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Dedico meu trabalho a todos que
fazem parte de minha vida



Existem pessoas em nossas vidas que nos deixam felizes pelo simples fato de
terem cruzado o nosso caminho. Algumas percorrem ao nosso lado, vendo muitas luas
passarem, mas outras apenas vemos entre um passo e outro. A todas elas chamamos de
amigo. H& muitos tipos de amigos. Talvez cada folha de uma arvore caracterize um
deles. Os primeiros que nascem do broto é o amigo pai e a amiga mae. Mostram o que €
ter vida.

Depois vem o0 amigo irmdo, com quem dividimos 0 nosso espaco para que ele
floresca como nés. Passamos a conhecer toda a familia de folhas, os quais respeitam e
desejam o bem. O destino ainda nos apresenta outros amigos, 0s quais nds nao sabiamos
que iam cruzar o nosso caminho. Muitos desse sdo designados amigos do peito, do
coracdo. S&o sinceros, sdo verdadeiros. Sabem quando ndo estamos bem, sabem o que
nos faz feliz...

Mas tambeém ha aqueles amigos por um tempo, talvez umas ferias ou mesmo um
dia ou uma hora. Esses costumam colocar muitos sorrisos na face, durante o tempo que
estamos por perto.

Falando em perto, ndo podemos nos esquecer dos amigos distantes, que ficam
nas pontas dos galhos, mas que quando o vento sopra, aparecem novamente entre uma
folha e outra.

O tempo passa, 0 verdo se vai, 0 outono se aproxima, e perdemos algumas de
nossas folhas. Algumas nascem num outro verdo e outras permanecem por muitas
estacdes. O que nos deixa mais felizes € quando as folhas que cairam continuam por
perto, continuam alimentando as nossas raizes com alegria. Lembrancas de momentos
maravilhosos enquanto cruzavam o nosso caminho. Desejo a vocé, folha da minha
arvore, paz, amor, saude, sucesso, prosperidade... Hoje e sempre...

Simplesmente porque cada pessoa que passa em nossa vida é unica. Sempre
deixa um pouco de si e leva um pouco de nos. Ha os que levaram muito, mas ndo ha os
que ndo deixaram nada. Esta é a maior responsabilidade de nossa vida e a prova

evidente de que duas almas ndo se encontram por acaso.

Autor desconhecido
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Efeito de algoddo geneticamente modificado resistente a insetos sobre a populagéo

de bactérias do solo

Effect of genetically modified cotton for insect resistance on population of soil

bacteria

ABSTRACT. This study aimed to evaluate the influence of cultivation of two varieties
of Gossypium hirsutum L., being a non-Bt and Bt varieties on the dynamics of soil
bacterial population in the municipality of Dourados, Mato Grosso do Sul, Brazil. Soil
samples were collected before sowing of the crop and during the plant development,
which covered the period of December 2009 to May 2010, for quantitative, chemical
and physical analysis; for molecular characterization was used only collection relating
to the last sample, i.e. at 150 days after sowing. Soil samples were sent separately to the
soil laboratory of the Faculty of Agricultural Sciences and Microbiology, Faculty of
Biological and Environmental Sciences of UFGD and the biotechnology laboratory at
the campus of UNESP Jaboticabal for analyzing the chemical and physical factors of
soil quantification of bacterial population and molecular characterization, respectively.
The results concerning quantification revealed that bacterial populations were
significant different when compared during the months of evaluation, but not in relation
to the type of cultivation, compared the chemical characteristics of soil planted with Bt
cotton showed significant differences in some parameters such as pH showing better
characteristics in the molecular characterization, however did not show significant
variations.

KEY-WORDS: Metagenomic, diversity, PGM’s, microorganisms.



RESUMO. Este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do cultivo de duas
variedades de Gossypium hirsutum L. sendo uma Bt e outra N&o Bt sobre a dindmica da
populacdo bacteriana do solo em uma localidade no municipio de Dourados, Mato
Grosso do Sul, Brasil. Foram coletadas amostras de solo antes da semeadura da cultura
e durante o ciclo de desenvolvimento das plantas (dezembro de 2009 a maio de 2010),
para analise quantitativa e quimico-fisica e para analise de caracterizacdo molecular
utilizou-se somente a coleta referente a Ultima amostra realizada aos 150 dias apds a
semeadura. Uma parte das amostras de solo foi encaminhada para o Laboratério de
Solos da Faculdade de Ciéncias Agrarias, outra parte para o Laboratorio de
Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da UFGD e, uma
terceira parte para o Laboratorio de Biotecnologia da Universidade Estadual Paulista-
UNESP, Campus de Jaboticabal, para analise dos fatores quimico-fisicos do solo,
quantificacdo da populacéo bacteriana e caracterizacdo molecular, respectivamente. Os
resultados referentes a quantificacdo das colonias de bactérias revelaram que as
populacdes bacterianas apresentaram variacdes significativas quando comparadas entre
0s meses de avaliagdo, mas ndo em relacdo ao tipo de cultivo; em relacdo as
caracteristicas quimicas do solo, a area cultivada com o algoddo Bt apresentou
diferencas significativas em relacdo a alguns parametros como, por exemplo, melhores
caracteristicas com relacdo ao pH; no entanto, a caracterizacdo molecular nao

apresentou variacoes significativas entre os solos cultivados.

PALAVRAS- CHAVE. Metagenoma, diversidade, PGM’s, microorganismos.



INTRODUCAO GERAL

O algodoeiro (Gossypium spp.) € uma das culturas anuais mais importantes do
Brasil pelo seu valor econdmico e social (Richetti & Melo Filho 2002) e é uma das
plantas mais atacadas por doencas e pragas, além de apresentar alta sensibilidade a
concorréncia imposta por plantas daninhas (Beltrdo 1999). Os insetos-praga constituem
um dos principais problemas agrondmicos da cultura do algoddo, causando prejuizos
econdmicos e isso ocorre devido ao fato do algodoeiro possuir inGmeras glandulas que
produzem uma secrecao liquido-resinosa agucarada o que faz com que sejam atrativas
para os insetos (Santos 2001). Para o controle desses insetos-praga utilizam-se produtos
quimicos que pode chegar até 25% do custo da producdo (Fontes 2002).

Para o controle dessas pragas, um gene de Bacillus thuringiensis (Bt) foi
introduzido em plantas de algod&o, dando origem ao algoddo geneticamente modificado
para apresentar resisténcia a insetos do qual representa um avango agrondémico gracas a
Engenharia Genética. Este tem sido aceito por parte dos agricultores, devido a sua
produtividade e reducdo dos custos de producdo pela reducdo do uso de inseticidas
quimicos (Sharma & Ortiz 2000).

Apesar da eficacia e da aceitacdo do algoddo Bt pelos agricultores, séo
levantadas preocupacdes a respeito de riscos potenciais desta tecnologia a organismos
ndo-alvo. Sendo assim, com a liberacdo do algoddo Bt para o plantio comercial no
Brasil, considerando caracteristicas regionais especificas, faz-se necessario a realizacao
de estudos para avaliar os possiveis efeitos dessa tecnologia sobre a diversidade
bacteriana de solos brasileiros, pois a atividade metabdlica no solo é fortemente
influenciada pela presenca de raizes e materiais organicos em decomposi¢do. Na
rizosfera observa-se uma intensa atividade microbiana, em razdo da presenca de

exsudatos e secrecOes radiculares que representam as maiores fontes de carbono



prontamente disponiveis para 0s microrganismos (Grayston & Jones 1996). A
diversidade de microrganismos é importante para o funcionamento do ecossistema, pois
existe a necessidade da manutencdo de processos ecoldgicos como decomposicdo da
matéria organica, ciclagem de nutrientes, agregacdo do solo e controle de patdgenos
dentro do ecossistema (Kennedy 1999).

Com o objetivo de avaliar o impacto das atividades agricolas sobre a diversidade
bacteriana, este trabalho avaliou dois solos: um com cultura de algod&o ndo-Bt e o outro
com cultura de algoddo Bt, ambos localizados no municipio de Dourados, Mato Grosso
do Sul, Brasil. A avaliacdo foi realizada por meio de analise quantitativa e qualitativa,
analise macro e micronutrientes e a analise metagendmica do solo entre os dois tipos de
cultivo.

Para tanto, essa dissertacdo foi dividida em dois capitulos (artigos cientificos):
Capitulo 1 — Efeito de algoddo geneticamente modificado resistente a insetos sobre a
populacdo de bactérias do solo, e Capitulo 2 — Caracterizacdo Molecular de Populac6es
Bacterianas de Solo com Plantio de Algodao Geneticamente Modificado Resistente a
Insetos. Ambos os artigos foram preparados de acordo com as instrugcdes para autores

da Revista Brasileira de Entomologia, com adaptacdes para facilitar a leitura.
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Capitulo 1
Efeito de algoddo geneticamente modificado resistente a insetos sobre a populacao

de bactérias do solo

Effect of cotton genetically modified resistant to insects on the population of
bacteria of the soil
ABSTRACT. This study aimed to evaluate the influence of cultivation of two varieties
of Gossypium hirsutum L., being a non-Bt and another Bt on the dynamics of soil
bacterial populations, and on soil chemical properties in the municipality of Dourados,
Mato Grosso do Sul, Brazil. Soil samples were collected before sowing of the crop
cycle and during plant development, which covered the period from December 2009 to
May 2010. A portion of the soil samples were sent to the Laboratory of Soils, Faculty of
Agricultural Sciences and another portion for the Laboratory of Microbiology, School
of Biological and Environmental Sciences of UFGD for analysis of soil chemical
factors and quantification of the bacterial population, respectively. The results showed
that bacterial populations’ showed significant variations in colony forming units (UFC)
on the basis of statistical analyses during the months of evaluation, but not in relation to
the type of cultivation, in relation to soil chemical properties. The area planted with Bt
cotton showed significant differences for some parameters, such as pH featuring the

best features.

