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RESUMO

O milho ¢ a cultura mais amplamente distribuida em todo o mundo e
possui um papel chave na segurancga alimentar. Muitas pesquisas estdo
direcionadas ao milho transgénico, pois ¢ amplamente cultivado e ainda
gera duvidas entre os cientistas. Os impactos ambientais das plantas
transgénicas tém sido avaliados sobre os organismos ndo alvo da
tecnologia, sobretudo os microrganismos endofiticos, uma vez que estdo
envolvidos em mecanismos de defesa e adaptagdo utilizados pelas
plantas. Assim, nesse estudo buscou-se avaliar o efeito da insercao de
transgenes e do fluxo génico de transgenes sobre a estrutura de
comunidades de microrganismos endofiticos uma variedade crioula de
milho. Para isso, foram estudados trés hibridos isogénicos, dos quais um
deles era ndo geneticamente modificado (NGM), o segundo continha a
transgenia Herculex, evento TC1507 (HX) e o terceiro, a transgenia
Herculex combinada com Roundup Ready, evento NK603 (Hxrr). A
variedade crioula de milho utilizada foi a “Rosado” (RS) conservada on
farm por agricultores familiares do Extremo Oeste de Santa Catarina,
Brasil. Através de polinizagdes manuais controladas foram inseridos os
p6lens dos hibridos em plantas de milho crioulo, durante duas geragdes,
a fim de simular a ocorréncia de fluxo génico reincidente, e assim gerar
as populagdes de milho crioulo contendo 25, 50 e 75% da composigao
genética de cada hibrido, separadamente. Inicialmente avaliou-se
bactérias e fungos endofiticos das folhas de plantas de milho, comparando
apenas os quatro genétipos iniciais (RS, NGM, Hx e Hxrr), em quatro
estadios do desenvolvimento das plantas, dois vegetativos (V3 e V4) e
dois reprodutivos (R1 e R2). Para isso, em um ensaio a campo foram
coletadas as folhas de trés plantas de cada genoétipo, em cada estadio,
totalizando 48 amostras. Dessas amostras foram extraidos DNAs e feitas
PCRs para amplificagdo do rDNA 16S de bactérias e da ssu tDNA de
fungos, os quais foram avaliados por DGGE. Apds as analises de cluster
e ANOSIM, concluiu-se que as bactérias endofiticas variam apenas de
acordo com o estadio fenoldgico, enquanto que os fungos endofiticos
sofreram alteracdes devido ao gendtipo das plantas. Com relagdo a
estrutura da comunidade de fungos, RS diferiu dos demais gendtipos
avaliados, nos quatro estadios. Nos estadios vegetativos (V3 e V4), os
fungos foram diferentes entre os hibridos com e sem transgenia. No
estadio reprodutivo (R1) ainda foi possivel diferenciar a comunidade de
fungos entre os dois transgenes, porém o NGM foi semelhante ao HX.
Apbs isso, implantou-se o experimento a campo, com trés repeti¢des em
blocos casualizados, a fim de comparar os quatro genotipos (RS, NGM,
Hx e Hxrr) e mais nove populagdes de milho crioulo geradas, contendo



25, 50 ou 75% do genoma de cada hibrido. Coletou-se 10 plantas de cada
tratamento, no estddio reprodutivo (R1) previamente selecionado,
totalizando 390 amostras, das quais foi extraido DNA e amplificada a
regido ssu rDNA de fungos endofiticos para analise por DGGE. Apos
analises de cluster e ANOSIM, concluiu-se que os fungos endofiticos da
variedade RS diferiram dos demais tratamentos, assim como observado
no ensaio anterior. As popula¢des com introgressdo do transgene Hxrr
foram as que mais sofreram alteracdes. Os efeitos ndo intencionais dos
transgenes nas plantas ainda sdo desconhecidos, por outro lado o presente
trabalho permite inferir que os transgenes afetam a diversidade estrutural
de fungos endofiticos do milho e que os efeitos diretos sobre as plantas
ainda devem ser estudados.

Palavras-chave: Fluxo génico. Zea mays L. PCR-DGGE. Conservagao.
Recurso Genético.



ABSTRACT

Maize is the most widely crop distributed around the world and it has a
key role in food safety. Many researches are performed with transgenic
maize because it is widely cultivated and still generates doubts among
scientists. The environmental impacts of the transgenic plants have been
evaluated on non-target organisms of the biotechnology, especially the
endophytic microorganisms, since they are involved in defense
mechanisms and adaptation used by plants. Thus, this study aimed at
assessing the effect of the insertion of transgenes into the plant and gene
flow on the structure of endophytic microbial communities of a corn
landrace. Thus, we used three isogenic hybrids, of which one was the
isogenic form not genetically modified form (NGM), the second
contained the transgenic Herculex, TC1507 event (HX), and the third, the
transgenic Herculex combined with Roundup Ready, NK603 event
(Hxrr). The corn landrace was "Rosado" (RS) conserved on farm by
small-scale farmers in Western Santa Catarina, Brazil. The pollen of
hybrids were used to pollinate RS for two generations through controlled
pollinations in order to simulate the occurrence of recurrent gene flow and
generate populations contain 25, 50 and 75% of the genetic background
of each hybrid. Initially, endophytic fungi and bacteria from leaves of
plants were evaluated, based on the four genitors genotypes (RS, NGM,
Hx and Hxrr) in four stages of plant development, two vegetative (V3 and
V4) and two reproductive (R1 and R2). Thus, in a field trial was collected
leaves from three plants for each genotype and each stage, totaling 48
samples. DNAs were extracted from these samples, following of PCR
amplifications with 16S rDNA of bacteria and ssu rDNA of fungi, which
were evaluated by DGGE. After cluster analysis and ANOSIM, it may be
concluded that endophytic bacteria vary according to the phenological
stage, while the endophytic fungi change due to the genotype of plants.
Regarding the structure of fungal community, RS differed from the other
genotypes in the four stages. In the vegetative stages (V3 and V4), the
fungi were different among the hybrids with and without genetic
modification. In the reproductive stage (R1), the fungal community was
different for the two transgenic hybrids (Hx and Hxrr), but NGM was
similar to HX. After that, the field experiment was implanted with three
replications in a randomized block design, in order to compare the four
genotypes (RS, NGM, Hx and Hxrr) and nine populations containing 25,
50 or 75% of the genome each hybrid separately. Leaves of 10 plants of
each treatment were collected in the reproductive stage (R1) previously
selected, totaling 390 samples. DNAs were extracted from these samples
and the rDNA ssu region of endophytic fungi was amplified the rDNA



ssu region for analysis through DGGE. After cluster analysis and
ANOSIM, it may be concluded that endophytic fungi of RS differed from
other treatments, such as previous test. Populations with introgression of
Hxrr transgene suffered more changes. The unintended effects of
transgenes in plants is still unknown; on the order hand, we can infer from
this work that the transgenes affect the structural diversity of endophytic
fungi of corn and the direct effects on plants still need to be studied.

Keywords: Gene Flow. Zea mays L. PCR-DGGE. Conservation. Genetic
Resource.
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1 INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

O milho ¢ uma cultura de grande relevancia econémica em todo o
mundo, segundo a FAO, é a segunda commodity mais importante
(FAOSTAT, 2012). Além disso, a cultura do milho possui um papel chave
na seguranca alimentar mundial, uma vez que a elevada diversidade
genética do milho permite uma melhor adaptagdo aos mais diversos
ambientes de cultivo e ainda apresenta muitos tipos de usos na
alimentacdo, sendo uma das mais importantes fonte nutricionais do
mundo (SHIFERAW et al., 2011).

A agricultura familiar é atualmente reconhecida como fundamental
para alimenta¢do humana no mundo (FAO, 2014) e o milho representa
boa parte da produgdo para essas familias, sendo utilizado para o consumo
humano ¢ animal e o excedente comercializado. Esse ¢ um cendrio
mundial e que também ocorre no Brasil, em especial no estado de Santa
Catarina, que ¢ o foco desse estudo, onde 88% dos estabelecimentos
catarinenses que produzem milho sfo de agricultura familiar e
representam 76% de toda a producéo estadual (IBGE, 2006).

O Nucleo de Estudos em Agrobiodiversidade (NEABio), da
Universidade Federal de Santa Catarina, coordenado pela Professora
Juliana B. Ogliari, tem trabalhado em comunidades de agricultores
familiares do Oeste de Santa Catarina desde o ano de 2002, sobretudo
com os chamados mantenedores, ou seja, agricultores que conservam
variedades crioulas de milho, pipoca, arroz, feijdo e mandioca. A atuacdo
do grupo nessa regido abrange a elaboracao de diagnosticos do cenario da
agricultura familiar, melhoramento participativo, cursos de capacitagao,
além da proveitosa troca de conhecimento entre os integrantes do
NEABiIo ¢ os agricultores familiares.

Grande parte dos estudos do grupo s@o realizados a partir das
variedades crioulas de milho cultivadas por produtores familiares ao
longo de muitos anos, as quais t€ém sido especialmente destacadas como
valiosas fontes de caracteristicas desejaveis (OGLIARI, KIST & CANCI,
2013; OGLIARI & ALVES, 2007). Dentre essas caracteristicas, destaca-
se a adaptac@o dessas variedades as condi¢des de agroecossistemas locais,
viabilizando sistemas de cultivo mais sustentaveis (KIST et al., 2010;
WOOD & LENNE, 1997). Além disso, sdo fontes de genes para o
melhoramento de plantas, pois a partir da conservagao in situ — on farm,
as plantas cultivadas estdo em constante adaptagdo as condigdes do
ambiente de cultivo.
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Porém, devido a grande importancia comercial ¢ econdmica que o
milho representa, muitas empresas do agronegdcio tém desenvolvido
hibridos cada vez mais produtivos através do melhoramento genético e,
desde a década de 90, com a inser¢do das tecnologias de engenharia
genética, os transgénicos (JAMES & KRATTIGER, 1996). Mesmo apo6s
tanto tempo de cultivo de plantas transgénicas, esse assunto ainda
preocupa a ciéncia, principalmente pelo seu cunho social ¢ ambiental,
uma vez que ainda sdo inconclusivos os reais efeitos que os transgenes
podem acarretar no ambiente e também pela dependéncia econdmica
imposta as familias de agricultores em todo o mundo.

Um recente estudo do grupo NEABio verificou que nos municipios
de Anchieta e Guaraciaba, localizados na regido do extremo Oeste
catarinense, existe um sistema bimodal de produg¢ao, ou seja, variedades
crioulas e hibridos comerciais cultivados pelo mesmo agricultor (SILVA
etal.,2013). Isso ocorre, em parte, devido a politica do governo do Estado
(Programa Terra Boa) que promove a distribuicdo de hibridos, em sua
maioria transgénicos, para os agricultores.

Ainda nesse estudo, verificou-se que 70% das areas destinadas ao
cultivo das variedades crioulas estdo sendo cultivadas a uma distancia
menor ou igual a 100 metros das lavouras de milho transgénico (SILVA
et al., 2013). A proximidade de lavouras de milho transgénico daquelas
com milho crioulo ¢ uma preocupagdo em vista da biologia reprodutiva
das plantas. Os pdlens liberados pelos penddes da planta durante a fase
reprodutiva, sdo langados ao vento, percorrem grandes distancias e sdo
capazes de fecundar espigas que estejam receptivas de quaisquer outras
plantas de milho, que ndo necessariamente aquela de onde o polen partiu.
E assim, perde-se com facilidade o controle da composicdo genética do
milho, o que no caso das variedades crioulas pode representar erosao
genética, perda de variedades adaptadas e o consumo e cultivo
desconhecido de variedades crioulas contaminadas por transgenes.

