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RESUMO

A drea plantada com culturas transgénicas cresceu rapidamente
desde a primeira liberacdo comercial em 1996, sendo Brasil o segundo
pais com maior drea plantada com este tipo de lavouras. Nas plantas
transgénicas, hd expressao constitutiva das proteinas recombinantes, que
sdo liberadas no ambiente da rizosfera, através dos exsudatos da raiz, ou
através da decomposi¢do dos residuos de colheita. Dessa forma, os
microrganismos da rizosfera, como os fungos micorrizicos arbusculares,
entram em contato com aquelas proteinas. A presente pesquisa avaliou
os efeitos da transgenia sobre o desenvolvimento da simbiose e sobre a
diversidade dos FMA em cinco gendtipos de milho: um um crioulo, dois
hibridos convencionais (DKB 240 e Férmula) e dois transgénicos (DKB
240 VT-Pro e Férmula TL). Para avaliar o desenvolvimento da
simbiose, realizaram-se dois ensaios independentes, o primeiro durante
os meses de maio a julho de 2013 e o segundo durante os meses de
fevereiro a abril de 2015. As plantas de milho foram inoculadas com
Rhizophagus clarus (Rc) e Gigaspora margarita (Gm) e comparadas
com plantas sem inoculagdo. Foram avaliadas a porcentagem de
colonizacdo, nimero de esporos, teor e acimulo de fésforo e biomassa
vegetal, 30 e 60 dias apds a inoculacdo. Nao houve efeitos consistentes
da transgenia sobre nenhuma das varidveis estudadas, porém a espécie
de FMA e o genétipo de milho influenciaram o desenvolvimento da
simbiose. O genétipo Férmula (isolinha e transgénico), apresentou
resposta negativa a inoculagdo, com um decréscimo médio de 29% na
biomassa e 30% no teor de P das plantas inoculadas com Rc. Por outro
lado, o milho crioulo apresentou resposta positiva, com aumento médio
de 17% e 14% nas mesmas varidveis. O gendtipo DKB apresentou
efeitos negativos, positivos e neutros. Posteriormente, em experimento
realizado a campo, avaliamos a diversidade de FMA associada a
rizosfera de plantas de milho crioulo, o hibrido convencional DKB 240 e
o transgénico DKB 240 VT-Pro. O desenho foi de blocos inteiramente
casualizados, com seis repeticdes. As coletas foram realizadas antes da
instalacdo do experimento (linha base para comparagdo), e em trés
estagios fenoldgicos da cultura, vegetativo (V3), durante a formagao das
flores (R1) e durante a formagao dos graos (R3). As avaliacdes foram



realizadas mediante identificacdo morfoldgica dos esporos e pela
amplificacdo parcial do gene 28S rDNA, com posterior separacdo dos
amplicons mediante electroforese em gel com gradiente denaturante
(DGGE), a partir de amostras de solo e de raiz. A andlise dos dados foi
realizada utilizando o indice de similaridade de Sgrensen e a anélise de
varidncia multivariada ndo paramétrica (PERMANOVA). Foram
identificadas 20 espécies de FMA com os géneros Acaulospora, Glomus
e Dentiscutata, apresentando o maior nimero de espécies. Nao houve
diferencas na composi¢do da comunidade de FMA entre os gendtipos
testados, assim como também ndo foram detectadas diferencas causadas
pela transgenia. Por outro lado, as comunidades de FMA estiveram
influenciadas pelo estidgio fenolégico do milho, sendo que, tanto nas
comunidades do solo, como nas da raiz, houve maior similaridade entre
os estdgios adjacentes e as diferengas aumentaram com o passar do
tempo. O maior indice de similaridade (47% e 43% respectivamente) foi
observado entre o estdgio V3 e R1.

Palavras-chave: Colonizacdo micorrizica, DGGE, composi¢ao da
comunidade de FMA.



ABSTRACT

Surface with genetically modified (GM) crop's has grown rapidly
since their first commercial release in 1996, and Brazil has the second
largest area with those plants. The constitutive expression of
recombinant proteins in GM plants leads to their release into the
rhizosphere environment through root exudates, or by residue
decomposition. Thus, rhizosphere microorganisms, such as arbuscular
mycorrhizal fungi (AMF), come in contact with those proteins. This
study evaluated the development of symbiosis and AMF diversity in
five maize genotypes: one landrace, two conventional hybrids (DKB
240 and Formula) and two GM hybrids (DKB 240 VT-Pro and Formula
TL ). Symbiosis response was evaluated in two separate experiments:
one from May to July 2013 and other, from February to April 2015.
Plants were inoculated with Rhizophagus clarus (Rc) and Gigaspora
margarita (Gm) and compared to plants without inoculation. We
evaluated the percentage of colonization, spore number, phosphorous
accumulation and plant biomass 30 and 60 days after inoculation. There
were no consistent effects of GM crops on any of the variables analized,
but AMF species and maize genotype, affected the symbiosis
development. Formula genotype (isoline and GM), had a negative
response to inoculation, with an average decrease of 29% in biomass,
and 30% in P content in plants inoculated with Rc. On the other hand,
the maize landrace showed a positive response, with an average increase
of 17% and 14% in the same variables. DKB genotype showed negative,
positive and neutral effects.

Afterwards, an experiment was carried out in field conditions to
assess AMF community composition associated with rhizosphere of
landrace, conventional hybrid (DKB 240) and GM maize plants (DKB
240 VT-pro). The experimental design was a completely randomized
block design with six replications. Samples were collected before the
experiment installation (baseline for comparison), and in three
phenological stages, vegetative (V3) during flower formation (R1), and
during grain formation (R3). The evaluations performed in soil and root
samples were spore morphological identification and partial
amplification of the 28S rDNA gene, with subsequent separation of



amplicons by denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE). Data
analysis was performed using the Sgrensen similarity index and non-
parametric multivariate-ANOVA (PERMANOVA). We identified 20
AMF species, and Acaulospora, Glomus and Dentiscutata were the
genera with the highest number of species. There were no differences in
AMF community composition among genotypes, meotjer dofferemces
sie tp GM. However, AMF communities were influenced by
phenological stage. Band patterns were different in all stages in both soil
and root communities, differences were smaller between adjacent stages
and were increasing over time. The greater similarity (47% and 43%
respectively) was found between stages V3 and R1.

Key words: Arbuscular mycorrhizal colonization, DGGE, AMF
community composition.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Durante a dtltima década a drea plantada com culturas
transgénicas no mundo cresceu de forma acelerada, alcancando, em
2015, um total de 200 milhdes de hectares. O Brasil € o segundo pais
com maior drea plantada com estas culturas, sendo as principais soja,
milho e algoddo. O milho é um dos alimentos primordiais da dieta atual,
sendo uma das principais fontes energéticas nos paises com menor
ingresso per capita e, portanto, um componente fundamental da
seguranca alimentar de milhdes de pessoas no mundo.

Apesar do acelerado crescimento da drea plantada com este tipo
de culturas, ainda sdo pouco estudados os impactos ambientais,
econdmicos e culturais que sua liberacdo comercial pode causar. Quanto
ao meio ambiente, uma das principais preocupagdes sdo os efeitos que
as plantas transgé€nicas podem ter sobre os organismos ndo alvo e os
efeitos da introdug@o dos transgenes e das proteinas recombinantes nos
ecossistemas.

A transgenia implica a insercdo de sequéncias quiméricas de
DNA, isto é, de sequéncias compostas por partes do genoma de
organismos diferentes, geralmente de virus e de bactérias, além das
sequencias de interesse. Os efeitos que esses transgenes possam ter,
sobre o meio ambiente e a saide humana precisam ser estudados de
forma rigorosa pela comunidade cientifica (NODARI e GUERRA,
2000). Grande parte dos estudos avaliando a seguranca das plantas e dos
alimentos transgénicos baseia-se no conceito de “equivaléncia
substancial”, que diz que “se um alimento novo € substancialmente
equivalente em composicdo e caracteristicas nutricionais, ele pode ser
considerado tdo seguro quanto o alimento convencional” (SOT, 2003).
Porém, esse conceito ndo da resposta a todas as questdes referentes a
seguranca das plantas geneticamente modificadas, por exemplo, ndo
considera que o cultivo dessas plantas causa a introdu¢do dos transgenes
no ecossistema e, portanto, a interacdo deles com outros organismos,
incluindo aqueles mais distantes na cadeia tréfica. Além disso, 0
conceito de equivaléncia substancial estd em desacordo com o
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“principio de precaugdo” proclamado no Protocolo de Cartagena (2000)
o qual, ante produtos ou tecnologias que possam representar riscos a
saide humana ou ao meio ambiente, exorta a adoc@o de medidas
protetoras, mesmo na auséncia de evidéncia cientifica sobre os riscos.

A expressdo constitutiva das proteinas recombinantes conduz a
introdugdo dessas proteinas no ambiente do solo, aonde sdo liberadas
nos exsudatos da raiz. A rizosfera, ou drea adjacente a raiz é uma das
zonas metabolicamente mais ativas do solo, os exsudatos liberados pelas
plantas sdo aproveitados por milhdes de microrganismos que habitam
essa regido e que atuam em processos ecossistémicos fundamentais,
como a ciclagem de nutrientes e a estruturacdo do solo. Dentre esse
conjunto de microrganismos associados a rizosfera das plantas, um
grupo de fungos recebe particular atencdo. Sdo os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), os quais, além de crescerem e se desenvolverem na
rizosfera, colonizam a zona cortical das raizes gerando uma intrincada
rede de interconexdes entre as plantas. Os FMA translocam nutrientes as
raizes e recebem carbono em troca, sendo essa a tnica fonte de energia
que usam para o seu crescimento, por essa razdo desenvolvem relacdes
mutualisticas com as plantas que colonizam. Os FMA ndo s6
contribuem com a nutri¢do das plantas, também estdo relacionados com
efeitos benéficos na protecdo contra estresses de cardter bidtico, como o
ataque de patégenos ou herbivoros, e abidticos como o estresse hidrico.
Estudos avaliando os efeitos dos cultivos transgénicos sobre os
organismos do solo e em particular sobre as micorrizas arbusculares ndo
sdo conclusivos, mostrando resultados divergentes, que parecem estar
relacionados com o tipo de inserto transgénico, a fase fenoldgica da
planta e as condi¢des ambientais. Sendo o Brasil um pais com tdo ampla
produgdo de culturas transgénicas e, simultaneamente, com uma enorme
diversidade bioldgica, sdo escassos os estudos avaliando a interacdo
entre plantas transgénicas e os FMA, e dada essa lacuna de
conhecimento, o presente estudo avaliou os efeitos de vérios genétipos
de milho transgénicos sobre o desenvolvimento da simbiose micorrizica
e sobre a diversidade dos FMA associados a essas plantas, com a
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intencdo de aportar elementos de discussdo ao debate sobre a seguranca
das culturas transgénicas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do milho

O milho € um dos graos mais importantes na atualidade, sendo usado
na alimentacdo humana e animal e na producdo de etanol para
combustivel. E uma das principais fontes de proteina e carboidratos para
alimentacdo humana, sendo a terceira cultura alimentar mais importante
do mundo, atrds do arroz e do trigo, junto aos quais participa no
suplemento do 42% das calorias e 37% das proteinas da dieta humana.
Em alguns paises da América Latina e Africa é a principal fonte proteica
da populacdo de mais baixa renda (REEVES; THOMAS; RAMSAY,
2016).

A domesticagdo de plantas da familia Poaceae, que resultaram nos
cereais, ocorreu ha aproximadamente dez mil anos, sendo que no caso
do milho, a domesticacdo data de aproximadamente sete mil anos,
quando comunidades de Mesoamérica comegaram a utilizar, consumir e
domesticar uma graminea do género Zea, o teosinto (MURPHY, 2007).
Desde entdo, tem acontecido uma grande diversificacdo genética da
espécie em razdo do manejo e uso que as diferentes populacdes humanas
deram a essa cultura, gerando o que hoje é definido como variedades
crioulas de milho. Uma variedade crioula possui uma origem histdrica,
distingue-se fenotipicamente de outras variedades, frequentemente
contem maior diversidade genética por ser produto de polinizagdo aberta
e ndo tem sido submetida a melhoramento genético formal. Além disso,
e talvez de maior importancia, uma variedade crioula estd adaptada as
condigdes locais e estd fortemente associada a um sistema de produgdo
camponés (VILLA et al., 2005). Variedades crioulas sdo a fonte de
caracteres que os melhoristas usam para produzir os milhos hibridos,
que sdo o produto de linhas puras, cruzadas de maneira controlada. Os
hibridos geralmente possuem um fenétipo homogéneo, mas suas
sementes ndo produzem, necessariamente, plantas com as mesmas
caracteristicas (MAIZE PROJECT, 2016). Atualmente sao cultivadas no
mundo mais de 2500 variedades comerciais, dentre as quais os hibridos
dominam o mercado de sementes (REEVES; THOMAS; RAMSAY,
2016).
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A drea mundial plantada com milho é de 185 milhdes de ha, com
uma produgdo total de 972 milhdes de toneladas (USDA, 2015). O
Brasil € o terceiro maior produtor de milho no mundo, com 84
milhdes de toneladas durante o ano agricola de 2015/2016, a maior
safra de milho na histéria do pais. Essa cultura ocupa um total de
15,5 milhdes de ha, se configurando como a segunda cultura com
maior importancia no mercado nacional, depois da soja (BRASIL,
2016). Cerca de 60% do milho consumido no pais € destinado a
elaboracdo de ra¢do animal; o consumo para alimentacdo humana
ocupa o segundo lugar, com aproximadamente 30% do consumo
interno, e a producdo de etanol estd em terceiro lugar, com
aproximadamente 10% do consumo nacional. O pafs ndo produz s6
para abastecer seu mercado interno; no mercado mundial o Brasil
situa-se como pafs exportador de grdos, movimentando anualmente
mais de 28 milhdes de toneladas de milho, fato que o consolida
como o segundo pais com maior volume de exportacdo desse
cereal (CONAB, 2016).

O Brasil € também, o segundo maior produtor de culturas
transgénicas, atrds dos Estados Unidos. No ano de 2015 o pais semeou
uma éarea total de 44 milhdes de hectares com soja, milho e algodao
transgénicos, e foi aprovada a liberacdo de um novo evento de eucalipto
para cultivo comercial. Do total da drea destinada a cultura do milho
(safra e safrinha), uma porcentagem expressiva (81%) correspondeu a
milho transgénico. Plantas transgénicas resistentes a insetos e
simultaneamente tolerantes a herbicidas foram as mais usadas durante o
periodo 2014-2015, o segundo lugar foi ocupado pelas plantas
resistentes a insetos e por ultimo aquelas que s6 expressam tolerdncia a
herbicidas (ISAAA, 2015).

2.2 O milho transgénico

Plantas transgénicas sdo organismos modificados pela inser¢do de
segmentos do material genético de organismos fordneos gracas a
transferéncia de DNA por transformacio, usando técnicas de engenharia
genética (LURQUIN, 2002). Por outro lado, o melhoramento classico de
plantas, usa a diversidade genética das populagdes de uma espécie para
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modelar o fenétipo mediante o cruzamento seletivo de parentais com as
caracteristicas desejadas (CROSBIE et al., 2016).

Na constru¢do de um transgé€nico sdo utilizados trés elementos
bdsicos, reunidos em um cassete de expressdo: o promotor, que controla
a expressdo do gene recombinante; a regidio codificadora, que contém a
informagdo genética codificando a proteina de interesse; e a regido
terminadora, que sinaliza o final do processo de transcricdo do gene
recombinante. O promotor mais utilizado é o PcaMV 35S, derivado do
virus do mosaico da couve-flor, o elemento terminador mais utilizado €
o NOS-t, derivado do gene da nopalina sintase do plasmideo Ti da
bactéria Agrobacterium tumefaciens (HOLDEN et al., 2010). A regido
codificadora depende da proteina de interesse, que no caso das culturas
de milho transgénico atualmente mais comercializadas podem ser as
proteinas formadoras de cristais, proteinas recombinates Cry (r-Cry),
que conferem resisténcia ao ataque de insetos, ou das proteinas
recombinantes PAT (r-PAT) e EPSPS (r-EPSPS), no caso da tolerancia
a herbicidas.

Plantas transgénicas com diferentes cassetes de expressdo sdo
denominadas de eventos transgénicos. Os eventos podem ser simples,
quando sdo desenhados para a expressdo de uma ou mais proteinas
transgénicas, a partir da inser¢do separada dos genes recombinantes, em
diferentes cassetes de expressdo, ou piramidados, quando a planta
transgénica expressa duas ou mais proteinas recombinantes e foi obtida
por cruzamento de parentais com eventos simples (FERMENT et al.,
2015). Atualmente existem 55 eventos transgé€nicos liberados para
comercializagcdo no Brasil, aprovados pela CTNBio — Comissdo Técnica
Nacional de Biosseguranca. Do total de eventos, nove sdo de soja, 32 de
milho, ha 12 de algoddo, um de feijdo e um de eucalipto (CNTBio,
2015).

2.2.1 O milho com genes de resisténcia a insetos

Plantas transgénicas, resistentes a insetos tiveram a inser¢do de genes
recombinantes da bactéria Bacillus thuringiensis, razdo pela qual
também sdo denominadas plantas Bt. Em resposta a situagdes de
estresse ambiental, as bactérias Gram positivas do género Bacillus
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formam uma estrutura celular denominada endésporo que, no caso do B.
thuringiensis, caracteriza-se por exibir cristais proteicos. Uma das
proteinas que conformam o cristal s@o téxicas para os insetos, daf seu
amplo uso como inseticidas biolégicos (BRAVO et al., 2013).

Os cristais proteicos do Bt interagem com receptores na
membrana celular do intestino dos insetos, formando poros que causam
desequilibrios osmoticos e lise celular. A acdo inseticida de proteinas
Cry tem sido comprovada contra lepiddpteros, coledpteros, dipteros e
himendpteros, além de 4caros, nematoides, platelmintos e protozodrios
(DE MAAGD et al., 2003). Apdés o ingresso da protefna no trato
digestivo do organismo sensivel, o suco digestivo dissolve os cristais
mediante a acdo de algumas proteases, que separam o extremo N
terminal da proteina. O niicleo inseticida, resultante desta protedlise é
responsavel pela toxicidade, e uma vez localizado no intestino do
animal, liga-se aos receptores de membrana nas células do epitélio.
Diferentes tipos de proteinas Cry causam infeccdio em diferentes ordens
de insetos. O pH do intestino, as proteases que liberam a toxina e as
moléculas receptoras de membrana estdo implicadas nos mecanismos de
especificidade exibidos por essa toxina (DE MAAGD et al., 2003).

Existem diversos eventos de milho Bt que incorporam
diferentes genes cry recombinantes, segundo o grupo de insetos alvo
para o qual foram desenhados. Cada evento transgénico possui um
cassete de expressio com sequéncias de DNA recombinante
provenientes de diferentes subespécies de B. thurigiensis. Os principais
genes utilizados para milho Bt sdo r-cryl A(b), r-crylA(c), r-crylf e r-
cry2Ab2 (CTNBio, 2010).

2.2.2 O milho tolerante a herbicidas

Os herbicidas do grupo de inibidores da biossintese de
aminodcidos, como o glifosato e o glifosinato de amonia, atuam
mediante o bloqueio da sintese proteica, matando as plantas por
deficiéncias severas dessas macromoléculas. As enzimas alvo desse tipo
de herbicidas sdo: a enzima aceto-lactato sintase (ALS) importante na
via metabdlica de produgdo de leucina, valina e isoleucina; a enzima 5-
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enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSP), que atua na via da
producdo de aminodcidos arométicos como triptofano, fenilalanina e
tirosina; e a enzima glutamina sintase (GS), que catalisa a biossintese de
L-glutamina em um processo mediado pela assimila¢do de moléculas de
amonia livres no cloroplasto. No caso do glifosato, a morte da planta
acontece por inibicdo da enzima EPSP e posterior decréscimo dos
aminodcidos arométicos. Por outro lado, o glifosinato de aménia atua
mediante a inibicdo da GS, sua ac@o herbicida é produto da
bioacumula¢do das moléculas de amoOnia e consequente ruptura da
membrana do cloroplasto, o que impede a fotossintese e causa a morte
da planta (TAN; EVANS; SINGH, 2006).

