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RESUMO: Eventos de milho geneticamente
modificado (GM) expressando proteinas inseticidas
de Bacillus thuringiensis (Bt) tém sido cultivados
comercialmente no Brasil desde a safra 2008/20009.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o impacto de
sete eventos comerciais de milho Bt sobre a
comunidade microbiana do solo. A qualidade
biolégica do solo foi avaliada utilizando-se as
técnicas de Biolog (diversidade metabdlica) e T-
RFLP (diversidade genética) em amostras de solo
nao rizosférico e rizosférico dos eventos de milho
DKB 390 YG, FORMULA TL, MORGAN 20A78HX,
DKB 390 PRO X, 2B587 POWER CORE, DKB 390
PRO 2 e IMPACTO VIPTERA e seus respectivos
isogénicos tratados e ndo tratados com inseticida
quimico. As amostras foram coletadas aos 30 e 60
dias apés a germinacdo em Janauba - MG, safra
2015/2016. Apés 72 h de incubacéo das placas de
Biolog, foram observados valores elevados da
atividade e da diversidade metabdlica (indice de
Shannon) no solo rizosférico em comparacdo com

solo ndo rizosférico. Entretanto ndo foram
detectadas diferencas significativas entre os
eventos transgénicos e 0s tratamentos
convencionais. Além disso, também nédo foi

observada diferenca significativa na diversidade
genética, avaliada por T-RFLP, das comunidades de
bactérias e fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
entre genétipos convencionais e eventos GM. Foi
verificada uma tendéncia de agrupamento baseada
no periodo da coleta, mostrando a importancia do
estagio de desenvolvimento da planta na modulagao
da comunidade de FMA. Os eventos de milho Bt
comercializados no Brasil avaliados neste trabalho
ndo apresentam impacto significativo sobre a
estrutura das comunidades bacterianas e de FMA
do solo, com base nos pardmetros estudados.
Termos de indexacdo: Monitoramento, Milho
Transgénico Bt, Microrganismos do Solo.

INTRODUCAO

Atualmente, cerca de 18 milhdes de agricultores
em todo mundo j& adotam o cultivo de plantas
geneticamente modificadas (GM). O Brasil é o
segundo maior produtor mundial, ocupando uma
area de 44,2 milhdes de hectares em 2015 (JAMES,
2016). Vérios eventos comerciais de milho GM
expressando proteinas de Bacillus thuringiensis (Bt)
estao sendo cultivados no Brasil.

Diversos trabalhos tém sido realizados com o
objetivo de avaliar o impacto de eventos de milho
GM para resisténcia a insetos sobre a microbiota do
solo (CASTALDINI et al., 2005; ZENG et al., 2014).
Porém, os resultados obtidos por esses trabalhos
sdo controversos e escassos em condigbes
tropicais. A influéncia das proteinas Bt sobre a
composicdo da microbiota ainda €é pouco
compreendida. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o impacto de sete eventos comerciais de
milho Bt sobre a comunidade microbiana do solo.

MATERIAL E METODOS

Coleta e preparo do solo rizosférico

Os gendtipos comerciais de milho DKB 390 YG,
FORMULA TL, MORGAN 20A78HX, DKB 390 PRO
X, 2B587 POWER CORE, DKB 390 PRO 2,
IMPACTO VIPTERA e seus respectivos genoétipos
isogénicos tratados e nao tratados com o inseticida
guimico Lannate® BR foram cultivados em
triplicatas em Janatba - MG safra 2015/2016. Aos
30 dias (fase vegetativa) e 60 dias (florescimento)
apos o plantio, foram coletadas raizes de cinco
plantas de cada gendtipo. Cinco gramas das raizes
finas com o solo fortemente aderido (rizosférico)
foram colocadas em tubos conicos e o volume foi
completado para 50 mL com solucdo de pirofosfato
de sédio 0,15% (m/v). Apés agitacdo a 130 rpm por
30 min, as raizes foram removidas e 5 mL do
sobrenadante foram transferidos para outro tubo
para analise de diversidade metabdlica. O restante
da amostra foi centrifugado por 30 min a 10.000
rpm, o sobrenadante descartado e o pellet, solo
rizosférico, foi armazenado a -80 'C.
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Biolog comparagdo com solo néo rizosférico (AWCD = 0,1;