KEYWORDS. PGM's, microorganisms, Gossypium hirsutum L.
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RESUMO. Este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia do cultivo de duas
variedades de Gossypium hirsutum L., sendo uma Bt e outra ndo-Bt, sobre a dindmica
da populacdo bacteriana do solo e sobre as caracteristicas quimicas do solo no
municipio de Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram coletadas amostras de solo
antes da semeadura da cultura e durante o ciclo de desenvolvimento das plantas
(dezembro de 2009 a maio de 2010). Uma parte das amostras de solo foi encaminhada
para o Laboratorio de Solos da Faculdade de Ciéncias Agrarias, € outra para o
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da
UFGD, para analise dos fatores quimicos do solo e quantificacdo da populacéo
bacteriana, respectivamente. Os resultados revelaram que as populagdes bacterianas
apresentaram variacOes significativas em relacdo as unidades formadoras de col6nia
(UFC) com base nas analises estatisticas quando comparadas durante 0os meses de
avaliacdo, mas ndo em relacédo ao tipo de cultivo.

PALAVRAS-CHAVE. PGM’s, microorganismos, Gossypium hirsutum L.
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INTRODUCAO

A agricultura passa por constantes transformagdes, a fim de atender a demanda
mundial de alimentos que cresce de forma exponencial. Dentre as inimeras
transformacdes, estdo as plantas geneticamente modificadas ou transgénicas (PGM’s),
plantas que s&o oriundas de tecnologias do DNA recombinante, correspondendo ao
resultado da insercdo, em seu genoma, de genes exdgenos, 0s quais podem ser de
diferentes fontes, como microrganismos, animais e outras plantas. Uma das
caracteristicas implantadas as plantas geneticamente modificadas refere-se a resisténcia
a insetos pragas, sendo essa caracteristica obtida pela inser¢do de genes que codificam a
proteina cristal da bactéria entomopatdgenica Bacillus thuringiensis (Bt). Essas
proteinas, denominadas &-endotoxina ou proteinas cristal (Cry), apresentam agéo
extremamente toxica e altamente especifica para larvas de insetos de trés ordens:
Lepidoptera, Diptera e Coleoptera, dependendo da proteina. Existem mais de 120
diferentes genes cry, e as proteinas Cry estdo agrupadas em 22 classes (Monnerat &
Bravo 2000).

Porém, os efeitos ambientais das PGM’s ndo se limitam aos insetos, pois a
interacdo entre planta e solo pode influenciar na acéo e no crescimento das populacdes
microbianas do solo visto que estes estdo diretamente envolvidos na manutencdo de
processos ecoldgicos dentro do ecossistema, como decomposicdo da matéria organica,
ciclagem de nutrientes, agregacdo do solo e controle de patdgenos (Kennedy 1999;
Vieira & Nahas 2005). As toxinas Bt podem ser incorporadas no solo junto com
residuos de folhas durante a decomposicdo desse material ou no momento em que 0s
agricultores preparam a terra com 0s restos dos cultivos transgénicos, logo apos a
colheita. As toxinas podem persistir por dois ou trés meses mantendo sua atividade

toxica porque resistem a degradacdo quando unidas a argila e aos acidos hdmicos
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presentes no solo (Palm et al. 1996). Segundo Donnegan & Seidler (1999), tais toxinas
Bt ativas que se acumulam no solo e na &gua, junto com os residuos de folhas
transgénicas, podem causar impactos negativos sobre os organismos do solo e sobre os
invertebrados aquaticos, assim como sobre a reciclagem de nutrientes.

Visto que 0s microrganismos estdo diretamente envolvidos nos ciclos dos
nutrientes no solo e séo estimulados por exsudatos e tecidos radiculares mortos, sendo
esse efeito pronunciado para as bactérias, a avaliacdo da quantificacdo total de bactérias
indica como 0s processos bioquimicos estdo ocorrendo (Cattelan & Vidor 1990).
Segundo Brookes (1995), apesar da contagem de microrganismos no solo ser vista com
ressalvas, ela melhora a compreensdo dos processos que ocorrem e servem COmo
indicador do impacto de diferentes atividades antropicas.

Desta forma, este trabalho tem por objetivo determinar a existéncia de impactos
do algoddo Bt geneticamente modificado para resisténcia a insetos, sobre a populacao
de bactérias existente no solo, comparando-os com outra cultura de algoddo nédo-Bt,

através de analise quantitativa de bactérias totais.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos em éarea agricola da Fazenda Experimental da
Universidade Federal da Grande Dourados, em Dourados, Mato Grosso do Sul (L
22°11°53” S, L 54° 55’ 59” W, ¢ A. de 430 m). O clima, de acordo com a classificacéo
de Koppen, é Cfa (Clima Mesotérmico Umido sem estiagem, em que a temperatura do
més mais quente é superior a 22°C, apresentando, no més mais seco, precipitacao
superior a 30 mm). A precipitacdo pluviométrica total anual da regido é 1200 a 1400
mm. Ja a evapotranspiracdo real anual é de 1100 a 1200 mm, e a temperatura média

anual de 22°C. A variacdo mesoclimatica é de Umido a Sub-Gmido, com excedente
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hidrico anual de 800 a 1200 mm durante cinco a seis meses e deficiéncia hidrica de 350
a 500 mm durante quatro meses. O solo predominante da regido € o Latossolo Vermelho
distroférrico, porém, encontra-se também, Argissolo Vermelho e Neossolos
Quartzarénicos. O Latossolo Vermelho distroférrico apresenta-se com textura argilosa e
fertilidade natural variavel, além de textura média e carater alico, porém, é profundo,
friavel, e com grande homogeneidade ao longo de todo o perfil. O relevo € plano e
suave ondulado. A cobertura vegetal consiste basicamente de pastagem e agricultura
formadas em regido da Floresta Estacional Semidecidual e regido de Cerrado.

Nesse local foram demarcadas duas areas amostrais de 5000 m® cada uma, onde
foram implantadas as culturas que constituiram os tratamentos que foram avaliados. O
primeiro tratamento foi a cultivar de algoddo-Bt NuOpal® Bollgard®, e o segundo
tratamento foi sua isolinha, a cultivar n3o-Bt Delta Opal® de caracteristicas
agrondmicas semelhantes a utilizada no primeiro tratamento.

As amostragens foram realizadas mensalmente, totalizando seis avaliacdes,
sendo a primeira um dia antes da semeadura da cultura (zero dia — 0 D.), a segunda aos
30 dias apds a semeadura (D.A.S), a terceira aos 60 D.A.S., a quarta aos 90 D.A.S., a
quinta aos 120 D.A.S. e a sexta aos 150 D.A.S. A primeira coleta, realizada um dia
antes do plantio, objetivou a determinacdo das caracteristicas quimicas e biolégicas do
solo antes da implantacdo da cultura. As coletas das amostras de solo abrangeram o
periodo de dezembro de 2009 a maio de 2010. Os tratos culturais padrdo foram
adotados com base nas praticas agricolas nas duas areas, de acordo com recomendac6es
da EMBRAPA (2001) e em ambas as areas nao houve tratamento com nenhum tipo de
fungicida ou inseticida. A semeadura nas duas areas foi realizada no dia 31 de dezembro
de 2009, com uma densidade de 10 a 14 sementes por metro linear, e 0 espagamento

entre fileiras de 0,90 metros.
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Uma parte das amostras coletadas foi encaminhada ao Laboratorio de Solos da
Faculdade de Ciéncias Agrérias da UFGD para andlise quimica referente a analise fisica
granulométrica (Tabela 1), pH (Tabela 1) e quantidade dos micro e macronutrientes
(Tabela I11), e outra parte das amostras foi para o laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da UFGD para as analises
microbioldgicas. As amostras de solo foram coletadas em trés repeti¢fes, com auxilio
de trado tipo holandés, com 0 a 15 cm de profundidade. As amostras coletadas foram
acondicionadas em sacos plasticos, no interior de caixa de isopor em condicdes
ambientais (para manutencdo de seu teor de umidade) (Pereira et al. 1996). Nos
Laboratorios as amostras de solo foram conservadas sob refrigeracdo por no maximo 24
horas para posterior anélise da microbiota e dos parametros fisicos e quimicos do solo.
Posteriormente, as amostras de solo foram peneiradas em peneira de malha de 2 mm

(Olsen & Bakken 1987).

Tabela I- Caracterizacao fisica dos solos cultivados com algoddo, de acordo com 0s meses

avaliados.
Solo
comos D.AS. Areia Argila Silte
cultivos

0 10,76% 68,36% 20,88%

30 10,66% 64,53% 24,81%

60 13,98% 57,06% 28,96%

Bt 90 11,12% 72,20% 16,68%
120 11,05% 74,86% 14,10%

150 1141% 76,91% 11,6/%

0 11,93% 66,23% 21,84%

30 12,21% 64,05% 23,74%

N&o Bt. 60 11,34% 70,41% 18,25%
90 11,75% 70,86% 17,39%

120 11,63% 78,81% 9,56%

150 12,47% 78,53% 9,00%
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Tabela Il- Caracterizacdo pH dos cultivos de acordo com 0s meses.