O milho tolerante a herbicidas possui mecanismos que
impedem o ataque dos herbicidas as enzimas alvo ou que ativam vias de
degradac¢do dos mesmos antes que ocasionem dano a planta. O milho
resistente ao glifosato foi transformado mediante insercdo do gene
EPSPS da bactéria Agrobacterium sp. cepa CP4 que codifica uma
enzima EPSP menos sensivel a acdo do glifosato que a enzima
enddgena, mantendo a sintese de aminodcidos gracas a enzima
recombinante. Por outro lado, plantas tolerantes ao glifosinato de
amoOnia degradam este herbicida até compostos ndo téxicos para a
planta. A degradacdo € realizada pela acdo da enzima PAT obtida do
genoma das bactérias Streptomyces viridochromogenes ou S.
hygroscopicus (TAN; EVANS; SINGH, 2006).

2.2.3 Os eventos BT11 e MON 89034

O evento Btl1 foi modificado mediante inser¢do de dois genes:
r-cry 1Ab e r-pat, para conferir resisténcia a insetos e tolerincia a
glifosinato de amonia, respectivamente. O inserto transgénico (Figura
1), introduzido no genoma do milho mediante técnicas de biobalistica,
expressa uma versdo truncada da proteina r-Cry 1Ab com 615
aminodcidos (a proteina bacteriana contém 1155 aminoécidos), obtida a
partir da bactéria B. thuringiensis var kurstaki HD-1, e uma versao
completa da enzima r-PAT (BCH, 2016a).
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Figura 1. Esquema do inserto para milho transgénico, do evento Bt11.

Promotor Alcool
caMV 35S desidrogenase crylAb NOS-t
1, Intron 6

Promotor .
caMV 35S Alcool desidrogenase) Gene pat NOS-t
1, Intron 2

O evento MON-89034 foi desenvolvido pelo método de
transformacdo mediada por Agrobacterium e expressa as proteinas
inseticidas r-CrylA.105 e r-Cry2Ab2 (Figura 2). r-CrylA.105 € uma
proteina modificada desenhada com os dominios um e dois da proteina
r-CrylAb ou r-CrylAc, o dominio trés da proteina r-Cry1F e a por¢do
C-terminal de r-CrylAc. A proteina r-Cry2Ab2 € derivada da bactéria
Bacillus thuringiensis var Kurstaki. O transgénico foi desenvolvido para
controlar um espectro maior de insetos englobando os géneros Ostrinia,
Diatrea, Spodoptera e Helicoverpa (BCH, 2016b).

Figura 2. Esquema do inserto para milho transgénico, do evento
MONS§9034.
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2.3 O milho transgénico e o ambiente da rizosfera

O rdpido aumento da drea cultivada com transgénicos no mundo, até
o ano 2015, bem como a falta de conhecimento sobre a forma pela qual
os genes exdgenos ou as proteinas recombinantes podem afetar as
interacdes das plantas cultivadas com outros organismos, tem levado ao
interesse da comunidade cientifica em avaliar os efeitos das culturas
transgénicas sobre organismos ndo alvo. As plantas transgénicas
poderiam afetar os organismos do solo de duas formas: diretamente, se
os efeitos dependessem da atividade da proteina e sua acumula¢do no
ambiente; ou de forma indireta se decorressem das mudancas na
composi¢do bromatoldgica dos tecidos da planta, de mudangas no
padrio de exsudacdo ou ainda de modificagdes fisioldgicas ou
bioquimicas decorrentes da inser¢cdo dos genes exdgenos (ICOZ;
STOTZKY, 2008).

As plantas de milho Bt expressam de maneira constitutiva as
proteinas recombinantes em todos seus Orgdos ainda que de maneira
diferenciada, exibindo em geral as maiores concentracdes nas folhas e as
menores nos graos (KAMATH et al., 2010).

Diferentes trabalhos demonstraram a liberacdo de proteinas r-Cry
1Ab nos exsudatos radiculares de plantas de milho Bt durante todo seu
ciclo de vida (SAXENA; FLORES; STOTZKY, 2002; SAXENA et al.,
2004). Por outra parte, também foi demonstrada a liberag¢do da proteina
r-Cry no solo, a partir da decomposi¢do dos residuos de colheita, das
fezes de animais alimentados com ragdes contendo milho Bt e das fezes
de organismos decompositores, como minhocas (ICOZ; STOTZKY,
2008). As proteinas -Cry sdo adsorvidas pela matéria organica, pelas
particulas de argila e por complexos organominerais do solo,
permanecendo nesse ambiente depois da retirada das culturas
transgénicas (HELASSA; QUIQUAMPOIX; STAUNTON, 2013). Ha,
na literatura, relatos de alta persisténcia dessas proteinas recombinantes
no solo, com tempos variando de dois a oito meses e alguns autores
relatam a capacidade inseticida das proteinas adsorvidas, demonstrada
mediante ensaios larvicidas (SAXENA et al.,, 2004; CHEN; CHEN;
WU, 2012). No solo, a quantidade de proteinas Cry de origem
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recombinante varia de 1 a 27 ng g"' de solo, dependendo das condi¢des
ambientais, textura do solo, tipo de proteina expressa, evento
transgénico e duracdo dos estudos em questio (MIETHLING-GRAFF;
DOCKHORN; TEBBE, 2010; HOSS et al., 2011; WANG et al., 2013).
Essa quantidade € relativamente baixa quando comparada com a
concentra¢do encontrada nas folhas, que varia de 12,5 a 72 ug g de
tecido (SZEKACS et al., 2012). A adsor¢do das proteinas r-Cry estd
inversamente relacionada a precipitacdo e diretamente ao conteddo de
argila, e parece ndo ter relacdo com o pH do solo (XUE; DIAZ; THIES,
2014).

Além das possiveis alteragdes pleiotrépicas causadas pela transgenia,
as plantas tolerantes a herbicidas podem sofrer mudangas na composicao
ou abundancia dos microrganismos associados a rizosfera devidos a
aplicacdo do herbicida. Diferentes trabalhos tém demonstrado a
susceptibilidade de alguns grupos de bactérias e fungos que sdo afetados
pela aplicagdo de glifosato e glifosinato de amodnia por possuirem as
enzimas alvo desses herbicidas (BUSSE et al., 2001).

Estudos avaliando o impacto das plantas transgénicas sobre a
microbiota do solo apresentam resultados discrepantes, revelando em
alguns casos efeitos deletérios (SINGH; SINGH; DUBEY, 2014;
VELASCO et al, 2013; CASTALDINI et al., 2005; FLORES;
SAXENA; STOTZKY, 2005; XUE et al., 2005; HENRI H. DINEL,
2003) e em outros, nenhum efeito (ZENG et al., 2014; LONDONO-R;
TARKALSON; THIES, 2013; LAWHORN; NEHER; DIVELY, 2009;
DEVARE; JONES; THIES, 2004) sobre a diversidade e a abundancia
dos microrganismos no solo e na rizosfera das plantas transgénicas,
quando comparadas com suas variedades isog€nicas (contraparte sem
modificacdes genéticas).

Tais discrepancias podem estar relacionadas a dois tipos de fatores.
O primeiro tipo € a resposta diferenciada de grupos de microrganismos
com diferentes graus de resiliéncia frente a mudancas do ambiente da
rizosfera. O segundo tipo, no caso de estudos realizados a campo,
envolve fatores relacionados ao sistema de manejo (uso de fertilizantes,
agrotdxicos, aragdo, etc.) que podem mascarar os possiveis efeitos da
transgenia (HART et al., 2009). Vem dai a importancia de estudar os
microrganismos da rizosfera, que estdo em intima relacdo com a planta,
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e conceber desenhos experimentais que permitam avaliar a planta em
condicdes controladas, a fim de separar os efeitos do manejo
agrondmico. Desde esse ponto de vista, os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) s@o um grupo de interesse, pois estabelecem
simbiose mutualistica com as plantas, colonizam a zona cortical das
raizes e dependem completamente da planta simbionte para se
reproduzir. Esses fungos podem permanecer em contato direto com as
proteinas recombinantes durante grande parte do seu ciclo de vida e por
essa razdo, e como contemplado no Protocolo de Cartagena sobre
Bioseguranca, sdo prioritdirios no momento de avaliar os possiveis
impactos que as culturas transgénicas tém sobre os organismos nao alvo
(ANDOW; HILBECK, 2004).

2.4 Os fungos micorrizicos arbusculares

Os FMA sdo fungos biotréficos obrigatérios, de reprodugdo
assexual, que dependem de organismos simbidnticos compativeis para
crescer e se reproduzir (SOUZA et al., 2010). Tratam-se de fungos
cosmopolitas do solo, que formam simbioses mutualisticas com
aproximadamente 90% das espécies vegetais (SMITH; READ, 2008).
Encontram-se em relagdes simbidticas com organismos autotréficos,
formando micorrizas arbusculares com plantas vasculares, bridfitas e
pteridofitas, bem como endocitosimbioses com cianobactérias
(SCHUBLER; SCHWARZOTT; WALKER, 2001)

O tipo de simbiose estabelecida por estes fungos e as plantas
simbioOnticas geralmente é de tipo mutualista. O mutualismo € um tipo
de interagdo na qual os dois organismos envolvidos aumentam seu
fitness em comparacdo a uma situagdo em que ndo se estabelece a
simbiose (BEGON, 2006). No caso da simbiose micorrizica, a interaciao
entre os simbiontes se estabelece com base na troca de nutrientes. Os
FMA formam micélio tanto no interior quanto fora das raizes,
permitindo a ampliacio do volume de solo explorado pelas mesmas,
com consequente aumento na absor¢@o de nutrientes como P, N e alguns
micronutrientes como Cu e Mn (READ; PEREZ-MORENO, 2003). Em
contrapartida, os FMA obtém carbono, principalmente sacarose, da
planta simbidntica. Esse carbono constitui sua unica fonte de energia,
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uma vez que os FMA ndo possuem a capacidade de degradar o C do
solo (GIANINAZZI-PEARSON, 1996; LIU, 2010).

Os FMA sdo importantes na manutengdo de vdarios servicos
ecossistémicos, ndo sé na ciclagem de nutrientes como acima explicado,
mas também na agregacdo do solo, resultado da intensa producdo de
hifas e da secrecio de glomalina. Esta glicoproteina aumenta a
cimentacdo das particulas, e portanto tem efeitos diretos sobre a
formacgdo dos macroagregados do solo (VILELA et al., 2014; WILSON
et al.,, 2009). Os FMA também contribuem para o estabelecimento e
crescimento das plantas em ambientes com teores elevados de elementos
traco, contribuem na melhor resposta a estresse hidrico e na protecdo a
estresses de tipo bidtico, como, por exemplo, a exposi¢do a patégenos
(POZO; AZCON-AGUILAR, 2007; DALLA-COSTA; SETE, 2010).

2.4.1 Ciclo de vida dos FMA

Em plantas vasculares, a colonizac¢do ocorre na regido cortical da raiz
e estd mediada por fatores genéticos, morfoldgicos e funcionais. A
intera¢do entre os simbiontes comeca ainda antes de terem o primeiro
contato fisico. Os propagulos, estruturas a partir das quais os FMA
podem crescer, encontram-se no solo, podendo estabelecer novas
simbioses quando as condi¢des de umidade e temperatura o permitirem
(SOUZA et al., 2010). As hifas que comecam a crescer a partir desses
propdgulos podem, eventualmente, interceptar uma raiz, € ao entrar em
contato com a epiderme desse 6rgdo, formam uma estrutura diferenciada
chamada hifopddio, que faz a penetracdo da raiz e conduz o fungo até a
regido cortical. Ha diferentes tipos de propdgulos a partir dos quais os
FMA podem crescer e colonizar as plantas. Os esporos, que sdo
estruturas de resisténcia com uma espessa parede celular, e os
fragmentos de hifas do micélio externo ou de raizes colonizadas ainda
vivas, podem dar origem a uma nova colonizacio da raiz. A
possibilidade de germinacao a partir de diferentes tipos de propagulos é
uma caracteristica intrinseca de algumas familias, sendo que a familia
Gigasporaceae s6 estabelece novas simbioses a partir da germinagao dos
esporos (HART; KLIRONOMOS, 2002).

No cértex, no espago entre a parede e a membrana da célula vegetal,
as hifas se diferenciam em arbusculos, que sdo circundados por uma
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membrana de origem vegetal chamada de membrana periarbuscular. Os
arbisculos sdo hifas muito ramificadas que permitem a troca de
nutrientes e metabdlitos entre os simbiontes, mas os mecanismos que
governam sua formacgdo e desenvolvimento ainda ndo estdo elucidados
(KIRIACHEK et al., 2009). Na regido cortical da raiz também sdo
formadas as vesiculas, que atuam no armazenamento de nutrientes por
parte do fungo. Essas estruturas apresentam forma ovalada e geralmente
podem ser encontradas nos espagos intercelulares. Entretanto, nem todas
as espécies de glomeromicetos formam vesiculas; na familia
Gigasporaceae hd formacdo de estruturas andlogas denominadas de
células de armazenamento (MORTON; BENNY, 1990).
Simultaneamente ao crescimento intrarradicular, acontece o crescimento
do micélio externo: hifas que se expandem a partir da raiz e exploram o
solo. Algumas dessas hifas sdo denominadas de absortivas, por fazerem
o transporte dos nutrientes (KIRIACHEK et al., 2009). O micélio
externo conecta as raizes das plantas em uma rede subterranea, pela qual
se desenvolve a troca constante de nutrientes e onde parece acontecer
uma troca de sinais entre as plantas (SELOSSE et al., 2006).

Sdo poucos os estudos sobre autoecologia das diferentes espécies de
FMA, porém ha vérios trabalhos demonstrando haver diferencas no
comportamento de colonizacdo, crescimento e reproducdo dentro do
Phylum (FITTER, 2009). Em geral, as espécies do grupo podem ser
classificadas segundo a teoria da selecdo 1/k, dependendo da forma pela
qual alocam os recursos em crescer ou se reproduzir. Espécies de
estratégia r se caracterizam pela rdpida germinacdo, colonizacdo
intrarradicular abundante, micélio externo com crescimento reduzido e
producdo de muitos esporos de tamanho pequeno. Tal estratégia €
comum entre espécies da familia Glomeraceae. Por outro lado, as
espécies de estratégia k apresentam um crescimento mais lento, menor
velocidade de colonizacdo, expansdo prolifica do micélio externo que
contrasta com baixas porcentagens de colonizac¢ao interna e produgdo de
poucos esporos, mas que apresentam maior tamanho. Esta estratégia de
vida é comum entre as espécies da familia Gigasporaceae (HART;
READER, 2002; FITTER, 2009).
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2.4.2 Avaliacao da composicao da comunidade de FMA

Os processos fisiolégicos envolvidos no estabelecimento da simbiose
sdo sensiveis a fatores bidticos e abiodticos. Entre os fatores bidticos
estdo o gendtipo da planta simbionte e caracteristicas relacionadas a
estrutura e a morfologia das raizes, além da composi¢cdo de espécies da
microbiota da rizosfera. Entre os fatores abidticos destacam-se as
condicdes climdticas e as caracteristicas fisico-quimicas do solo, a
luminosidade que condiciona a producdo de fotoassimilados, a
temperatura do solo e do ar, o pH, a salinidade e prdticas agrondmicas
como fertilizacdo, irrigacdo e sistema de manejo do solo
(GIANINAZZI-PEARSON, 1996; LIU; WANG, 2003; LIU, 2010;
VARMA, 2008)

As espécies de FMA podem apresentar afinidade ou tolerdncia
diferenciada as condi¢des bidticas e abidticas relatadas, que por essa via
podem modelar a composi¢ao da comunidade de FMA. Exemplos de
como as comunidades de FMA reagem frente a diferentes condi¢des sdao
apresentadas por Oliveira et al (2009), que demonstraram variacdes da
composicdo de espécies de FMA entre genétipos de milho com
diferentes capacidades de absorcdo de fésforo. Sasvari & Posta (2010)
demonstraram diferencas na composicdo filogenética dos FMA que
colonizaram as raizes de plantas de milho em diferentes densidades de
cultivo. Pode-se entdo inferir que a andlise de comunidades é uma
importante ferramenta para avaliar o impacto que t&ém sobre os FMA, as
préticas agricolas, como aragdo, fertilizacdo e uso de agrotdxicos, o que
suscita a investigacdo do possivel impacto da liberagdo das proteinas
recombinantes no ambiente da rizosfera.

O estudo de comunidades de FMA tem sido realizado mediante o uso
de técnicas morfoldgicas e, mais recentemente, de técnicas moleculares
para a identificacdo de espécies. A classificagdo dos Glomeromicetos,
feita com base em caracteristicas morfolégicas dos esporos, avalia
caracteristicas subcelulares como nidmero e aparéncia das camadas da
parede celular, cor e tamanho, que permitem a classificagdo de géneros e
espécies (RAAB, et al., 2006). Entretanto, o limitado nudmero de
caracteristicas morfolégicas e a superposi¢do das mesmas tém feito com
que a classificacdo dos FMA gerada por este método resulte no
agrupamento de alguns clados ndo monofiléticos, como no caso do
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género Glomus (sensu lato), que foi reclassificado com base,
principalmente, em caracteristicas genéticas (SCHWARZOTT;
WALKER; SCHUBLER, 2001). Perante tais dificuldades, os métodos
moleculares se configuram como uma ferramenta que pode ajudar na
definicdo dos grupos morfologicamente menos divergentes. Além disso,
a amplificacdo de diferentes regides do DNA nuclear, principalmente
das regides que codificam para as subunidades do ribossomo, sdo
empregadas para a definicdo de filotipos ou unidades taxonOmicas
operacionais, usadas principalmente nos estudos de comunidades
(KRUGER et al., 2012; WALKER et al., 2007). Migrando entre os
conceitos morfoldgico e filogenético de espécie, a taxonomia dos
glomeromicetos tem mudado muito na dltima década. A dltima proposta
de classificacdo, define os grupos com base em caracteristicas
morfolégicas e moleculares, resultando em quatro ordens, 11 familias e
26 géneros com aproximadamente 215 espécies descritas (REDECKER
et al., 2013).

24.3 Uso da técnica de PCR-DGGE para a avaliacio da
composicao da comunidade de FMA

Diferentes técnicas da biologia molecular podem ser usadas para
avaliar a identidade de uma espécie ou isolado de FMA, inclusive para
estabelecer a composi¢do de espécies de uma determinada comunidade.
Em geral essas técnicas podem levar a identidade taxondmica dos FMA,
como no caso do sequenciamento pelo método Sanger ou dos
sequenciamentos de nova geracdo (Ion Torrent, Pirossequenciamento,
[llumina, etc), ou podem produzir um perfil da comunidade (técnicas de
fingerprinting), como no caso das técnicas baseadas no uso de agentes
desnaturantes (DGGE e SSPC) ou em enzimas de restricio (T-RFLP),
que resultam em perfis de bandas mediante os quais podem ser
diferenciados arranjos que equivalem a comunidades distintas. As
bandas assim obtidas podem ser posteriormente purificadas e os
organismos identificados mediante técnicas de sequenciamento
(GORZELAK, et al., 2012).

A técnica da PCR-DGGE (reacdo em cadeia da polimerase seguida
de eletroforese em gel com gradiente desnaturante) faz parte desse
conjunto de técnicas moleculares permitindo a separacdo eletroforética
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de produtos da PCR obtidos a partir de amostras complexas, ou seja, de
amostras de comunidades de organismos vivos, por exemplo de
bactérias e fungos do solo. Na década de 1990 essas técnicas foram
introduzidas no campo da ecologia molecular microbiana, e desde entdo
auxiliam vdrios avancos nessa drea do conhecimento. Na técnica da
PCR-DGGE, a separagdo das bandas acontece devido as diferencas na
estrutura das sequéncias de nucledtidos dos organismos, em particular,
da relacdo entre os contetidos de citosina e guanina (C-G). Os agentes
desnaturantes contidos no gel de corrida quebram mais rapidamente as
duplas pontes de hidrogénio das ligacdes adenina — timina (A-T) do que
as triplas pontes de hidrogénio das ligagdes G-C, acarretando em
padrdes distintos de migracdo no gel de poliacrilamida baseado na
composicdo de nucleotideos de cada organismo presente na amostra
(GASPAROTTO et al., 2010).

Perguntas de pesquisa relacionadas a ecologia de comunidades
frequentemente procuram respostas sobre a composicdo, diversidade,
abundancia e riqueza das espécies associadas a diferentes ecossistemas
(BEGON, 2006). Como todas as técnicas de fingerprinting, a PCR-
DGGE ¢ usada para elucidar mudangas na composicdo de uma
comunidade. No entanto, para obter a identidade das espécies presentes
numa determinada amostra devem ser acoplados outros procedimentos,
como a clonagem e o sequenciamento. Por isso, inferéncias sobre
diversidade, abundancia ou riqueza ndo devem ser feitas com base no
nimero ou intensidade das bandas no gel da DGGE (BENT; FORNEY,
2008; GORZELAK et al., 2012). Contudo, essa técnica é rdpida e de
custo relativamente baixo, o que permite o processamento de um
nimero maior de amostras de maneira simultinea, permitindo a
identificacdo de amostras de maior interesse, que posteriormente podem
ser analisadas mais exaustivamente (GASPAROTTO et al., 2010).