Além disso, grande parte dos agricultores do extremo Oeste de
Santa Catarina relata ndo saber o que ¢ um transgénico ¢ (o que ¢ pior)
ndo ter conhecimento da composi¢do genética da semente de milho
disponibilizada aos agricultores pelo programa do Estado “Terra Boa”, se
transgénica ou convencional (Dados do NEABio, ainda ndo publicado).

No Brasil, a avaliagdo de seguranga de alimentos/plantas
transgénicas baseia-se no conceito da "equivaléncia substancial", ou seja,
“se um alimento novo ¢ substancialmente equivalente em composicao e
caracteristicas nutricionais, ele pode ser considerado tdo seguro quanto o
alimento convencional” (SOT, 2003). Porém, esse conceito ndo responde
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a todas as questdes referentes a seguranga das plantas transgénicas e assim
estd em desacordo com o “Principio da Precaugdo” (Cartagena Protocol,
2000) e com o “Direito dos Agricultores” (Tratado da FAO, 2002), dos
quais o Brasil ¢ signatario.

Com base nisso, muitos estudos tém sido feitos a fim de avaliar os
efeitos ndo-intencionais da transgenia, ou seja, efeitos além daquela
caracteristica conferida pela inser¢ao de determinado gene ou fragmento
de DNA.

Grande parte dos estudos envolvendo a introgressdao de genes
utiliza a comparagdo entre as plantas com transgenia e as suas versoes
isogénicas convencionais. Porém, visto a problematica relatada
anteriormente, torna-se fundamental avaliar populacdes de variedades
crioulas de milho que tenham sofrido introgressdo indesejada de
transgenes por fluxo génico.

Uma série de abordagens sdo utilizadas para avaliar os efeitos da
introgressdo de genes em cultivares de milho ndo-transgénicas. Dentre
elas, a protedmica, visto que muitas proteinas expressas pelas plantas com
transgenes podem ser exclusivas e prejudiciais a saude, como ja
demonstrado em alguns trabalhos (AGAPITO-TEFEN et al., 2013;
SERALINI et al., 2012).

Com relagdo a avaliag@o dos efeitos das plantas transgénicas sobre
organismos ndo-alvo destacam-se os estudos com abelhas (ZVI et al.,
2012), macrofauna do solo (TRUTER, Van HAMBURG & Van Den
BERG, 2014), fungos micorrizicos (CHEEKE, ROSENSTIEL &
CRUZAN, 2012), microrganismos endofiticos (ANDREOTE et al., 2010;
RASCHE et al., 2006), entre outros.

Os microrganismos endofiticos, visto sua intima relagdo com as
plantas e a importancia para muitos mecanismos utilizados pelas mesmas,
principalmente aqueles relacionados a defesa contra patdgenos e
adaptacdo a condigdes ambientais adversas (Ek-RAMOS et al., 2013;
REDMAN et al., 2011; REDMAN et al., 2002; VARMA et al., 1999;
M’PIGA et al., 1997), podem ser um importante grupo indicador dos
efeitos da introgressao de genes em variedades de milho ndo-transgénicas.

Pressupode-se que os efeitos epistaticos dos transgenes, ou seja, a
sua interacdo com o genoma da planta pode acarretar mudangas na
diversidade de microrganismos endofiticos que naturalmente colonizam
variedades crioulas de milho. Consequentemente, podem desencadear
modificagdes nas plantas, desde aquelas relacionadas a resisténcia a
pragas e doengas (fatores bidticos), até aquelas associadas a adaptagdo
sob condi¢des adversas do ambiente (fatores abioticos).
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A diversidade de microrganismos pode ser avaliada por muitas
técnicas, basicamente divididas entre dependentes e independentes de
cultivo. As técnicas dependentes de cultivo estdo relacionadas a obtengao
de isolados microbianos. O emprego de técnicas de biologia molecular,
que representam técnicas independentes de cultivo, se baseia na detecgao,
diferenciacdo e identificagdo de microrganismos a partir de regides
especificas do DNA e permite avaliar a diversidade de microrganismos
de determinado ambiente de forma mais representativa (LOGARES et al.,
2014; ROESCH et al., 2006; DIAS et al., 2011).

Dentre as técnicas independentes de cultivo encontram-se as
chamadas de fingerprint, como, ARISA, ARDRA, T-RFLP, TGGE e
DGGE, as quais possibilitam a avaliagdo de estruturas de comunidades de
microrganismos. Dentre essas técnicas, uma das mais utilizadas em
estudos de ecologia microbiana ¢ a DGGE (eletroforese em gel com
gradiente desnaturante). Essa possui rapidez na obten¢@o de dados e baixo
custo quando comparada a outras técnicas (SILVA, VIDAL-TORRADO
& LAMBAIS, 2014; PINHEIRO et al., 2013; ARAUJO et al., 2002;
OVREAS et al., 1997; MUYZER et al., 1993). A DGGE permite a
separacdo de fragmentos de DNA com base no seu conteudo de bases
C=G e o padrido de bandas de cada amostra permite comparagdes de
estruturas de comunidades microbianas entre ambientes.

Diante do cenario da regido Oeste, do estado de Santa Catarina, no
qual os transgénicos podem estar sendo  disseminados
indiscriminadamente e a falta de consenso na literatura cientifica sobre a
liberagdo e biosseguranga dos transgénicos, o grupo NEABio iniciou
pesquisas de cunho comparativo entre hibridos com e sem transgenia e
variedades crioulas de milho. Nesses experimentos também sdo
conduzidos cruzamentos entre as populagdes de milho, a fim de avaliar o
impacto dos transgenes no caso de ocorrer fluxo génico. As primeiras
populagdes de introgressdes de transgenes em milho crioulo foram feitas
durante o desenvolvimento do presente estudo.

Ao nosso conhecimento, ndo existem relatos na literatura sobre os
efeitos de fluxo génico entre cultivares transgénicas e variedades crioulas
de milho sobre a estrutura de comunidades de bactérias e fungos
endofiticos. Assim, esse estudo é inédito e relevante, simulando a
introgressao de polen transgénico em uma variedade crioula de milho, o
que pode ocorrer em condigdes reais de campo, sendo as consequéncias
dessa contaminacdo desconhecidas até o momento.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A cultura do milho

2.1.1 Origem, evolucéo e domesticacdo

O milho é uma espécie de fecundagdo cruzada, de alta
especializagio e adaptagdo. E uma graminea anual, pertencente a familia
Poaceae, tribo Maydeae, género Zea, espécie mays L., identificado como
Zea mays L. ssp. mays (PATERNIANI & CAMPOS, 1999; MACHADO
& PATERNIANI, 1998).

As populagdes domesticadas de milho possuem uma adaptacio
ecologica critica, que impossibilita a reprodugdo sem intervencao
humana. As palhas que envolvem a espiga ndo se soltam naturalmente,
impossibilitando a dispersdo natural das sementes (HARLAN, 1992).

Uma das teorias mais aceitas € que o milho foi domesticado no Sul
do México, no estada do Oaxaca, ha aproximadamente 9.000 anos, a
partir de um antepassado selvagem, também uma graminea, cujo parente
mais proximo seria o teosinto, Zea mays spp. parviglumis (Parviglumis)
(WILKES, 2004). A unica populagdo natural significativa de teosinto que
permanece até hoje encontra-se no vale do rio Balsas, no México
(WILKES, 2007). Nesse processo, 0s americanos nativos tornaram o
milho o principal cultivo de importantes civilizagdes como a dos astecas,
maias e incas (GALINAT, 1992).

Devido a caracteristica de dependéncia de intervengdo para
reprodu¢do, acredita-se que os humanos foram os responsaveis pela
dispersdo do milho, a partir do rio Balsas (MATSUOKA et al., 2002). Em
uma revisdo feita sobre esse assunto, os autores sugerem que,
inicialmente, o milho foi utilizado como fonte de carboidrato e como
matéria-prima para elaboracdo de cervejas, visto que incialmente a
produgdo de graos era muito baixa (SMALLEY & BLAKE, 2003). Nao
ha estudos conclusivos sobre a época em que o milho comegou a ser
cultivado e melhorado para o uso dos graos.

2.1.2 Principais usos e seu papel na seguranca alimentar
mundial

Foi sugerido por Smalley & Blake (2003) que os primeiros usos
alimentares do milho foram a partir dos talos para bebidas alcodlicas, a
cerveja de milho e o agucar, ja que apresentava baixa producao de graos.
Outra hipdtese de uso inicial do milho é a do consumo de inflorescéncias
imaturas como verdura (PIPERNO & PEARSALL, 1998).
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Em um estudo do NEABio no municipio de Anchieta/SC foram
identificados mais de 50 categorias de usos entre o milho comum,
adocicado e pipoca, sendo a maioria com uso direto na alimentagao.
Dentre os principais usos destacaram-se alimentacdo da familia,
alimentacdo animal, artesanato e doagdo ou troca de sementes (COSTA
et al., 2015; COSTA, 2013).

Devido a diversidade de usos do milho e a facilidade de adaptagédo
do mesmo aos mais diversos ambientes, essa cultura apresenta-se como o
alimento chave para garantir a seguranca alimentar mundial. O milho ¢ a
cultura alimentar com maior capacidade de ser produzida em amplas
faixas de altitudes e latitudes, em temperaturas que variam de amena a
muito quente, em ambientes com alta disponibilidade hidrica e também
em locais semiaridos, além de diferentes tipos de solo (SHIFERAW et al.,
2011).

Os cerais mais cultivados no mundo, arroz, trigo e milho, fornecem
pelo menos 30% da dieta alimentar para mais de 4,5 bilhdes de pessoas,
em 94 paises considerados em desenvolvimento (SHIFERAW et al.,
2011). O milho ¢ produzido em quase 100 milhdes de hectares em 125
paises em desenvolvimento e esté entre as trés culturas mais amplamente
cultivadas em 75 desses paises (FAOSTAT, 2012). Aproximadamente
70% da produgio total de milho no mundo vem de paises de renda baixa
ou inferior, por isso, o milho tem um papel importante nos meios de
subsisténcia de milhdes de agricultores pobres (SHIFERAW et al., 2011).

Assim, a importancia do milho para os paises em desenvolvimento
e a crescente demanda mundial por essa cultura, faz do milho uma das
principais plantas a serem conservadas. Além disso, com as perspectivas
futuras de mudangas climaticas drasticas, percebe-se a importancia de
manter a salvo as variedades crioulas, visto que sdo as principais fontes
para o melhoramento genético e desenvolvimento de variedades com
capacidade de adaptagdo ao ambiente.