Soloscom  D.A.S. pH pH pH
os cultivos CaCl, H,O SMP
0 5,4 6,3 6,2
30 5,2 5,9 6,3
60 53 6,1 6,3
Bt 90 56 64 62
120 5,4 6,2 6,3
150 5,0 6,1 6,2
0 51 5,9 6,0
30 4,6 5,4 6,1
N 60 5,0 5,9 6,3
Nao B. 90 54 60 61
120 5,2 5,9 6,3
150 5,2 6,0 6,0
Tabela 111 — Caracterizacdo quimica dos cultivos de acordo com 0s meses .

Solo D.AS. P K Al Ca Mg H+Al SB T V% %C MOS Cu Mn Fe Zn

0 411 121 12 6,2 28 45 101,7 1471 690 12 213 17,8 1146 605 6,9
30 234 74 20 57 24 40 888 1285 689 11 19,0 20,3 96,9 843 275
60 116 35 12 64 26 40 939 1335 703 1,2 209 202 100,7 77,9 27
Bt 90 330 214 12 57 27 43 1050 1479 70,9 13 223 17,3 124,7 58,7 5,2
120 176 65 12 53 24 39 831 1223 678 1,1 195 13,0 92,8 642 6,0
150 204 76 16 52 23 46 823 1282 645 12 209 93 716 514 24

0 46,6 89 65 65 2,7 59 1009 1594 633 13 223 20,0 1228 451 47
30 16,7 80 16 55 26 51 886 1396 635 1,2 21,3 158 1064 46,8 3,7
Conv. 60 105 36 12 59 23 43 856 1284 670 1,2 204 116 62,0 470 21
90 36,4 172 1,2 6,7 30 50 1145 1649 694 13 21,8 17,1 1323 425 40
120 175 62 29 48 22 41 755 1169 645 10 172 95 73,0 384 17
150 246 10,7 29 58 2,7 54 957 1495 636 10 172 65 552 225 13

P, Cu, Fe, Zn e Mn- mg/de;Ca, Mg e H+Al - cmol; K, Al- mmol;

Para a avaliacdo da populacdo bacteriana foram adicionados 10 g de solo em
Erlenmeyer contendo 90 mL de uma solucéo salina, sendo essa a diluicdo 10™ esta
suspensdo inicial foi agitada vigorosamente por 5 minutos. Dessa suspensdo, foi

transferido 1 mL para o tubo de ensaio contendo 9 mL de solucdo salina e

18



homogeneizada manualmente. Esse processo foi repetido até obter-se uma diluigdo de
10" (adaptado de Neder 1992). Em seguida, aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram
transferidas pelo método de plagueamento em superficie em placas de Petri contendo
meio de cultura. As placas foram envolvidas por papel filme para evitar contaminagao e
ressecamento do meio de cultura (Olsen & Bakken 1987; Sorheim et al. 1989) e
incubadas em camara climatizada a 25°C, com fotofase. A contagem foi feita 48 horas
apos a inoculacdo. Para a contagem de bactérias foi selecionado o meio de Thorton
(1922), meio de cultura especifico para bactéria (Sorheim et al. 1989).

Foi utilizado um delineamento inteiramente casualizado, em fatorial com trés
repeticdes, constituido dos fatores de diluicdo e plantio, com objetivo de comparar
estimativas de variancias dentro de cada més de plantio e 0 mesmo antes da semeadura.
Para verificar se a quantidade de bactérias diferiu entre as variedades de algodéo e os
meses de coleta, utilizou-se analise de variancia considerando a interagdo entre estes
dois fatores e um teste de comparac6es multiplas de Tukey a 0,05 de probabilidade para

as variagdes significativas.

RESULTADO E DISCUSSAO

Durante o periodo de avaliacao da cultura transgénica em condicéo de campo foi
possivel observar que a mesma nao apresentou variacdo significativa na quantidade de
unidades formadoras de colénia (UFC’s) comparada com o plantio de algoddo ndo
transgénico (F = 2,12; gl = 1; p = 0,16) (Tabela 1V). Trabalhos realizados com o cultivo
de milho e algoddo transgénicos resistentes a insetos ndo demonstraram efeitos
significativos sobre as populacdes de varios microrganismos do solo em comparacgéo
com cultivares convencionais (Flores et al 2005; Lang et al. 2006; Shen et al. 2006,

Icoz et al 2008.; Li et al. 2011), corroborando com o presente estudo. Diferencas

19



significativas também nédo foram encontradas em relagdo a interacdo entre tipo de planta
e meses de coleta (gl = 5; F = 3,57; p=>0,05) (Tabela IV).

Em relacdo aos meses de coletas (isto é, diferentes estagios de desenvolvimento
das plantas), estas apresentam diferencas significativas (F = 2,76; gl = 5; p = 0,04)
(Tabela 1V). Tais resultados corroboram com Li et al. (2011) que em seu estudo avaliou
0 impacto do algod&o transgénico resistente a insetos CrylAc durante trés anos de
cultivos consecutivos e relatou que durante o meses e anos houve flutuacdo no nimero
de Unidades formadoras de colénia (UFC’s), porém a longo prazo o plantio de algodao
transgénico ndo teve efeito significativo adverso ou de outra forma sobre os
microrganismos do solo. Quaisquer efeitos foram referentes as variagdes sazonais, 0 que
sugere que as diferencas sdo insignificantes em comparacdo com variacdo de fundo
natural. Assim como Rui et al. (2005) que ndo encontrou variacao significativa em seu
estudo de avaliacdo das alteracGes do teor da toxina Bt na rizosfera do algodao
geneticamente modificado e sua influéncia sobre bactérias do solo. Esses autores
comprovaram que ao longo do estudo ndo houve diferenca significativa do cultivo do
algoddo Bt sobre as bactérias do solo, somente entre os meses de coleta foram
observadas variacOes significativas. Tais autores também sugerem que mudancas
significativas indicariam que a toxina Bt ndo foi o fator causador direto da diminuicao

do nimero de bactérias na rizosfera, e outros fatores podem estar envolvidos.
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Tabela 1V. Numero UFC de bactérias totais do solo observadas em cultivo de algoddo ndo-Bt e
Bt por repeticéo.

Repeticdo 1  Repeticdo 2  Repeticdo 3

Solo Coleta Diluic&o UEC/mL
0D.AS.° 107 2,7 x10™ 1,3x 10" 2,5x 10"
30 D.A.S.”®8 107 2,6 x10” 1,7 x10” 3,0x10”
N&o 60 D.A.S.° 107 2,4x10” 1,7 x10” 1,5x10”
Bt 90 D.A.S.”® 107 1,4 x10” 2,2x10° 2,1x10°
120 D.A.S.A 107 2,3x10” 2,1x10° 1,5x 10”
150 D.A.S.”® 107 2,6 x10” 2,9x10° 2,2x10°

0D.AS.® 107 2,75 107 3,010° 2,510”

30 D.A.S.”® 107 2,5x10” 2,0x10” 1,8x10”
Bt 60 D.AS. ® 1072 2,9x10” 2,9x10° 2,0x10”
90 D.A.S."® 1072 1,7 x10” 1,9 x 10° 1,9 x 10°
120 D.A.S.A 1072 2,0x10” 2,1x10° 2,1x10°
150 D.A.S. *® 1072 2,7x10” 2,9x10° 2,9x10°

Quantidade de unidades formadoras de colénias de bactérias (UFCs) por volume (0,1 mL) ao
longo dos meses de coleta (dezembro de 2009 a maio de 2010) com media das trés parcelas em
uma area de cultivo de algoddo geneticamente modificado Bt (Bt) e outra area de algoddo
convencional (Ndo Bt). Meses e culturas seguidos pela mesma letra ndo diferiram
significativamente na média das trés parcelas (Teste de Tukey, a=0,05).

Outros trabalhos, assim como este, também ndo encontraram variacdes
significativas na populacdo de bactérias no solo com plantio de algod&o transgénicos
tais como Donegan et al. (1995) também relataram que ndo houve nenhuma alteragéo
significativa na rizosfera de algodao expressando Cry. Neste sentido, Sigueira et al.
(2004) referem gue uma das preocupacdes com a seguranca dos cultivos transgénicos
sdo o0s potenciais efeitos das proteinas expressas, particularmente da proteina Cry de
Bacillus thuringiensis, que é uma bactéria de ocorréncia natural no ambiente (solo e
fitosfera). Essas proteinas, que sdo o principio toxico de controle de pragas, atuam com
alta especificidade, ocorrem em baixas concentracdes na planta, apresentam baixa

persisténcia no solo (biodegradavel) e tém toxicidade reduzida para organismos nao-
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alvo. Por essas razfes, segundo esses autores, essas plantas ndo representam riscos de
impacto ambiental.