A anélise de comunidades de FMA mediante uso da PCR-DGGE foi
introduzida por KOWALCHUK, et al. (2002). Esses autores extrairam
DNA a partir de esporos de FMA previamente identificados, depois
compararam o padrdo de migrac¢do de bandas obtidas a partir do material
genético dos esporos e de amostras de solo e raizes de Ammophila
arenaria, uma planta de ocorréncia em dunas. Esse estudo demonstrou
que os padrdes de migragdo dos fungos eram conservados, mas também
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evidenciou que uma mesma espécie de FMA pode produzir mais de uma
banda. Tal foi o caso da espécie Rhizophagus clarus, que apresentou
duas bandas, mesmo na extragcdo feita a partir de um tnico esporo,
demonstrando que o nimero de bandas ndo representa o nimero de taxa
na amostra estudada. Esse estudo demostrou a eficiéncia da PCR-DGGE
na diferenciacdo entre as comunidades de FMA associadas a plantas
sadias e doentes, fatores que os autores queriam comparar visando a
conservacdo da planta. Assim como naquele estudo, outros trabalhos
ttm demonstrado a utilidade dessa técnica na discriminacdo de
comunidades de FMA, em solos provenientes de diferentes
ecossistemas (LIANG et al., 2008), plantas com diferentes aptiddes para
absorcdo de fosforo (OLIVEIRA et al., 2009), sob diferentes manejos
agricolas (TIAN et al., 2013) e arranjos de comunidades de FMA em
solos sob aplicacio de inseticidas bioldgicos (IPSILANTIS;
SAMOURELIS; KARPOUZAS, 2012), entre outras situagdes de
interesse na biologia desses fungos.

Uma das principais vantagens associadas ao uso dessa técnica é que
possibilita a avaliacio de comunidades de FMA no interior de
fragmentos de raiz (JIE; LIU; CAI, 2013). A comparagdo de caracteres
das estruturas fingicas desenvolvidas no interior da raiz ndo permite a
identificacdo de nenhuma hierarquia taxonOdmica se usados métodos
baseados na morfologia, razdo pela qual, até o desenvolvimento das
técnicas moleculares, esse tipo de estudo era impossivel. Da mesma
maneira, o uso da PCR-DGGE permite a identificagdo de um maior
nimero de taxa em amostras de solo, uma vez que estimacdes feitas com
base em esporos podem subestimar a verdadeira diversidade, pela
possivel presenca de espécies de FMA nao esporulantes no momento da
amostragem (LIANG et al., 2008; SAKS et al., 2014).

A escolha da regido do DNA a ser amplificada é de fundamental
importancia, pois define o nivel de resolugdo taxondmica do trabalho
(GORZELAK et al., 2012). A maioria dos estudos com comunidades de
FMA utiliza iniciadores que amplificam o DNA ribossomal, porque os
genes naquela regido apresentam sequéncias codificantes altamente
conservadas, como as presentes nas subunidades 18S e 28S rDNA,
tendo também regides ndo codificantes e de maior variabilidade, como
os espacadores intergénicos (ITS). Ao apresentaram regides com alto
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nivel de homologia entre taxa préximos, os genes rDNA sdo
amplamente utilizados em estudos filogenéticos (STOCKINGER;
KRUGER; SCHUBLER, 2010). Van Tuinen et al. (1998) relataram a
maior variabilidade dos dominios D1 e D2 compreendidos na regido do
gene rDNA 28S, o que se constituiu como uma vantagem sobre o uso do
rDNA 18S, uma vez que o primeiro conseguia resolver diferencas entre
taxa do género Glomus (sensu lato), oferecendo uma maior resolucgio
taxondmica. Essa regido do rDNA s6 apresenta uma desvantagem em
relagdo a regido do 18S, aquela € menos utilizada que esta. Contudo as
bases de dados contendo sequencias da regido do 28S crescem em
nimero de dados e ha maior nimero de sequencias dessa regido
disponiveis para comparacio (GOLLOTTE; VAN TUINEN;
ATKINSON, 2004).
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3. HIPOTESES E OBJETIVOS
3.1 Hipéteses
A presente pesquisa testou as seguintes hipdteses:

Ao modificar o background genético da planta, a transgenia tem
efeitos sobre a porcentagem de colonizagdo micorrizica e a resposta da
planta a inoculacdo com FMA.

A associagdo micorrizica depende da identidade genética da planta
simbionte (espécie ou cultivar), e em decorréncia disso ha diferencas no
desempenho da simbiose entre gendtipos de milho hibridos ou crioulos,
que tem diferentes histdricos de selecao.

A transgenia pode afetar de diferentes maneiras os FMA que
apresentam diferentes estratégias ecoldgicas.

A composicdo da comunidade de FMA no solo e na rizosfera de
plantas de milho é influenciada pela identidade genética da planta
simbionte, as modificagdes genéticas sofridas pelo milho transgénico e o
estagio fenoldgico da cultura.

3.2 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do genétipo e da transgenia de plantas de milho
sobre aspectos morfofisiolégicos da associagdo micorrizica e sobre a
diversidade taxondmica de fungos micorrizicos arbusculares.

3.3 Objetivos especificos

Avaliar a porcentagem de colonizagdo micorrizica de dois milhos
transgénicos (DKB 240 VT pro e Formula TL) suas contrapartes
isogénicas (hibridos convencionais de milho DKB 240 e Férmula) e
uma variedade de milho crioulo (Pixurum).
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Comparar o desempenho da simbiose de dois milhos transgénicos
(DKB 240 VT pro e Formula TL) suas contrapartes isogénicas (hibridos
convencionais de milho DKB 240 e Férmula) e uma variedade de milho
crioulo (Pixurum), pela avalia¢do do crescimento vegetal e da absorcdo
de fésforo.

Caracterizar a composi¢do da comunidade de fungos micorrizicos
associada as raizes e ao solo rizosférico de um hibrido de milho
transgénico (DKB 240 VT pro), do hibrido convencional (DKB 240) e
do milho crioulo (Pixurum) durante os estdgios vegetativo e reprodutivo
da cultura.



CAPITULO 1

GRAU DE COLONIZACAO E DESEMPENHO DA SIMBIOSE
MICORRIZICA ARBUSCULAR EM PLANTAS DE MILHO
TRANSGENICO, SUAS ISOLINHAS (HIBRIDOS
CONVENCIONAIS) E MILHO CRIOULO
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1. APRESENTACAO

A seguir sdo apresentados dois experimentos realizados em casa de
vegetacdo 0s quais tiveram como objetivo responder as seguintes
perguntas:

H4 diferencas no desempenho da simbiose entre plantas de milho
transgénicas e sua isolinha?

Ha diferencas no desempenho da simbiose micorrizica entre hibridos
(isolinhas e transgénicos) e variedades de polinizacdo aberta (crioulas)?

H4 efeitos da transgé€nese sobre o crescimento e desenvolvimento de
duas espécies de FMA com estratégias ecoldgicas contrastantes?

Essas trés perguntas estdo subordinadas a maiores questionamentos:
primeiro, sobre os efeitos deletérios ou ndo dos transgénicos sobre a
simbiose micorrizica; segundo sobre a possibilidade de que a
transgénese tenha efeitos diferenciados, segundo o tipo de estratégia
ecoldgica da espécie de FMA avaliada; e finalmente, sobre a
possibilidade de que os efeitos sejam decorrentes das caracteristicas
préprias do gendtipo, que, em ultima instdncia, sdo o resultado das
inten¢des com as quais foram melhoradas.

Os experimentos abrangeram uma variedade crioula comumente
produzida no estado de Santa Catarina, dois hibridos convencionais
(isolinhas) e dois transgénicos que produzem diferentes tipos de
proteinas recombinantes. Também foram avaliados diferentes estagios
fenologicos do milho, em duas épocas do ano (inverno e verdo) de
forma a testar o maior nimero de situacdes possiveis.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Experimento I - Influéncia dos eventos MON 89034 e Btl1
sobre o desenvolvimento da simbiose micorrizica em relacao as
isolinhas e um milho crioulo

2.1.1 Material biolégico utilizado

Para este experimento foram usadas sementes de cinco
gendtipos de milho: o genétipo DKB 240 (DKB-I), hibrido
convencional, isolinha do milho DKB 240-VT PRO (DKB-T),
transgénico que conttm o evento MON 89034, com produgdo
simultanea das proteinas recombinantes r-Cry 1A.105 e r-Cry 2Ab2. O
hibrido convencional Férmula (FORM-I), isolinha do milho transgénico
Férmula-TL (FORM-T) que contém evento Bt 11, com producdo da
proteina recombinante -Cry 1Ab e da proteina r-PAT. Por ultimo, o
gendtipo Pixurum 5 (crioulo), milho crioulo de polinizagdo aberta,
amplamente utilizado no Oeste de Santa Catarina pelos agricultores
familiares (MPA, 2010).

As sementes de milho foram colocadas em dlcool 70% durante trés
minutos, depois foram colocadas durante dois minutos em hipoclorito de
sdédio 2,5%, e por ultimo foram lavadas com abundante dgua destilada.
Em seguida, foram pré-germinadas em papel filtro umedecido,
acondicionado em placas de Petri, trés dias antes da implantagdo do
experimento. As sementes germinadas foram transferidas para vasos
(1,5 L) contendo solo autoclavado. Cada vaso recebeu trés sementes e,
apos verificar o crescimento das plantas, foi realizado o desbaste, com o
objetivo de deixar em cada vaso uma planta sadia e de boa aparéncia. A
esteriliza¢do do solo foi realizada a 121° C durante uma hora, processo
que foi repetido apds 24 horas de repouso. O solo utilizado neste
experimento apresentou as seguintes caracteristicas: textura arenosa (9%
de argila); matéria orgnica 19 g dm™; pH em dgua 4,7; acidez potencial
5,30 (pelo indice do SMP); P 7,8 mg kg™'; Al trocavel 1,7 cmolc L'; Ca
trocdvel 0,8 cmolc L' e Mg trocavel 0,3 cmolc L.

Para detectar a presenca dos transgenes nos hibridos
transgénicos e testar a auséncia dos mesmos nos hibridos convencionais
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(isolinhas) e na variedade de milho crioulo, foram destacados
fragmentos de folha, de aproximadamente 5 cm? da parte medial da
dltima folha bem desenvolvida de cada individuo utilizado nas
avaliacdes. Esses fragmentos foram armazenados em sacos pldsticos a
-80 °C. Posteriormente foram agrupados, segundo o gendtipo, cada
grupo esteve conformado por 32 fragmentos de folha, que foram
macerados com 4gua destilada estéril e o sobrenadante foi avaliado para
presenca da proteina Cry 1Ab utilizando o kit QuickStixTM
(Envirologix, Portland, USA) (SAXENA et al., 2004).

Para a inoculacdo foram utilizados os isolados 14I-UFSC da
espécie Rhizophagus clarus (Rc), obtido da cole¢do de FMA do
laboratério de Microbiologia do Solo (UFSC, Florianépolis) e o isolado
3.3-UFSC da espécie Gigaspora margarita (Gm) obtido da mesma
colecdo. Ambos isolados foram obtidos a partir de amostras de solo de
dreas de mineracdo de carvdo, no municipio de Criciuma (SC).
Rhizophagus clarus apresenta esporos com variagdo fenotipica
relativamente grande, podem ser de globosos a irregulares, brancos,
amarelos ou marrons, com didmetro médio de 180 pm. Apresenta
vesiculas oblongas que frequentemente sdo formadas perto dos pontos
de entrada a raiz. As hifas intrarradiculares variam entre 2 ¢ 5 um de
diametro e usualmente crescem em paralelo, formando um padrio de
crescimento em “H” quando se conectam entre si. O género faz parte da
familia Glomeraceae e apresenta caracteristicas de crescimento
compativeis com a estrategia r de crescimento. Gigaspora margarita
apresenta esporos globosos a subglobosos, brancos a cremes ou
amarelos em alguns isolados. Os esporos apresentam diametro médio de
321 pm. Esta espécie faz parte da familia Gigasporaceae e exibe
caracteristicas de crescimento tipicas de organismos estrategistas k.

2.1.2 Delineamento e montagem do experimento

O experimento foi montado em esquema fatorial 4 x 5 em
delineamento em blocos ao acaso com quatro repeti¢des. Os fatores
avaliados foram: cinco gendtipos de milho (DKB-I, DKB-T, FORM-I,
FORM-T e Crioulo) e quatro tratamentos de inoculag@o [Nao inoculado
(NI), Rc, Gm e Rc + Gm]. O experimento foi conduzido por um periodo
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de 60 dias (maio a julho de 2013) em casa de vegetagdo do Laboratério
de Microbiologia do Solo da UFSC. As temperaturas médias mensais do
periodo de condugdo do experimento sdo apresentadas na tabela 1. O
fotoperiodo da casa de vegetagdo foi ajustado para que as plantas
recebessem 12 horas de luz por dia.

Tabela 1. Temperaturas médias mensais do ar, durante a conducdo do
experimento (Maio a Julho de 2013).

Temperatura do ar (° C)

Maio Junho Julho
Temperatura média 19,6 18,6 16,0
Temperatura maxima 24,1 22,5 21,3
Temperatura minima 15,1 14,7 10,8

Os esporos utilizados para inoculagdo, foram extraidos pelo método
de peneiramento tmido seguido de centrifugacdo em gradiente de
sacarose (GERDEMANN; NICOLSON, 1963). A inoculacdo foi
realizada durante a transferéncia das sementes germinadas para o vaso.
Cinquenta esporos, de cada espécie de FMA, separados manualmente
com uso de estereoscopio, foram colocados em solugdo aquosa e
aplicados perto da regido da radicula do milho. No tratamento Rc+Gm
foram colocados 50 esporos de cada espécie.

Os vasos foram suplementados com solu¢do nutritiva para
manter o status nutricional da planta. Um dia antes da transferéncia da
semente pré-germinada para o vaso, foram colocados 50 mL de solu¢do
completa de Hogland e Arnon (1950). Posteriormente 50 mL. da mesma
solucdo, sem P, foram aplicados quatro semanas apds a semeadura, e na
mesma data foi aplicada solu¢do de NH,H,PO, equivalente a 50 mg L
de P por vaso. As coletas foram realizadas aos 30 e 60 dias apés a
emergéncia das plantas.
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2.1.3 Avaliacdes e analise estatistica

As plantas foram cuidadosamente removidas do vaso e foi
realizado um corte rente ao solo, para separar o sistema radicular da
parte aérea. As raizes foram lavadas em dgua corrente até a retirada das
particulas de solo aderidas. De cada raiz foram cortados segmentos da
parte distal, medial e proximal, correspondentes a aproximadamente 1 g
cada. Essas raizes foram guardadas em cdpsulas, para posterior
coloracdo. A parte aérea foi colocada em sacos de papel e levada a
estufa de secagem a 50° C até atingir peso constante.

Avaliacao da colonizacdo micorrizica: as raizes armazenadas
nas placas de coloragdo, foram deixadas em KOH 10% (m/v) durante
uma noite, com o objetivo de clarear o tecido vegetal; quando
necessario, foram colocadas na mesma solu¢do a 90 °C. Em seguida,
foram colocadas em HCI 1% (v/v) e depois coradas com azul de tripano,
segundo o método descrito por Koske e Gemma (1989). Para avaliacdo
da colonizagdo total, as raizes foram analisadas em estereoscopio,
utilizando o método da intersecdo em placa quadriculada
(GIOVANNETTI; MOSSE, 1980).

Avaliacao do desempenho das simbioses: para quantificar o efeito
da simbiose sobre o desenvolvimento das plantas, em cada coleta foram
avaliadas a altura do colmo até o dltimo né (cm) e o didmetro (mm)
medido a 1,0 cm da superficie do vaso. Também foi registrada a massa
seca da parte aérea das plantas.

Depois de seca, uma por¢ao da parte aérea da planta foi retirada
e submetida a digestdo nitricoperclérica (LATIMER, 2012). No extrato
obtido foi feita a determinacdo do teor de P (g de P kg de massa seca ™)
utilizando o método colorimétrico (MURPHY; RILEY, 1962). O
acimulo de P foi calculado multiplicando a massa seca da parte aérea
pelo teor de P de cada planta.

A resposta de cada gendtipo a simbiose micorrizica foi avaliada
segundo os incrementos na massa da parte aérea e no teor de fésforo
induzidos pelos FMA (JANOS, 2007).

Analise estatistica: Todos os dados foram submetidos a teste
de normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias
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(Cochran). A porcentagem de colonizagdo total foi transformada com a
funcdo raiz quadrada para atingir os pressupostos da ANOVA, apéds o
qual foi avaliada mediante andlise de varidncia, e posterior comparagio
mediante uso de andlises de contrastes ortogonais. Os contrastes
testados foram: crioulo vs hibridos; hibrido DKB vs hibrido FORM;
DKB-I vs DKB-T e FORM-I vs FORM-T. Os contrastes foram
desenhados com o objetivo de testar: a diferenca entre o transgénico e a
isolinha dentro de cada hibrido, as diferencas entre os dois hibridos e
deles com o milho crioulo.

As variaveis altura, didmetro, biomassa, teor € acumulo de
fosforo foram avaliadas em cada coleta, de forma independente, com o
objetivo de isolar a varia¢do produzida pelo crescimento dos organismos
avaliados. O modelo utilizado foi 0 de ANOVA fatorial, comparando os
cinco gendtipos e todas as condi¢des de inoculagdo (Rc, Gm, Rc+Gm e
NI) mediante teste de separagdo de médias Skott-Knott 5%.

2.2 Experimento II - Desenvolvimento da simbiose micorrizica
entre Rhizophagus clarus e os genédtipos de milho MON 89034,
Bt11, suas isolinhas e um milho crioulo

A montagem deste experimento foi decorréncia das perguntas
levantadas durante a andlises dos resultados do experimento I,
principalmente sobre a existéncia de diferencas na resposta a simbiose
micorrizica dos gendtipos avaliados e a relacdo com fatores ambientais,
principalmente de temperatura, ou com caracteristicas fisiologicas de
cada gendtipo relacionadas a micorrizagdo (quantidade de carboidratos
soltveis na raiz e teor de clorofila total).

2.2.1 Material biolégico utilizado

Neste experimento foram utilizados os cinco gendtipos de
milho e o isolado de Rhizophagus clarus descritos no experimento
anterior. Foram seguidos os mesmos procedimentos de semeadura e
inoculacdo, utilizado o mesmo solo e mantido o mesmo tipo de vaso e as
mesmas condicdes de crescimento e fertilizagdo. Igualmente, foram
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realizados os testes de deteccdo dos transgenes como descritos
anteriormente.

2.2.2 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 5X2, com
quatro repeticdes. O delineamento experimental foi completamente
casualizado. Os fatores avaliados foram: gendtipos de milho (DKB-I,
DKB-T, FORM-I, FORM-T e Crioulo) e dois tratamentos de inoculag¢do
[Nao inoculado (NI) e inoculado com Rhizophagus clarus (Rc)]. O
experimento foi realizado em casa de vegetacdo durante os meses de
fevereiro a abril de 2015. As temperaturas médias mensais sdo
apresentadas na tabela 2. As coletas foram realizadas aos 30 e 60 dias
ap0Os a emergéncia das plantas.

Tabela 2. Temperaturas médias mensais do ar, durante a conducdo do
experimento (Fevereiro a Abril de 2015).

Temperatura do ar (° C)

Fevereiro Marco Abril
Temperatura média 26,1 24.5 22,2
Temperatura mdxima 30,1 28,3 23,5
Temperatura minima 22,1 20,8 20,9

2.2.3 Avaliacgoes e analise estatistica

Foram avaliadas a altura da planta, o didmetro do colmo a biomassa
da parte aérea e da raiz, o teor e acimulo de P e a resposta a
micorrizacdo, como ja descrito nos ensaios anteriores. Também foram
avaliados o nimero de esporos, o teor de carboidratos soldveis na raiz e
o teor de clorofila (A, B e total).