2.1.3 Importancia econdmica

De acordo com os dados mais recentes da FAO, o milho foi a
segunda commodity mais importante no mundo no ano de 2012
(FAOSTAT, 2012). O milho ¢ a terceira cultura alimentar mais
importante no mundo como fonte de energia e proteina para a alimentagio
humana, sendo de grande importancia econdmica e social, atrds apenas
de arroz e trigo (FAO, 2013; KIRINO, 2003). E o principal cereal
cultivado em todo o mundo, com produgdo em um quinto das terras
agricolas (AMOS & WALTERS, 2006).
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Na safra de 2013/2014, foi cultivado milho em uma area de 178
milhdes de hectares em todo o mundo, com uma produgao total de 984
milhdes de toneladas e uma produtividade média de 5,5 t ha™!. Nesse
cenario, o Brasil encontra-se em terceiro lugar em area plantada, com 15,5
milhdes de hectares, atrds de Estados Unidos e China. O Brasil atingiu
nessa safra uma producdo total de 78 milhdes de toneladas e
produtividade média de 5,0 t ha! (USDA, 2014).

Além de suprir o abastecimento nacional, o pais ainda exporta
graos de milho em grande quantidade, sendo o segundo em exportagdo,
com 22 milhdes de toneladas, perdendo apenas para os Estados Unidos
(44,5 milhdes t), seguido pela Ucrania (16,5 milhdes t) e Argentina (12,2
milhdes t) (USDA, 2014). Os principais paises que importam milho do
Brasil sdo Ira, Vietna, Coréia do Sul e Egito (MDIC, 2014).

O estado de Santa Catarina € o oitavo maior produtor de milho do
pais. Na safra de 2013/14, a area plantada foi de 472 mil hectares, com
uma producdo de 3,4 milhdes de toneladas e produtividade média de 7,2
t ha!, bem acima da média nacional (CONAB, 2014).

2.1.4 Variedades crioulas e a Agricultura familiar

Além das cultivares comerciais, as denominadas variedades
crioulas, locais ou tradicionais, possuem elevada diversidade genética,
sdo fontes de genes para o melhoramento e estdo associadas a seguranca
alimentar. Elas so amplamente utilizadas como fonte alimentar das
familias nas mais diversas formas, além de serem empregadas na
alimentag¢do animal (COSTA et al., 2015; KIST et al., 2014; OGLIARI,
KIST & CANCI, 2013).

O milho, além de ser uma importante commodity, guarda relagdes
com aspectos socioculturais, pois representa a base da sustentabilidade
para muitas familias rurais (KIRINO, 2003). Segundo o ultimo Censo
Agropecuario (IBGE, 2006), 84% dos estabelecimentos brasileiros sao de
agricultura familiar, ocupam 24,3% da area cultivada e sdo responsaveis
por 46% da produgdo de milho. Este sistema de produgdo também
predomina no Estado de Santa Catarina, sendo que 88% dos
estabelecimentos produtores de milho sdo de agricultura familiar, os quais
sdo responsaveis por 76% da produg¢do estadual (IBGE, 2006).

As propriedades de agricultura familiar, em geral, possuem baixo
capital para investimentos, o que acaba excluindo o acesso desses
produtores aos pacotes tecnoldgicos atuais, incluindo as sementes de
cultivares hibridas de elevado potencial produtivo (KIST et al., 2010).
Quando cultivam sementes hibridas, transgénicas ou convencionais, 0s
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elevados patamares de produtividade obtidos em esta¢des experimentais,
nem sempre se reproduzem em condigdes reais de cultivo de limitada
tecnologia (BOEEF et al., 2007).

Garantir que essas familias permanegam na atividade agricola é
uma responsabilidade de cunho social e econdmico. Para isso, programas
de incentivo a estes agricultores tém sido de fundamental importancia no
pais, principalmente no que se refere a preservacdo dos recursos
genéticos, a fim de conservar variedades resistentes as condigdes
edafoclimaticas adversas, tornando a producao sustentavel sob o ponto de
vista economico, ambiental e social.

Nesse contexto, o cultivo de variedades de polinizagdo aberta e
variedades crioulas de elevado potencial genético pode ser boa alternativa
para esses agroecossistemas adversos de cultivo, onde os recursos
externos (fertilizantes, irrigagdo, mecanizagdo e sementes) S30 escassos
ou pouco acessados (KIST et al., 2010). O Oeste catarinense ¢ uma regiao
do pais que retine uma rica diversidade de variedades crioulas de varias
espécies vegetais, que ¢ conservada por agricultores familiares,
destacando-se o milho.

A variedade crioula de milho de Anchieta-SC denominada
Rosado, por exemplo, apresenta elevados teores de carotenoides
funcionais, sobretudo de luteina (KUHNEN et al., 2012), destacando-se
também como uma das variedades crioulas mais produtivas desse
municipio, além de ser uma das mais antigas do Extremo Oeste de Santa
Catarina (COSTA et al., 2015; COSTA, 2013). As particularidades dessa
variedade e de outras ja pesquisadas pela Universidade Federal de Santa
Catarina colocam em destaque essa regido do pais como uma das areas
mais atraentes para o desenvolvimento de pesquisas focadas na
conservacao, caracterizagdo e avaliacdo desses recursos genéticos locais
ainda pouco conhecidos (COSTA et al., 2015; OGLIARI, KIST &
CANCI, 2013).

No Extremo Oeste de Santa Catarina, o milho crioulo é comumente
usado dentro da propria propriedade, como fonte de alimento de animais,
na forma de silagem, forragem e de grios; como fonte de alimento e
medicamento para as familias de agricultores ¢ como matéria-prima
essencial para o preparo de uma ampla gama de produtos (COSTA et al.,
2015; OGLIARI, KIST & CANCI, 2013; KUHNEN et al., 2012;
OGLARI & ALVES, 2007). Os graos sao comumente transformados em
farinha e canjica pelos moinhos gerenciados pelas associa¢des locais de
agricultores, ou ainda sdo consumidos na propriedade como pipoca e
milho verde. A palha, o grio e a espiga sdo usados no artesanato, enquanto
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os estiletes, estigmas e a pasta dos grios sdo usados no preparo de
medicamentos pelas agricultoras, geralmente organizadas por
movimentos sociais ou grupos religiosos (COSTA et al., 2015; KIST et
al., 2014; OGLIARI, COSTA, 2013; KIST & CANCI, 2013; KIST et al.,
2010).

Alguns estudos do NEABio tém mostrado uma importante
diversidade de populagdes de milho crioulo mantidas in situ - on farm por
agricultores familiares na regido Oeste do estado de Santa Catarina
(COSTA et al., 2015; COSTA, 2013; OGLIARI, KIST & CANCI, 2013;
KUHNEN et al., 2012; KUHNEN et al., 2011). A conservagdo in situ -
on farm assume papel essencial na manuten¢do da diversidade dos
recursos genéticos no campo, uma vez que permite a dindmica dos
processos evolutivos, promovendo o desenvolvimento adaptativo das
espécies quanto as variagdes climaticas ocorridas ao longo do tempo. A
conservagdo in situ - on farm permite a geragdo continua de novos
recursos genéticos via evolugdo em seu meio natural e a domestica¢do em
seu meio social (CLEMENT et al., 2007).

2.2 O milho transgénico

2.2.1 Cenario dos transgénicos

Os organismos transgénicos sdo aqueles em que foi feita a
transferéncia intencional de genes entre organismos de espécies
diferentes. O termo organismo geneticamente modificado (OGM)
também ¢ utilizado para referir-se a esse processo de transformagio e
inclusive ¢ utilizado na legislagdo brasileira pela Lei de Biosseguranga n°
11.105, de 24 de Margo de 2005. Porém, um OGM pode ser o resultado
de outros processos que ocasionaram uma modificacdo no genoma como,
por exemplo, as mutacdes (ISAAA, 2014 a). Ja o termo transgénico é
utilizado para designar organismos que foram submetidos a técnicas de
engenharia genética para insercdo de uma parte do genoma de outra
espécie em seu genoma (ISAAA, 2014 a). Mesmo assim, as siglas OGM
ou GM ainda s3o utilizadas na literatura cientifica para designar
organismos transgénicos.

O desenvolvimento das plantas transgénicas tem como objetivo
principal a obtengdo de cultivares com determinada caracteristica
agronOmica, através de engenharia genética, ao invés do melhoramento
classico de plantas. As principais caracteristicas inseridas nas plantas
transgénicas referem-se a resisténcia a insetos herbivoros, resisténcia a
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doengas, tolerincia a estresse abidtico, resisténcia a aplicagdo de
herbicidas, caracteristicas nutricionais, entre outros (ISAAA, 2014 b).

A éarea cultivada com plantas transgénicas no mundo foi estimada
em 175 milhdes de hectares no ano de 2013. O Brasil estd em segundo
lugar em relagdo a area plantada, com 42,2 milhdes de hectares (ha),
somando areas de soja, milho e algoddo. Em primeiro lugar estdo os
Estados Unidos, com 70 milhdes de ha e em terceiro esta a Argentina com
24,4 milhdes de ha (JAMES, 2013). Do total de lavouras transgénicas no
Brasil, 430 mil ha foram cultivados com milho transgénico no estado de
Santa Catarina, o que representou em torno de 90% da produgao total de
milho nesse estado (CELERES, 2014).

Atualmente, o Brasil possui 39 eventos transgé€nicos aprovados
pela CTNBio — Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranga, a qual foi
designada pela Lei de Biosseguranga (11.105/05) como 6rgdo avaliador
de qualquer OGM e seus derivados. As plantas transgénicas
compreendem o feijdo, com um evento, a soja, com cinco eventos, o
algoddo, com 12 eventos, ¢ o milho com 21 eventos transgénicos
liberados. O niimero de eventos € elevado pois existem muitas variagdes
das proteinas cry (confere resisténcia a insetos) e também porque a
combinagdo de dois ou mais eventos ja existentes, inseridos na mesma
planta, ¢ classificado como um novo evento (CTNBio, 2014).

No caso da soja RR geneticamente modificada para apresentar
resisténcia o herbicida glifosato (Roundup Ready), o uso da tecnologia
estd associado a maior produtividade da cultura e a ganhos na balanca
comercial do pais, visto que a soja produzida ¢é essencialmente destinada
a exportacdo (CONAB, 2014). Porém, alguns estudos verificaram que a
aplicagdo de elevadas doses do herbicida glifosato causa alteragdes no
balanco nutricional da soja, diminui¢do do aproveitamento da agua e
diminui¢do da nodulagdo da soja por rizébio, o que aumentaria os custos
de producdo (ZOBIOLE et al, 2010; REDDY & ZABLOTOWICZ,
2003). Todavia, € necessario realizar avaliagdes holisticas em relagdo ao
uso das plantas transgénicas de forma a observar seus efeitos positivos
e/ou negativos sobre a cultura, o ambiente e a sociedade.

A avaliagdo de seguranca de alimentos/plantas transgénicas
baseia-se no conceito da "equivaléncia substancial”, ou seja, “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 responde
atodas as questdes referentes a seguranga das plantas transgénicas e assim
estd em desacordo com o “Principio da Precaugdo” (Cartagena Protocol,
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2000) e com o “Direito dos Agricultores” (Tratado da FAO, 2002), visto
que o Brasil ¢ signatario desses acordos. Além disso, o Decreto n°
4.680/03 (BRASIL, 2003) regulamenta o direito a informagao,
assegurado pela Lei n° 8.078/90, quanto aos alimentos e ingredientes
alimentares destinados ao consumo humano ou animal que contenham ou
que sejam produzidos a partir de organismos que contém transgenia.