Trabalhos realizados em outras condi¢des tais como em laboratério e ndo em
campo corroboram com este, como o de Koskella & Stotzky (2002) que evidenciaram
que o emprego de vérias toxinas Bt purificadas e adicionadas em meios de cultura em
concentracBes de até 10 g.mL™ demonstraram baixa toxicidade dessas proteinas para
representantes de variados e populosos grupos de microrganismos. Siqueira et al. (2004)
citam que, de maneira geral, os resultados de pesquisas mostram que o cultivo de
PGM’s expressando proteinas Cry pode causar pequenas alteragdes biologicas no
agroecossistema, mas enfatizam que essas alteragdes sdo de rara ocorréncia, de reduzida
quantidade e sem consequéncias deletérias a biota e aos processos bioldgicos do solo.
Escher et al. (2000) n&o verificaram efeito da biomassa do milho expressando a proteina
CrylAb mesma proteina expressa pelo algoddo Bt em populacbes do decompositor
Porcellio scaber da ordem lIsopoda e familia Porcellionidae e de microrganismos
colonizadores de serrapilheira. Esses autores salientam que o baixo teor relativo das
proteinas Cry nas plantas, de 0,01% a 0,02% do total de proteina soltvel (Strizhov et al.
1996), provavelmente contribuiu para a auséncia de efeitos da biomassa de plantas Bt
sobre esses organismos. Dados moleculares obtidos por Castaldini et al. (2005) também
mostraram que residuos liberados por milho transgénico ndo reduziu a riqueza
bacteriana de espécies no solo rizosférico. A proteina CrylAb também ndo teve efeitos
consistentes sobre minhocas, nematoides, protozoérios, bactérias e fungos em solo ou in
vitro, em investigacdo conduzida por Stotzky (2003). Porém, Donegan et al. (1995)
observaram que a incorporacdo da biomassa de algoddo, Ndo Bt ou expressando

CrylAc, aumentou temporariamente as populacdes de bactérias do solo.
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Nessa mesma perspectiva, estudos detectaram diferencas nas caracteristicas
microbioldgicas em solos cultivados com variedades transgénicas e variedades de
plantas controles. Tais estudos realizados contradizem os resultados obtidos nessa
pesquisa. Em alguns estudos que obtiveram efeitos significativos das plantas
transgénicas sobre a microbiota do solo, os efeitos foram atribuidos aos fatores
ambientais, e, muitas vezes, verificou-se que estes fatores tém uma maior influéncia
sobre as caracteristicas microbiol6gicas dos solos do que o fator de responsabilidade da
engenharia genética. Os efeitos sdo muitas vezes limitados a rizosfera das plantas
transgénicas durante um periodo de tempo limitado ou quando estas plantas estdo
presentes (Widmer 2007).

Ao se tentar compreender os diferentes resultados de pesquisas observados no
mundo todo, deve-se considerar que, como salienta Siqueira et al. (1994), a biota do
solo encontra-se sob constantes interferéncias causadas por mudancas ambientais,
disponibilidade de energia e deposicdo de fatores adversos, que geram variacdes
quantitativas e qualitativas nas populacbes em tempo e espaco. A principio, as
alteracdes causadas pelos cultivos transgénicos sobre estas sdo raras, transitorias, de
baixa intensidade e, apesar de ainda ndo completamente entendidas, como se verifica
neste trabalho com relacdo a propria biologia do solo, ndo ha evidéncia da existéncia de
riscos reais a esse componente do agroecossistema. Segundo Siqueira et al. (2004), a
analise dos resultados disponiveis na literatura cientifica mundial indica que as
modificacdes relatadas para organismos e processos do solo em funcdo da utilizacdo de
plantas Bt ndo diferem em qualidade e magnitude daquelas causadas por outras acoes
antropicas e variagfes naturais do solo. A complexidade biologica e funcional do solo
pode contribuir para minimizar os eventuais riscos da introducdo dos cultivos

transgénicos. Os mesmos autores ainda afirmam que, no caso dos organismos do solo,
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as toxinas Bt sdo praticamente atoxicas para a maioria destes. Além disso, a
concentracdo ambiental estimada encontrada no solo é muito baixa em relacdo a
concentracdes ndo toxicas determinadas em ensaios controlados.

Na verdade, o ambiente rizosfera hospeda uma complexa rede de
microrganismos que interage muito estreitamente com raizes de plantas, e os resultados
dessa interacdo podem ser vistos na forte influéncia do tipo de planta sobre o
ecossistema microbiano do solo. De fato, sabe-se que as comunidades bacterianas do
solo sdo mais fortemente influenciadas por diferentes espécies de plantas e cultivares do
que por outros fatores ambientais como o solo tipo e as préaticas agricolas (Gomes et al.
2001; Heuer et al. 2002) e, como comprovado por este trabalho, do que pela tecnologia
Bt.

CONCLUSOES
De acordo com as condi¢cdes em que a pesquisa foi conduzida, o cultivo de algodao
geneticamente modificado (Bt) ndo alterou significativamente a quantificacdo de UFC’s
quando comparado com a cultivar ndo-Bt. No entanto, quando se comparam o0s
diferentes meses de avaliacdo, observam-se diferencas no tamanho dessas populactes

que podem ocorrer em funcdo de varias alteracdes ambientais do meio.
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Capitulo 2
Caracterizacdo Molecular de Populacdes Bacterianas de Solo com Cultivo de

Algodao Geneticamente Modificado Resistente a Insetos

Molecular Characterization of Bacterial Populations in Soil Planting Cotton

genetically modified insect resistance

ABSTRACT. Analyses of soil bacterial populations are methods to identify effects of
plantations on the ground. So this study aimed to characterize the bacterial populations
in soil by analysis of 16S rRNA, analyzing soil with two varieties of Gossypium
hirsutum L. being one a Bt and another a non-Bt variety, both in Dourados City, Mato
Grosso do Sul, Brazil. We used primers specific for 16S rRNA genes for the DNA
sequencing of both soil metagenomics, these were amplified by PCR, the amplicons
were cloned and 371 clones of two libraries were sequenced. Using the technique of
16S rRNA generated the identification of different populations of soil bacteria and
Archaea belonging to the phylum Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae,
Bacteroidetes, Chloroflexi, Crenarchaeota, Deinococcus-Thermus, Euryarchaeota,
Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes, Planctomycetes, Proteobacteria,
Spirochaeta, Thermotogae and uncultivated bacteria distributed among the two
cultivars. In this context, genetically modified plants did not show significant

differences between the populations of bacteria studied crops.

KEYWORDS. Metagenomic , Gossypium hirsutum L., 16S rRNA
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RESUMO. Anélise de populacdes bacterianas do solo é um método para identificar
efeitos das plantacGes agricolas sobre o solo. Desta forma, este trabalho teve por
objetivo caracterizar as populacfes bacterianas presentes no solo através da anélise do
gene 16S rRNA, analisando o solo onde foram cultivadas duas variedades de
Gossypium hirsutum L., sendo uma Bt e outra ndo-Bt, ambos ndo municipio de
Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil. Foram utilizados oligonucleotideos especificos,
de genes 16S rRNA para o sequenciamento do DNA metagendmico de ambos os solos,
estes foram amplificados por PCR, os amplicons foram clonados e 371 clones de duas
bibliotecas gendmicas foram seqlienciados. O uso dessa técnica gerou a identificacdo de
diferentes populagdes de bactérias e Archaeas de solo pertencentes aos filos
Acidobacteria, Actinobacteria, Aquificae, Bacteroidetes, Chloroflexi, Crenarchaeota,
Deinococcus-Thermus, Euryarchaeota, Firmicutes, Fusobacteria, Gemmatimonadetes,
Planctomycetes, Proteobacteria, Spirochaetes, Thermotogae, além de bactérias nao
cultivadas distribuidas dentre as duas cultivares. Neste ambito, as plantas geneticamente
modificadas ndo apresentaram diferencas significativas das populacGes de bactérias

entre os cultivos estudados.

PALAVRAS-CHAVES. Metagenoma, Gossypium hirsutum L., 16S rRNA.
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INTRODUCAO

Na agricultura busca-se constantemente o aumento da produtividade das culturas
por meio da utilizacdo do melhoramento genético de plantas. Com isso genes exdgenos,
0s quais podem ser de diferentes fontes, como plantas, microrganismos e animais, vém
sendo inseridos nas plantas a fim de conferir resisténcia, maior producéo e menor gastos
com produtos quimicos, além de outras caracteristicas (Siqueira et al. 2004).

Dentre as principais culturas geneticamente modificadas comercializadas no
mundo, estdo o algoddo, a soja, o milho e a canola (Guerrante 2003). O algodao Bt foi
geneticamente modificado para expressar o gene cry 1AC através da insercdo de genes
que codificam a proteina cristal da bactéria entomopatdgenica Bacillus thuringiensis
(Bt). Tais proteinas possuem acéo toxica e altamente especifica para larvas de insetos de
trés ordens: Lepidoptera, Diptera e Coleoptera (Valadares-Inglis et al. 1998).

Apesar das vantagens que as culturas transgénicas apresentam, existe uma
preocupacao em relacdo aos efeitos que podem acarretar no ambiente e em organismos
ndo alvo, devido a producédo de diferentes compostos que séo incorporadas no solo por
meio dos exsudatos liberados pelas raizes, residuos de folhas durante a decomposicao,
ou a incorporacdo dos restos dos cultivos transgénicos apos a colheita promovendo o
contato direto dos microrganismos do solo com a endotoxina Cry (Motavalli et al. 2004;
Rui et al. 2005; Fang et al. 2007).

A microbiota do solo desempenha fungdes no ecossistema, tais como
armazenamento de agua, decomposicdo de residuos organicos, reciclagem de nutrientes,
sequestro e desintoxicacdo de substancias téxicas e é influenciada pelo manejo e
cobertura vegetal do solo, sendo as bactérias influenciadas por exsudatos e tecidos
radiculares mortos, tornando-se sensiveis as alteracdes causadas pelos sistemas de

manejo utilizados (Cattelan & Vidor 1990; Costanza et al. 1997).
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A diversidade microbiana estrutural vem atualmente sendo estudada por meio de
métodos que se baseiam na investigacdo de parte da sequéncia do DNA, notadamente o
gene 16S rDNA em bactérias, e 18S rDNA em fungos, que é amplificado por PCR e
posteriormente caracterizado por meio da clonagem e sequenciamento ou, entdo,
analisado por eletroforese, por meio das técnicas de Ardra, T-RFLP, RAPD, RISA,
DGGE/TGGE e SSCP, obtendo-se um perfil da comunidade microbiana (Ranjard et al.
2000; Kozdrdj & Van Elsas 2001).