A avaliacdo do teor de carboidratos soliveis na raiz, foi
realizado pelo método do fenol-sulfirico (DUBOIS et al. 1956).
Aproximadamente 0,500 g de matéria fresca de raiz foram maceradas
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em nitrogénio liquido (-196 °C), transferidos para tubo Falcon e
misturados com 1,5 mL de etanol (80% - mantido em refrigeracdo).
Posteriormente, os tubos foram colocados em banho-maria (70 °C)
durante cinco minutos para depois serem centrifugados (400 g, durante
10 minutos) e passados por filtro de fibra de vidro. O ciclo de adigdo de
etanol — banho-maria — centrifugacao - filtragdo foi realizado trés vezes
e durante a etapa final, o extrato foi ajustado a 5 mL (volume total) com
etanol. Estimou-se o teor de carboidratos a partir de plotagem das
absorbancias (490 nm) em uma curva padrdo realizada com
concentracdes conhecidas de glicose. Para tal fim, os extratos foram
preparados com 4gua, acido sulftrico (96%) e fenol (5% p/v).

Para a determinacdo dos teores de clorofila foi coletado, em
cada individuo, um fragmento de folha correspondente a 1,000 g de
tecido. As coletas foram realizadas na dltima folha bem desenvolvida,
cuidando sempre de destacar a amostra da parte medial da folha em
questdo. Cada amostra foi individualizada em tubo de ensaio contendo
7,0 mL de dimetil sulfé6xido (DMSO) e colocada em banho-maria a 65
°C durante uma hora, apds a qual o sobrenadante foi filtrado e o volume
foi ajustado a 10 mL. com DMSO. A quantificacdo da densidade ética
foi realizada em espectrofotometro a 649 nm e 665 nm, conforme
descrito por Hiscox e Israelstam (1979). Foram utilizadas as férmulas de

Lichtenthaler e Wellburn (1994), sendo os dados expressos em pg/ml:

Clorofila A =[12,19 x (A665) — 3,45 x (A649)];
Clorofila B =[21,99 x (A649) — 5,32 x (A665)];
Clorofila total = Clorofila A + Clorofila B.

Onde A649 e A665 correspondem as absorbancias registradas nos
comprimentos de onda 480 nm 645 nm e 665 nm, respectivamente.

Alguns atributos das raizes foram mensurados com o objetivo de
caracterizar o sistema radicular de cada um dos genétipos avaliados.
Para determinar estas caracteristicas, as plantas foram crescidas em
vasos de 5 L, no mesmo solo com o qual foram realizados os ensaios ja
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descritos. O solo foi autoclavado a 121° C durante uma hora, processo
que foi repetido apds 24 horas de repouso. As raizes foram coletadas 30
dias apds a emergéncia das plantas, lavadas com abundante agua, secas
com papel toalha e armazenadas em sacos pldsticos a — 20 °C até a
andlise. Posteriormente foram escaneadas (Imagery Scan Screen,
EPSON XL.11000), para esse fim, foram colocadas em uma bandeja
transparente contendo dgua destilada e as ramificacdes foram separadas
manualmente. Foram mensurados o volume, a drea superficial, o
diametro médio, o comprimento total e a quantidade de raizes em
diferentes categorias diamétricas de trés individuos de cada gendtipo. As
andlises dos dados foram realizadas utilizando o software WinRHIZO
Pro image analysis system (Régent Instr. Inc.).

Analise estatistica: Todos os dados foram submetidos a teste de
normalidade (Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias (Cochran).
A porcentagem de colonizacdo foi transformada com a fungdo raiz
quadrada para atingir os pardmetros. Como no ensaio anterior, as
comparagdes foram realizadas em cada coleta com o objetivo de isolar a
variagdo produzida pelo crescimento dos organismos avaliados.

As variaveis altura, didmetro, biomassa, teor € acumulo de
fosforo, teor de clorofila e de carboidratos da raiz foram avaliadas
mediante ANOVA fatorial. Os fatores analisados foram o gendtipo
(Crioulo, DKB-I, DKB-T, FORM-I e FORM-T) e os tratamentos de
inoculacdo (NI e Rc) mediante teste de separacdao de médias Skott-Knott
5%.

A porcentagem de colonizacdo e o numero de esporos foram
comparados mediante andlises de contrastes ortogonais como explicado
no experimento anterior.
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3. RESULTADOS

3.1 Experimento I - Influéncia dos eventos MON 89034 e Btll
sobre o desenvolvimento da simbiose micorrizica em relaciao a
isolinha e ao milho crioulo

O teste para avaliacdo da presenga da proteina r-Cry 1Ab nos
gendtipos de milho estudados, revelou resultados positivos para os
gendtipos DKB-T e FORM-T, mas nao para suas isolinhas nem para o
milho crioulo em todos os testes realizados.

3.1.1 Crescimento das plantas

Os gendtipos de milho apresentaram diferencas quanto a altura e
diametro do colmo. Aos 30 dias, as plantas ndo inoculadas do gendtipo
Férmula apresentaram maior altura e didmetro (19,22cm + 0,9 ¢ 94 +
0,3 respectivamente), seguidas pelo genétipo DKB (18,04 + 0,81 € 5,8 +
0,3) e pelo milho crioulo (14,6 + 1,6 e 4,55 + 0,3). Para esta coleta, a
altura, o didmetro e a biomassa foram influenciadas pela interagdo dos
fatores (gendtipo e tratamento de inoculacdo) (Tabela S1, Anexol). A
seguir sdo apresentados s6 os resultados da varidvel biomassa (Figura
1), porque tanto altura como didmetro estiveram altamente
correlacionados a essa varidvel e seguiram o mesmo comportamento.

A biomassa variou entre 0,40g e 2,05g. Nos hibridos convencionais e
nos transgénicos, a inoculacio nao resultou em aumento do crescimento,
uma vez que a biomassa das plantas inoculadas foi semelhante, ou até
menor, que nas plantas ndo inoculadas. No milho crioulo a resposta a
colonizacdo resultou em maior crescimento nas plantas inoculadas.
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Figura 1: Biomassa, 30 (A) e 60 (B) dias apds a emergéncia, de plantas de
cinco gendtipos de milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois
transgénicos (T), inoculados com Gigaspora margarita (Gm), Rhizophagus
clarus (Rc), ambos os fungos (Gm + Rc) ou sem inoculacdo (NI). Médias
seguidas pela mesma letra, dentro do fator Genétipo, ndo apresentam diferencas
significativas de acordo com o teste Skott-Knott 5%.
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Para a segunda coleta, 60 dias apds a emergéncia, a altura, o
diametro e a biomassa foram influenciados pelo gendtipo e pelo
tratamento de inoculagdo, sem apresentar interacdo entre os fatores
(Tabela S2, Anexo 1). A seguir sdo apresentados os resultados
observados para a varidvel biomassa. Nesta época, manteve-se a mesma
tendéncia entre os gendtipos: Formula foi o gendtipo com maior
biomassa, seguido pelo DKB, estando por dltimo o milho Crioulo. Por
outro lado, as plantas ndo inoculadas e aquelas inoculadas com
Rhizophagus clarus foram maiores que as demais.

O teor de fésforo foi influenciado, nas duas épocas de coleta, pela
interacdo dos fatores, genétipo e tratamento de inoculagdo. Aos 30 dias
apds a emergéncia, houve maior teor de fésforo nos hibridos
convencionais e transgénicos ndo inoculados, enquanto que no milho
crioulo a inoculacdo favoreceu o incremento deste nutriente (Figura 2).
Na segunda coleta o teor de fosforo seguiu o0 mesmo padrdo da coleta
anterior. Os hibridos convencionais e transgénicos, ndo inoculados,
apresentaram maior teor de fésforo que as plantas inoculadas com os
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FMA. Em alguns casos, como no DKB-I e no FORM- T, a magnitude
dessa diferenca foi de 2:1. Para o milho crioulo, houve maior absorcao
de fésforo nas plantas inoculadas com o consércio dos dois fungos,
enquanto que ndo houve diferencas entre as plantas inoculadas com Rc
ou Gm e aquelas que ndo receberam in6culo (Figura 2).

Figura 2. Teor de fésforo, 30 (A) e 60 (B) dias apés a emergéncia, de plantas
de cinco gendtipos de milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois
transgénicos (T), inoculados com Gigaspora margarita (Gm), Rhizophagus
clarus (Rc), ambos os fungos (Gm + Rc) ou sem inoculacdo (NI). Médias
seguidas pela mesma letra, dentro do fator Genétipo, ndo apresentam diferencas
significativas de acordo com o teste Skott-Knott 5%.
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O acumulo de fésforo apresentou interacdo significativa entre os
fatores gendtipo e tratamento de inoculagdo, tanto aos 30 como aos 60
dias apds a emergéncia das plantas. Os hibridos Férmula apresentaram
os maiores acimulos, variando entre 5mg a 20mg por planta; os hibridos
DKB e o milho crioulo tiveram actimulos que variaram entre 2,5mg e
Smg. Novamente houve diferentes respostas a inoculag@o entre o milho
crioulo e os hibridos convencionais e transgénicos: o primeiro continuou
apresentando resposta positiva a inoculagdo, enquanto que no caso dos
segundos houve maior acimulo de fésforo nas plantas ndo inoculadas
(Figura 3)
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Figura 3: Actimulo de fésforo em cinco gendtipos de milho: um crioulo, dois
hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos (T), inoculados com Gigaspora
margarita (GM), Rhizophagus clarus (RC) , ambos fungos (GM + RC) ou sem
inoculacdo (NI), 30 (A) e 60 (B) dias apds a emergéncia das plantas. Médias
seguidas pela mesma letra, dentro do fator Genétipo, ndo apresentam diferencas
significativas de acordo com o teste Skott-Knott 5%.
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3.1.2 Porcentagem de colonizacio

Trinta dias apds a emergéncia das plantas, a colonizagdo variou entre
0,35% e 8,6%, tendo a maioria das plantas, porcentagens de colonizacio
inferiores a 5%. A andlise estatistica revelou influéncia do fator
gendtipo (p = 0,001), sem haver efeitos do tratamento de inoculagio
nem interacdo entre os fatores (Figura 4).
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Figura 4: Porcentagem de coloniza¢do micorrizica, 30 dias apds a emergéncia,
de plantas de cinco genétipos de milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e
dois transgénicos (T), inoculados com Gigaspora margarita (Gm),
Rhizophagus clarus (Rc), ambos os fungos (Gm + Rc). Valores de p para os
contrastes ortogonais entre 0s genotipos.
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Os efeitos do genétipo na porcentagem de colonizagdo, desdobrados
mediante andlises de contrastes ortogonais, sdo descritos a seguir.

Isolinha vs transgénico: houve diferencas entre o DKB-I e o DKB-T,
sendo que neste gendtipo, a isolinha foi mais colonizada do que o
transgénico (1,17% vs 0,59%). Por outro lado, o genétipo Férmula-I e o
Férmula-T ndo apresentaram diferengas na porcentagem de colonizagdo,
que foi de 0,75%, em média.

DKB vs Férmula e Crioulo vs Hibridos: Os genétipos DKB e
Férmula ndo apresentaram diferencas significativas entre eles, com uma
porcentagem de colonizacdo de 0,70%. Esses gendtipos apresentaram
porcentagens de colonizacdo mais baixas quando comparados com o
milho crioulo, que apresentou valores de 4,3%.

Na segunda coleta, 60 dias apds a emergéncia das plantas, houve
efeitos da interacdo entre o gendtipo e o tratamento de inoculacdo. O
desdobramento em contrastes ortogonais (Figura 5) demonstrou
diferencas entre gendtipos de milho quando foi feita a inoculacdo com
Rhizophagus clarus ou com os dois fungos. Com Rhizophagus clarus
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houve diferencas entre o DKB-I (10,9 %) e o DKB-T (1,3%) e entre o
Férmula-I (0,6%) e o Férmula-T (2,5%). Além disso, com este fungo, o
milho crioulo apresentou a mais alta porcentagem de colonizacio
(13,4%), quando comparado a média dos hibridos (4,4%). Por outro
lado, com a inoculagdo conjunta dos dois FMA, os hibridos DKB
(isolinha e transgénico) apresentaram em média, maior colonizacio
(8,6%) que os hibridos Férmula (2,6%).

Figura 5: Porcentagem de colonizagdo micorrizica, 60 dias apds a emergéncia,
de plantas de cinco genétipos de milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e
dois transgénicos (T), inoculados com Gigaspora margarita (Gm),
Rhizophagus clarus (Rc), ambos os fungos (Gm + Rc). Valores de p para os
contrastes ortogonais entre os genotipos.
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3.2 Experimento II - Desenvolvimento da simbiose micorrizica
entre Rhizophagus clarus e genétipos de milho contendo os
eventos MON 89034, Bt11, suas isolinhas e um milho crioulo

A proteina recombinante Cry 1Ab foi detectada nos gendtipos de
milho DKB-T e FORM-T mais ndo nos genétipos DKB-I, FORM-I ou
no milho crioulo, em nenhum dos testes realizados.
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3.2.1 Crescimento das plantas

Trinta dias apés a emergéncia das plantas, os genétipos ja
apresentavam diferencas quanto a altura, didmetro do colmo e biomassa.
A altura variou entre 17cm e 27cm, o milho crioulo foi o mais alto (24,4
+ 0,4 cm), seguido pelo gendtipo Férmula (20,3 + 0,3 cm) e pelo DKB
(18,2 £ 0,3 cm). Quanto ao didmetro, o milho crioulo e o Férmula foram
similares, apresentando uma média de 7,0 + 0,2 cm, seguidos pelo
gendtipo DKB com 6,2 + 0,1 cm (Tabela S2, Anexo 1). A seguir sdo
apresentados os resultados da varidvel biomassa, por ser esta uma
medida mais abrangente do crescimento e por sintetizar de forma clara o
comportamento das outras duas varidveis.

Durante a primeira coleta, a biomassa da parte aérea da planta foi
influenciada pela interacdo dos fatores genétipo e inoculacdo (Figura
6A). Os hibridos Férmula e o milho crioulo foram maiores quando néo
inoculados, e por outro lado os hibridos DKB ndo apresentaram
diferencas de peso entre as plantas inoculadas e ndo inoculadas. Durante
a segunda coleta, a interac@o entre os fatores se manteve (Figura 6B);
nessa ocasido houve diferencas apenas no genétipo crioulo, no qual as
plantas inoculadas acumularam maior biomassa.
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Figura 6. Biomassa da parte aérea em cinco genétipos de milho: um crioulo,
dois hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos (T), inoculados com Rhizophagus
clarus (Rc) ou sem inoculag@o (NI), 30 (A) e 60 (B) dias apds a emergéncia das
plantas. Médias seguidas pela mesma letra, dentro do fator Gendtipo, ndo
apresentam diferencas significativas de acordo com o teste Skott-Knott 5%.
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Por outro lado, a biomassa da raiz, em ambas épocas,
apresentou efeitos s6 do gendtipo (Figura 7). Nas duas coletas o milho
crioulo e os hibridos Férmula tiveram raizes com biomassa semelhante,
sendo maiores que as raizes dos hibridos DKB. A inoculacdo com o
fungo Rhizophagus clarus nao teve efeito sobre a massa das raizes.
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Figura 7. Biomassa da raiz em cinco gendtipos de milho: um crioulo, dois
hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos, 30 e 60 dias apds a emergéncia das
plantas. Médias seguidas pela mesma letra, dentro de cada fator, ndo apresentam
diferencas significativas de acordo com o teste Skott-Knott 5%.
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O teor de fésforo apresentou efeitos da interacdo entre os fatores
durante a primeira coleta (Figura 8A). O milho crioulo e os hibridos
Férmula ndo inoculados apresentaram maior quantidade do nutriente na
parte aérea que suas contrapartes inoculadas. Para os hibridos DKB néo
houve diferencas no teor de fésforo.

Figura 8. Teor de fésforo em cinco genétipos de milho: um crioulo, dois
hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos (T), inoculados com Rhizophagus
clarus (Rc) ou sem inoculagdo 30 dias apds a emergéncia das plantas. Médias
seguidas pela mesma letra, dentro do fator genétipo, ndo apresentam diferencas
significativas de acordo com o teste Skott-Knott 5%.
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Durante a segunda coleta, o teor de fésforo foi influenciado pelo
gendtipo e pela inoculacdo, sem haver interacdo entre os dois fatores
(Figura 8B). Os hibridos Férmula e o milho crioulo apresentaram maior
concentragdo de fésforo do que os hibridos DKB. Quanto a inoculagio,
esta favoreceu o incremento do nutriente no tecido vegetal (Figura 9).

Figura 9. Teor de f6sforo em milhos inoculados com Rhizophagus clarus (Rc)
ou sem inoculac¢do (NI), 60 dias apds a emergéncia das plantas. Médias seguidas
pela mesma letra ndo apresentam diferencas significativas de acordo com o teste
Skott-Knott 5%.
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O acumulo de fésforo em ambas épocas esteve influenciado pela
interacdo entre o gendtipo e a inoculacdo (Figura 10A e 10B). Na
primeira coleta (Figura 11A), o milho crioulo e os hibridos Férmula
apresentaram maior concentra¢do de fosforo nos tecidos da parte aérea
quando ndo inoculados. De outro lado, os hibridos DKB apesentaram
contetidos semelhantes de fosforo em todos os casos. Na segunda coleta
(Figura 10B) esse comportamento mudou, o milho crioulo e os hibridos
DKB apresentaram uma resposta positiva a inoculagdo enquanto que os
hibridos Férmula ndo apresentaram diferencas entre as plantas
inoculadas e aquelas que nao o foram.

Figura 10. Acimulo de fésforo em cinco gendtipos de milho: um crioulo, dois
hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos, inoculados com Rhizophagus clarus
(Rc) ou sem inoculagdo (NI), 30 (A) e 60 (B) dias apés a emergéncia das
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plantas. Médias seguidas pela mesma letra, dentro do fator gendtipo, ndo
apresentam diferencas significativas de acordo com o teste Skott-Knott 5%.
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3.2.2 Colonizagao micorrizica e densidade de esporos

A porcentagem de coloniza¢do micorrizica variou entre 10% e 70%
na primeira coleta e entre 20% e 70% na segunda coleta. Os controles
nao inoculados ndo apresentaram sinais de colonizagdo micorrizica. Aos
30 dias apds a emergéncia das plantas, a coloniza¢do foi influenciada
pelos gendtipos de milho (Figura 11). Na primeira coleta, o contraste
Férmula-I vs Férmula -T foi o tnico que apresentou diferencas, sendo
que a isolinha apresentou menor colonizacdo do que o transgénico.
Durante a segunda coleta ndo houve diferencas entre a porcentagem de
colonizacdo dos diferentes gendtipos.
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Figura 11: Porcentagem de colonizag¢do, 30 dias apds a emergéncia das plantas,
em cinco gendtipos de milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois
transgénicos (T), inoculados com Rhizophagus clarus. Valores de p para os
contrastes ortogonais entre os genétipos de milho.
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A producdo de esporos variou entre 10 e 20 esporos por 50 mL de
solo na primeira coleta e entre 200 e 500 esporos por 50 mL de solo na
segunda avaliacdo. Trinta dias apés a emergéncia das plantas, a
densidade de esporos foi semelhante para todos os gendtipos. Aos 60
dias, os hibridos DKB apresentaram maior densidade de esporos que os
hibridos Férmula (contraste DKB vs Férmula). Além disso a isolinha do
hibrido DKB apresentou um menor numero de esporos que o
transgénico (Figura 12)
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Figura 12: Densidade de esporos 60 dias apds a emergéncia das plantas, em
cinco gendtipos de milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois
transgénicos (T), inoculados com Rhizophagus clarus. Valores de p para os
contrastes ortogonais entre os genétipos de milho.
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3.2.3 Caracteristicas fisiologicas

N

Foram avaliadas caracteristicas relacionadas a producdo de
pigmentos fotossintéticos e ao teor de carboidratos soliveis na raiz. Aos
30 dias ap6s a emergéncia das plantas, o teor de clorofila total variou
entre 14 e 23 pg g massa fresca . Os hibridos Férmula ¢ o milho
crioulo apresentaram os maiores teores de clorofila (Figura 13A). A
inoculagdo com Rhizophagus clarus favoreceu o incremento do teor de
clorofila total, sendo que a média das plantas inoculadas foi de 19,5 pg
de clorofila g massa fresca "' e sem inoculagdo foi de 18,2 ug de clorofila
¢ massa fresca . Durante a segunda coleta, o teor de clorofila total
variou entre 9 e 15 ug g massa fresca "' e toda a varia¢do observada foi
decorrente do fator genétipo (Figura 13B).
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Figura 13: Teor de clorofila em folhas, 30 e 60 dias apdés a emergéncia das
plantas, em cinco gendétipos de milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e
dois transgénicos (T).
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O teor de carboidratos soldveis na raiz, na primeira coleta, variou
entre 2,7 e 15 mg de glucose g massa fresca ' e na segunda, entre 3 e
10mg de glucose g massa fresca . Em ambas coletas houve influéncia
da interagdo entre o gendtipo e os tratamentos de inoculacido. Durante a
primeira coleta, o teor de carboidratos apresentou decréscimos nos
hibridos inoculados, entanto que no milho crioulo,a inoculacdo ndo
causou diferencas (Figura 14A). Por outro lado, durante a segunda
coleta cada genétipo teve um comportamento particular como pode ser
observado na Figura 14 B.
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Figura 14: Teor de carboidratos soliveis nas raizes, 30 e 60 dias apds a
emergéncia das plantas, em cinco genétipos de milho: um crioulo, dois hibridos

isolinhas (I) e dois transgénicos (T), inoculados com Rhizophagus clarus (Rc)
ou sem inoculagdo (NI).
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3.3 Caracterizacio do sistema radicular

O sistema radicular do milho crioulo e dos gendtipos DKB
apresentou maior comprimento que aquele do gendétipo Férmula. Por
outro lado, a média da &rea superficial, volume e didmetro foi
semelhante em todos os gendtipos avaliados (Tabela 3).
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Tabela 3. Comprimento total, drea superficial, volume e diametro médio do
sistema radicular de cinco gendtipos de milho: um crioulo, dois hibridos
isolinhas (I) e dois transgénicos (T).