O “Principio da Precaucdo” em seu artigo 11, afirma que "a
auséncia de certeza cientifica devido a insuficiéncia das informagdes e
dos conhecimentos cientificos relevantes sobre a dimens&o dos efeitos
adversos potenciais de um organismo vivo modificado na conservagéo e
no uso sustentavel da diversidade bioldgica na Parte importadora,
levando também em conta os riscos para a salde humana, ndo impedira
esta Parte, a fim de evitar ou minimizar esses efeitos adversos potenciais,
de tomar uma decisdo, conforme o caso, sobre a importagdo do
organismo vivo modificado"(Cartagena Protocol, 2000).

Dessa forma, além das incertezas cientificas, a liberagdo das
plantas transgénicas entra em conflito com a legisla¢do nacional e assim
esse € mais um motivo para que as pesquisas sejam mais abrangentes, a
fim de assegurar o oferecimento de alimentos seguros para o consumo
humano e animal.

2.2.2 Os transgénicos Herculex | e Roundup Ready

A tecnologia Herculex I, referente ao evento TCI1507,
desenvolvido pela Dow AgroSciences, estd presente na cultivar
BG7060H. A cultivar BG7060HR, além de possuir o evento TC1507,
também possui o evento NK603, tecnologia Roundup Ready, também
desenvolvido pela Dow AgroSciences. As cultivares hibridas BG7060H
e BG7060HR, bem como sua versdo isogénica ndo geneticamente
modificada (BG7060), foram todas desenvolvidas pela Biogene-Pioneer
e sdo alvo de estudo desse projeto.

O evento TCI1507 apresenta caracteristicas que conferem
resisténcia a insetos da ordem Lepidoptera e tolerdncia ao herbicida
glufosinato de amoénio (Figura 1). Essas caracteristicas advém dos genes
introduzidos que codificam uma forma truncada da proteina inseticida
CrylF, derivada da cepa PS811 (NRRL B-18484) da bactéria Bacillus
thuringiensis var. aizawai e a enzima fosfinotricina-N-acetil transferase
(PAT), que confere tolerdncia ao herbicida glufosinato de amonio,
também obtida de um microrganismo do solo, Streptomyces
viridochromogenes (AGBIOS, 2008). Uma sequéncia do promotor P35S
do CaMV (isolado Cabb-s) ¢ a sequéncia intronica IVS2 de 178 pb do



32

gene adhS1 de milho foram utilizadas para promover e potencializar a
transcricdo do gene pat (FORLANTI et al., 2006).

A proteina CrylF ¢ produzida sob a forma de protoxina e
transformada em peptideos toxicos no intestino do inseto pela agdo do pH
alcalino intestinal e de proteases. A toxina ativa causa lise das células
epiteliais e a morte das larvas (MONNERAT & BRAVO, 2000).

A enzima PAT confere resisténcia ao herbicida glufosinato de
amonio. Este herbicida é um tripeptidio composto por dois residuos de L-
alanina e um residuo de fosfinotricina (PPT), um analogo do glutamato.
O PPT ¢é um inibidor da glutamina sintetase (GS), enzima que converte
glutamato em glutamina e remove a amodnia toxica da célula. A inibig¢ao
da enzima GS causa a morte da planta, devido ao efeito fitotdxico do
acimulo de amonia e ruptura dos cloroplastos inibindo a fotossintese
(LINDSEY, 1992). A enzima fosfinotricina-N-acetiltransferase (PAT)
realiza uma detoxificagdo, pois ¢ promotora da acetilagio do PPT,
utilizando como co-fator acetil-coenzima ‘a’, fazendo com que o PPT
perca a agdo inibidora permitindo que as células sobrevivam mesmo em
presenga do herbicida.

Tc1507

UBI ZM
qPROMOTER cry1F P35S | pat | T35S h

Figura 1. Esquema do inserto para o milho transgénico Herculex I
(TC1507). Gene inserido: crylF e pat, promotor ubiZM (oriundo do
milho) e P35S, terminador: T35S (Adaptado de TAKABATAKE, et al.,
2010).

O evento NK603 contém o gene cp4 epsps (Figura 2), que é
oriundo da bactéria Agrobacterium sp. cepa CP4 e ¢ responsavel pela
expressdo da proteina CP4-EPSPS (CP4-5-enolpiruvilchiquimato-3-
fosfato sintase), que determina a expressdo da caracteristica de tolerancia
ao herbicida glifosato. A proteina CP4-EPSPS, expressa nas plantas
geneticamente modificadas tolerantes ao glifosato, ¢ funcionalmente
idéntica a proteina EPSPS enddégena de plantas (PADGETTE et al.,
1993). Em plantas convencionais o herbicida glifosato se liga & enzima
EPSPS e bloqueia a biossintese do 5-hidroxilshiquimato-3-fosfato,
impedindo a formacdo de aminoacidos aromaticos e metabolitos
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secundarios (HASLAM, 1997). Nas plantas geneticamente modificadas
tolerantes ao glifosato, como o milho NK603, os amino4cidos aromaticos
e outros metabolitos necessarios para o desenvolvimento das plantas
continuam sendo produzidos pela atividade da proteina CP4-EPSPS
(BOREM, 2005; STEINRUCKEN & AMRHEIN, 1980).

CT : }
q P35S hsp70 P2 cp4-epsps NOSth

Figura 2. Esquema do inserto para o milho transgénico, evento NK603
Roundup Ready. Promotor: P35S, terminador: NOS-t. (Adaptado de
TAKABATAKE, et al., 2010).

2.3 A coexisténcia entre as variedades crioulas e hibridos de milho
transgénico

A coexisténcia significa a possibilidade efetiva, para os
agricultores, de escolher entre 0 modo de producdo convencional ou de
culturas transgénicas. Portanto, coexisténcia ¢ o termo usado para as
medidas adotadas a fim de separar produtos transgénicos de ndo
transgénicos. O objetivo das normas de coexisténcia deve ser a
preservacdo da agricultura e da alimentacdo livre de transgénicos,
reconhecendo o direito dos agricultores de cultivar tais produtos e dos
consumidores de escolher alimentos sem contamina¢do por organismos
geneticamente modificados (FERMENT et al., 2009).

No Brasil, desde 2003, sdo cultivados legalmente OGMs em escala
comercial. Porém, ainda ndo foram adotadas medidas que de fato
permitissem e assegurassem a coexisténcia das variedades transgénicas
com os cultivos convencionais, agroecoldgicos e organicos.

As normas de coexisténcia devem estar baseadas no Principio da
Precaugdo, assegurado pela Lei de Biosseguranca, n° 11.105/2005, Art.
1° e pelo Protocolo de Cartagena sobre Biosseguranga. Enquanto a
comunidade cientifica encontra-se, todavia, claramente dividida com
relacdo aos riscos das plantas geneticamente modificadas para a saiude e
para o meio ambiente, cada pais deve dotar-se de meios para manter
alternativas solidas de cultivo e consumo (FERMENT et al., 2009).

A contaminacdo de sementes e de lavouras ndo transgénicas pode
ocorrer por vias biologicas (polen e dispersao de sementes) ou fisicas
(mistura de sementes em maquinas, caminhdes, vagdes e troca de
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sementes entre agricultores). Se por um lado a pesquisa ainda ndo
esclareceu quais as reais consequéncias da contaminag@o de sementes ou
plantas nativas por transgénicos, por outro, deve-se admitir que a questdo
atinge diretamente o direito dos produtores e dos consumidores. Sabe-se
que uma determinada raca de milho pode ter de 200 a 1.000 diferentes
variedades e que cada uma representa um sistema de adaptagdo distinto e
arranjos génicos completamente diferentes. Por essa razdo é que se torna
impossivel recuperar uma determinada variedade local simplesmente
recorrendo aos bancos de germoplasma (QUIST, 2009).

A norma de coexisténcia diz que: ““Para permitir a coexisténcia, a
distancia entre uma lavoura comercial de milho geneticamente
modificado e outra de milho ndo geneticamente modificado, localizada
em &rea vizinha, deve ser igual ou superior a 100 (cem) metros ou,
alternativamente, 20 (vinte) metros, desde que acrescida de bordadura
com, no minimo, 10 (dez) fileiras de plantas de milho convencional de
porte e ciclo vegetativo similar ao milho geneticamente modificado” -
Resolucdo Normativa N° 4, de 16 de agosto de 2007 (BRASIL, 2007).

Porém, essas distancias tém sido questionadas. Estudos
demonstraram que o polen de milho transgénico é capaz de fecundar
outras plantas de milho a distancia de 66 metros (LANGHOF et al., 2008).
Também foi detectado fluxo génico de milho transgénico sobre milho
convencional a uma distancia de 250 m (GOGGI et al., 2006). Mesmo
que as taxas de cruzamento detectadas sejam baixas, até 4% (BANNERT
& STAMP, 2007), em um hectare, com densidade de 50.000 plantas, em
torno de 2 mil plantas seriam contaminadas por geragdo, o que ao longo
de varios anos de cultivo pode aumentar proporcionalmente a quantidade
de plantas convencionais que receberiam pdlen contendo transgenes.

O risco da introgressao de transgenes ¢é tdo elevado que mesmo no
México, onde ¢ proibido o cultivo de milho transgénico, estudos
constataram a presenca de transgenes em variedades crioulas
(EZCURRA, ORTIZ & SOBERON-MAINERO, 2002; QUIST &
CHAPELA, 2001). Na Africa do Sul, onde o cultivo de plantas
transgénicas € liberado desde 1997, foi recentemente constatado a
presenca de eventos transgénicos em variedades de milho crioulo. Nesses
estudos, destacou-se a importidncia de avaliar o fluxo génico em
comunidades de agricultores familiares, as quais, assim como o caso do
municipio de Anchieta-SC, sdo pequenas propriedades. Nessas
propriedades o tipo de manejo exercido torna impeditiva a coexisténcia
entre milhos transgénicos e crioulos, de forma a cumprir a legislagdo de
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biosseguranca do pais (IVERSEN et al., 2014; JACOBSON & MYHR,
2012).

Dessa forma, pode-se inferir que a contaminagdo de variedades
crioulas ou convencionais por pélen de milho transgénico pode ocorrer
com certa facilidade e, portanto, ressalta-se a importancia do presente
estudo, que avaliou alguns efeitos que essa contaminag@o pode trazer ao
milho crioulo. Ainda sdo resultados iniciais, mas ja deixam a duvida de
que se um dia a ciéncia constatar efeitos maléficos ao ecossistema, que
justifiquem retirar os transgénicos do mercado, talvez isso ndo seja mais
possivel, visto que os transgenes estdo se espalhando de forma ndo
prevista.

2.4 Efeitos dos transgénicos sobre organismos ndo alvo: o0s
microrganismos endofiticos

2.4.1 Interacao de organismos endofiticos com as plantas

Microrganismos endofiticos ja foram isolados de todas as espécies
de plantas até entdo analisadas (SANDBERG, BATTISTA & ARNOLD,
2014; ARNOLD, 2007, ROSENBLUETH & MARTINEZ-ROMERO,
2006). Devido a intima associacdo entre os endofitos e espécies vegetais,
tem sido sugerido que estes microrganismos co-evoluiram com os seus
simbiontes (MISAGHI & DONNDELINGER, 1990). Muitos estudos tém
sido feitos em relagdo ao uso de microrganismos endofiticos como
agentes de controle bioldgico de inimeras doencgas e pragas de plantas
(AZEVEDO et al., 2000; HALLMANN et al., 1997; M’PIGA et al., 1997)
e também como promotores de crescimento vegetal (BENT &
CHANWAY, 1998; HALLMANN et al., 1997).