Métodos moleculares de andlise da estrutura e diversidade microbiana,
utilizando DNA gendmico extraido diretamente de amostras ambientais, surgiram na
altima década e tém permitido um avanco consideravel no estudo da ecologia de
microrganismos (O‘Donnell & Gores 1999; Ranjard et al. 2000). Essas técnicas
permitem a identificacdo de fatores empregados no manejo do solo que interferem nas
multiplas funcdes e habitats da comunidade microbiana (Sayler & Layton 1990; Peters
et al. 2000), bem como a caracterizacdo detalhada da estrutura e sucessao microbiana
em solos agricolas, incluindo os microrganismos nao cultivaveis (Hugenholtz et al.
1998) e as espécies predominantes, que podem ser utilizadas como indicadoras de
funcionalidade e qualidade do solo (O‘Donnell & Gores 1999).

Com objetivo de estudar se o algodao Bt afeta a populacéo de bactérias existente
no solo, foram realizadas analises metagendmicas de dois solos, sendo um proveniente
do cultivo com algoddo Bt (NuOpal® Bollgard®) e outro com algoddo n&o-Bt (Delta

Opal®), por meio da analise 16S rRNA .
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MATERIAL E METODOS

Os estudos foram conduzidos em area agricola da Fazenda Experimental da
Universidade Federal da Grande Dourados, em Dourados, Mato Grosso do Sul, (L
22°11°53” S, L 54° 55° 59” W, A 430 m). O clima, de acordo com a classificagdo de
Koppen, é Cfa (Clima Mesotérmico Umido sem estiagem, em que a temperatura do més
mais quente € superior a 22°C, apresentando, no més mais seco, precipitacdo superior a
30 mm). A precipitagdo pluviométrica total anual da regido é 1200 a 1400 mm. J& a
evapotranspiracdo real anual é de 1100 a 1200 mm, e a temperatura média anual de
22°C. A variacdo mesoclimatica é de Umido a Sub-Gmido, com excedente hidrico anual
de 800 a 1200 mm durante cinco a seis meses e deficiéncia hidrica de 350 a 500 mm
durante quatro meses.

O solo predominante da regido é o Latossolo Vermelho distroférrico, porém,
encontra-se também, Argissolo Vermelho e Neossolos Quartzarénicos. O Latossolo
Vermelho distroférrico apresenta-se com textura argilosa e fertilidade natural variavel,
aléem de textura média e carater alico, porém, € profundo, fridvel, e com grande
homogeneidade ao longo de todo o perfil. O relevo é plano e suave ondulado, as
caracteristicas fisicas e quimicas dos solos utilizados encontram-se na tabela 1. A
cobertura vegetal consiste basicamente de pastagem e agricultura formada em regido da
Floresta Estacional Semidecidual e regido de Cerrado. O sistema aplicado é o cultivo
direto tendo como cultura antecessora o milheto da cultivar BRS 1501® (Pennisetum
glaucum L..).

Nesse local foram demarcadas duas &reas amostrais de 5000 m® cada, onde
foram implantadas as culturas que constituiram os tratamentos avaliados. O primeiro

tratamento foi uma cultivar de algoddo-Bt (NuOpal® Bollgard®) e o segundo tratamento
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foi sua isolinha, uma cultivar ndo-Bt (Delta Opal®) de caracteristicas agronémicas
semelhantes a utilizada no primeiro tratamento.

A amostragem foi realizada em maio de 2010, aos 150 D.A.S. (dias apds a
semeadura) e as amostras de solo coletadas em trés repeticdes em cada area, com
auxilio de trado tipo holandés, com 0 a 15 cm de profundidade, que resultou em uma
amostra total de cada cultivar, depois de terem sido reunidas e homogeneizadas. O solo
coletado foi acondicionado em sacos plasticos, no interior de caixa de isopor em
condicdes ambientais (para manutencdo de seu teor de umidade) (Pereira et al. 1996),
conduzido ao Laboratério de Microbiologia e conservado em ambiente refrigerado. Os
tratos culturais padrdo foram adotados com base na boa préatica agricola em todas as
areas, de acordo com recomendacbes de Embrapa (2001) e em ambas as areas nao
houve tratamento com nenhum tipo de fungicida ou inseticida. A semeadura nas duas
areas foi realizada no dia 31 de dezembro de 2009, com uma densidade de 10 a 14
sementes por metro linear, o espacamento entre fileiras foi de 0,90 metros.

As amostras coletadas foram encaminhadas ao Laboratorio de Solos da
Faculdade de Ciéncias Agrarias da UFGD para analise quimica referente a quantidade
dos micro e macronutrientes, pH e para analise fisica granulométrica (Tabela I) e para o
Laboratorio de Bioquimica de Microrganismos e Plantas — LBMP na Universidade
Estadual Julio de Mesquita Filho — UNESP, Campus de Jaboticabal, para as analises
moleculares.

A extracdo do DNA das amostras dos solos foi realizada utilizando FastDNA®
SPIN Kit (Bio 101 — catalogo # 6560-200). O DNA metagendmico, ap0s extraido e
quantificado, foi amplificado em uma reacdo de PCR utilizando primers especificos
fD1: (5>-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e rD1: (5>-AAGGAGGTGATCCAGCC-

3’) que amplificam a regido 16s rDNA. As reag0es de PCRs foram realizadas segundo
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metodologia descrita por Pereira et al. (2006) e Silveira et al. (2006). O produto da PCR
amplificado de ambas as amostras foram clonados no vector pJET1.2/blunt utilizando o
kit de clonagem Clone Jet (Fermentas - catalogo #K1231), e usado para a transformacao
da cepa de Escherichia coli DH5a. Apds o cultivo dos clones transformados, o0 DNA
plasmidial foi isolado por miniprep (Saitou & Nei 1987). O seqlienciamento parcial do
gene 16S rRNA foi realizado segundo metodologia descrita por Pereira et al. (2006) e
Silveira et al. (2006). Cada uma das seqiiéncias clone original foi definida
operacionalmente como uma unidade taxondmica operacional (OTU).

Apb6s 0 sequenciamento das amostras, a imagem do gel foi analisada pelo
programa “Sequencing Analysis 3.4”, que gerou os eletroferogramas das sequéncias. Os
eletroferogramas foram submetidos ao pacote de programas "Phred/Phrap/Consed”
(Gordon et al. 1998), a fim de verificar a qualidade da sequéncia e a presenca de DNA
quimérico. As sequéncias foram comparadas com sequéncias do banco de dados RDP
database (Ribossomal Database Project - http://rdp.cme.msu.edu/) através do programa
Segmath (Dunbar et al. 1999).

Arvores filogenéticas foram construidas oriundos do sequenciamento de 371
sequéncias com o auxilio dos programas ClustalW para alinhamento global das
sequéncias, rodado dentro programa Mega 5.0. Posteriormente, o arquivo alinhado
seguiu para reconstrucdo filogenética, utilizando o método Neighbor-joining , 0 modelo
de substituicdo de nucleotideos utilizado foi Jukes-cantor. Utilizou-se o teste de
filogenia bootstrap rodado 1000 vezes.

Para mensurar o indice de diversidade foram utilizados os indices Simpson’s e
Shannon’s, para mensurar o indice de dominancia foi utilizado o indice Simpson’s; tais

indices foram calculados no software DivEs (Rodrigues 2005).
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RESULTADO E DISCUSSAO

A fim de investigar possiveis efeitos das PGM’s sobre a comunidade bacteriana
do solo, este trabalho avaliou um total de 371 clones parcialmente sequenciados
pertencentes a duas bibliotecas metagénomicas: uma Bt composta por 181 clones e a
outra ndo-Bt composta por 190 clones. As bibliotecas de ambos os tratamentos foram
comparadas com sequéncias do banco de dados RDP database (Ribossomal Database
Project - http://rdp.cme.msu.edu/). Para a comparacgdo das bibliotecas os dados foram
normalizados ja que de um cultivar para o outro apresentou diferencas no nimero de
clones. Na biblioteca Bt, das 181 sequéncias foram detectados 11 filos dentro do
dominio Archaea e Bacteria, destes 7,8% pertenciam ao filo Actinobacteria; 1,1%
Bacteroidetes; 0,5% Chloroflexi; 3% Crenarchaeota; 0,3% Deinococcus-Thermus;
2,7% Euryarchaeota; 3% Firmicutes; 0,3% Gemmatimonadetes; 27,5% Proteobacteria;
0,5% Spirochaetes, 0,8% Thermotogae e 1,3% ndo se agruparam em nenhum filo
(Figura 1). Na biblioteca ndo-Bt foram detectados 13 filos dentro do dominio Archaea e
Bacteria destes 0,3% pertenciam ao filo Acidobacteria; 7,5% ao Actinobacteria; 0,3%
ao Aquificae; 0,3% Bacteroidetes; 0,5% Crenarchaeota; 0,3% Euryarchaeota; 3,5%
Firmicutes; 0,3% Fusobacteria; 0,3% Gemmatimonadetes; 0,3% Planctomycetes;
36,9% Proteobacteria; 0,3% Spirochaetes; 0,3 de Thermotogae; 0,3% ndo se agruparam
em nenhum filo (Figura 2). Nos dois cultivos a maioria das sequéncias observadas
pertencia ao dominio Bacteria, apesar de ter sido detectado a presenca do dominio
Archaea, embora o oligonucleotideo utilizado ser especifico para as bactérias (Tabela
).