. Comprimento Are.a . Volume  Didmetro médio
Gendtipo total superficial (cm) (cm)
(cm) (cm?)

Crioulo 2003+ 126a 341+12 4,7+0,1 0,5 +0,01
DKB-I 2141+86 a 33821 42+04 0,5+0,01
DKB-T 2342+377a 36256 45+0,7 0,5+0,01
FORM-I 1502+35 b 240+82 3,1+0,05 0,5+£0,01
FORM-T 1480+31 b 264+18 3,7+04 0,6 £ 0,02

Na andlise do comprimento das raizes por categorias diamétricas, s6
foram observadas diferencas nas categorias de raizes mais finas. Os
gendtipos Crioulo e Foérmula apresentaram raizes finas menos
compridas que o genétipo DKB (Tabela 4).

Tabela 4. Comprimento total, por categorias diamétricas, de cinco genétipos de
milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos (T).

00-02 02-04 04-06 06-08 >0,8

Genodtipo (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

Crioulo 142+16b 404+8b 10211 49 0,9 114 £33
DKB-I 222+ 15a 439+62a 1386 65 +6 155 £5
DKB-T  177+29a 445+87a 149+33 71 £16 116 £8
FORM-I 143+10b 378 £29b 152+8 81 +0,7 99 +6

FORM-T 110+7 b 205+31c¢ 1601 66 +4 96 +22
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Quanto ao volume ocupado pelas raizes em diferentes classes
diamétricas, as raizes do gen6tipo DKB apresentaram as raizes finas de
maior volume, o gendtipo Férmula apresentou um menor volumem de
raizes, tanto finas, quanto grossas. Por outro lado, o milho crioulo
apresentou maior volume nas raizes grosas do que nas finas (Tabela 5)

Tabela 5. Volume, por categorias diamétricas, de cinco gendtipos de milho: um
crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos (T).

02<D<04<D<06 <D<
0,4 0,6 0,8
(cm) (cm) (cm)

0,0<D<0,2
(cm)

D >0,8

Genotipo (cm)

Crioulo 0,03+0,003b 0,25+0,09 0,18+0,02 0,19+0,02 1,83+0,003 a
DKB-1 0,04 £0,002a 0,27 +0,04 0,25+0,01 0,25+0,03 1,82 +0,003 a
DKB-T 0,04 +0,006a 0,29+0,05 0,27 +0,06 0,27 +0,05 1,27 +0,003 b
FORM-I 0,03+0,002b 0,24+0,01 0,28+0,02 0,30+0,01 1,16 +0,003 b
FORM-T 0,02+0,001b 0,16+0,03 0,22+0,06 0,25+0,02 0,81 +0,003 b
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4. DISCUSSAO

4.1 Efeitos da transgenia sobre a colonizacdo micorrizica e a
resposta a inoculacao

A hipétese formulada foi que, ao modificar o background
genético da planta, a transgenia teria efeitos sobre a porcentagem de
coloniza¢do micorrizica e a resposta da planta a inoculacdo com FMA.
Os resultados obtidos demonstraram efeitos diversos sobre a
porcentagem da colonizagdo micorrizica, que dependeram do evento
transgénico, da época de avaliagdo e da espécie de fungo micorrizico
inoculado. Quanto ao evento transgénico, o gendtipo DKB,
transformado com o evento MON 89034, apresentou respostas que
variaram entre o efeito negativo do transgénico (primeiro experimento,
30 e 60 dias ap6s a emergéncia das plantas), até a auséncia de efeitos da
transgenia (segundo experimento, 30 e 60 dias apds a emergéncia das
plantas). Por outro lado, o evento BT11, contido no milho Férmula, teve
porcentagem de colonizacdo micorrizica aumentada nos dois
experimentos realizados. No entanto, houve variacdo segundo a época
de coleta, sendo que no primeiro experimento o efeito apareceu aos 60
dias apds a emergéncia das plantas, e no segundo experimento o efeito
apareceu na coleta dos 30 dias, para desaparecer aos 60 dias. Esses
resultados sugerem a existéncia de efeitos da transgenia diferenciados
para cada evento de transformagdo, porém transitérios, uma vez que
aparecem s6 em algumas circunstancias, sendo varidveis entre as épocas
de avaliacdo e os ensaios aqui apresentados.

Outros estudos avaliando o efeito da transgenia sobre a
colonizacdo micorrizica em diferentes gendtipos de milho também
encontraram efeitos transitérios, que dependeram, entre outros fatores,
do estdgio fenoldgico da cultura, do tipo de experimento (a campo ou
em casa de vegetacdo), da densidade de esporos usada para a
inoculacdo, da aplicacdo de fertilizantes e do gendtipo de milho
estudado (CHEEKE et al., 2011; CHEEKE; ROSENSTIEL; CRUZAN,
2012; FLIEBBACH et al.,, 2012; VERBRUGGEN et al., 2012). Por
exemplo, em experimento avaliando a influéncia de dois hibridos de
milho transformados com os eventos Bt 176 e Bt 11, Turrini et al.
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(2005) observaram que houve menor crescimento das hifas
préssimbidticas e diminuicdo de 36% na formacdo de haustdrios de
Glomus mosseae em plantas de milho Bt 176, porém ndo nas plantas sob
a influéncia do evento Bt 11. No estudo citado, a diminui¢do no ndmero
de haustérios nio levou a diminui¢do da porcentagem de colonizacio
entre os gendtipos avaliados, € os autores associaram os efeitos
observados a maior producdo de proteina CrylAb por plantas contendo
o evento Bt 176. Em outro experimento em casa de vegetacao, realizado
pelo mesmo grupo de pesquisa e avaliando os mesmos eventos,
Castaldini et al (2005) encontraram diminui¢do na porcentagem de
colonizacdo, na formacdo de arbusculos e hifas intrarradiculares em
plantas de milho Bt 176, confirmando os resultados anteriormente
relatados Nessa segunda vez, porém, vez os efeitos também foram
evidenciados em plantas contendo o evento Bt 11, demonstrando que,
além da quantidade de proteina recombinante hd outros fatores
modulando a simbiose com as plantas transgénicas. Em outro estudo
quantificando a colonizagc@o micorrizica e a densidade de esporos, em
experimento em casa de vegetacdo, ao comparar sete eventos de milho
transgénico e suas respectivas isolinhas, Cheeke et al (2012) observaram
menor colonizagdo micorrizica em plantas transgénicas, quando
comparadas com as isolinhas. Essas diferengas s6 foram evidenciadas
durante as primeiras coletas e desapareceram durante o estdgio
reprodutivo da planta. Em ensaio subsequente, realizado pelo mesmo
grupo de pesquisa e avaliando os mesmos hibridos e 0os mesmos
eventos, desta vez cultivados a campo, ndo se encontraram efeitos da
transgenia sobre a porcentagem da colonizacdo micorrizica em nenhuma
das condi¢des avaliadas (CHEEKE et al., 2013).

Os efeitos transitorios observados nos experimentos avaliando a
resposta dos FMA as plantas de milho Bt podem estar relacionados a
multiplicidade e complexidade dos fatores determinantes para o
estabelecimento da simbiose, os quais passam pelas caracteristicas do
solo, da planta, do ambiente e do fungo. Diferencas no estabelecimento
dos microcosmos experimentais, no tipo de solo usado, na quantidade de
proteina recombinante sendo expressa pelo milho, o status fisiologico
das plantas e a identidade genética das mesmas sdo fatores que podem
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explicar a variabilidade de resultados relatados (TURRINI; SBRANA;
GIOVANNETTI, 2015)

Além disso, as espécies de bactérias Bacillus thuringiensis e
Streptomyces viridochromogenes, de cujo genoma foram tomados os
genes de resisténcia a insetos e tolerancia a herbicidas, ocorrem de
forma natural no solo (MARTIN; TRAVERS, 1989; WILLIAMS et al.,
1983), e portanto hd um histdrico de coexisténcia entre a microbiota do
solo e as proteinas Cry e PAT que estas bactérias expressam, o que pode
ser um fator que modula a resposta desses microrganismos as proteinas
recombinantes expressadas pelas plantas transgénicas.

Outros estudos tém encontrado efeitos deletérios do cultivo de
plantas transgénicas sobre a microbiota do solo, mas na maioria dos
casos, os efeitos relatados foram alteracdes na composicdo da
comunidade de bactérias. Por exemplo, Xue et al. (2005) encontraram
mudancas na propor¢do de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
na rizosfera de plantas de milho Bt e de suas variedades isogénicas.
Castaldini et al. (2005) encontraram diferencas na diversidade de
eubactérias associadas a rizosfera de plantas de milho Bt e suas
contrapartes isogénicas, assim como diferencas na diversidade de
bactérias do solo, apds a aplicacdo de residuos vegetais de plantas de
milho Bt. (HENRI H. DINEL, 2003; FLORES; SAXENA; STOTZKY,
2005; CASTALDINI et al., 2005). Dessa maneira, diferentes
microrganismos do solo parecem exibir niveis varidveis de sensibilidade
frente a presenca de plantas transgénicas. Contudo, as avaliacdes de
risco ambiental relacionadas a introdugd@o de plantas transgénicas devem
ser realizadas caso a caso e pesquisas devem ser feitas para tentar
esclarecer as razdes dos efeitos transitérios aqui relatados.

4.2 Colonizacao e resposta a inoculacdo com FMA entre hibridos
de milho convencionais e transgénicos e um milho crioulo.

Independentemente da presenca do transgene, os resultados de
ambos experimentos demonstraram respostas diferenciadas entre os
hibridos e o milho crioulo frente a inoculagdo com FMA. A resposta a
associacdo micorrizica € definida como o incremento no crescimento e
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na absorcdo de P por parte das plantas, como resultado da simbiose com
FMA (JANOS, 2007). Efeitos positivos da inocula¢do sdo definidos
pelo maior acimulo de biomassa ou fésforo das plantas quando sdo
inoculadas com esses fungos. Efeitos negativos sdo observados quando
hid menor biomassa ou actmulo desse nutriente, decorrentes da
inoculacdo, e h4 efeitos neutros quando existe uma relacdo equivalente
em crescimento e acimulo de fésforo entre plantas inoculadas e aquelas
que ndo receberam indculo.

Os resultados do primeiro ensaio mostraram uma forte
diferenca entre o desempenho da simbiose do milho crioulo, que frente a
inoculagd@o apresentou efeitos positivos ou em alguns casos neutros. Isso
contrastou com os efeitos negativos, e em menor medida neutros, que
apresentaram os hibridos, tanto transgénicos, quanto convencionais,
particularmente o genétipo Férmula. Nesse ensaio, as diferentes
respostas ficaram mais evidentes quando a inoculac¢io foi realizada com
Rhizophagus clarus, provavelmente porque a simbiose com esse fungo
conseguiu se desenvolver melhor que com Gigaspora margarita, fato
que sera discutido mais adiante.

Geralmente os estudos de inoculagdo do milho com FMA tem
demostrado efeitos positivos sobre o crescimento e a absorcao de P na
parte aérea da planta (CAMPOS; ANDRADE; CASSIOLATO, 2010;
SAWERS; GUTJAHR; PASZKOWSKI, 2008; KAEPPLER et al.,
2000; KHALIL; LOYNACHAN; TABATABAI, 1994), mas resultados
negativos decorrentes da simbiose com FMA ja foram relatados por
véarios pesquisadores (CHEEKE; ROSENSTIEL; CRUZAN, 2012;
HOEKSEMA et al., 2010). Situagdes nas quais o estado ndo simbidtico
¢ mais vantajoso ocorrem quando a quantidade de carbono, que a planta
estd repassando para o fungo, representa um gasto maior que o beneficio
recebido pelo fornecimento de fésforo ou de outros nutrientes. Neste
ultimo caso, o fungo comporta-se como um dreno de carbono. Nesse
contexto, varios pesquisadores propdem o conceito de continuum
parasitismo-mutualismo, para explicar de forma mais realistica as
relagdes planta-FMA (SMITH; SMITH, 2014).

As causas que levam ao comportamento parasitico dos FMA
podem ser diversas: entre elas, as condi¢cdes ambientais que limitam o
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crescimento da planta simbionte, que podem ter um papel fundamental
na explicagcdo desse fendmeno (JONES; SMITH, 2004; VEIGA et al.,
2011). Na presente pesquisa, no primeiro experimento os decréscimos
observados na altura, didmetro e biomassa das plantas micorrizadas
podem estar associados a fatores ambientais decorrentes da época na
qual foi realizado o ensaio (maio-julho), meses nos quais ha maiores
quedas na temperatura noturna e menor luminosidade. O
desenvolvimento do milho € altamente dependente da temperatura do ar,
a qual determina a velocidade de crescimento e marca as fases
fenoldgicas da cultura (BERGAMASCHI; MATZENAUER, 2014).
Dias mais frios causam menor desenvolvimento foliar, o que pode
também ter efeitos sobre a capacidade fotossintética, fazendo com que a
producdo primdria diminua. Plantas que, além de distribuir os
fotossintatos para as fungdes metabdlicas bdsicas, repassam carbono
para o simbionte, encontram-se em desvantagem, em épocas em que
fatores ambientais, como a temperatura, limitam a 4rea foliar e por tanto
a fotossintese. No presente trabalho o efeito das condi¢des ambientais
sobre o desenvolvimento do milho foi evidente e se observou que o
acimulo de biomassa e a altura das plantas durante o segundo
experimento em ambas épocas atingiu valores que dobraram as médias
do primeiro experimento.

A influéncia da identidade genética da planta simbionte — em
nivel de espécie, variedade ou cultivar - tem sido apontada como um dos
fatores bidticos mais importantes para o sucesso da simbiose com FMA.
No nivel de espécie, o milho € reconhecido por ser uma planta
micotréfica que apresenta taxas de coloniza¢do que podem variar de 10
a 95% (AN et al., 2010; CAMPOS; ANDRADE; CASSIOLATO, 2010;
CHU et al., 2013; SERRALDE; RAMIREZ, 2013). A amplitude dessa
variagdo estd marcadamente influenciada pela variedade ou cultivar e
pelas condi¢des de disponibilidade de nutrientes, principalmente P, o
qual apresenta uma forte regulacdo sobre o estabelecimento da simbiose
(SIQUEIRA, 2010). Por exemplo, variedades crioulas respondem
melhor a inoculacdo em condi¢des de baixo teor de P no solo (CHU et
al.,, 2013; WRIGHT et al., 2005). Por outro lado, as variedades
melhoradas, tem um comportamento mais erritico, j4 que podem
apresentar maior grau de coloniza¢do em solos com alto ou baixo teor de
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P, dependendo do hibrido em questdo (AN et al., 2010; CHU et al,,
2013; WRIGHT et al., 2005).

Para verificar se os efeitos negativos da inoculagdo com FMA,
principalmente com Rhizophagus clarus, estiveram modulados por
condi¢des ambientais, principalmente de temperatura, ou se decorreram
de aspectos relacionados a caracteristicas proprias do gendtipo de milho,
foi realizado o segundo experimento (fevereiro — abril), repetindo-se um
subgrupo dos tratamentos testados no primeiro ensaio. As respostas dos
diferentes gendtipos de milho durante este segundo experimento foram
um pouco diferentes, principalmente pelo fato de todos os gendtipos
apresentarem uma maior porcentagem de colonizacido (50% em média).
Neste segundo ensaio, o gendtipo Formula continuou apresentando
efeitos negativos ou em algumas ocasides neutros, da inoculagdo com
Rhizophagus clarus. Por outro lado, o genétipo DKB oscilou entre os
efeitos neutros e positivos, enquanto o milho crioulo apresentou a mais
ampla variacdo, sendo que na coleta dos trinta dias apresentou efeitos
negativos, mas no final do experimento acumulou maior biomassa e
foésforo quando inoculado com Rhizophagus clarus.

Virios trabalhos relataram diferencas no desempenho da
simbiose entre plantas da mesma espécie, ou ainda do mesmo cultivar,
quando associadas com diferentes fungos (TAWARAYA, 2003;
ROGER et al., 2013). Provavelmente as razdes pelas quais algumas
espécies, ou algumas variedades dentro da mesma espécie, apresentam
tais diferencas frente ao desempenho da simbiose, estejam relacionadas
com caracteristicas morfolégicas ou ainda fisioldgicas, principalmente
da raiz. Caracteristicas morfoldgicas da raiz que melhoram a absor¢do
de P do solo, como comprimento de raiz, nimero de pelos radiculares e
maior biomassa radicular, estio negativamente relacionadas com o
desempenho da simbiose. Por essa razdo, espécies ou variedades, com
sistemas radiculares maiores e mais ramificados apresentam menor
colonizacdo micorrizica que aquelas com raizes menos desenvolvidas
(TAWARAYA, 2003). A caracterizacdo do sistema radicular dos cinco
gendtipos estudados evidenciou que os gendtipos Férmula e Crioulo
possuem sistemas radiculares mais enxutos com raizes mais volumosas
e compridas nas categorias diamétricas maiores, caracteristicas que
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como mencionado anteriormente, estdo correlacionadas de forma
positiva com a formagdo de micorriza arbuscular e que no caso do milho
crioulo, podem explicar a maior colonizagdo e responsividade desse
gendtipo a inoculacdo. No entanto, o genétipo Férmula, mesmo tendo
raizes com ditas caracteristicas, comportou-se de forma completamente
diferente ao milho crioulo, sendo o menos responsivo dos gendtipos
avaliados, fato que pode estar relacionado com o histdrico de selecdo
genética desses fungos. Em geral, os programas de melhoramento
genético buscam selecionar gendtipos que apresentem alta produgdo em
solos com elevada aplicacdo de fertilizantes quimicos (RENGEL, 2002).
No ambito do sistema radicular, a domesticagdo e o melhoramento
genético tem ocasionado modifica¢des na arquitetura e disposi¢do das
raizes da maior parte das plantas cultivadas como também na selecdo de
transportadores de fosforo enddgenos mais eficientes. Neste sentido, a
pressdo de selecdo tem sido aplicada para aumentar o nimero de raizes
seminais e diminuir o geotropismo de modo a aumentar a area de solo
explorado; em outras palavras, o melhoramento tem produzido plantas
com sistemas radiculares mais desenvolvidos e que provavelmente, nao
sdo beneficiados pela simbiose micorrizica, na mesma medida que
plantas que dependem dessa simbiose, para aumentar a absor¢cdo de
nutrientes (DE DORLODOT et al., 2007). Por outro lado, a selecao das
culturas de milho pode ter ocasionado a selecdo de transportadores
endogenos de fésforo mais eficientes que aumentaram a absor¢do de
fosforo da planta (KARANDASHOV e BUCHER, 2005). Os resultados
aqui relatados mostraram que o gendtipo Férmula, mesmo tendo um
sistema radicular semelhante ao do milho crioulo, apresentou uma
responsividade a inoculagdo muito baixa e até negativa, fato que pode
estar relacionado com sua alta capacidade enddgena de absor¢do de
fosforo, uma vez que os teores desse nutriente neste gendtipo sempre
foram maiores em plantas ndo inoculadas, sugerindo a existéncia de
transportadores de fésforo mais eficientes neste gendtipo.