Para a determinacdo da atividade (AWCD) e
diversidade metabdlica por meio do indice de
diversidade de Shannon (H) foram utilizadas placas
Ecoplates com diferentes fontes de carbono (Biolog,
Inc., Hayward, CA, EUA). Um volume de 5 mL da
solugéo de pirofosfato de sédio 0,1% (m/v) contendo
solo da etapa anterior foi centrifugado por 15
minutos a 4.000 rpm e o sobrenadante foi diluido
50X. Cada poco da placa de Biolog foi inoculado
com 120 pL da solucéo e as placas foram incubadas
a 28 °C. As leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro (Labstems, MultSkan, MS, EUA)
com comprimento de onda de 590 nm, nos
intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 h de incubacéo. A
leitura de 72 h (tempo médio) foi utilizada para
estimar os valores de AWCD e H (ZAK et al., 1994),
que foram submetidos & analise de variancia
(ANOVA) e teste de Tukey a 5% de probabilidade
utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

T-RFLP

O DNA gendmico do solo rizosférico foi extraido
utilizando o kit Power Soil DNA Isolation (MoBIO
La., Inc., EUA). Para analise de bactérias,
fragmentos do gene 16S rRNA foram amplificados
utilizando os primers 8F marcado na posi¢gédo 5 (6-
FAM) e 1492R (LAMONTAGNE et al., 2002). Para a
amplificacdo do gene 23S rRNA de fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) foi utilizado nested-
PCR a partir de reagdo com primers LR1 e FLR2
(TROUVELOT et al., 1999). Para a 22 reacdo de
PCR foram utilizados 2,5 pyL do produto da 12
reacdo e os primers FLR3 (6-FAM) e FLR4 (NED)
(GOLLOTTE et al., 2004). Os fragmentos
amplificados das regifes 16S e 23S rDNA foram
digeridos com as enzimas restricdo Alul e Tagql,
respectivamente. Os fragmentos de DNA foram
detectados no equipamento Genetic Analyzer
3500XL com GeneMapper 5.0. (Applied Biosystems)
e analisados no software T-REX (CULMAN et al.,
2009). Os dados foram ordenados por
escalonamento multidimensional nao-métrico
(NMDS) a partir de uma matriz de similaridade de
Jaccard utilizando o programa Past versdo 3.04
(HAMMER et al., 2001).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade e diversidade metabdlica

As comunidades bacterianas apresentaram
diferencas na utilizacdo das fontes de carbono em
funcdo das fases de desenvolvimento da cultura
(coleta) e do material genético (gendtipo). As
diferencas foram significativas para atividade
metabdlica (AWCD) e para o indice de Shannon (H).
Valores elevados de AWCD (2,2 - 2,6) e H (3,3 -
3,4) foram observados no solo rizosférico em

H=2,2-2,6). Aos 30 e 60 dias do desenvolvimento
da cultura, as comunidades microbianas dos
eventos Bt e isogénicos tratados ou ndo com
inseticida quimico ndo apresentaram diferencas
significativas na atividade e diversidade metabdlica,
diferindo apenas em relagdo ao solo ndo rizosférico
(Tabela 1). No entanto, os métodos dependentes do
cultivo in vitro de microrganismos, como o Biolog,
apresentam limitagbes, uma vez que algumas
bactérias ndo podem ser cultivadas, incorrendo em
uma seletividade para determinados grupos de
bactérias (ZAK et al., 1994). Portanto, para
complementar as analises, a diversidade genética
foi avaliada por T-RFLP, uma técnica que
independe do cultivo dos microrganismos.

Diversidade genética

Para avaliarmos a influéncia dos diferentes
eventos transgénicos sob a diversidade genética
dos microrganismos presentes na rizosfera foi
utilizada a técnica de T-RFLP (Terminal-Restriction
Fragment Length Polymorphism). Nesse estudo, as
amostras de solo rizosférico distanciaram-se das
amostras de solo ndo rizosférico na projecao
bidimensional das comunidades bacterianas (Figura
1), indicando diferencas nitidas na estruturacéo das
comunidades microbianas, que podem ser
influenciadas por diversos fatores, como o tipo de
solo e exsudacdo de compostos pela raiz, que
podem influenciar no crescimento dos
microrganismos da rizosfera (YANG; CROWLEY,
2000). Entretanto, os pontos de ordenacdo nao
mostraram uma tendéncia no agrupamento entre as
comunidades bacterianas dos genotipos.