Os microrganismos endofiticos compreendem, principalmente,
fungos e bactérias que habitam o interior das plantas, sem causar,
aparentemente, danos aos seus hospedeiros (PETRINI, 1991). A sua
capacidade de biocontrole pode advir de varios mecanismos, tais como a
producdo de substincias deletérias aos fitopatogenos (M’PIGA et al.,
1997) ou por competigdo por espago e nutrientes. Também atuam
indiretamente, pela produgdo de substancias promotoras de crescimento
(VARMA et al., 1999) ou pela indugdo de resisténcia sistémica nas
plantas (Van LOON et al., 1998). Além disso, um estudo recente mostrou
que, quando colonizadas com fungos endofiticos, plantas de arroz
apresentaram melhor adaptacdo a condig¢des de estresse hidrico, ao frio e
a alta salinidade (REDMAN et al., 2011).
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Devido a essas interagdes, os microrganismos endofiticos tém
sido utilizados para avaliar os efeitos de transgenes sobre organismos
associadas as plantas, ditas como organismos nao-alvo (CHEEKE,
ROSENSTIEL & CRUZAN, 2012; ANDREOTE et al., 2009 a, b;
ANDREOTE et al., 2008). Porém, grande parte dos trabalhos restringem-
se a avaliagdo dos microrganismos da rizosfera e aos fungos micorrizicos
arbusculares (FMA).

Avaliando a diversidade de FMA no solo por TRFLP e
sequenciamento, Zeng et al. (2014) concluiram que ap6s o cultivo de
milho Bt (transgene cry - inseticida) durante cinco safras seguidas, ndo
houve impactos significativos sobre a comunidade de FMA. Em outro
estudo, Cheeke et al. (2012) avaliaram nove hibridos contendo o
transgene Bt e quando comparados com as suas isogénicas convencionais,
os milhos transgénicos apresentaram taxa de colonizagdo por FMA 10%
menor. No entanto, essa diferenga ndo foi estatisticamente significativa.

A estrutura de comunidade de bactérias presentes na rizosfera de
plantas de tabaco foi avaliada através de PCR-DGGE. Nessas condigoes,
observou-se que houve diferenca entre as plantas transgénicas ¢ ndo-
transgénicas, no periodo vegetativo, porém no estddio de floragdo ndo
houve diferencas, sugerindo que a comunidade bacteriana sofreu
modificagdes e depois se reestabeleceu (ANDREOTE et al., 2008). Esse
grupo de pesquisa também avaliou a comunidade de bactérias na rizosfera
de plantas de eucalipto transgénico em comparagdo com as isogénicas
convencionais e verificou poucas variagdes significativas (ANDREOTE
etal., 2009 a, b).

A comunidade microbiana da rizosfera ¢ fortemente influenciada
pelos exsudatos das plantas, mas também pela composi¢do da microbiota
do solo e talvez esse fator ndo permita que as diferengas entre plantas com
e sem transgenia sejam observadas facilmente. Alternativamente,
endofiticos associados as folhas podem ser avaliados como organismos
ndo-alvo, pois sdo mais intimamente relacionados com as plantas
hospedeiras e ainda sdo pouco conhecidos quanto a sua diversidade e
variagdo em resposta ao genoétipo e ao estadio fenologico das plantas
(PENUELAS & TERRADAS, 2014).

24.2 PCR-DGGE para avaliagito da comunidade de
endofiticos

Muitos estudos sobre fungos e bactérias endofiticos referem-se aos
cultivaveis, pois ha o interesse em bioprospeccao desses microrganismos,
como por exemplo, os que conferem as plantas resisténcia a estresses



37

bidticos e abidticos (REDMAN et al, 2002; DEVARAJAN &
SURYANARAYANAN, 2006; AZEVEDO & ARAUJO, 2007;
REDMAN et al., 2011), bem como aqueles responsaveis pela produgio
de compostos bioquimicos medicinais (MILLER et al., 2012; YUAN,
CHEN & YANG, 2009; HUANG et al., 2008).

Porém, estudos para avaliar a dindmica e os impactos sobre a
diversidade total de microrganismos devem priorizar as técnicas
independentes de cultivo, como PCR-DGGE, T-RFLP, Sequenciamento
de biblioteca de clones, Sequenciamento de Nova Geragdo (NGS)
(MiSeq-Illumina, Pirosequenciamento, lon Torrent etc), a fim de acessar
a diversidade total, pois estima-se que grande parte dos microrganismos
ainda ndo seja passivel de cultivo (TYSON & BANFIELD, 2005).

No presente estudo, a avaliagdo da estrutura da comunidade dos
endofiticos foi realizada por PCR-DGGE. A PCR-DGGE foi introduzida
nos estudos de ecologia microbiana por Muyzer et al. (1993) e, desde
entdo, tem sido utilizada para avaliagdo de comunidades microbianas em
diferentes tipos de amostras (LI et al., 2014; SILVA, VIDAL-TORRADO
& LAMBAIS, 2014; PEARCE, 2007; SEKIGUCHI et al., 2001,
WATANABE, KODAMA & HARAYAMA, 2001; @VREAS et al.,
1997). Essa técnica apresenta elevada resolugdo, na qual um grande
nimero de amostras pode ser rapidamente comparado, revelando a
dindmica de comunidades endofiticas.

A técnica de DGGE pode ser classificada como de fingerprinting,
pois permite a avaliagdo da estrutura de comunidades microbianas,
enquanto que a diversidade total ¢ avaliada por técnicas de maior
acurcia, como o sequenciamento (VALASKOVA & BALDRIAN,
2009). A DGGE pode ser indicada para a comparagdo de muitas amostras
e, apos o agrupamento, permite selecionar um grupo menor de amostras
para o sequenciamento, visto que esta ultima tem um custo mais elevado.
A técnica de DGGE consiste basicamente na separagdo de fragmentos de
DNA de tamanhos similares, amplificados com primers universais, com
base na diferenca de composi¢do de sequéncias (quantidade de
nucleotideos citosina e guanina), em um gel de poliacrilamida com
gradiente de desnaturag@o.

A técnica de PCR-DGGE tem sido amplamente empregada no
estudo das comunidades de microrganismos endofiticos. Foi avaliado
bactérias e fungos endofiticos nas raizes de plantas de milho sob
diferentes condi¢des de manejo, com o uso de herbicidas e adubos durante
o cultivo (SEGHERS et al., 2004); em plantas de soja, onde aplicou-se
herbicida no solo, foram caracterizadas bactérias endofiticas
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(KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005); em raizes de batatas convencional
e transgénica avaliou-se os fungos endofiticos (GOTZ et al., 2006); em
sementes de arroz foi avaliado a dindmica das bactérias endofiticas
(HARDOIM et al., 2012); em plantas de arroz crioulo comparou-se
bactérias diazotroficas endofiticas e epifiticas (RANGJAROEN et al.,
2014); e avaliou-se a comunidade de bactérias, fungos e arquéias
endofiticas em raizes de milho transgénico e convencional (SILVA et al.,
2014).

Assim, essa técnica foi escolhida para a avaliagdo da estrutura de
comunidade de bactérias e fungos endofiticos associados aos diferentes
gendtipos de milho.
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3 HIPOTESES E OBJETIVOS
3.1 Hipoteses
Nesse trabalho foram avaliadas as seguintes hipoteses:

a. A estrutura de comunidade de microrganismos endofiticos das
folhas de milho estd intimamente relacionada a composigdo genética da
planta, se popula¢do de milho crioulo ou cultivar hibrida com e sem
transgenia.

b. Os endofiticos foliares ainda podem variar de acordo com o
estadio fenologico das plantas de milho.

c. E o fluxo génico de milho hibrido com e sem transgenia sobre
uma variedade crioula, pode alterar a estrutura de comunidade de
endofiticos do milho crioulo.

3.2 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da transgenia sobre a estrutura de comunidades de
bactérias e fungos endofiticos associada as plantas de milho crioulo e de
cultivares isogénicas com e sem transgenes.

3.2.1 Objetivos especificos

1. Confirmar a presenga do evento transgénico nos hibridos
geneticamente modificados (Hx e Hxrr), bem como certificar-se da
auséncia de transgenes na variedade local Rosado (RS) e no hibrido
convencional sem transgenia (NGM);

2. Avaliar a estrutura das comunidades de bactérias e fungos
endofiticos das folhas dos trés hibridos isogénicos (NGM; Hx e Hxrr) e
da variedade crioula Rosado (RS), em diferentes estadios do
desenvolvimento das plantas de milho.

3. Desenvolver popula¢des com distintos backgrounds genéticos
para simular diferentes percentuais de introgressdo entre milhos



52

transgénicos (Hx e HXrr) e sua versdo isogénica ndo transgénica (NGM),
sobre a variedade crioula Rosado (RS);

4. Avaliar os efeitos da introgressdo de milhos hibridos sobre a
estrutura de comunidade de fungos endofiticos associados a variedade
crioula, comparando os hibridos transgénicos (Hx e Hxrr), o hibrido
isogénico ndo transgénico (NGM), a variedade crioula Rosado (RS) e as
populagdes desenvolvidas com diferentes backgrounds genéticos.
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4 CAPITULO 1
Este manuscrito refere-se ao artigo submetido para publicagdo em revista
cientifica.

Comunidades de microrganismos endofiticos em diferentes estadios
do desenvolvimento de milho crioulo e hibridos isogénicos
transgénico e convencional

NEABiIo - Nucelo de Estudos em Agrobiodiversidade, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal de Santa Catarina, 88.034-001, Brasil.
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RESUMO

A diversidade de microrganismos endofiticos pode softrer alteragdes em
funcdo do genodtipo da planta em que estdo associados e também do seu
estadio fenologico. Nesse estudo foi avaliada a estrutura das comunidades
de bactérias e fungos endofiticos em quatro estddios fenologicos de
desenvolvimento, dois vegetativos (V3, V4) e dois reprodutivos (R1 e
R2), visando analisar os efeitos dos genoétipos, transgénicos e variedade,
a fim de definir o estddio mais adequado para a avaliagdo de tais efeitos
sobre os endofitos das folhas do milho. As populagdes de milho avaliadas
foram constituidas por uma variedade crioula denominada Rosado (RS) e
trés hibridos isogénicos, dos quais um deles era ndo geneticamente
modificado (NGM), o segundo continha a transgenia Herculex (Hx) e o
terceiro, a transgenia Herculex combinada com Roundup Ready (Hxrr).
Cada populagdo de milho foi plantada em parcelas individuais a campo,
na mesma data, em local homogéneo, de onde foram coletadas as folhas
de trés plantas de cada tratamento. A avaliagdo das comunidades de
bactérias e fungos endofiticos das folhas de milho foi feita pela analise de
perfis de amplicons, gerados por PCR-DGGE, com primers especificos
para os microrganismos avaliados. As analises de cluster e ANOSIM
agruparam as bactérias endofiticas segundo o estadio fenologico do milho
e ndo discriminaram as quatro popula¢des no mesmo estadio. Entretanto,
a estrutura de comunidade de fungos, diferiu em fun¢do dos gendtipos.
Os fungos do milho RS foram diferentes dos hibridos NGM, Hx e Hxrr,
nos quatro estadios avaliados. Os estadios fenologicos vegetativos (V3 e
V4) discriminaram os dois hibridos de milho transgénicos do
convencional quanto a estrutura de comunidades de fungos endofiticos.
Apenas no estadio R1 foi possivel discriminar o transgénico portador de
um evento (HX) do transgénico portador de dois eventos (HXrr).
Entretanto, estudos complementares devem ser conduzidos para
investigar se as mudancas da comunidade de fungos endofiticos do milho
afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas, a absor¢ao de agua
e nutrientes, bem como os mecanismos de defesa do milho frente aos
fatores de estresses bidticos e abioticos do ambiente de cultivo.

