,50 10°% 5,61x 10%

2011 A, 4,95x 10% 2,95x 10% 1,24x% 10% 5,27x 10%a 2,79% 10%

As 5,64x% 10% 2,99x 10% 1,83% 10% 3,11x 10% 2,29x 10%

A, 8,83x 10% 5,49x 10% 2,41x 10% 3,50x 10'b 1,82x 10b

2012 A, 8,85x 10%b 3,23x 10% 3,66x 10% 5,49x 10"a 3,61x 10"a

As 2,07x 10% 9,29x 107c 8,19x 107a 4,08x 10°% 6,23x 10°%

*Letras minGsculas indicam diferenca por TukeyHSD (p<0.05) entre as &reas agricolas
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3.4.3 T-RFLP das comunidades de Bacteria

Com base nos dados obtidos pela T-RLFP, as anélises de similaridade ANOSIM e a
porcentagem de dissimilaridade SIMPER, foram utilizadas para verificar as relacdes de
diferencas na composicdo das comunidades entre as areas agricolas, em 2011 e 2012.

ANOSIM é uma andlise estatistica multivariada, baseada em permutacdo n&o
paramétrica, andloga ao teste ANOVA (RAMETTE, 2007; McCUNE; GRACE, 2002).
SIMPER € um teste estatistico que avalia a diferenca entre grupos expressando os resultados
em valores percentuais de similaridade (THEIS et al., 2012).

Nesse estudo, a andlise de ANOSIM para enzima Hhal revelou diferencas
significativas na comunidade bacteriana em 2011 e 2012, sendo que no ano de 2012 as areas
ndo foram influenciadas (p<0,05), ou seja a similaridade entre as areas somente aumentou no
ano de 2012. No ano de 2012 as &reas 1 e 2, com historico de cultivo de mais de cinco anos de
milho transgénico, ndo apresentaram diferencas entre si, entretanto, ndo foram observadas
diferengas na area 3 quando comparada com as demais areas. Supde-se que quando ha
diferencas sejas resultado do histérico de manejo do solo, passando de pastagem para cultivo
agricola, e ndo pela presenca das plantas transgénicas (Tabela 3.4). Ja os resultados com a
enzima Mspl levaram a menores valores de R para ANOSIM e sem efeito significativo,
exceto A2 e A3 que parecem apresentar maior discrepancia entre os resultados (Tabela 3.4).

Estes resultados podem ser confirmados pela analise de SIMPER para Hhal,
apresentando maiores valores de percentagem em 2011 e menores em 2012. Por outro lado o
oposto foi observado com a Mspl resultando em menores valores de percentagem em 2011 e

maiores valores de similaridade em 2012 (Tabela 3.4).

Tabela 3.4 - indices de similaridade ANOSIM e SIMPER obtidos usando a técnica de T-RFLP,
considerando do Dominio Bacteria nas areas agricolas

Areas Bacteria
ANOSIM? SIMPER”
Hhal Mspl Hhal Mspl
A vs A,y 0,404 -0,600 63,66% 91,45%
2011 A vs Az 0,640* 0,144 97,22% 100%
A, vs Az 0,520* 0,284 95,68% 100%
AL Vs A, 0,056 0,168 63,33% 100%
2012 A vs Az 0,076 0,092 67,54% 100%
Ay vs Az 0,024 0,656* 72,86% 100%

®ANOSIM testa a diferenca entre as amostras. Valores > 0,75 sdo estatisticamente diferentes; >0,5 possuem
sobreposicdo, mas ainda sdo claramente diferentes; e <0,5 ndo apresentam diferenca estatistica.

* Indica diferengas (p<0.05) entre as areas estudadas para os R observados em ANOSIM.

SIMPER, quanto maior a porcentagem maior a dissimilaridade entre as amostras.
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A riqueza resultou em efeitos significativos com a enzima Hhal somente em 2011 para
areas 1 e 2. J& a Mspl mostrou similares riquezas entre as areas estudadas em ambos 0s anos
de estudo. O indice de Shannon resultou nas mesmas tendéncias da riqueza 0s maiores
(p<0,05) foram observados nas areas 1 e 2 com a Hhal em 2011. J& a Mspl resultou em
similares resultados em ambos os anos (Tabela 3.5).

Também foi calculado o indice de Pielou (J°) (PIELOU, 2000) para verificar a
equitabilidade das amostras, o qual indica o padrdo de distribui¢cdo dos individuos de cada
uma das espécies presentes em uma comunidade em relacdo ao total de individuos desta
mesma comunidade de modo que se verifica uma uniformidade de distribuicdo das mesmas

nas areas estudadas (Tabela 3.5).

Tabela 3.5 - Riqueza de UTOs e indices de diversidade derivados de analise do gene 16S rRNA

Bacteria em trés fazendas no Mato Grosso do Sul

Area Enzima Riqueza Shannon Piellou
2011 2012 2011 2012 2011 2012
Hhal
Ay 50,8 £3,90a 21,8 +3,67a 3,89£0,03a  3,01+0,18a 0,98 +0,002ab 0,99 +0,001a
A, 55,6 £1,02a 24,0 +2,38a 3,99+0,01a 3,14 +0,10a 0,98 £0,001b 0,98 +0,003a
Ag 30,2 £6,06b 18,4 £3,44a 3,31+£0,19b 2,82 +0,19a 0,98 £0,001a 0,98 +0,005a
Mspl
Ay 23,4+557a 29,8 +9,44a 2,97 £0,32a 3,08 +0,42a 0,99 £0,001a 0,99 +0,002a
A, 34,4 +386a 15,8+3,13a 3,55+0,11a 2,68 +0,18a 0,99 £0,001a 0,99 +0,001a
Az 23,2+8,69a 38,2 +5,06a 2,82+0,39a 3,59 +0,14a 0,99 £0,004a 0,99 +0,001a