Foi verificada uma tendéncia de agrupamento de
FMA baseada no periodo da coleta (Figura 2),
mostrando a importancia do estagio de
desenvolvimento da planta na modulagcdo da
estrutura de FMA. Assim, os pontos de ordenacéao
ndo mostraram uma tendéncia no agrupamento
entre as comunidades bacterianas e de FMA dos
gendtipos de milho transgénico e convencional, em
consonancia com outros estudos (BECKER et al.,
2014; ZENG et al., 2014; CHEEKE et al., 2015).

CONCLUSOES
Os eventos de milho Bt comercializados no Brasil
avaliados neste trabalho ndo apresentam impacto
significativo sobre a estrutura das comunidades
bacterianas e de fungos micorrizicos arbusculares
do solo, com base nos parédmetros estudados.
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Tabela 1. Atividade (AWCD) e diversidade metabdlica (indice de Shannon - H) determinadas por BIOLOG da populacéo
bacteriana de amostras de solo ndo rizosférico (controle) e solo rizosférico de sete genoétipos comercias de milho
transgénico Bt e respectivos isogénicos, tratados (ISO + ) ou ndo (ISO) com o inseticida quimico Lannate® BR coletadas
no Municipio de Janalba-MG, safra 2015/2016.

Atividade (AWCD) Diversidade metabdlica

Genotipo Transgene Bt Coleta 1 Coleta 2 Coleta 1 Coleta 2

30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

Solo néo rizosférico - 0,110 a 0,049 a 1,898 a 2,252 a
DKB 390 YG CrylAb 2,535 b 2,407 b 3,389 b 3,348 b
ISO DKB 390 - 2,473 b 2,217 b 3,405 b 3,324 b
ISO DKB 390 + | - 2,468 b 2,452 b 3,388 b 3,370 b
FORMULA TL Cry1lAb 2,415 b 2,460 b 3,409 b 3,351 b
ISO FORMULA - 2,638 b 2,489 b 3,406 b 3,372 b
ISO FORMULA + 1 - 2,630 b 2,563 b 3,390 b 3,388 b
MORGAN 20A78 HX CrylF 2,428 b 2,444 b 3,398 b 3,357 b
ISO MORGAN - 2,467 b 2,377 b 3,355 b 3,353 b
ISO MORGAN + | - 2,555 b 2,478 b 3,398 b 3,347 b
DKB 390 PRO X CrylA.105, Cry2Ab2 2,570 b 2,578 b 3,391 b 3,373 b
ISO DKB 390 - 2,473 b 2,217 b 3,405 b 3,324 b
ISO DKB 390 + | - 2,468 b 2,452 b 3,388 b 3,370 b
2B587 POWER CORE Cry1A.105, Cry2Ab2, CrylF 2,453 b 2,399 b 3,369 b 3,319 b
ISO 2B587 - 2,415 b 2,341 b 3,398 b 3,380 b
ISO 2B587 + | - 2,543 b 2,393 b 3,383 b 3,373 b
DKB 390 PRO 2 Cry1A.105, Cry2Ab2 2,532 b 2,345 b 3,412 b 3,345 b
ISO DKB 390 - 2,528 b 2,603 b 3,411 b 3,402 b
ISO DKB 390 + | - 2,468 b 2,452 b 3,388 b 3,370 b
IMPACTO VIPTERA Vip3Aa20 2,545 b 2,585 b 3,383 b 3,415 b
ISO IMPACTO - 2,495 b 2,343 b 3,412 b 3,365 b
ISO IMPACTO + | 2,437 b 2,535 b 3,403 b 3,390 b

* Valores seguidos da mesma letra entre Ilnhas nao diferem significativamente a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Figura 1. Analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (MDS) da diversidade genética, determinada por
T-RFLP, de bactérias de amostras de solo nao rizosférico (controle) e solo rizosférico de sete gendtipos de milho Bt
e isogénicos tratados ou ndo com o inseticida quimico Lannate® BR, coletadas aos 30 e 60 dias apés plantio em
Janalba-MG, safra 2015/2016. As setas indicam as amostras de solo nao rizosférico.
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Figura 2. Analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (MDS) da diversidade genética, determinada por
T-RFLP, de fungos micorrizicos arbusculares de amostras de solo ndo rizosférico (controle) e solo rizosférico de sete
gendtipos de milho Bt e isogénicos tratados ou ndo com o inseticida quimico Lannate® BR, coletadas aos 30 e 60
dias apos plantio em Janalba-MG, safra 2015/2016. As setas indicam o solo ndo rizosférico e o circulo em vermelho
destaca o agrupamento preferencial das amostras coletadas aos 60 dias apos o plantio.