Palavras-chave: PCR-DGGE; Recursos Genéticos; 16S/18S rDNA; Zea
mays L.
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INTRODUCAO

O milho (Zea mays) é a terceira cultura alimentar mais
importante no mundo como fonte direta ou indireta de energia e proteina
para a alimentacdo humana e como cultivo de grande importincia
economica ¢ social (FAO, 2013; KIRINO, 2003). Além das cultivares
comerciais, as variedades crioulas, locais ou tradicionais, sdo recursos
genéticos valiosos, pelo fato de constituirem elevada diversidade
genética, serem fontes de genes para os programas de melhoramento
genético e por estarem frequentemente associadas a seguranga alimentar
de muitas populagdes rurais. Elas sdo amplamente utilizadas como fonte
alimentar das familias rurais, nas mais diversas formas de uso (farinha,
milho-verde e milho-pipoca), além de serem empregadas na alimentagdo
animal, na forma de silagem, forragem e ragdo (COSTA et al., 2015;
KIST et al., 2014; OGLIARI, KIST & CANCI, 2013).

A variedade crioula de milho de Anchieta-SC denominada
Rosado, por exemplo, apresenta elevados teores de carotenoides
funcionais, sobretudo de luteina (KUHNEN et al., 2012), destacando-se
também como uma das variedades crioulas mais produtivas desse
municipio (6,65 t ha!), além de ser uma das mais antigas do Extremo
Oeste de SC (COSTA et al., 2015; OGLIARI, KIST & CANCI, 2013).
As particularidades dessa variedade e de outras ja pesquisadas pela
Universidade Federal de Santa Catarina colocam em destaque essa regido
do pais como uma das areas mais atraentes para o desenvolvimento de
pesquisas focadas na conservagdo, caracterizagdo e avaliacdo desses
recursos genéticos locais ainda pouco conhecidos (COSTA et al., 2015;
OGLIARI, KIST & CANCI, 2013).

Por outro lado, nessa mesma regido do pais, as cultivares hibridas
melhorados e comerciais de milho sdo as mais cultivadas, sobretudo os
hibridos de milhos geneticamente modificados. A expansdo das areas
cultivadas com hibridos transgénicos de milho tem apresentado um
aumento exponencial em todo o mundo (JAMES, 2013) e também no
Brasil (CELERES, 2014). Assim, torna-se essencial a avaliagio dos
impactos ecologicos e biologicos dessa biotecnologia, principalmente
com relagdo a ameaga iminente sobre a agrobiodiversidade, em
decorréncia do risco de contaminagdo das variedades crioulas por fluxo
génico procedente das cultivares transgénicas.

Dentre as cultivares hibridas transgénicas recomendadas para a
regido Sul do Brasil estdo aquelas portadoras dos eventos TC1507 e
NK603. O evento TC1507 contém dois transgenes: crylF e pat. O
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transgene crylF codifica uma delta-endotoxina (Cry1F) letal a insetos da
ordem Lepidoptera, o transgene pat codifica a enzima fosfinotricina-N-
acetil transferase (PAT), que confere tolerancia ao herbicida glufosinato
de amonio. O evento NK603 contém o transgene cp4 epsps, responsavel
pela expressdo da proteina CP4-EPSPS, que confere tolerancia ao
herbicida Roundup Ready (AGBIOS, 2008). Esses eventos sdo
cultivados amplamente no Brasil e em outros paises, justificando a
relevancia de avalia-los quanto aos seus efeitos sobre organismos nao-
alvo.

Muitos estudos tém avaliado os impactos das plantas
transgénicas sobre organismos nao-alvo, tais como as abelhas em flores
de rosas modificadas para produgdo de antocianinas PAP1 (ZVI et al.,
2012), a macrofauna do solo em milho contendo o transgene crylAb
(TRUTER, Van HAMBURG & van den BERG, 2014), os fungos
micorrizicos em milho contendo o transgene crylF (CHEEKE,
ROSENSTIEL & CRUZAN, 2012), os microrganismos endofiticos em
batata com transgenia para producdo de compostos antibacterianos
(RASCHE et al., 2006), os endofiticos de folha de cana-de-agticar com
transgenia para resisténcia a herbicida (STUART et al., 2010), e sobre
fungos endofiticos de espécies arboreas com transgenia de resisténcia a
patogenos (MARTIN et al., 2013).

Os microrganismos endofiticos compreendem, principalmente,
fungos e bactérias que habitam o interior das plantas, sem causar danos
aparentes aos seus hospedeiros (PETRINI, 1991). A importincia da
avaliacdo dos impactos dos transgénicos sobre microrganismos
endofiticos deve-se essencialmente a estreita relacdo desenvolvida com
as plantas associadas, promovendo beneficios sobre o crescimento de
raizes, aumento da area foliar, incremento na absor¢do de nutrientes e
agua, bem como sobre mecanismos de defesa da planta a fatores bidticos
(GANLEY etal., 2008; AZEVEDO et al., 2000; Van LOON et al., 1998)
e de adaptacdo frente as condi¢es abidticas de ambientes adversos
(NAVEED et al., 2014; WORCHEL et al., 2013; REDMAN et al., 2011).

Devido a essas interagdes com as plantas, os endofiticos tém sido
utilizados como organismo ndo alvo para avaliar os efeitos indiretos
provocados pelos transgenes (CHEEKE, ROSENSTIEL & CRUZAN,
2012; ANDREOTE et al., 2009 a, b; ANDREOTE et al., 2008). Contudo,
grande parte dos trabalhos avaliam os microrganismos da rizosfera e os
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que tem demonstrado baixa ou
nenhuma influéncia decorrente do gendtipo das plantas hospedeiras.
Alternativamente, endofiticos associados as folhas poderiam ser
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avaliados como organismos ndo-alvo, pois s@o ainda pouco conhecidos
quanto a diversidade genética e a variagdo em resposta ao gendtipo e
estadio fenologico de plantas transgénicas (PENUELAS & TERRADAS,
2014).

Dessa forma, esse estudo buscou responder algumas questdes
fundamentais: (1) Quais microrganismos endofiticos sofrem mais
alteragdes devido ao gendtipo da planta, fungos ou bactérias? (2) A
insercdo de transgenes em milho pode acarretar mudangas nas
comunidades de bactérias e fungos endofiticos? (3) A comunidade de
endofiticos do milho crioulo ¢ diferente daquela que habita as folhas das
cultivares hibridas melhoradas? (4) Em qual (is) estadio (s) fenologico (s)
da planta essas diferencas sdo mais evidentes?

A fim de responder essas questdes foi avaliada a estrutura de
comunidades de bactérias e fungos endofiticos das folhas, em quatro
estddios fenologicos do desenvolvimento, dois vegetativos e dois
reprodutivos, de uma variedade crioula de milho de Anchieta-SC e trés
hibridos isogénicos, dois transgénicos e um nao transgénico.
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MATERIAL e METODOS

Material vegetal

Uma variedade de milho crioulo e trés hibridos isogénicos, dois
transgénicos ¢ um ndo transgénico, constituiram os quatro tratamentos
dessa pesquisa. A variedade crioula denominada Rosado (RS) foi cedida
por um agricultor familiar do municipio de Anchieta, microrregido do
Extremo Oeste do Estado de Santa Catarina (SC), Sul do Brasil, por
intermédio da Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de
Santa Catarina (EPAGRI).

Os hibridos isogénicos pertencem a série Biogene BG7060®. O
hibrido transgénico BG7060H (HXx) ¢ portador da tecnologia Herculex I
(evento TC1507) e o transgénico BG7060HR (Hxrr) é portador das
tecnologia Roundup Ready 2 (evento NK603) e Herculex I (evento
TC1507). Como testemunha dos hibridos transgénicos, foi utilizada a
versdo do hibrido isogénico convencional, sem transgenes, BG7060
(NGM).

Ensaio a campo

Os quatro tratamentos foram semeados na Fazenda Experimental
da Ressacada da Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis,
SC, Brasil (27° 41° 04.85” S; 48° 32” 43.04” O), na safra de 2012/2013.
O solo ¢ classificado como Neossolo Quartzarénico Hidromoérfico Tipico,
de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificagdo dos Solos
(EMBRAPA, 2006). Segundo a classificacdo climatica de Kdeppen, a
Fazenda situa-se numa sub-regido de clima subtropical constantemente
umido, sem estacdo seca e com verdo quente. Durante o periodo das
avaliagdes (64 dias), entre outubro e dezembro de 2012, a temperatura
média foi de 24,2 °C, com minima registrada de 14 °C e maxima de 38,4
°C, o total de chuvas acumulado no periodo foi de 175,6 mm (APENDICE
D) (Fonte: estagdo meteorologica EPAGRI/CIRAM).

Os tratamentos foram implantados em sistema de parcelas
unicas. Cada parcela continha quatro fileiras de cinco metros de
comprimento cada, espagadas um metro entre si (ver croqui em
APENDICE C). A parte interna da fileira central constituiu a area util de
parcela de quatro metros quadrados, cuja densidade foi de 50.000 plantas
ha!. Trés plantas localizadas na parte central da parcela util foram
definidas como amostra para retirada do material vegetal (folhas) usado
nas analises.
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Os tratos culturais, adubagdo e capina foram realizados
manualmente e de forma homogénea para toda a area. Nao foram
aplicados herbicidas ou inseticidas durante o experimento, a fim de
simular uma condi¢do de manejo muito comum entre os agricultores
familiares dessa microrregido catarinense, mesmo quando cultivam
milhos transgénicos. Foi feita andlise quimica de solo ¢ com base nela a
adubagdo com nitrogénio, fosforo e potassio, de acordo com
recomendagdo para a cultura do milho (Comissdo de Quimica e
Fertilidade do Solo — RS/SC, 2004).

As avaliagdes dos endofiticos foram feitas em quatro estadios do
desenvolvimento das plantas de milho, aos 28, 50, 73 ¢ 91 dias, ap6s a
semeadura, correspondendo aos estaddios designados como V3, V4, R1 e
R2. Aos 28 dias da semeadura as plantas de milho estavam no estadio
vegetativo de trés folhas expandidas (V3); aos 50 dias, ainda no estadio
vegetativo, as plantas continham quatro folhas expandidas (V4); aos 73
dias, as plantas estavam no inicio do periodo reprodutivo (R1), com cinco
folhas expandidas e com penddo e espiga, em processo de
desenvolvimento e; aos 91 dias, as plantas estavam com seis folhas
expandidas e, com penddo e espiga bem formados, ja em fase de
polinizacdo (R2). Apdés 110 dias as folhas apresentavam sintomas de
doengas, o que limitou a coleta.

Foram coletadas folhas jovens e sadias na sessdo mediana de trés
plantas de cada tratamento, incluindo a nervura. Apo6s a coleta, as
amostras foliares foram acondicionadas em sacos plasticos ¢ mantidas em
caixas térmicas (por no maximo duas horas), levadas ao laboratorio e
armazenadas a -80 °C até o processamento.