Foram realizadas analises das arvores filogenéticas que se p6de determinar em
qual grupo os organismos nado identificados pertenciam e estimar quais 0s grupos mais

abundantes observados em cada solo estudado Deste modo foi feita uma analise dos
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principais grupos encontrados no solo com cultivo de algoddo transgénico e nédo

transgénico (Figura 4 e 5).
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Fig.1- Clones obtido a partir de sequéncias parciais do gene 16S rRNA do solo com cultivo de

algodao Bt.
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Fig. 2 - Clones obtido a partir de sequéncias parciais do gene 16S rRNA do solo com cultivo de

algodédo nao Bt.
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Fig.3 — Clones pertencenes a Proteobactéria, obtido a partir de sequéncias parciais do gene 16 S
rRNA do solo com cultivo de algodédo Bt e ndo Bt.

Tabela | - Caracterizacfes quimicas e fisicas dos solos cultivados com algodoeiro. Dourados,

MS.

Solos com cultivos

Parametros Bt Nao Bt
Argila 76,9 78,5
Areia 11,4 12,5
Silte 11,7 9,0

K 7,6 10,7
P 20,4 24,6
Al 1,6 2,9
Ca 5,2 5,8
Mg 2,3 2,7
H+Al 4,6 5,4
V% 64,5 63,6
T 128,2 149,5
S.B. 82,3 95,7
C% 1,2 1,0
M.O. 20,9 17,2
pH H,O 6,1 6,0
pH CaCl, 5,0 5,2
pH SMP 6,2 6,0
Cu 9,2 6,5
Zn 2,4 1,2
Fe 51,3 22,5
Mn 71,5 55,2

P, Cu, Fe, Zn e Mn- mg/dms;Ca, Mg e H+Al - cmol; K, Al- mmol; M.O - %.
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Tabela Il — Distribuicdo das sequéncias dos clones 16S rRNA observados nos solos Bt e Ndo Bt.

Dominio Archaea/ NUmero de Clones Observados

Bacteria
. Néao

Filo Bt % Bt %

Dominio

Archaea/Bacteria

Acidobacteria 0 0,0 1 0,3
Actinobacteria 29 7,8 28 7,5
Aquificae 0 0,0 1 0,3
Bacteroidetes 4 1,1 1 0,3
Chloroflexi 2 0,5 0 0,0
Crenarchaeota 11 3,0 2 0,5
Deinococcus-Thermus 1 0,3 0 0,0
Euryarchaeota 10 2,7 1 0,3
Firmicutes 11 3,0 13 3,5
Fusobacteria 0 0,0 1 0,3
Gemmatimonadetes 1 0,3 1 0,3
Planctomycetes 0 0,0 1 0,3
Proteobacteria 102 27,5 137 36,9
Spirochaetes 2 0,5 1 0,3
Thermotogae 3 0,8 1 0,3
unclassified_Bacteria 5 1,3 1 0,3
TOTAL 181 48,8 190 51,2

% referente a quantidade do filo dentro do cultivo comparando através de dados normalizados,
obtidos através de comparacdo com RDP database.

Dentre os filos encontrados, Chloroflexi foi encontrado somente no solo Bt e
Planctomycetes somente no ndo-Bt (Tabela I1); esses, segundo Beer et al. (2002) e Liu
et al. (2001), tém sido os filos menos estudados pela pesquisa mundial.

O filo Planctomycetes apresentou 0,3% de ocorréncia no solo ndo Bt (Tabela 1),
tal filo € composto por organismos aerébios, que se dividem por brotamento e é um dos
poucos grupos bacterianos que ndo possui peptidioglicano em sua parede celular.
Apesar de possuir cepas em colecbes de culturas, segundo Griepenburg et al. (1999)
este filo foi pouco obtido a partir de amostras de solo, o que justifica o seu surgimento

em apenas uma das culturas estudadas neste trabalho .

40



Proteobacteria

PI01_BT_16S_F_A09_b_01.ab1___Actinobacteria
PI01_BT_16S_F_A08_.b_02.ab1___Proteobacteria
PIO1_BT_16S_F_A02_.b_02.ab1__ Actinobacteria
PIO1_BT_16S_F_DO02_.b_08.ab1___Proteobacteria
PIO1_BT_16S_F_A06_b_02.ab1__Bacteroidetes
PIO1_BT_16S_F_B01_.b_03.ab1__Crenarchaeota

PI01_BT_16S_F_C12_b_06.ab1__Proteobacteria
PI01_BT_16S_F_C07_.b_05.ab1__Proteobacteria
PI01_BT_16S_F_F02_b_12.ab1__Actinobacteria
PLO2_16S_BT_C09_b_05.ab1_Firmicutes
PLO2_16S_BT_E11_b_09.ab1__Proteobacteria

Proteobacteria

PI01_BT_16S_F_A01_.b_01.ab1__Proteobacteria
PI01_BT_16S_F_H04_.b_16.ab1___Actinobacteria
PIO1_BT_16S_F_CO05_b_05.ab1__ Actinobacteria
PIO1_BT_16S_F_G05_.b_13.ab1__Proteobacteria
PIO1_BT_16S_F_H02_b_16.ab1__Proteobacteria
PIO1_BT_16S_F_H03_.b_15.ab1___Firmicutes

7 PIO1_BT_16S_F_HO01_b_15.ab1__Proteobacteria
100
55 = PL02_16S_BT_B09_.b_03.ab1__Proteobacteria
0 PL02_16S_BT_F01_b_11.ab1__Spirochaetes
89 PIO1_BT_16S_F_D05_b_07.ab1__Bacteroidetes

100

7
u PLO2_16S_BT_G02_.b_14.ab1__unclassified_Bacteria

e PIO_BT_16S_F_B12_b_04.ab1_Bacteroidetes
PIO_BT_16S_F_H12_b_16.ab1__Firmicutes
1o Actinobacteria
—33: Proteobacteria

100

PLO2_16S_BT_G04_b_14.ab1__Protecbacteria
PIO1_BT_165_F_D06_b_08.ab1__Chlorofiexi

Firmicutes

PIO1_BT_16S_F_F11_b_11.ab1__Thermotogae
PI01_BT_165_F_A10_.b_02.ab1__Proteobacteria

33 [ PI01_BT_16S_F_B07_b_03.ab1_Crenarchacota
Wl PLO2 16S_BT_E12_b_10.ab1_Proteobacteria

PI01_BT_16S_F_A07_b_01.ab1__Actinobacteria
PLO2_16S_BT_H01_b_15.ab1_ Acidobacteria
PLO2_16S_BT_H02_b_16.ab1__Euryarchaeota
= PLO2_16S_BT_H03_b_15.ab1__Spirochaetes

B8 PLO2_16S_BT_G01_.b_13.ab1__Deinococcus-Thermus
PI01_BT_16S_F_C01_.b_05.ab1__Actinobacteria
PI01_BT_16S_F_C10_.b_06.ab1___ Gemmatimonadetes
PI01_BT_16S_F_F12_.b_12.ab1_ Bacteroidetes
PLO2_16S_BT_B11_b_03.ab1_Acidobacteria
PI01_BT_16S_F_D12_.b_08.ab1___ Actinobacteria
PIO1_BT_16S_F_B05_.b_03.ab1___ Proteobacteria
PI01_BT_16S_F_D03_.b_07.ab1__Proteobacteria
PLO2_16S_BT_C11_.b_05.ab1_Acidobacteria

Proteohacteria

100 1 PLO2_16S_BT D06 _.b_08.ab1__ Crenarchaeota
PLO2_16S_BT_C05_.b_05.ab1__Proteobacteria
PLO2_16S_BT_C12_.b_06.ab1_Proteobacteria
PLO2_16S_BT_DO08_.b_08.ab1_Proteobacteria
PLO2_16S_BT_G03_.b_13.ab1__Euryarchaeota
PLO2_16S_BT_A07_.b_01.ab1__Proteobacteria
PL02_16S_BT_HO7_.b_15.ab1__Actinobacteria

PL02_16S_BT_E06_b_10.ab1_Actinobacteria

L @ PL02_16S_BT_F12_.b_12.ab1__Chioroflexi
100 PI01_BT_16S_F_H05_.b_15.ab1__Actinobacteria

PLO2_16S_BT_A06_.b_02.ab1__Actinobacteria
PL02_16S_BT_G05_.b_13.ab1__Proteobacteria
PLO2_16S_BT_H08_b_16.ab1__Euryarchaeota
PLO2_16S_BT_GO8_b_14.ab1__Proteobacteria
PL02_16S_BT_H05_b_15.ab1__Euryarchaeota
PLO2_16S_BT_A08_.b_02.ab1__Crenarchaeota

100

PL02_16S_BT_H06_.b_16.ab1__Euryarchaeota
PL02_16S_BT_A04_b_02.ab1__Crenarchaeota
PL02_165_BT_CO03_b_05.ab1_Euryarchaeota
PL02_16S_BT_G06_b_14.ab1__Actinobacteria
PL02_16S_BT_H12_b_16.ab1__Crenarchaeota
PL02_16S_BT_D09_.b_07.ab1_Actinobacteria
PLO2_16S_BT_DO03_.b_07.ab1__unclassified_Bacteria
PLO2_16S_BT_G09_.b_13.ab1__unclassified_Bacteria
PLO2_16S_BT_C02_.b_06.ab1__Crenarchaeota