Na presente pesquisa, houve efeitos da inoculagio com FMA
sobre os teores de clorofila e carboidratos disponiveis na raiz. Na
primeira época de coleta a inoculagdo promoveu aumentos no teor de
clorofila em todos os gendtipos, a0 mesmo tempo que implicou
decréscimos do teor de carboidratos para os hibridos. Durante a segunda
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coleta ndo houve efeitos da inoculagdo, havendo diferencas s6 entre os
gendtipos. O teor de clorofila total estd relacionado com a taxa
fotossintética da planta, uma vez que maiores teores de clorofila
promovem maior absorcdo de luz incidente (BJORKMAN, 1981). O
fluxo de energia solar canalizado através da fotossintese resulta na
produgdo de carboidratos, principalmente sacarose e amido, que sdo
exportados aos diferentes 6rgdos da planta para dar suporte ao
crescimento (PENG et al., 2011), e a disponibilidade de carboidratos
estd, portanto, relacionada ao desenvolvimento das plantas (GIBSON,
2004). Plantas inoculadas com FMA podem aumentar a taxa
fotossintética por dois mecanismos: o primeiro estd relacionado com a
promocdo de crescimento e a melhor condicdo nutricional em plantas
que formam simbiose micorrizico arbuscular. Plantas micorrizadas
geralmente conseguem suprir de melhor maneira os micronutrientes
essenciais para o bom desempenho dos fotossistemas (SMITH;
GIANINAZZI-PEARSON, 1988). Por outro lado, pesquisas recentes
apontaram que o dreno de carboidratos em dire¢do ao fungo micorrizico,
provoca um mecanismo compensatério de aumento na taxa
fotossintética, o que assegura o suprimento de carbono para o
desenvolvimento da planta, sendo este um tépico que vem recebendo
maior atencdo (KASCHUK et al., 2009). Os resultados desta pesquisa
permitem evidenciar que a inoculacio com FMA produziu duas
situagcdes contrastantes para o milho crioulo e para os hibridos. No caso
do primeiro, houve aumento do teor de clorofila, ndo houve efeitos
sobre o teor de carboidratos na raiz e o desempenho da simbiose no final
do experimento foi positivo, o que indica que o dreno de carbono
causado pela simbiose foi compensado pela mobilizacdo de nutrientes e
resultou em melhor crescimento das plantas. Para os hibridos, essa
relacdo foi diferente, uma vez que todos eles apresentaram menor
conteddo de carboidratos, e possivelmente maior dreno de carbono, em
plantas inoculadas com Rhizophagus clarus, e além disso apresentaram
menor desempenho da simbiose, oscilando entre respostas neutras a
negativas.

Esses resultados indicam que ndo s& as caracteristicas
ambientais, como temperatura e luminosidade, tém um papel importante
na modulacdo do desempenho da simbiose pois caracteristicas
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fisiol6gicas de cada gendtipo podem também determinar os efeitos da
mesma, como ocorreu nesta pesquisa com os hibridos e o milho crioulo.

4.3 Efeitos da trangenia sobre o desenvolvimento de Gigaspora
margarita e Rhizophagus clarus.

Independentemente do gendtipo de milho, as espécies de FMA
avaliadas apresentaram padrdes contrastantes de colonizagdo. A
porcentagem da colonizacdo, nas plantas inoculadas com Rhizophagus
clarus foi maior que nas plantas inoculadas com Gigaspora margarita,
sendo que em alguns casos o primeiro fungo chegou a apresentar
porcentagens de colonizagdo seis vezes maiores do que o segundo.
Espécies da familia Glomeraceae, da qual faz parte o género
Rhizophagus, apresentam um melhor desenvolvimento das estruturas
fingicas intrarradiculares, o que resulta em maior 4rea de raiz
colonizada, além de uma intensa producdo de hifas, vesiculas,
arbuisculos e esporos em tempos relativamente curtos. De outro lado,
espécies da familia Gigasporaceae apresentam um crescimento
intrarradicular menor, e portanto menor nimero de hifas, arbusculos,
células de armazenamento em volta da raiz e poucos esporos, enquanto
que micélio extrarradicular € abundante e todas as estruturas apresentam
maior tamanho (FITTER, 2009; HART; KLIRONOMOS, 2002; HART;
READER, 2002a, 2002b). Ter em conta essas caracteristicas de
crescimento para a avaliacdo de riscos potenciais das culturas
transgénicas € importante, uma vez que espécies que desenvolvem maior
parte do micélio no interior das raizes podem ser mais susceptiveis a
mudangas no padrdo fisico-quimico da raiz.

Os resultados obtidos também mostraram efeitos diferenciados,
ainda que transitérios, da transgenia sobre o desenvolvimento da espécie
Rhizophagus clarus. Durante o primeiro experimento, esta espécie
apresentou diferengas na porcentagem de coloniza¢do micorrizica, entre
isolinhas e transgénicos dos dois eventos avaliados, razdo pela qual foi
testado no segundo experimento. Novamente houve efeitos transitorios
da transgenia, neste caso de aumento da colonizacdo em plantas
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expressando o evento Bt 11 e maior producdo de esporos nas plantas
expressando o evento MON 89034. Outros estudos avaliando os efeitos
de culturas transgénicas sobre FMA descobriram efeitos transitorios
sobre a espécie Funneliformis mosseae também da familia Glomeraceae
(CHEEKE et al., 2011; CASTALDINI et al., 2005; TURRINI et al.,
2005), mas ndao hd na literatura estudos sobre espécies de outras
familias. Nesta pesquisa, ndo foram observados efeitos da transgenia
sobre a porcentagem da colonizacdo de Gigaspora margarita. Para este
fungo a porcentagem de colonizac¢do foi muito baixa, o que sugere a
necessidade de testes de maior duragdo com este tipo de espécies de
crescimento lento.
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5. CONCLUSOES

A transgenia ndo apresentou efeitos consistentes na colonizagdo
micorrizica ou na responsividade das plantas a micorrizagdo, os efeitos
observados variaram respeito as épocas de coleta, eventos transgénicos
inseridos em cada genétipo de milho e espécie de fungo micorrizico
inoculado.

Variedades de milho respondem de forma distinta a inoculagdo com
fungos micorrizicos arbusculares. A resposta estd modulada pela
identidade genética da planta e também por fatores abidticos. Neste
estudo, as plantas de milho crioulo apresentaram-se mais responsivas a
inoculacdo, enquanto que os hibridos estudados apresentaram respostas
que variaram de neutras a negativas, em particular o genétipo Férmula
que foi 0 menos responsivo.



98



99

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AN, G.-H. et al. How does arbuscular mycorrhizal colonization vary
with host plant genotype? An example based on maize (Zea mays)
germplasms. Plant and Soil, v. 327, n. 1-2, p. 441-453, fev. 2010.

BERGAMASCHI, H.; MATZENAUER, R. O milho e o clima.
Porto Alegre: EMATER/RS-Ascar, 2014.

BJORKMAN, O. Responses to different quantum flux densities. In:
LANGE, O. L.; NOBEL, P. S.; OSMOND, C. B.; ZIEGLER, H. (Ed.).
Encyclopedia of plant physiology. Berlin: Springer- Verlag, 1981. p.
57-107.

CAMPOS, D. T. DA S.; ANDRADE, J. A. DA C.; CASSIOLATO,
A. M. R. Crescimento e micorriza¢do de gendtipos de milho em casa de
vegetacdo. Bragantia, v. 69, n. 3, p. 555-562, 2010.

CASTALDINI, M. et al. Impact of Bt Corn on Rhizospheric and Soil
Eubacterial Communities and on Beneficial Mycorrhizal Symbiosis in
Experimental Microcosms. Applied and Environmental
Microbiology, v. 71, n. 11, p. 6719-6729, 1 nov. 2005.

CHEEKE, T. E. et al. The influence of fertilizer level and spore
density on arbuscular mycorrhizal colonization of transgenic Bt 11
maize (Zea mays) in experimental microcosms: Mycorrhizal
associations in Bt 11 maize. FEMS Microbiology Ecology, v. 75, n. 2,
p- 304-312, fev. 2011.

CHEEKE, T. E.; CRUZAN, M. B.; ROSENSTIEL, T. N. Field
Evaluation of Arbuscular Mycorrhizal Fungal Colonization in Bacillus
thuringiensis Toxin-Expressing (Bt) and Non-Bt Maize. Applied and
Environmental Microbiology, v. 79, n. 13, p. 4078-4086, 1 jul. 2013.

CHEEKE, T. E.; ROSENSTIEL, T. N.; CRUZAN, M. B. Evidence
of reduced arbuscular mycorrhizal fungal colonization in multiple lines
of Bt maize. American Journal of Botany, v. 99, n. 4, p. 700-707, 1
abr. 2012.

CHU, Q. et al. Mycorrhizal responsiveness of maize (Zea mays L.)

genotypes as related to releasing date and available P content in soil.
Mycorrhiza, v. 23, n. 6, p. 497-505, ago. 2013.



100

DE DORLODOT, S. et al. Root system architecture: opportunities
and constraints for genetic improvement of crops. Trends in Plant
Science, v. 12, n. 10, p. 474481, out. 2007.

DUBOIS, M.; GILLES, K. A.; HAMILTON, J. K.; REBERS, P. A,;
SMITH, F. Colorimetric method for determination of sugars and related
substances. Analytical Chemistry, v. 28, n. 3, p. 350- 56, 1956.

FITTER, A. H. Natural selection and the evolutionary ecology of the
arbuscular mycorrhizal fungi (Phylum Glomeromycota). Journal of
Experimental Botany, v. 60, n. 9, p. 2465-2480, 1 jul. 2009.

FLIEBBACH, A. et al. Effects of conventionally bred and Bacillus
thuringiensis (Bt) maize varieties on soil microbial biomass and activity.
Biology and Fertility of Soils, v. 48, n. 3, p. 315-324, abr. 2012.

FLORES, S.; SAXENA, D.; STOTZKY, G. Transgenic Bt plants
decompose less in soil than non-Bt plants. Soil Biology and
Biochemistry, v. 37, n. 6, p. 1073-1082, 2005.

GERDEMANN, J. W.; NICOLSON, T. H. Spores of mycorrhizal
Endogone species extracted from soil by wet sieving and decanting.
Transactions of the British Mycological Society, v. 46, n. 2, p. 235-
244, jun. 1963.

GIBSON, S. T. Sugar and phytohormone response pathways:
navigating a signaling network. Journal of Experimental Botany, v. 55,
n. 395, p. 253-264, 2004.

GIOVANNETTI, M.; MOSSE, B. An Evaluation of Techniques for
Measuring Vesicular Arbuscular Mycorrhizal Infection in Roots. New
Phytologist, v. 84, n. 3, p. 489-500, 1 mar. 1980.

HART, M. M.; READER, R. Taxonomic basis for variation in the
colonization strategy of arbuscular mycorrhizal fungi. New Phytologist,
v. 153, n. 2, p. 335-344, 2002b.

HART, M.; KLIRONOMOS, J. Colonization of roots by arbuscular
mycorrhizal fungi using different sources of inoculum. Mycorrhiza, v.
12, n. 4, p. 181-184, 2002.



101

HART, M.; READER, R. Does percent root length colonization and
soil hyphal length reflect the extent of colonization for all AMF?
Mycorrhiza, v. 12, n. 6, p. 297-301, 1 dez. 2002a.

HENRI H. DINEL, M. M. S. Extractable soil lipids and microbial
activity as affected by Bt and non Bt maize grown on a silty clay loam
soil. Journal of environmental science and health. Part. B,
Pesticides, food contaminants, and agricultural wastes, v. 38, n. 2, p.
211-9, 2003.

HISCOX, J. T; ISRAELSTAM, G. F. A method for the extraction of
chlorophyll from leaf tissue without maceration. Canadian Journal of
Botany, v. 57, n. 12, p. 1332-1334, 1979.

HOAGLAND, D. R.; ARNON, D. I. The water-culture method for
growing plants without soil. Circular. California Agricultural
Experiment Station, v. 347, n. 2nd edit, p. 32 pp., 1950.

HOEKSEMA, J. D. et al. A meta-analysis of context-dependency in
plant response to inoculation with mycorrhizal fungi. Ecology Letters,
v. 13, n. 3, p. 394-407, mar. 2010.

JANOS, D. P. Vesicular-arbuscular mycorrhizae affect lowland
tropical rain forest plant growth. Ecology, p. 151-162, 1980.

JONES, M. D.; SMITH, S. E. Exploring functional definitions of
mycorrhizas: Are mycorrhizas always mutualisms? Canadian Journal
of Botany, v. 82, n. 8, p. 1089-1109, ago. 2004.

KAEPPLER, S. M. et al. Variation among Maize Inbred Lines and
Detection of Quantitative Trait Loci for Growth at Low Phosphorus and
Responsiveness to Arbuscular Mycorrhizal Fungi. Crop Science, v. 40,
n. 2, p. 358, 2000.

KASCHUK, G. et al. Are the rates of photosynthesis stimulated by
the carbon sink strength of rhizobial and arbuscular mycorrhizal
symbioses? Soil Biology and Biochemistry, v. 41, n. 6, p. 1233-1244,
jun. 2009.

KHALIL, S.; LOYNACHAN, T. E.; TABATABAI, M. A.
Mycorrhizal Dependency and Nutrient Uptake by Improved and



102

Unimproved Corn and Soybean Cultivars. Agronomy Journal, v. 86, n.
6, p. 949, 1994.

KOSKE, R.E., GEMMA, J.N. A modified procedure for staining
roots to detect VA mycorrhizas. Mycological Research, v.92, p.486-
505, 1989.

LATIMER, G. W. Official methods of analysis of AOAC
International. [s.].] AOAC international, 2012.

LICHTENTHALER, H. K.; WELLBURN, A. R. Determinations of
total carotenoids and chlorophylls a and b of leaf extracts in different
solvents. Biochemical Society Transactions, v. 11, n. 5, p. 591-592,
1983.

MARTIN, P. A.; TRAVERS, R. S. Worldwide abundance and
distribution of Bacillus thuringiensis isolates. Applied and
Environmental Microbiology, v. 55, n. 10, p. 2437-2442, 1989.

MURPHY, J.; RILEY, J. P. A modified single solution method for
the determination of phosphate in natural waters. Analytica Chimica
Acta, v. 27, p. 31-36, 1962.

PENG, C. C;; XU, Y. H.; XI, R. C.; ZHAO, X. L. Expression,
subcellular localization and phytohormone stimulation of a functional
sucrose transporter (MdSUT1) in apple fruit. Scientia Horticulturae,
v. 128, n. 3, p. 206-212, 2011.

RENGEL, Z. Breeding for better symbiosis. Plant and Soil, p. 147-
162, 2002.

ROGER, A. et al. Relatedness among arbuscular mycorrhizal fungi
drives plant growth and intraspecific fungal coexistence. The ISME
journal, v. 7, n. 11, p. 2137-2146, 2013.

SAWERS, R. J. H.; GUTJAHR, C.; PASZKOWSKI, U. Cereal
mycorrhiza: an ancient symbiosis in modern agriculture. Trends in
Plant Science, v. 13, n. 2, p. 93-97, fev. 2008.

SAXENA, D. et al. Larvicidal Cry proteins from Bacillus

thuringiensis are released in root exudates of transgenic B. thuringiensis
corn, potato, and rice but not of B. thuringiensis canola, cotton, and



103

tobacco. Plant Physiology and Biochemistry, v. 42, n. 5, p. 383-387,
2004.

SERRALDE, A. M.; RAMfREZ, M. M. Anilisis de poblaciones de
micorrizas en maiz (Zea mays) cultivado en suelos &cidos bajo
diferentes tratamientos agronémicos. Revista Corpoica Ciencia y
Tecnologia Agropecuaria, v. 5, n. 1, p. 31-40, 2013.

SIQUEIRA, J. O. et al. (Eds.). . Micorrizas: 30 anos de pesquisa
no Brasil. 1. ed. Lavras, MG: Editora UFLA, 2010. p. 551-582.

SMITH, F. A.; SMITH, S. E. How harmonious are arbuscular
mycorrhizal symbioses? Inconsistent concepts reflect different mindsets
as well as results. New Phytologist, 2014.

SMITH, S. E.; GIANINAZZI-PEARSON, V. Physiological
interactions between symbionts in vesicular-arbuscular mycorrhizal
plants. Annual review of plant physiology and plant molecular
biology, v. 39, n. 1, p. 221-244, 1988.

TAWARAYA, K. Arbuscular mycorrhizal dependency of different
plant species and cultivars. Soil Science and Plant Nutrition, v. 49, n.
5, p. 655-668, out. 2003.

TURRINI, A. et al. Development of a model system to assess the
impact of genetically modified corn and aubergine plants on arbuscular
mycorrhizal fungi. Plant and Soil, v. 266, n. 1-2, p. 69-75, 1 jan. 2005.

TURRINI, A.; SBRANA, C.; GIOVANNETTI, M. Belowground
environmental effects of transgenic crops: a soil microbial perspective.
Research in Microbiology, v. 166, n. 3, p. 121-131, abr. 2015.

VEIGA, R. S. L. et al. Can Arbuscular Mycorrhizal Fungi Reduce
the Growth of Agricultural Weeds? PLoS ONE, v. 6, n. 12, p. 27825, 2
dez. 2011.

VERBRUGGEN, E. et al. Provision of contrasting ecosystem
services by soil communities from different agricultural fields. Plant
and Soil, v. 350, n. 1-2, p. 43-55, jan. 2012.

WILLIAMS, S. T. et al. Numerical classification of Streptomyces
and related genera. Microbiology, v. 129, n. 6, p. 1743-1813, 1983.



104

WRIGHT, D. P. et al. European and African maize cultivars differ in
their physiological and molecular responses to mycorrhizal infection.
New Phytologist, v. 167, n. 3, p. 881-896, 16 jun. 2005.

XUE, K. et al. Changes in soil microbial community structure
associated with two types of genetically engineered plants analyzing by
PLFA. Journal of Environmental Sciences (China), v. 17, n. 1, p.
130-134, 2005.



CAPITULO II

DIVERSIDADE E COMPOSICAO DA COMUNIDADE DE
FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES
ASSOCIADOS A PLANTAS DE MILHO TRANSGENICO, A
ISOLINHA (HIBRIDO CONVENCIONAL) E UM MILHO
CRIOULO
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1. APRESENTACAO

A seguir sdo apresentados os resultados do experimento III que teve
por objetivo avaliar, em ensaio a campo, a influéncia do milho
transgénico, sobre a diversidade e composi¢do da comunidade de fungos
micorrizicos arbusculares no solo e nas raizes de milho Bt, sua isolinha
e um milho crioulo.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1 Area de estudo

O experimento foi instalado na Fazenda Experimental da Ressacada
(CCA-UFSC) em uma drea sem registro de cultivo de milho.
Inicialmente a drea apresentava cobertura vegetal de capoeira e dois
anos antes da instalacdo do experimento foi derrubada para plantacédo de
batata doce e melancia. O solo da drea € classificado como Neossolo
Quartzarénico Hidromoérfico Tipico e apresentou as seguintes
caracteristicas: matéria organica 87 g dm”, pH em dgua 5,3; acidez
potencial 5,5 (pelo indice do SMP); P 32,6 mg kg'; K 66,6 mg kg™'.

2.2 Material biolégico utilizado

Foram cultivados trés genétipos de milho, o hibrido convencional
DKB 240 (aqui denominado DKB-I) cultivar isogénica do milho
transgénico DKB 240 VT-PRO (DKB-T) e o milho Pixurum 5
(Crioulo), descritos anteriormente. Foi testada a interacdo desses
gendtipos de milho com os fungos micorrizicos autdctones, ou seja,
aqueles presentes no solo das parcelas experimentais que foram
caracterizados por métodos morfoldgicos e moleculares como explicado
no item avaliagdes.

Os gendtipos de milho foram testados para determinar a expressdo da
proteina Cry 1Ab, mediante o uso do kit QuickStixTM (Envirologix,
Portland, USA) segundo Saxena et al. (2004).

2.3 Delineamento e montagem do experimento

O delineamento experimental foi de blocos ao acaso com 6
repeticdes. Em cada bloco foram instaladas trés parcelas experimentais
que consistiram de quatro fileiras de milho, cada uma com 4,00 m de
comprimento e espagadas por 90 cm. A distancia entre as parcelas foi de
1,80 m e entre os blocos de 2,0 m (Fig. 1). Em cada parcela foi plantado
um dos gendtipos de milho. As sementes foram colocadas a cada 15 cm
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aproximadamente, sendo as duas linhas centrais consideradas a parcela
util para as avaliagdes.

Figura 1: Croqui da 4rea experimental implantada na fazenda da Ressacada,
contendo seis blocos e trés tratamentos [trés gendtipos de milho: DKB 240-1
(isolinha); DKB 240-T (transgénico) e crioulo].