*Letras diferentes entre as areas indicam diferenca por TukeyHSD (p<0.05) entre as areas

Os dados de T-RFLP e dados ambientais foram ordenados utilizando a analise de
NMDS (Non-Metric Multidimensional Scaling). As ordenacOes espaciais definidas para a
comunidade microbiana sdo apresentadas na Figura 3.6

Em 2011 com a enzima Hhal, a anélise de NMDS dos perfis de T-RFLP mostrou que
comunidades de Bacteria apresentam mesmo padrdo de ordenacdo. H4 uma maior relagdo do
fragmento hsp70-crylAb com os atributos quimicos, matéria organica (MO) e magnésio (Mg),
na area 1 e 3. O fragmento 35S-hps70 mostrou-se relacionado com a area A, a qual
apresentou maior relacdo com fosforo (P) (Figura 3.6). Por outro lado, os perfis de restricdo
revelados pela enzima Mspl ndo revelaram relagdes diretas com as areas estudadas (p>0,05)

como expresso pela anélise de ANOSIM (Figura 3.6).
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Em 2012, a analise de NMDS dos perfis de T-RLFP com a enzima Hhal n&o resultou
em significativos efeitos para explorar os atributos ordenados com as areas. As areas
apresentaram similaridade com a enzima Mspl. Essa relacdo pode ter ocorrido em funcao do
residuos culturais, onde ha um incremento de fertilizantes no solo. Contudo, em solos
tropicais, foi relatado que a comunidade microbiana apresentou uma alta relacdo com os
atributos quimicos do solo, em profundidade de até 20 cm (FIERER; JACKSON, 2006;
CANNAVAN, 2007; JESUS et al., 2009).
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Figura 3.6. - Non-Metric Multidimensional Scaling das estruturas da comunidade de Bacteria
determinadas por T-RLFP com as enzimas Hhal e Mspl, nas areas agricolas (A;, A; e As3) estudadas
em 2011 e 2012
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Os resultados da anélise NMDS indicaram que a comunidade microbiana pode estar
relacionada com os atributos quimicos do solo, devido a recentes manejos (fertilizacdo,
excesso de palha sobre o solo servindo como material organico) que podem ter proporcionado
menores diferencas entre as areas de estudo. Nas areas agricolas estudadas, a persisténcia dos
fragmentos 35S-hsp70, hsp70-crylAb e crylAb-planta do milho transgénico ndo teve efeito na
comunidade bacteriana do solo.

Becker et al. (2014), verificaram, pela técnica de T-RFLP, que hibridos do milho Bt
ndo causaram impacto na estrutura da comunidade bacteriana e de fungos, apos a colheita do
milho.

Alguns estudos tém mostrado que a estrutura da comunidade microbiana foi menos
afetada pelas plantas transgénicas e suas proteinas quando comparadas com os fatores
ambientais, idade da planta e caracteristicas do local de cultivo (BAUMGARTE; TEBBE,
2005; TAN et al., 2010).

Hu et al. (2009) avaliaram o impacto de cinco anos de cultivo do algoddo Bt na
populacdo bacteriana da rizosfera do solo, em condic¢des de campo. Os resultados obtidos nao
mostraram diferencas no nimero de grupos bacterianos na rizosfera do solo de plantas de
algodé@o Bt e ndo Bt, em campo, e o cultivo de algoddo transgénico ndo teve influéncia na
populagéo bacteriana da rizosfera do solo.

Icoz et al. (2008) verificaram que apds quatro anos de cultivo de milho, ndo foram
observadas diferencas significativas nos diferentes grupos de microrganismos, na atividades
das enzimas e no pH dos solos em areas com milho Bt e ndo Bt. Similarmente, Saxena e
Stotzky (2001) ndo observaram efeitos em bactérias, fungos, protozoa, nematodides e em

minhocas presentes na rizosfera do solo de milho Bt e ndo Bt.

3.5 Conclusoes

Em condicBes de microcosmos, o nimero de copias do gene 16S rRNA de Bacteria
aumentou com adi¢do de DNA genémico do milho Bt evento MON810. Entretanto, o nimero
de copias dos genes ribossomais de Verrucomicrobia, Archaea e Fungo reduziu quando o
DNA genémico do milho Bt (evento MON810)foi incorporado ao solo. Por outro lado, a
abundancia do numero de copias do gene 16S rRNA de Firmicutes ndo apresentou resultados
consistentes com a adigdo de DNA gendmico. As temperaturas utilizadas no estudo néo
resultaram em efeito quanto a abundancia do nimero de cépias dos genes. Os solos tiveram

efeito apenas nos filos Archaea e Verrucomicrobia.
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Em sistema de plantio direto, areas agricolas com historico de mais de cinco anos de
cultivo de milho transgénico apresentaram variacGes na comunidade bacteriana, em nivel de
filo, e maior abundancia de Fungos com aumento da quantidade de palhada no solo.
Entretanto, em area com historico de cultivo de um ano, observou-se uma reducdo da
populagéo de Firmicutes e Verrucomicrobia com aumento da palhada no solo. Os maiores
efeitos na estrutura da comunidade microbiana foram verificados entre 0s anos de

amostragem.
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