—
005

Fig. 4- Arvore filogenética demonstrando a relacio filogenética entre seqiiéncias obtidas pelo
método de sequenciamento parcial do gene 16S do solo Bt.
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a4
a9
El} pl02_16S_NOBT_FO07_.b_11.ab1__Thermotogae
e pl02_16S_NOBT_DO09_.b_07.ab1__Actinobacteria
pI02_16S_NOBT_AO1_.b_01.ab1__Euryarchaeota
EE] PI0O1_NO_BT_16S_F_C04_.b_06.ab1__Firmicutes
5 Proteabacteria
pl02_16S_NOBT_EO5_.b_09.ab1__Proteobacteria
a9 pI02_16S_NOBT_DOS5_.b_07.ab1__Actinobacteria
&= pI02_16S_NOBT_D10_.b_08.ab1__Protecbacteria
F plO2_16S_NOBT_F11_.b_11.ab1__Firmicutes
38 pI02_16S_NOBT_HO07_.b_15.ab1__Firmicutes
82 PI01_NO_BT_16S_F_DO08_.b_08.ab1_Actinobacteria
® Protecbacteria

PIO1_NO_BT_16S_F_CO08_.b_06.ab1_Fusobacteria
pI02_16S_NOBT_H11_.b_15.ab1__Firmicutes
PI01_NO_BT_16S_F_DO07_.b_07.ab_Acidobacteria
PI01_NO_BT_16S_F_C12_.b_06.ab_Proteobacteria
PI01_NO_BT_16S_F_HO03_.b_15.ab1_Proteobacteria

Pratenbactsria
plO2_16S_NOBT_BO9_.b_03.ab1__Actinobacteria
PIO1_NO_BT_16S_F_E06_.b_10.ab1_Proteobacteria

EE]

a9
Ei’—‘— pI02_16S_NOBT_EO03_.b_09.ab1__Spirochastes

PIO1_NO_BT_16S_F_F07_.b_11.ab1_Gemmatimonadetes
PIO1_NO_BT_16S_F_G06_.b_14.ab1_Proteobacteria
pl02_16S_NOBT_E08_.b_10.ab1__Proteobacteria

ag

EE]

pl02_16S_NOBT_E11_.b_09.ab1__Bacteroidetes.
PIO1_NO_BT_16S_F_D10_b_08.ab1:_Protecbacteria

pIO2_16S_NOBT_CO02_.b_06.ab1__Proteobacteria

EE]
PIO1_NO_BT_16S_F_G10_.b_14.ab1_Aquificae

PIO1_NO_BT_16S_F_E09_.b_09.ab1_Planctomycetes

pl02_16S_NOBT_DO2_.b_08.ab1__Protecbacteria
Protecbactenia
pI02_16S_NOBT_C04_b_06.ab1__Firmicutes
PIO1_NO_BT_16S_F_E10_b_10.ab1_Proteobacteria

Proteobacteria

Protecbacteria

Praotecbacteria

pI0Z_16S_NOBT_HOZ_.b_16.ab1__Protecbacteria
pl02_16S_NOBT_H03_b_15.ab1__Crenarchaeota

pl0Z_16S_NOBT_GO03_.b_13.ab1__Actinobacteria

pI02_16S_NOBT_A10_b_02 ab1__Proteobacteria

<i—|j PIO1_NO_BT_16S_F_H09_b_15.ab1_Protecbacteria
ES] PIO1_NO_BT_16S_F_F09_b_11.ab1_Actinobacteria

PIO1_NO_BT_16S_F_B09_.b_03.ab1_Proteobacteria

PIO1_NO_BT_16S_F_A11_b_01.ab1_Actinobactenia
PIO1_NO_BT_16S_F_C10_b_06.ab1_Proteobacteria

Actinobacteria
PIO1_NO_BT_16S_F_F12_b_12 ab1_unclassified_Bacteria

Firmicutes

PI01_NO_BT_16S_F_F02_b_12.ab1_Actinobacteria
PIO1_NO_BT_16S_F_F04_.b_12.ab1_Proteobacteria

Protecbacteria

plO2_16S_NOBT_CO06_.b_06.ab1__Proteobacteria
plIO2_16S_NOBT_BOS_.b_04.ab1__Proteobacteria
89 PIO1_NO_BT_16S_F_AO1_.b_01.ab1_Protecbacteria
33 pI02_16S_NOBT_F02_.b_12.ab1__Actinobacteria
99 pl0Z_16S_NOBT_C11_.b_05.ab1__Actinobacteria
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Fig. 5- Arvore filogenética demonstrando a relacdo filogenética entre seqiiéncias obtidas
método de sequenciamento parcial do gene 16S do solo Néo Bt.

pelo
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O filo Chloroflexi apresentou 0,5% de ocorréncia no solo Bt (Tabela I1),este filo
é constituido de organismos heterotroficos, aerdbios, filamentosos e, apesar de serem
encontrados nos solos, pouco se sabe sobre a funcdo que exercem; estes possuem uma
alta diversidade de fenotipos mesmo entre os poucos isolados que tém sido cultivados
(Rappé & Giovannoni 2003).

O filo Deinococcus-Thermus apresentou ocorréncia de 0,3% e teve ocorréncia
apenas em solo com plantio Bt (Tabela 1l) este filo é bem conhecido devido sua
resisténcia aos raios UV, dessecacdo, radiacdo ionizante, a agua oxigenada e a outros
agentes que danificam o DNA. Esta resisténcia se deve a uma alta eficiéncia no sistema
de reparo do DNA. Existe um grande interesse neste filo em relagcdo a biorremediacao
de sitios contaminados com radiacdo e produtos quimicos toxicos e tambem devido a
producdo de uma série de enzimas termoestaveis de importancia biotecnolégica, como
por exemplo, a Taq polimerase (Minton 1994; Battista 1997; Ferreira et al. 1997; Brim
et al. 2000).

Dentre os filos observados somente em solos com plantio de algoddo nao-Bt
estdo Acidobacteria, Aquificae e Fusobacteria, tais filos apresentaram 1% de ocorréncia
(Tabela I1). O filo Acidobacteria serve como indicativo da condi¢do nutricional do solo
com baixo potencial de crescimento (Smit et al. 2001). Este filo costuma ser bastante
numeroso na maioria dos solos (Kuske et al. 1997;. Nogales et al. 1999;. Felske et al.,
2000), no entanto, neste trabalho somente foi registrado na biblioteca ndo-Bt e mesmo
assim somente um clone deste foi encontrado, o que corrobora com trabalho de
Kishimoto & Tano 1987 e Sait et al 2002. O filo Aquificae constitui a linha evolutiva
mais antiga entre as bactérias, engloba organismos gram-negativos autotréficos; tais
organismos sdo estritamente termofilicas com crescimento 6timo geralmente acima de

65 °C (Deckert et al.1998; Reysenbach 2001; Huber & Eder 2002) o que justifica seu
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surgimento apenas no cultivar N&o-Bt ja que tal area estudada ndo possui temperatura
adequada para seu crescimento e desenvolvimento. Em termos do seu metabolismo, a
maioria das espécies do filo Aquificae é hidrogénio-oxidantes e utilizam o hidrogénio
como o doador de elétrons Unico e oxigénio como receptor de elétrons (Reysenbach
2001; Huber & Eder 2002). Alternativamente, tiossulfato ou enxofre também podem ser
usados como fontes de energia devido a sua termoestabilidade, muitas das enzimas
resultantes de seu metabolismo s@o de interesse para aplicagdes industriais e
biotecnoldgicas (Huber & Stetter 1998; Van den Burg 2003).

Em relacdo aos filos encontrados em ambas as culturas, o filo Proteobacteria foi
0 que obteve um maior nimero de clones seguido por Actinobacteria e Firmicutes
apresentando 27,5% Bt e 36,9% néo Bt, 7,8% Bt e 7,5% nao Bt e 3,0% Bt e 3,5% nao-
Bt, respecticamente (Tabela Il). O filo Proteobacteria foi desmembrado em classe dos
quais foram encontrados nos solos estudados Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Episilonproteobacteria (Figura 3). Este
filo € um dos maiores e mais variados dentre os filos de bactérias cultivadas,
apresentando uma grande diversidade morfoldgica e metabolica. Devido a tais
caracteristicas, ocorre em diversos ambientes (Hugenholtz et al.1998; Dunbar et al.
1999; Smit 2001) o que caracteriza 0 aparecimento em ambas as culturas. O resultado
deste trabalho corrobora com Lee et al. (2011) que, analisando o efeito de Zoysia Grass
geneticamente modificada sobre a comunidade bacteriana do solo, também obteve o filo
Proteobacteria como um dos filos mais abundantes dentre as culturas avaliadas. Outros
trabalhos como de Janssen (2006) também obtiveram tal filo como mais abundante. Este
filo também foi dominante em amostras de solo da Mata Atlantica (Faoro et al. 2010). E
em comparacdo com a linhagem Acidobacteria, que em varios trabalhos sdo relatados

como um dos filos de maior abundancia, o filo Proteobacteria ¢ mais estavel e ndo
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parecem diferir em resposta a rotacdo de lavoura, colheita e tipo de cultura o que
corrobora com o fato de que Acidobacterias néo ter tido grande presenca neste trabalho.
Resultados semelhantes foram observados por Val-Moraes et al. (2009) sugerindo que a
razdo entre o nimero de Proteobactérias serve como indicativo da condic¢do nutricional
do solo, pois possui um alto potencial de crescimento.