DKB-240 | DKB-240 T DKB-240 T DKB-240 | CRIOULO DKB-240 |
CRIOULO DKB-24011 CRIOULO CRIOULO DKB-240 T CRIOULO
DKB-240 T CRIOULO DKB-240 | DKB-240 T DKB-240 | DKB-240 T

A primeira, das quatro coletas realizadas, foi feita durante a
instalacdo das parcelas (Janeiro/2014) e consistiu da retirada de
amostras de solo das linhas centrais (parcela ttil). Essas amostras foram
utilizadas para posterior avaliacdo dos atributos quimicos e fisicos do
solo e para a extracdo de esporos, que permitiu caracterizar a riqueza de
FMA no momento zero. As demais coletas foram realizadas durante o
ciclo de crescimento do milho, uma em estado vegetativo
(Fevereiro/2014), outra durante a floracdo (Marco/2014) e a ultima
durante o preenchimento da espiga (Abril/2014) (figura 2A e 2B). Em
cada coleta foram removidas cuidadosamente duas plantas de cada
parcela, de modo a preservar o sistema radicular (figura 2C). Depois de
removidas, foi realizado um corte rente ao solo com o objetivo de
separar a parte aérea e a raiz (figura 2D). Um fragmento foliar da dltima
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folha bem desenvolvida foi retirado e armazenado imediatamente em
gelo, para posterior determinacdo da presenca da proteina transgénica
Cry 1A-b. O restante da parte aérea foi armazenada em sacos de papel, e
levada para estufa de secagem a 50° C até atingir peso constante, para
posterior determinacio de biomassa seca.

O solo aderido as raizes foi coletado da seguinte forma: uma por¢ao
foi acondicionada em sacos plésticos e transportada em gelo até o
laboratério, onde foi armazenada a -80 °C. Outra por¢do de solo foi
armazenada a 4 °C para posterior avaliacio do niimero de esporos e
potencial de inéculo de FMA. As raizes foram lavadas com abundante
dgua corrente até retirar todas as impurezas e foram coletadas como
indicado nos experimentos anteriores, para fazer andlise de colonizacio
total. Outra por¢do da raiz, destinada a extracdo de DNA, foi
armazenada em sacos plésticos, transportados em gelo e armazenados a
-80 °C.

Figura 2: Plantas de milho durante a coleta em estagio vegetativo (A) e durante
o estagio de floragdo (B). Forma de retirada das plantas (C) e de separacdo da
parte aérea e do sistema radicular (D).
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2.4 Avaliacoes

2.4.1 Colonizacdo micorrizica, niimero de esporos e potencial de
inéculo

A colonizagdo total e o nimero de esporos foram avaliados mediante
os métodos citados anteriormente. O potencial de in6culo foi estimado
pelo método do nimero mais provavel (NMP), segundo descricio
apresentada na pagina da Colecdo Internacional de Cultura de
Glomeromycota  (http://www.furb.br/cicg/det subpagina.php?id=41).
Amostras de solo da tltima coleta foram submetidas a cinco dilui¢des
em séries decimais (10 a 10 ), utilizando 60 mL do solo da parcela e
540 mL de substrato de areia e vermiculita (1:1) estéril; para obter um
total de 600 mL por cada diluicdo. As diluicdes assim obtidas foram
acondicionadas em tubetes de 100 mL (5 repeticdes de cada série), e em
seguida semeados com Brachiaria decumbens e mantidos em casa de
vegetacdao por 30 dias. Além de avaliar o NMP nos trés tratamentos
(gendtipos) nos seis blocos, foi colocado um tratamento referéncia que
consistiu da utilizagdo de solo-inéculo de Rhizophagus clarus contendo
350 esporos 50 mL solo™, isolado este pertencente a colecdo de FMA do
Laboratério de Microbiologia do Solo da UFSC.

2.4.2 Avaliacao da comunidade de FMA

Determinacio das morfoespécies

Amostras de esporos de cada parcela pertencentes as coletas inicial e
final, foram montadas em laminas de microscopia para identificar as
morfoespécies presentes. Para tal fim, os esporos foram extraidos pelo
método de peneiramento imido e separagdo em gradiente de sacarose,
posteriormente foram passados por peneiras de 90 e 45 pm com o
objetivo de fazer uma primeira separagdo por tamanho. Uma amostra
representativa dos esporos obtidos em cada classe de tamanho foi
separada e colocada sobre lamina de microscépio em uma gota de
PVLG e outra amostra semelhante, em composi¢@o e nimero de esporos
foi colocada na mesma lamina em uma gota de reagente de Melzer +
PVLG. Apés esse procedimento, foram colocadas as laminulas e em
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seguida foi aplicada uma pressdo suave até conseguir o rompimento da
parede dos esporos. A identificagdo taxonoOmica das espécies foi
realizada com apoio do professor Sidney Luiz Stiirmer (FURB,
Blumenau), que avaliou vdrias ldminas escolhidas ao acaso. A
identificacdo seguiu descricdes morfoldgicas disponiveis na pdgina da
INVAM (International Culture Collection of Arbuscular Mycorrhizal
Fungi) (http://invam.caf.wvu.edu).

Electroforese em gradiente desnaturante

O material genético das amostras de solo e de raizes foi extraido com
o kit Power Soil® DNA Isolation (MO BIO, Carlsbad, CA, USA) e
DNeasy®Plant Mini Kit (QIAGEN, Dusseldorf, Germany),
respectivamente, seguindo os protocolos dos fabricantes. Posteriormente
foi realizada a amplificacdo parcial do gene rDNA 28S, utilizando os
iniciadores universais para fungos LR1 (5’GCA TAT CAA TAA GCG
GAG GA3’) e FLR2 (5°GTC GTT TAA AGC CAT TAC GTC3’)
(TROUVELQT et al., 1999; VAN TUINEN et al., 1998), seguida de
uma segunda reacdo com os iniciadores FLR3 (5° TTG AAA GGG
AAA CGA TTG AAG T 3’) e FLR4 (5’ TAC GTC AAC ATC CTT
AAC GAA 3’), especificos para Glomeromycota (GOLLOTTE; VAN
TUINEN; ATKINSON, 2004). A reacdo foi realizada com solugdo
tampdo para Taq DNA polimerase, dNTPs 0,2 mmol L', MgCl, 3 mmol
L' 1 UDNA polimerase Taq (Invitrogen, Sdo Paulo, Brasil), 10 mmol
L' de cada iniciador e 10 ng do DNA extraido. As condi¢des das duas
PCR sdo: 94° C por 5 min, seguido de 35 ciclos de 93° C por 1 min, 58°
C por 1 min, 72° C por 1 min e extensdo final de 72° C por 10 min.

A caracterizacio das comunidades de FMA foi realizada pela técnica
da PCR-DGGE: quantidades iguais dos produtos da segunda PCR (200
ng) foram submetidas a eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE). O gel foi preparado com acrilamida:bisacrilamida (8% m/v e
37,5:1, m:m) e o gradiente desnaturante de 15 a 55% foi atingido com
solugcdes de ureia e formamida (@VREAS et al.,, 1997). A
eletroforese foi realizada em tampao TAE 1X a 60 °C e 200 V durante
180 min, utilizando-se um sistema “DCode” (BioRad, Hercules, CA,
USA). O DNA foi corado com Sybr Green (Life Technologies, Sdo
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Paulo, Brasil) e os géis foram documentados em foto documentador
GelLogic 220 Pro (Carestream Health, New York, USA). Os amplicons
obtidos foram analisados com o programa GEL COMPAR 1II (Applied
Maths, Kortrijk, Belgium). Neste programa foram alinhados os géis
obtidos a partir de amostras de solo rizosférico, posteriormente o
programa identificou cada banda e por comparagdo entre as amostras,
construiu uma matriz de presencga- auséncia. O mesmo procedimento foi
realizado com os géis obtidos a partir de amostras de raiz. Uma vez
gerada esta matriz, as duas repeti¢des de cada parcela foram agrupadas
em uma amostra ponderada. Apds estes procedimentos foram geradas
duas matrizes de presenga — auséncia, uma pra amoistras de solo e outra
pra amostras de raizes, que foram utilizadas nas andlises subsequentes.

2.5 Analise estatistica.

Os dados de porcentagem de colonizacdo, nimero de esporos e
potencial de in6culo foram analisados em cada €poca de coleta de forma
independente. =~ Foram  testados quanto a normalidade e
homoscedasticidade e posteriormente submetidos a andlise de variancia.
Quando houve diferencas significativas, as médias foram separadas pelo
teste Skott Knott com intervalo de confianga de 95%.

Com a lista de morfoespécies identificadas foi construida uma matriz
de presenca — auséncia e também foi calculada a frequéncia relativa, que
foi usada para avaliar a frequéncia da espécie nas parcelas de cada
gendtipo. A férmula utilizada foi:

FR = [NR (sp X; trat.Y) / NP (trat. Y)] X 100

Onde, FR (frequéncia relativa); NR x: v, x) (nimero de parcelas do
tratamento Y com ocorréncia da espécie X; NP .. v, (nimero de parcelas
do tratamento = 6).

Para determinar se houve diferencas na composi¢do da comunidade
de FMA, associados a cada genétipo ou estagio fenoldgico, foi realizado
o teste ndo paramétrico de andlises multivariada da varidncia
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(PERMANOVA), que testa a resposta simultdnea de um conjunto de
varidveis a um ou mais fatores, usando a mesma légica da ANOVA,
porém se baseando numa matriz de similaridade e utilizando rotinas de
permutacdo dos dados (ANDERSON 2008). As matrizes de presenca-
auséncia, obtidas a partir dos géis da DGGE e da identificacdo de
morfoespécies, foram utilizadas para calcular matrizes de similaridade
mediante o algoritmo de Sgrensen. Posteriormente essas matrizes foram
submetidas a uma PERMANOVA de medidas repetidas, com 9999
permutagdes dos residuos sob um modelo reduzido, no qual os fatores
gendtipo e estigio fenolégico foram tratados como efeitos fixos e os
blocos como efeito aleatério. Os fatores que apresentaram efeitos
significativos sobre a ordena¢do das comunidades foram submetidos a
andlise da homogeneidade da dispersdo no espago multivariado
(PERMDISP), com o objetivo de testar a heterogeneidade entre as
comunidades de FMA. PERMDISP é um andlogo do teste de Levene
para a homogeneidade das varidncias e a estatistica € testada por
permutacdo dos dados (ANDERSON, 2008). Posteriormente, se o teste
PERMDISP ndo tivesse demonstrado dispersdes heterogéneas dos
dados, as diferengas mostradas na PERMANOVA foram caracterizadas
mediante andlise candnica de coordenadas principais (CAP) que é
utilizada para discriminar diferencas entre grupos previamente
estabelecidos (ANDERSON, 2008).
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3. RESULTADOS

O teste para detectar a expressdo da proteina recombinante CrylAb
resultou positivo para as plantas transgénicas, enquanto que esta
proteina ndo foi detectada em nenhuma das amostras de milho crioulo
ou no hibrido convencional.

3.1 Colonizacio micorrizica, nimero de esporos e potencial de
inéculo

A porcentagem de coloniza¢do micorrizica, que variou entre 33% e
44%, foi diferente entre as épocas de avaliacdo, e sé variou entre os
gendtipos de milho no estdgio V3, onde o milho transgénico apresentou
menor colonizacdo do que os outros gendtipos (Fig.3). Quanto a
variacdo entre estigios fenoldgicos, no estigio vegetativo houve menor
porcentagem de coloniza¢do que nos dois estdgios reprodutivos (36%;
43% e 44%, respectivamente).

Figura 3: Porcentagem de colonizagdo micorrizica em raizes de trés gendtipos
de milho: transgénico (DKB-T), seu hibrido convencional isogénico (DKB-I) e
milho crioulo, em experimento a campo, avaliada em trés estigios fenolégicos:
vegetativo (V3), producdo de inflorescéncias (R1) e desenvolvimento dos graos
(R3).
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A densidade de esporos, foi avaliada antes de comecar o experimento
e durante a coleta final. Houve diferencas no nimero de esporos dos
diferentes gendtipos, s6 na tltima coleta, aonde o milho transgénico
apresentou menor densidade de esporos que os demais. Além disso,
observou-se que a densidade de esporos durante o estdgio R3 foi 30%
maior que antes da instalacdo do experimento (AIE) (Fig.4).

Figura 4: Numero de esporos de fungos micorrizicos arbusculares em amostras
de solo rizosférico de trés gendtipos de milho: transgénico (DKB-T), seu
hibrido convencional isogénico (DKB-I) e um milho crioulo, em experimento a
campo, antes da instalacio do experimento (AIE) e na ultima coleta, quando as
plantas apresentavam grdos em desenvolvimento (R3)
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O potencial de indculo foi avaliado na ultima coleta, durante o
estdgio R3 e ndo apresentou diferencgas entre os gendtipos de milho. O
potencial de inéculo (média + erro padrdo da média) no milho crioulo
foi de 968 + 228 propdgulos g de solo ', para a cultivar isogénica DKB-
I foi de 1823 + 571 propagulos g de solo ' e para o transgénico DKB-T

1

foi de 1361 + 540 propagulos g de solo
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3.2 Avaliacio da comunidade de FMA associada ao milho
crioulo, a cultivar isogénica e o transgénico.

3.2.1 Morfoespécies

Foram identificadas 20 espécies pertencentes a sete géneros e
quatro familias (Tabela 1). A familia Acaulosporaceae apresentou um
maior nimero de espécies (nove), seguida pela familia Gigasporaceae
(seis) e pela familia Glomeraceae (quatro).
Tabela 1: Frequéncia relativa de morfoespécies de fungos micorrizicos
arbusculares em amostras de solo rizosférico de trés gendtipos de milho:
transgénico (DKB-T), hibrido convencional isogénico (DKB-I) e um milho
crioulo, em experimento a campo, antes da instalacdo do experimento (AIE) e
na ultima coleta durante a formagdo do grao (R3).

Familia Espécie

Glomus glomerulatum Sieverding

Glomus microaggregatum Koske, Gemma e Oleixa
Glomeraceae

Glomus sp 1.

Rhizophagus clarus C. Walker e Schuessler.

Acaulospora colombiana (Spain & N.C. Schenck)
Kaonongbua, J.B. Morton e Bever.

Acaulospora morrowiae Spain e Schenck

Acaulospora spinosa Walker e Trappe

Acaulospora scrobiculata Trappe
Acaulosporaceae Acaulospora laevis Gerdemann e Trappe
Acaulospora mellea Spain & N.C. Schenck
Acaulospora walkeri Kramadibrata e Hedger

Acaulospora foveata Trappe e Janos

Acaulospora tuberculata Janos e Trappe
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Familia Espécie

Dentiscutata rubra (Stirmer & J.B. Morton) Oechl,
F.A. Souza & Sieverd

Dentiscutata heterogama (T.H. Nicolson & Gerd.)
Sieverd., F.A. Souza & Oehl

Dentiscutata scutata (C. Walker & Dieder) Sieverd.,
Gigasporaceae F.A. Souza & Oehl

Gigaspora albida N.C. Schenck & G.S. Sm
Gigaspora decipiens 1.R. Hall & L.K. Abbott

Cetraspora pellucida (T.H. Nicolson & N. C.
Schenck) (C. Walker & F.E. Sanders) Oehl, F.A.
Souza & Sieverd.

Diversisporaceae Diversispora spl

Antes da instalagdo do experimento (AIE), nas parcelas onde seria
cultivado o milho crioulo, ndo foram detectadas as espécies Glomus
glomerulatum e Gigaspora albida. No estagio R3 ndo foi registrada
nenhuma ocorréncia das espécies Acaulospora scrobiculata e
Cetraspora pellucida. Nas parcelas do milho DKB-I nfdo foram
detectadas Acaulospora walkeri nem Dentiscutata scutata antes da
instalacdo do experimento, nem Acaulospora spinosa, Acaulospora
laevis, Acaulospora mellea, Dentiscutata scutata e Cetraspora
pellucida no estigio R3. No caso do milho transgénico, as espécies ndo
detectadas AIE foram Acaulospora laevis, Dentiscutata scutata e
Cetraspora pellucida; enquanto que no estdgio R3, ndo foram
observadas as espécies Acaulospora mellea, Dentiscutata scutata e
Cetraspora pellucida (Figura 5).
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A andlise de Variancia Pemutacional Multivariada (PERMANOVA)
das comunidades de FMA esporulantes nao detectou diferencas
significativas entre os gendtipos de milho (P, = 0,917) nem entre as
épocas avaliadas (Py,.,= 0,052) sugerindo uma distribui¢do aleatdria das
espécies na drea experimental.

3.2.2 Electroforese em gradiente desnaturante

Com o objetivo de avaliar a estrutura das comunidades de FMA no
solo rizosférico e nas raizes foram realizadas comparacdes entre os
gendtipos de milho (Crioulo, DKB-I e DKB-T) e os estdgios fenolégicos
(V3, R1 e R3). Nao houve diferencas entre os gendtipos no niimero de
bandas presentes, tanto nas amostras de solo como nas de raiz. Referente
as épocas de coleta, nas amostras de solo, houve um aumento no niimero
de bandas apenas do AIE para o estagio R1, mas nas amostras de raiz, o
nimero de bandas permaneceu constante entre os estigios (Tabela 2).

Tabela 2. Numero de bandas obtidas a partir de amplicons da regidao 28S de
fungos micorrizicos arbusculares, avaliados mediante PCR-DGGE, a partir de
amostras de solo e de raiz em experimento com trés genétipos de milho, um
crioulo, o hibrido convencional DKB-I e o transgénico DKB-T, antes da
instalacdo do experimento (AIE), e em trés estigios fenoldgicos, vegetativo
(V3) durante a floragdo (R1) e durante o desenvolvimento dos grdos (R3).
Média + (Intervalo de confianga 95%).

Numero de bandas em amostras Numero de bandas em amostras de
de solo raiz

Crioulo DKB-I DKB-T Meédia  Crioulo DKB-I DKB-T Média

AIE  342(4) 33%(5) 31%(3) 33+(4) - - - -
V3 412Q2) 37x(3) 36x£(3) 38+(3) 19%(1) 20&(1) 17x(1) 19%(1)
Rl 502(2) 32+(4) 44%(3) 42+(3) 20£(2) 18%(2) 20&(2) 20%(2)
R3  35£(2) 45+(4) 30%(3) 37+(3) 20£(2) 23%(3) 22+(2) 22+(2)

Média 40+ (3) 37+(4) 35%(3) 20+(1) 20+(1) 20%(1)
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Comparacoes entre os genétipos e os estagios fenoldégicos:

A andlise de varidncia permutacional multivariada ndo detectou
diferencas na composi¢do das comunidades de FMA entre os trés
gendtipos estudados, nem no solo nem nas raizes, porém em ambos
tipos de amostras foram observadas diferencas nas comunidades de
FMA entre os estdgios fenoldgicos da planta (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados da PERMANOVA de medidas repetidas para as
comparagdes entre comunidades de FMA associadas a solo e raizes de trés
genétipos de milho, um crioulo, o hibrido convencional DKB-I e o transgénico
DKB-T, em trés estagios fenoldgicos: vegetativo (V3), durante a floracdo (R1) e
durante o desenvolvimento dos grios (R3).

Comunidades de FMA no solo

Fonte de variacao gl Pseudo F P o
Bloco (genétipo) 15 1,159 0,083
Genétipo (G) 2 0,766 0,790
Estédgio fenolégico (EF) 3 3,309 0,0001
G x EF 6 1,226 0,84
Residuos 45 - -
Total 71 - -

Comunidades de FMA na raiz

Fonte de variacao gl Pseudo F ) -
Bloco (gendtipo) 15 1,125 0,19
Gendtipo (G) 2 0,748 0,774
Estdgio fenoldgico (EF) 2 2,376 0,002
G x EF 4 0,979 0,491
Residuos 30 - -

Total 53 - -
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A homogeneidade da dispersdo no espaco multivariado foi testada
para o fator estagio fenoldgico, sendo ndo significativa para as
comunidades obtidas a partir de amostras de solo (p = 0,068) e para
aquelas obtidas a partir de amostras de raiz (p = 0,074).

As comunidades de FMA do solo apresentaram diferencas entre
todos os estagios fenoldgicos como mostrado pela andlise candnica de
coordenadas principais (CAP; p<0,05): o primeiro eixo diferenca a
estrutura de comunidades antes da instalacio do experimento e no
estdgio R1, enquanto que o segundo eixo separa as comunidades do
estdgio V3 e R3 (Figura 6). Na andlise também se evidencia que a
comunidade de FMA antes da instalacdo do experimento foi a mais
heterogénea, com as amostras mais dispersas no espaco multivariado,
enquanto que no estigio R1 a comunidade foi mais homogénea.
Também pode ser constatado que as comunidades do estdgio V3 e do
estdgio R1 foram muito semelhantes entre si (Figura 6).