Deteccao de transgenes

A confirmacao da presenca dos eventos dos hibridos transgénicos
(Hx e Hxrr) e a auséncia de transgenes, no hibrido isogénico nao
geneticamente modificado (NGM) e na variedade crioula (RS), foi feita a
partir da detecgao da presenga do evento TC1507 (regido do gene pat), ja
que os dois hibridos transgénicos eram portadores desse evento. Para
tanto, foi utilizado o DNA extraido das folhas das mesmas plantas
utilizadas para a avalia¢do de endofiticos, conforme sera descrito no item
seguinte.

A regido do evento TC1507 foi amplificada com os primers
foward/reverse TC1507f (5 CTT GTG GTG TTT GTG GCT CT 3’) e
TC1507r (5> TGG CTC CTC CTT CGT ATG T 3°) (LI et al., 2009), nas
seguintes condi¢des: solugdo tampdo 1X contendo 0,2 mM dNTPs, 2,5
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mM MgCl,, 1 U DNA polimerase Taq (Life Technologies, Sao Paulo,
Brasil), 10 mM dos primers e 100 ng do DNA metagendomico. As
condigdes de amplificagdo da PCR foram 8 min a 95 °C; 35 ciclos de 30
$a95°C,30sa58°Ce50sa72°C e extensdo final por 8 min a 72 °C
(LI et al., 2009). Os produtos da PCR foram corados com Sybr Green
(Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), submetidos a -eletroforese
horizontal em gel de agarose 2% em tampao TAE 1X (Tris a 50 mM,;
acido acético glacial a 50 mM e EDTA a 25 mM) por 60 min, a 60 V. A
aquisi¢do das imagens dos géis foi feita em fotodocumentador Fusion
(Vilber Loumart, Paris, Franga).

Além da confirmagdo da presenca do fragmento de DNA
correspondente ao transgene, foi realizado a confirmagdo da expressao
proteica através de tiras de imuno ensaio de fluxo lateral (Strip tests).
Essas tiras sdo projetadas comercialmente para extrair ¢ detectar a
presenca das proteinas que as culturas transgénicas expressam em seus
tecidos foliares ou em sementes. Nesse estudo utilizou-se o kit QuickStix
(Envirologix, Portland, EUA) para deteccdo da proteina cry 1F, que esta
presente nos dois hibridos transgénicos utilizados nesse estudo, conforme
recomendagdes do fabricante. A visualizagdo de duas faixas na coloracdo
roxa confirmou a presenca da proteina crylF nos tratamentos com
transgenia (dados ndo apresentados).

Extracdo de DNA

Previamente a extragdo de DNA foi realizada a desinfecgio
superficial das folhas de milho, mediante imersdo por 2 min em alcool
70%, 5 min em hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo) (V/V), 1 min
em alcool 70% e imersdo em agua destilada esterilizada, quatro vezes por
1 min. Da ultima 4gua de lavagem foi feita a PCR com primers especificos
de bactérias e fungos para confirmar a eliminagao de epifiticos nas folhas
(dados ndo apresentados). Apods a desinfeccdo superficial, as amostras de
tecido foliar foram maceradas com auxilio de almofariz e pildo de
porcelana em nitrogénio liquido e, aproximadamente 100 mg foram
acondicionados em tubos de 1,5 mL. O DNA foi extraido pelo método
CTAB 2% (DOYLE & DOYLE, 1990) e sua integridade confirmada em
eletroforese horizontal, em gel de agarose 1% em tampdo TAE 1X, por
60 min, a 60 V e corados com Sybr Green (Life Technologies, Sdo Paulo,
Brasil). A aquisi¢do das imagens dos géis foi feita em fotodocumentador
Fusion (Vilber Loumart, Paris, Franga).
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Andlises de PCR-DGGE

A andlise da estrutura das comunidades de microrganismos
endofiticos do milho foi feita por PCR-DGGE, pela amplificagdo de
regides especificas de bactérias e fungos.

A regido V3 do gene rDNA 16S de Bacteria foi amplificada com
os primers BAC338FGC (5 GCC CGC CGC GCG CGG CGG GCG
GGG CGG GGG CAC GGA CTC CTA CGG GAG GCAGCA G 3)e
UNS518R (5 ATT ACC GCG GCT GCT GG 3°) (@VREAS et al., 1997).
A reagdo foi feita em solugdo tampado 1X, contendo 0,2 mM dNTPs, 3
mM MgCl,, 1 U DNA polimerase Taq (Life Technologies, Sao Paulo,
Brasil), 10 mM dos primers ¢ 100 ng do DNA metagenomico. As
condi¢des no termociclador modelo T-100 (BioRad, Hercules, CA, EUA)
foram de 5 min a 95 °C; 30 ciclos de 1 mina 95°C, 1 mina 55°C e 1 min
a 72 °C e extensao final por 10 min a 72 °C.

A comunidade de fungos foi avaliada a partir da amplificagdo
parcial da regido ssu (18S rDNA Fungi) com os primers FR1GC (5° GCC
CGC CGC GCG CGG CGG GCG GGG CGG GGG AIC CATTCA ATC
GGT AIT 3’°) e FF390 (CGA TAA CGA ACG AGA CCT) (VAINIO &
HANTULA, 2000). A reagdo foi feita nas mesmas condi¢des descritas
acima para amplificagio do gene de bactéria. As condigdes de
amplificagdo foram 8 min a 95 °C; 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 45 s a 50 °C
e 2 min a 72 °C e extensdo final por 10 min a 72 °C. Os produtos da PCR,
tanto de fungos quanto de bactérias, foram corados com Sybr Green (Life
Technologies, Sao Paulo, Brasil), submetidos a eletroforese horizonta em
gel de agarose 1% em tampao TAE 1X por 60 min, a 60 V. A aquisi¢do
das imagens dos géis foi feita em fotodocumentador Fusion (Vilber
Loumart, Paris, Franca).

Os produtos amplificados foram analisados através de
eletroforese em gel com 8% (m/V) de acrilamida:bisacrilamida (37,5: 1,
m:m), contendo um gradiente de 25 a 65% de formamida e ureia
(OVREAS et al., 1997). A eletroforese foi realizada a 200 V e 60 °C
constantes, por 4h e 30 min, utilizando-se um sistema “DCode” (BioRad,
Hercules, CA, USA) e tampao TAE 1X. O DNA foi corado com Sybr
Safe (Life Technologies, Sao Paulo, Brasil) e a aquisicdo das imagens dos
géis foi feita em foto documentador Gel Logic 2200 Pro (Carestream
Health, New York, EUA).
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Analises estatisticas

Os perfis de amplicons dos géis de DGGE foram analisados pelo
programa GelCompar II versdo 6.5 (BioSystematica, Wales, UK), a partir
da analise de agrupamento hierarquico, utilizando indice de Jaccard e o
modelo de agrupamento por UPGMA. Para as comparagdes aos pares foi
realizado o teste de similaridade de ANOSIM, utilizando o coeficiente de
Jaccard, pelo programa PAST 3.04 (HAMMER, HARPER, RYAN,
2001). A planilha de presenga e auséncia de amplicons, gerada no
programa GelCompar 1I, foi utilizada para os calculos do diagrama de
Venn (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).
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RESULTADOS

Deteccao do evento TC1507

A presenca do evento TC1507 nas cultivares transgénicas Hx e
Hxrr e a auséncia do mesmo no hibrido convencional NGM e na variedade
crioula RS, foram verificadas previamente as analises da estrutura da
comunidade de microrganismos endofiticos (Figura 3), visando confirmar
a condi¢do genética de cada tratamento quanto a presenga e auséncia de
transgenes. Com base nessas analises foi possivel verificar que todos os
tratamentos atendiam as especificagdes genéticas atestadas (hibridos) ou
esperadas (variedade crioula) quanto a presenga (Hx e Hxrr) e auséncia
(NGM e RS) de transgenes.

A confirmacdo prévia da condicdo genética dos quatro
tratamentos foi um procedimento metodolégico adotado nesse estudo,
visando garantir que as associagdes estabelecidas entre as comunidades
de microrganismos endofiticos e as populagdes de milho estudadas
pudessem ser decorrentes dos efeitos da composi¢do genética de cada
tratamento. A partir disso, buscou-se descartar possiveis erros de
identidade dos hibridos comerciais (se transgénico ou nao transgénico) ou
da variedade crioula (se livre de contaminagdes indesejadas por fluxo
génico de podlen de hibridos transgénicos).

Figura 3. Imagem da amplificagdo parcial do gene TCI1507 com
aproximadamente 279 pb. Onde RS (crioulo) NGM (convencional), Hx
transgénico TC1507) e Hxrr (transgénico TC1507+NK603) referem-se
aos genotipos de milho e C refere-se ao controle negativo.
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Comunidade de bactérias endofiticas

A imagem do gel apés DGGE, com o perfil de amplicons das
comunidades de bactérias endofiticas do milho estdo apresentadas na
Figura 4. As amostras agruparam-se de acordo com o estadio de
desenvolvimento das plantas, ndo havendo discriminacdo entre as
mesmas a partir dos tratamentos avaliados (Figura 5 e Tabela 1). Pela
analise de agrupamento hierarquico pode-se observar a formacao de dois
grupos dominantes, um constituido pelos dois estadios vegetativos (V3 e
V4) e o outro pelos estadios reprodutivos (R1 e R2). A estrutura das
comunidades de bactérias apresentou-se mais homogénea nos estadios
reprodutivos (Figura 5).

A inser¢do de transgenes ndo afetou significativamente a
comunidade de bactérias endofiticas do milho, ndo havendo separacao
entre as amostras do milho NGM, Hx e Hxrr. Dentro dos mesmos estadios
as estruturas de comunidades de bactérias endofiticas foram semelhantes
entre os trés hibridos e a variedade crioula de milho (RS), embora tenham
sido observadas pequenas diferencas apenas nos periodos vegetativos.
Esses resultados indicam que a comunidade de bactérias endofiticas das
folhas de milho ndo foi afetada significativamente pela presenca do
evento T1507 isolado ou combinado ao NK603, bem como pela
composi¢do genética das populagdes de milho, se crioulo ou hibrido.
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Figura 4. Imagem dos géis de DGGE de bactérias endofiticas, com trés repetigdes de cada tratamento avaliado. Onde
RS (crioulo) NGM (convencional), Hx (transgénico TC1507) e Hxrr (transgénico TC1507+NK603) referem-se aos

gendétipos de milho, nos estadios vegetativos V3 e V4 e reprodutivos R1 e R2.
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Figura 5. Agrupamento hierarquico da estrutura de comunidades de
bactérias endofiticas. Onde RS (crioulo) NGM (convencional), Hx
(transgénico TC1507) e Hxrr (transgénico TC1507+NK603) referem-se
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aos genotipos de milho, nos estadios vegetativos V3 e V4 e reprodutivos
R1 e R2.

Tabela 1 Resultado do teste de ANOSIM por pareamento (Pairwise)
baseado nos perfis de amplicons do gene 16S rDNA de bactérias
endofiticas. Onde RS (crioulo) NGM (convencional), HX (transgénico
TC1507) e Hxrr (transgénico TC1507+NK603) referem-se aos gendtipos
de milho, nos estadios vegetativos V3 e V4 e reprodutivos R1 e R2

Tratamento Teste de Pairwise*
RS NGM Hx Hxrr

Estadio V3

RS -

NGM 0,148 -

Hx 0,333 0,000 -

Hxrr 0,333 0,000 0,000 -
Estadio V4

RS -

NGM 0,000 -

HXx 0,333 0,333 -

Hxrr 0,167 0,167 0,000 -
Estadio R1

RS -

NGM 0,000 -

Hx 0,000 0,000 -

Hxrr 0,000 0,000 0,000 -
Estadio R2

RS -

NGM 0,000 -

Hx 0,000 0,000 -

Hxrr 0,000 0,000 0.000 -

*(R global = 0.815; P < 0.001).