O filo Actinobacteria foi o segundo filo que teve maior ocorréncia nos dois
cultivares de algoddo 7,8% Bt e 7,5% N&o Bt (Tabela I1). Os Actinomicetos sé&o
amplamente distribuidos na natureza, habitando principalmente o solo. Estes possuem
importantes compostos bioativos de alto valor comercial (Oskay et al. 2004). O filo
Actinobacteria € um grupo, também conhecido por Bactérias gram-positivas de elevado
conteddo G+C, é constituido por organismos cujo teor de G+C do DNA ¢é superior a
50-55. Os membros deste grupo sdo procariotas com uma enorme diversidade
morfologica, desde cocos, a bastonetes regulares ou irregulares, e hifas ramificadas.
Nenhuma destas bactérias produz enddsporos verdadeiros, embora muitas formem
esporos assexuados e algumas tenham ciclos de vida complexos. As paredes celulares
apresentam consideravel variacdo na sua composi¢cdo quimica, em particular no
peptidoglicano (Janssen et al. 2002). Este filo é considerado muito importante, devido a
sua caracteristica de producéo de diversos antibiéticos e deste modo podem controlar
diversos grupos bacterianos (Keller & Zengler 2004) o que sugere que este filo tenha
inibido o desenvolvimento de outros filos neste estudo.

Os filos Proteobacteria e Actinobacteria estdo relacionados com o ambiente
solo e, consequentemente, sdo menos afetados por alteraces no metabolismo das
plantas e liberacdo de nutrientes no ambiente rizosférico (Gomes et al. 2001; Araujo et
al.2002;. Salles et al. 2006) com isso explica o aparecimento de ambos os filos em

maior abundancia em ambas as culturas estudadas.
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O filo Firmicutes foi o terceiro filo que possui maior ocorréncia em ambos
cultivares, 3% Bt e 3,5% ndo Bt (Tabela Il), este filo também conhecido por Bactérias
gram-positivas de baixo contelido G+C, € constituido por organismos cujo teor de G+C
do DNA é inferior a 50. A maioria destes organismos € gram-positiva e heterotrofica.
Os micoplasmas encontram-se também incluidos neste grupo apesar de ndo possuirem
parede celular e (consequentemente) reagirem como gram-negativas. Este grupo
apresenta uma consideravel diversidade morfoldgica (cocos, bastonetes lineares,
espirilos e formas pleomérficas, no caso dos micoplasmas). Alguns membros formam
endosporos tais como as Bacillus thuringiensis (Ahmad et al. 2000) bactéria da qual o
gene foi implantado na planta relatada neste trabalho.

Foi detectada a presenca do dominio Archaea em ambos os cultivos, este
dominio tém sido, na sua maioria, isoladas de habitats extremofilos e possuem
geralmente um metabolismo quimioautotréfico. As Archaea dividem-se em dois filos,
com base nas suas sequéncias de rRNA: o filo Euryarchaeota e o filo Crenarchaeota.

Nos respectivos solos, pbdde-se observar também a existéncia de alguns
microrganismos que nao foram classificados e nem se agruparam a nenhum filo
bacteriano 1,3% Bt e 0,3% Nao Bt, estes segundo Ward (2003) indicam possibilidade
de serem novos filos incultivaveis pertencentes ao Dominio Bacteéria.

Com relagdo aos indices de diversidade avaliados, Shannon’s e Simpson’s,
ambos apresentaram-se maior na cultura Bt do que na ndo-Bt (Tabela I11). Este se deve
pelo fato que na analise de diversidade de Shannon’s referir-se a termos de abundancia,
entre as espécies desta area, uma vez que 0 maximo de diversidade em uma amostra que
pode ser obtida com este indice é a condi¢cdo onde todas as espécies sdo igualmente
abundantes (Stiling 1999). Ja o indice de Simpson’s caracteriza que na area Bt, a

dominancia de poucas espécies é maior, ou seja, como este indice valoriza as espécies
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abundantes em detrimento das espécies raras, pode-se afirmar que o nimero de espécies
abundantes no cultivar Bt &€ maior que no ndo Bt, onde as espécies raras ocorrem em
maior nimero. Em relagdo ao indice de dominancia de Simpson’s, 0 solo ndo Bt

apresentou-se maior por possuir um nimero maior de filos (Tabela I11).

Tabela 111 - indices de Shannon’s e Simpson’s de ambos cultivares expresso em porcentagem.

Indice de diversidade =~ Dominancia

Shannon’s Simpson’s Simpson’s
Bt 0,6625 0,6481 0,3519
N&o Bt 0,4454 0,4557 0,5443

Todos os parametros avaliados neste trabalho ndo apresentam efeito especifico
das PGM’s sobre as populacGes de bactérias do solo. Ambos os cultivos apresentaram
alguns filos que ndo se apresentaram no outro, tendo sido encontrado Acidobacteria,
Aquificae, Fusobacteria, Planctomycetes no cultivo ndo Bt e Chloroflexi e
Deinococcus-Thermus no cultivo Bt (Figura 1 e 2), apesar destes filos estarem presentes
em um e ndo no outro cultivo, o nimero representativo de cada um destes filos ndo sdo
considerados significativos e assim ndo deve ser atribuido como um impacto e nem
como favorecimento de espécies, pois a comunidade bacteriana em um ambiente é
dindmico, possui flutuacbes e sucessbes o tempo todo (Jung 2007). Deste modo,
avaliacGes de impacto de culturas transgénicas sobre estes microorganismos podem
apresentar variacbes em relacdo a outras caracteristicas que nem sempre estdo
associadas ao cultivo de PGM’s, mas sim a fatores ambientais, COmo temperatura e
umidade, por exemplo. Diferencas naturais entre as amostras, ao invés de efeitos das
plantas geneticamente modificadas foram sugeridas como as principais causas de
variacdo por alguns estudos anteriores (Heuer et al 2002;. Blackwood & Buyer 2004;

Fang et al. 2005).
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Widmer (2007) em sua revisdo sobre os efeitos de culturas transgénicas para as
comunidades microbianas do solo concluiu que os fatores ambientais ou o tipo de
cultura, frequentemente, tem maiores efeitos sobre as caracteristicas microbiolégicas do
solo do que os tratamentos transgénicos propriamente ditos, e que os efeitos relatados
sdo restritos a rizosfera das plantas transgénicas e permanecem apenas no periodo em
que elas se encontram presentes.

Corroborando com os resultados encontrados neste trabalho outros estudos com
plantas transgénicas também ndo detectaram efeitos significativo de tais culturas
(Chiarini et al. 1998; Min et al. 2005). Schmalenberger & Tebbe 2002 ndo encontraram
diferencas significativas na comunidade bacteriana do solo com cultivo de milho
resistente a herbicida e sua isolinha ndo transgénico de acordo com a técnica 16S rDNA
PCR- SSCP (Single-strand conformation polymorphism). Lottmann et al. (2000) nao
detectaram diferencas na comunidade bacteriana na rizosfera com plantio de batata
transgénica comparando com o tipo selvagem através da técnica de eletrofore em gel
com gradiente desnaturante DGGE.

Li et al. (2011) avaliou o impacto do algoddo transgénico resistente a insetos
crylAc durante trés anos de cultivos consecutivos e descobriu que ao longo prazo o
plantio de algodéo transgénico ndo tem efeito significativo adversos ou de outra forma
sobre os microrganismos do solo. Qualquer efeitos referente ao algoddo transgénico
foram referentes as variagdes sazonais, 0 que sugere que as diferencas sdo
insignificantes em comparagdo com variacdo de fundo natural.

Trabalhos como o de Shen et al. (2006) que ndo encontrou efeitos significativos
do algoddo Bt na diversidade microbiana do solo, e o de Saxena & Stotzky (2001), ndo
encontraram alteragdes nos nimeros de bactérias aerdbias e fungos devido a presenca da

proteina CrylAb nos exsudatos radiculares de milho e durante a decomposicdo dos
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tecidos reforcam o resultado da presente pesquisa que o algoddo Bt ndo apresentou
diferencas significativas sobre a populacdo de bactérias do solo em ambos os cultivares
estudados em condicOes de campo.

Porém, outros estudos como de Donegan et al. (1995) observaram que dois
hibridos de algoddo, que expressam a endotoxina de B. thuringiensis, causaram
aumento nos niveis de bactérias totais e populacdes fungicas em relacdo aos outros
tratamentos, sendo também detectadas mudancas na composicdo da comunidade
bacteriana. No entanto, Rui et al. (2005) observaram maior nimero de bactérias
funcionais associadas as raizes do algoddo convencional do que na rizosfera de
variedades de algoddo transgénico (NuCOTN99 (Bt) e SGK321 (Bt + CpTl)).

Em estudo com mamao transgénico resistente a virus, foram observados
aumentos significativos no nimero de bactérias, actinomicetos e fungos no solo, em
relacdo ao solo de mamé&o convencional (Wei et al. 2006). Dunfield et al. (2001)
observaram que a diversidade funcional e composi¢do da comunidade microbiana da
rizosfera de uma variedade transgénica de canola (Brassica napus) tolerante a herbicida,
foram diferentes da variedade convencional.

Alguns autores, tais como Dunfield & Germida (2003, 2004), revelam que
quando existe a presenca de algum tipo de efeito das PGM’s sobre tais organismos do
solo tal efeito é considerado temporario e transitorio, pois desaparece com a remocao da
cultura do campo.

A questdo recorrente: se as culturas PGM possuem alguma ou nenhuma
influéncia substancial sobre a comunidade bacteriana do solo, nunca é uma pergunta
facil de responder, deste modo monitoramento continuo e sistematico de tais efeitos
utilizando diferentes abordagens seria ideal para responder a tal pergunta com

confianca.
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CONCLUSAO
No presente estudo ndo foram observados diferencas significativas entre o0s
cultivares transgénicos e ndo transgénicos, apesar das bibliotecas terem apresentado
alguns filos diferentes do qual foi encontrado em uma e ndo em outra, no entanto as
causas para essas diferencas podem ser atribuidas as condi¢cbes ambientais e estruturais

do solo e, ndo propriamente, ao efeito da transgenia.
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