Figura 6: Anilise candnica de coordenadas principais para as comunidades de
fungos micorrizicos arbusculares provenientes de solo rizosférico de plantas de
milho, antes da instalacdo do experimento (AIE) e em trés estdgios fenoldgicos,
vegetativo (V3), em flora¢do (R1) e durante o desenvolvimento dos graos (R3).
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Da mesma forma, as comunidades de FMA nas raizes apresentaram
diferencas entre todos os estdgios fenoldgicos, sendo que no estagio
R1as repeticdes compartilharam o maior nimero de bandas e no estagio
R3 o menor nimero de bandas. Como aconteceu com as comunidades
de FMA do solo, os estidgios V3 e R1 foram os mais semelhantes entre
si. Na andlise candnica de coordenadas principais (CAP, p<0,05), onde
o primeiro eixo mostrou diferencas na estrutura das comunidades entre
os estagios V3, R3 e R1 e o segundo eixo que separou os estdgios V3 e
R3 (Figura 7)

Figura 7: Anilise candnica de coordenadas principais para as comunidades de
fungos micorrizicos arbusculares provenientes de raizes de plantas de milho em
trés estdgios fenoldgicos, vegetativo (V3), em floracdo (R1) e durante o
desenvolvimento dos graos (R3).
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4. DISCUSSAO:

Este trabalho avaliou a diversidade de FMA em amostras de
solo rizosférico e raizes de trés gendtipos de milho, um transgénico, a
isolinha e um milho crioulo, em diferentes estdgios fenoldgicos da
cultura, com o objetivo de responder se o gendtipo e a transgenia tém
efeitos sobre a estrutura das comunidades de FMA.

Na identificacio morfolégica dos esporos o género
Acaulospora apresentou o maior nimero de espécies (9), seguido por
Dentiscutata (3) e Glomus (3), e no total foram identificadas 20
espécies. Outros estudos descrevendo as espécies de FMA encontradas
na rizosfera de plantas de milho encontraram entre 6 e 27 espécies a
maioria pertencentes aos géneros acima citados (SERRALDE e
RAMIREZ, 2004; MATHIMARAN et al., 2007; TIAN et al., 2011;
CASTELLI et al., 2014). Segundo Carrenho et al. (2001), trabalhos
avaliando a diversidade de FMA em monoculturas de milho no Brasil,
relataram a presenca de seis a 22 espécies, sendo que o género
Acaulospora foi o mais frequente, seguido pelo género Glomus e
Scutellospora, tal como aconteceu no presente estudo.

Os FMA participam de vdrios processos dos ecossistemas,
particularmente na agregacdo do solo, a ciclagem dos nutrientes e a
resiliéncia das comunidades vegetais a perturbagdes bidticas e abidticas
(estresse hidrico, ataques por patdgenos, etc). A maior diversidade de
FMA esta associada a maiores beneficios para a comunidade vegetal,
uma vez que uma comunidade mais diversa pode apresentar uma gama
de fungdes mais ampla (KOIDE, 2000). A funcionalidade das espécies,
nos ecossistemas,estd determinada pelo nicho ecoldgico e por eventuais
adaptacdes ao ambiente, para os FMA em particular, pela forma de
aquisicao dos recursos (CRISP e COOK, 2012; POWELL et al., 2009).
Por exemplo, ha evidéncias de divergéncia evolutiva entre grupos de
FMA, com diferentes estratégias de colonizacdo, que ocupam
predominantemente o espaco da raiz ou o espaco do solo, e tais
estratégias estdo relacionadas com a capacidade do fungo induzir
acimulo de biomassa e nutrientes na planta simbidntica. Assim, hd
evidéncias de diferencas entre as funcdes que as espécies de FMA
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podem desempenhar em um ecossistema. No caso do milho transgénico,
€ importante avaliar se a transgenia produz efeitos sobre a estrutura da
comunidade de FMA associados ao milho transgénico. Em outros
termos, é preciso verificar se a modificacdo genética promove ou inibe o
crescimento de algumas espécies de FMA, presentes no solo ou nas
raizes dessa cultura, uma vez que tais modificacdes nas comunidades
podem causar mudangas na biodiversidade funcional e assim, acarretar
implicacdes ecoldgicas subsequentes.

A presente pesquisa ndo encontrou efeitos dos genotipos sobre
a estrutura da comunidade de FMA provenientes de amostras de solo ou
de raiz, identificados mediante métodos morfoldgicos ou moleculares,
entre trés gendtipos de milho. Outros trabalhos avaliando o efeito da
transgenia sobre a composi¢do da comunidade de FMA no solo ou nas
rajzes tem encontrado resultados semelhantes.

Por exemplo, Cheeke et al. (2013), ndo encontraram diferencas
em experimento avaliando o efeito de sete gendtipos de milho Bt e suas
isolinhas sobre a abundancia e diversidade de esporos em diferentes
estagios fenoldgicos da planta. Em experimento posterior, Cheeke et al.
(2016) obtiveram os mesmos resultados e conseguiram demonstrar uma
alta dependéncia dessas comunidades a distancia separando os blocos
aonde foram tomadas as amostras. Esses autores conseguiram
determinar que a distdncias maiores do que um metro, as comunidades
de FMA foram diferentes.

A comparagdo das comunidades de FMA em diferentes estdgios
fenologicos da planta demostrou que houve diferentes arranjos de
comunidades que dependeram desses estagios e isso aconteceu com as
amostras provenientes de solo e de raiz. As comunidades de FMA dos
estdgios reprodutivos, em particular do estdgio R1, apresentaram indices
de similaridade ao interior do grupo maiores do que nos outros estagios
fenoldgicos. Caso semelhante ocorreu com a andlise morfoldgica dos
esporos que, ainda que nio apresentaram diferencas na composi¢do da
comunidade de FMA, entre as duas épocas avaliadas, antes da instalacdo
do experimento e no final do mesmo, apresentaram um valor de P,
préximo ao limite (0,052). Isso, somado &s diferencas na frequéncia
relativa das espécies, principalmente dos géneros Acaulospora e
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Gigaspora, pode ser indicio de uma mudanca entre as espécies de FMA
induzidas pela cultura do milho.

Outros trabalhos avaliando a comunidade de FMA associada a
milho transgénico e sua isolinha detectaram, como no presente trabalho,
uma influencia maior do estdgio fenoldgico da planta do que da
transgenia, sobre os arranjos de espécies. Por exemplo, em experimento
avaliando a estrutura das comunidades de FMA da familia
Glormeraceae associadas a plantas de milho contendo os eventos Bt 11,
MON 810 e suas respectivas isolinhas, foram detectados diferentes
padrées de bandas no gel de DGGE, em decorréncia do estigio
fenoldgico da planta (TAN et al.,, 2011). Por outro lado, em estudo
avaliando a comunidade de FMA mediante sequenciamento de ultima
geracdo, Verbruggen et al. (2012) observaram maior riqueza de espécies
e mudangas na abundéncia de diferentes grupos de FMA encontrados
em amostras obtidas aos 104 dias apds a emergéncia das sementes,
momento no qual comecaram a se desenvolver as espigas . Tais
resultados concordam com aqueles encontrados por Tian et al. (2011),
que avaliaram comunidades de FMA associadas a plantas de milho
(hibridos convencionais) em diferentes sistemas de producgdo, fazendo
uso de métodos morfoldgicos de classificacdo de espécies, e
encontraram uma maior diversidade de FMA no estagio R1.

Na presente pesquisa, durante os estdgios reprodutivos também foi
observada a maior porcentagem de colonizacdo micorrizica e a maior
densidade de esporos. Resultados semelhantes foram observados por
Tian et al. (2011) ao avaliar a dindmica espago-temporal dos FMA
associados a diferentes sistemas de cultivo de milho, e por Checke et al
(2013), que também encontraram aumentos na colonizagdo e
esporulacdo durante os estigios reprodutivos do milho em estudo
avaliando a micorrizacdo em plantas transgénicas e suas contrapartes
isogénicas. O aumento na colonizacdo micorrizica neste estigio
fenol6gico pode estar associado ao aumento na demanda de fésforo por
parte da planta para a formacdo de flores e frutos (FAGERIA, 2009).
Por outro lado o aumento de esporos durante o periodo R3 pode estar
relacionado com a dindmica da producdo de esporos pelos FMA. Esta
producdo aumenta na medida em que a planta hospedadora cresce,
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acumula biomassa e se aproxima a senescéncia, seguindo um padrdo
sigmoide (DECLERK et al., 2001; MOREIRA E SIQUEIRA, 2006), e
mais pontualmente no milho, com a maior translocacdo de carbono da
planta para o fungo que ocorre durante toda sua fase reprodutiva
(GRIGERA et al., 2007).

Assim, o estdgio fenoldgico foi o fator que mais influenciou a
estrutura das comunidades de FMA, incluso mais do que o genétipo e do
que a expressdo da proteina recombinante.



131

5. CONCLUSOES

Foram identificadas 20 espécies de FMA no solo rizosférico de
diferentes gendtipos de milho, sendo o género Acaulospora, Glomus e
Dentiscutata aqueles mais predominantes independente da presenca da
transgenia.

Nao houve efeitos significativos da transgenia ou do gendtipo do
milho no potencial de in6culo e na porcentagem de colonizagdo
micorrizica. Em relagdo ao periodo anterior ao cultivo do milho, houve
aumento no niimero de esporos de FMA no estdgio fenolégico R3,
confirmando o carécter micotréfico do milho.

A comunidade de fungos micorrizicos arbusculares foi mais
influenciada pelo estigio fenolégico do que pelo gendtipo do milho.
Houve maior similaridade entre os estdgios adjacentes e as diferencas
aumentaram com o passar do tempo.
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CONSIDERA COES FINAIS

A microbiota do solo é um importante componente da
agrobiodiversidade, seu manejo e conservacdo sdo aspectos
fundamentais para a implementacdo de sistemas de producgdo, que
impulsionem relagdes mais harmdnicas entre os seres humanos e a
natureza. Os fungos micorrizicos arbusculares sdo organismos chave nos
processos ecossistémicos, tanto pelas suas fungdes na ciclagem dos
nutrientes como por seu papel na estruturacdo do solo. Os resultados
desta pesquisa demostraram que mesmo ndo havendo diferencas nas
comunidades de FMA associadas a gendtipos de milho, incluso
transgénicos, a identidade genética da planta foi um fator determinante
no desempenho da simbiose, sugerindo que plantas com histérico de
selecdo em sistemas de cultivo com baixo uso de fertilizantes podem
aproveitar melhor a simbiose micorrizica e por tanto o seu cultivo pode
contribuir a conservag¢do destes fungos. Por outro lado, agricultores
familiares que plantam milho crioulo, podem ser beneficiados pelo
manejo das populagdes de FMA, ao obterem plantas mais sadias € com
maior producgdo. Por essas razdes, pesquisas futuras devem abordar este
tépico, visando melhorar o nosso conhecimento sobre a dindmica
populacional dos FMA em sistemas de cultura de milho crioulo que
inclusive consigam determinar os gendtipos com a melhor resposta
micorrizica e que possam ser alternativa sustentdvel. Esse tipo de agdes
€ de fundamental importancia, uma vez que o mercado de sementes esta
cada vez mais monopolizado e na atualidade € dificil encontrar oferta
variada de sementes, por exemplo, de hibridos que ndo sejam
transgénicos.

Por outro lado, experimentos maiores, a longo prazo, sdo necessarios
para entender a dindmica dos microrganismos do solo e as culturas
transgénicas uma vez que esta e outras pesquisas ja apontaram a
existéncia de efeitos transitérios gerados pelos gendtipos transgénicos,
mesmo que a explicacdo para a existéncia desses efeitos ainda ndo tem
sido revelada.






APENDICE A

139

Tabela S1:. Altura, didmetro e biomassa de cinco genétipos de milho: um

crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos (T), inoculados com

Gigaspora margarita (Gm), Rhizophagus clarus (Rc), ambos os fungos (Gm +

Rc) ou sem inoculagdo (NI), 30 dias apds a emergéncia das plantas.

Plantas nao inoculadas

Plantas inoculadas com Rc

Altura Diametro Biomassa Altura Diimetro Biomassa

(cm) (mm) (® (cm) (mm) ®
Crioulo 14,6 (1,6) 4,5(0,3) 0,49(0,1) 13,9(0,4) 5,1(0,6) 0,79 (0,05)
DKB-I 18,6 (0,4) 5,7(0,3) 0,90(0,05) 17,5(0,7) 6,1(0,1) 0,91 (0,05)
DKB-T 18,3(1,2) 5,8(0,3) 0,88(0,05) 17,4(0,6) 5,9(0,1) 0,89 (0,05)
Form.-1 20,5(0,4) 9.4(0,1) 2,05(0,1) 19,3(0,5) 828(0,1) 1,58(0,1)
Férm-T 17,9(0,8) 9,3(0,4) 1,98(0,05) 14,8(0,5) 7,8(0,2) 0,98 (0,1)

Plantas inoculadas com Gm Plantas inoculadas com Rc +
Gm

Altura Diametro Biomassa Altura Diametro Biomassa

(cm) (mm) (® (cm) (mm) (®
Crioulo 13,1 (0,2) 4,5(0,05) 0,62 (0,05) 12,9 (2,00 4,8(0,1) 0,64 (0,05)
DKB-I 16,6 (1,3) 53(0,4) 0,87(0,05) 159 (0,8) 5,2(0,2) 0,74 (0,05)
DKB-T 17,3(1,0) 5,5(0,4) 0,76 (0,05) 16,2(0,4) 5,3(0,2) 0,65(0,05)
Form.-1 17,5(0,4) 8,2(0,3) 1,43(0,05) 16,8(1,5) 7,9(0,7) 1,58(0,1)
Férm-T 16,1(1,2) 83(0,5 1,59(0,1) 17,6(0,6) 8,7(0,2) 1,47 (0,1)

Fonte: desenvolvido pelo autor

Tabela S2: Altura, diAmetro, biomassa e teor de fosforo em cinco

gendtipos de milho: um crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois
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transgénicos (T), inoculados com Gigaspora margarita (Gm),
Rhizophagus clarus (Rc), ambos os fungos (Gm + Rc) ou sem
inoculacdo (NI), 60 dias apds a emergéncia das plantas.

Plantas nao inoculadas Plantas inoculadas com Rc

Altura Didmetro Biomassa Altura Didmetro Biomassa

(cm) (mm) (€3] (cm) (mm) €3]

Crioulo 30,6 (2.2) 9.7(0,6) 5,54 (0,7) 273(L5) 10405 6,07(0.7)
DKB-I 31,3(1,0) 940,05 6.21(0.2) 293(1,3) 104(03) 697(02)
DKB-T 31,9(0,7) 9.8(02) 6,16(02) 284(0,6) 97(02) 651 (04)
Form.-1 262(0.8) 13,7(03) 8.13(0,1) 251(0,7) 13,5(0,2) 7.29 (0,3)

Féorm-T 23,2(0,7) 12,1(0,9) 6,82(0,2) 22,5(1,8) 13,4(0,5) 6,12(0,4)

Plantas inoculadas com Gm Plantas inoculadas com Rc +
Gm

Altura Diametro Biomassa Altura Diametro Biomassa

(cm) (mm) (€3] (cm) (mm) (®

Crioulo 28,8 (3,0) 102 (0,6) 4,53(0,6) 27-2(L7) 94(0.2) 4,62(03)
DKB-1 313 (1,7) 124(1,6) 586(0,7) 24,7(1,6) 9.0(0,8) 535 (0,9)
DKB-T 29,0(20) 99(03) 5.67(0,3) 27,7(09) 9,0(0,6) 567 (0,6)
Form.-1 244 (09) 134(0,5) 7.13(04) 22,6(0.,6) 13.2(0,3) 6,05 (0,5)

Féorm-T 22,5(0,9) 13,0(0,1) 6,11(0,3) 19,1(1,6) 12,1(1,2) 6,27 (0,2)
Fonte: desenvolvido pelo autor

Tabela S3: Altura, didmetro e biomassa de cinco genétipos de milho: um

crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos (T), inoculados com
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Rhizophagus clarus (Rc), ou sem inoculagdo (NI), 30 dias apds a emergéncia

das plantas.

Plantas nao inoculadas Plantas inoculadas com Rc

Altura Didmetro Biomassa Altura  Didmetro Biomassa

(cm) (mm) (€3] (cm) (mm) €3]

Crioulo 26,8 (0.4) 0,7 (0,01) 3,0(02) 22,1(04) 0,7(0,04) 2.3(0.2)
DKB-I 17,8(0,8) 0,6(0,04) 12(02) 182(0,5) 0,6(0,02) 1,3(0,1)
DKB-T 17,6(0,7) 0,6(0,02) 13(0,1) 19,2(0,5) 0,6(0,02) 1,6(0,1)
Form.-1 20,8 (0,9) 0,7 (0,06) 29(04) 212(0,5 08(0,03) 2.7(03)

Férm-T 19,9 (0,2) 0,6(0,04) 29(0,3) 19,62(0,2) 0,7 (0,04) 23(0,2)

Fonte: desenvolvido pelo autor

Tabela S4: Altura, didmetro e biomassa de cinco genétipos de milho: um
crioulo, dois hibridos isolinhas (I) e dois transgénicos (T), inoculados com
Rhizophagus clarus (Rc) ou sem inoculagdo (NI), 60 dias apos a emergéncia
das plantas.

Plantas nao inoculadas Plantas inoculadas com Rc

Altura Diadmetro Biomassa Altura Diametro Biomassa

(cm) (mm) (€3] (cm) (mm) (€3]

Crioulo 45,9(0,9) 8,1(0,3) 10,5(04) 56,9(1,2) 99(0,1) 13,1(04)
DKB-I 53,3(2,2) 6,0(04) 12,1(0,4) 66(1,3) 63(0,3) 13,1(0,6)
DKB-T 594 (14) 6,6(0,3) 125(04) 623(1,8) 5,9(03) 123(0,9)
Form.-1 59,8 (1,3) 6,5(0,5) 12,7(0,2) 48,9 (1,8) 10,0(0,2) 12,5(0,6)

Férm-T 52,5(1,6) 10,7(0,1) 13,8(0,5) 50,9 (2,4) 9,0(0,3) 12,7(0,3)
Fonte: desenvolvido pelo autor
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APENDICE B

Avaliacao da comunidade de FMA associada ao milho crioulo, a
cultivar isogénica e o transgénico.

Figura S1: Imigenes em microscopia optica das 20 de morfoespécies de
fungos micorrizicos arbusculares identificadas em amostras de solo rizosférico
de trés gendtipos de milho: transgénico (DKB-T), hibrido convencional
isogénico (DKB-I) e um milho crioulo, em experimento a campo.
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Figura S2: Imagem dos géis de DGGE obtidos a partir de amostras de solo rizosférico de trés gendtipos de milho: isolinha
(DKB-I), Crioulo e transgénico (DKB-T). Em cada gel podem ser observados os seis blocos experimentais e duas amostras
por parcela (plantas amostradas de forma independente). AIE (amostragem feita antes da instalacdo do experimento), Estagio
V3 (estagio vegetativo), B (Blocos, 1 a 6).
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Figura S$3: Imagem dos géis de DGGE obtidos a partir de amostras de solo rizosférico de trés gendtipos de milho: isolinha
(DKB-I), Crioulo e transgénico (DKB-T). Em cada gel podem ser observados os seis blocos experimentais e duas amostras
por parcela (plantas amostradas de forma independente). R1 (floracdo), R3 (desenvolvimento dos grios) , B (Blocos, 1 a 6).
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Figura S4:. Imagem dos géis de DGGE obtidos a partir de amostras de raiz de trés gendtipos de milho: isolinha (DKB-I),
Crioulo e transgénico (DKB-T). Em cada gel podem ser observados os seis blocos experimentais e duas amostras por parcela
(plantas amostradas de forma independente). Estagio V3 (estdgio vegetativo), R1 (floragdo), B (Blocos, 1 a 6)
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Figura S5:. Imagem dos géis de DGGE obtidos a partir de amostras de raiz de trés genétipos de milho: isolinha (DKB-I),
Crioulo e transgénico (DKB-T). Em cada gel podem ser observados os seis blocos experimentais e duas amostras por parcela
(plantas amostradas de forma independente). R3 (desenvolvimento dos grdos), B (Blocos, 1 a 6).
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