Comunidade de fungos endofiticos

A imagem do gel apé6s DGGE, com o perfil de amplicons das
comunidades de fungos endofiticos do milho estio apresentadas na Figura
6. As amostras foram agrupadas em alguns estadios fenolégicos de acordo
com constituicdo genética do material avaliado (Figura 7). De maneira
geral, as comunidades de fungos apresentaram repetibilidade entre as trés
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plantas avaliadas em cada tratamento, demonstrando confiabilidade nas
demais avaliagOes estatisticas.

Os fungos do milho crioulo (RS) variaram de acordo com o
estadio fenologico das plantas e foram diferentes dos hibridos (NGM, Hx
e Hxrr), nos quatro estadios avaliados. Os estadios fenologicos
vegetativos (V3 e V4) discriminaram os dois hibridos de milho
transgénicos do convencional quanto a estrutura de comunidades de
fungos endofiticos. Apenas no estddio R1, a comunidade de fungos foi
diferente entre o transgénico portador de um evento (HX) e o transgénico
de dois eventos (Hxrr), enquanto que o convencional (NGM) foi
semelhante ao Hx. J& no estddio R2 foi possivel diferenciar apenas a
comunidade de fungos entre o milho crioulo e os demais hibridos, ndo
havendo diferencas devido a inser¢@o de transgenes aos hibridos (Tabela
2).

Assim, os fungos foram os endofiticos do milho que sofreram
alteragdes devido a constituicdo genética das plantas, diferindo em razao:
(i) da presenga e auséncia de transgenes com o evento T1507 isolado ou
combinado ao NK603 (estadios V3 e V4); (ii) do background avaliado,
se crioulo ou hibridos melhorados (estadios V3, V4, R1 e R2); e (iii) do
tipo de transgene inserido, se evento T1507 isolado ou T1507 combinado
com NK603 (estadio R1).

Pelos diagramas de Venn pode-se observar a baixa diversidade
estrutural dos fungos endofiticos nas populacdes de milho avaliadas
(Figura 8). Esses resultados podem ser verificados pelo reduzido nlimero
de amplicons de cada tratamento, em todos os quatro estadios de
desenvolvimento do milho. No estddio V3 foram quatro amplicons no
total, no V4 foram cinco, no R1 cinco e no R2 quatro amplicons. Apenas
as populagdes de RS no estddio reprodutivo R2 e HXrr no estadio
reprodutivo R1 apresentaram amplicons exclusivos (Figura 8).
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Figura 6. Imagem dos géis de DGGE, de fungos endofiticos, com trés repeti¢des de cada tratamento avaliado. Onde
RS (crioulo) NGM (convencional), HX (transgénico TC1507) e Hxrr (transgénico TC1507+NK603) referem-se aos

gendtipos de milho, nos estadios vegetativos V3 e V4 e reprodutivos R1 e R2.
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Figura 7. Agrupamento hierarquico da estrutura de comunidades de
fungos endofiticos. Onde RS (crioulo) NGM (convencional), HXx
(transgénico TC1507) e Hxrr (transgénico TC1507+NK603) referem-se
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aos genotipos de milho, nos estadios vegetativos V3 e V4 e reprodutivos

R1eR2.

Tabela 2 Resultado do teste de ANOSIM por Pairwise (pareamento)
baseado nos perfis de amplicons do gene rDNA 18S de fungos
endofiticos. Onde RS (crioulo) NGM (convencional), HX (transgénico
TC1507) e Hxrr (transgénico TC1507+NK603) referem-se aos gendtipos
de milho, nos estadios vegetativos V3 e V4 e reprodutivos R1 e R2

Tratamento Teste de Pairwise*
RS NGM Hx Hxrr

Estadio V3

RS -

NGM 1.000*

Hx 1.000* 1.000*

Hxrr 1.000* 1.000" 0.000 -
Estadio V4

RS -

NGM 1.000*

Hx 1.000# 1.000#

Hxrr 1.000* 1.000# 0.000 -
Estadio R1

RS -

NGM 1.000"

Hx 1.000* 0.000

Hxrr 1.000" 1.000* 1.000* -
Estadio R2

RS -

NGM 1.000*

Hx 1.000* 0.000

Hxrr 1.000* 0.000 0.000 -

*(R global =0.917; P < 0.001). # Diferenga significativa.
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V3 V4

Figura 8. Diagrama de Venn obtido da planilha de presenca e auséncia
da estrutura de comunidades de fungos endofiticos. Onde RS (crioulo)
NGM (convencional), Hx (transgénico TC1507) e Hxrr (transgénico
TC1507+NK603) referem-se aos genotipos de milho, nos estadios
vegetativos V3 e V4 e reprodutivos R1 e R2.
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DISCUSSAO

As comunidades de bactérias e fungos endofiticos das folhas de
milho crioulo, hibridos isogénicos transgénicos e nao transgénico, foram
avaliadas em quatro etapas do desenvolvimento das plantas.

Nesse estudo ndo foram utilizados herbicidas nos quatro
tratamentos, por nao ser frequente a pratica de utilizagdo de herbicidas
entre muitos agricultores do Extremo Oeste de Santa Catarina. Isso pode
ocorrer mesmo em lavouras cultivadas por milhos transgénicos tolerantes
a glifosato e glifosinato de amonia, ja que muitos agricultores ndo tém
conhecimento prévio da constituicdo genética transgénica da semente
disponibilizada pelo programa do governo catarinense denominado
‘Terra Boa’ (SILVA et al., 2013). Ademais, a exclusdo de herbicidas se
deu em raz@o da ocorréncia de possiveis alteragdes no metabolismo e
crescimento microbiano quando expostos a esses agroquimicos, podendo
comprometer a inferéncia de alteragdes sobre a comunidade de enddfitos.
Martins et al. (2011), por exemplo, detectaram diferenciag@o na expressdo
proteica em bactérias isoladas do solo quando expostas a diferentes
herbicidas. Zain et al. (2013) observaram que a aplicagdo de glifosato ou
glufosinato de amonia em plantagdes de palma reduziram o crescimento
de bactérias, fungos e actinomicetos do solo.

Outra consideracdo a fazer ¢ o efeito que os herbicidas podem ter
nas plantas transgénicas portadoras dos transgenes pat e /ou cpdepsps. O
principio glifosato atua no bloqueio da enzima EPSPS, o que impede a
sintese de aminoacidos aromaticos necessarios aos desenvolvimento da
planta (HASLAM, 1997). Por sua vez, o glifosinato de amonio ¢ um
inibidor da glutamina sintetase, enzima que converte glutamato em
glutamina e remove a amonia toxica da célula, impedindo a morte da
planta (LINDSEY, 1992). Essas alteracdes metabdlicas decorrentes da
exposicao aos seus respectivos herbicidas também podem resultar em
mudangas na comunidade de endofitos da planta, em relacdo aquelas
observadas na comunidade de fungos endofiticos das plantas transgénicas
(pat e cpdepsps) quando ndo sdo expostas aos herbicidas. Novos estudos
devem ser conduzidos para avaliar as mudancas das comunidades dos
endofitos do milho, na auséncia e na presenca dessa exposigao.

A alteragdo da comunidade microbiana endofitica poderia ser
esperada em plantas transgénicas, visto que muitas proteinas expressas
nessas plantas podem ser exclusivas e, nunca antes detectadas no milho
(AGAPITO-TEFEN et al., 2013; SERALINI et al, 2012). Com a
mudanga no metabolismo da planta transgénica ficam disponiveis para os
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microrganismos associados, proteinas diferentes daquelas encontradas
em uma planta convencional. Por isso, a microbiota da planta pode sofrer
alteragdes na sua composicdo para assim conseguir metabolizar esses
novos compostos, tal como ocorre em casos de adaptacdo dos
microrganismos para a degradagdo de compostos estranhos ou poluentes
no ambiente (SRIVASTAVA et al., 2014; MARTINS et al., 2007).

Os resultados da presente pesquisa sugerem que as bactérias
endofiticas do milho ndo sdo afetadas significativamente pelos transgenes
crylF, pat e cpdepsps e tdo pouco pelo background genético da planta.
No entanto, sofrem altera¢des durante os estadios de desenvolvimento do
milho. Embora a estrutura de comunidade de bactérias endofiticas ndo
tenha sofrido alteracdes significativas entre as populagdes de milho
avaliadas, verificou-se que tais mudangas ocorreram entre os estadios de
desenvolvimento da planta. Nos estadios vegetativos o metabolismo da
planta de milho esta voltado para o acimulo de massa, sobretudo para o
crescimento e desenvolvimento de raizes, colmo e folhas. Nesse periodo
ocorre alta demanda por dgua e nitrogénio. Ja nos periodos reprodutivos
o metabolismo do milho esta voltado para a formagdo dos graos. Portanto,
o periodo demanda ainda mais dgua e nitrogénio, mas também fosforo e
potassio, de maneira mais intensa do que no inicio do desenvolvimento
da planta (RITCHIE, HANWAY & BENSON, 1992). Essas diferengas
no metabolismo da planta durante o seu desenvolvimento, poderiam
afetar a associagdo com as bactérias endofiticas e selecionar grupos
especificos para cada fase do seu desenvolvimento.

Dados semelhantes foram encontrados em bactérias endofiticas
de arroz, avaliadas por PCR-DGGE, onde ndo houve diferencas
significativas entre as cultivares ou manejo aplicado, mas sim entre as
diferentes fases do desenvolvimento das plantas (RANGJAROEN et al.,
2014; PRAKAMHANG et al., 2009). Heuer & Smalla (1999) avaliaram
bactérias endofiticas nas folhas de batata transgénica (T4 - lisoenzima) e
verificaram que as mesmas variam de acordo com o estadio fenolégico da
planta e condigdes ambientais, e que elas ndo foram diferentes das
bactérias associadas a batata convencional.

Com analise de RFLP, outro estudo verificou que as bactérias
diazotroficas de colmo, raiz e rizosfera de duas cultivares de milho
convencional variaram somente de acordo com os estadios fenoldgicos
avaliados e foram semelhantes entre as cultivares (ROESCH et al., 2006).
Entretanto, dados controversos também sdo encontrados na literarura.
SILVA et al. (2014) ao avaliar bactérias, fungos e arquéias endofiticas de
raizes de milho transgénico (cry 1F, pat e cry 1Ab) e convencional,
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demonstraram que as bactérias sofreram mais alteragdes devido aos
gendtipos das plantas de milho.

Por outro lado, na presente pesquisa a estrutura das comunidades
de fungos endofiticos do milho variou entre as populagdes de milho
estudadas. As alteragdes mais significativas entre os hibridos transgénicos
e ndo transgénico de milho ocorreram nos periodos V3 e V4. Porém, os
fungos endofiticos do milho crioulo foram diferentes dos trés hibridos
isogénicos, em todos os estadios avaliados. Esses resultados corroboram
os resultados obtidos por Pan, Baumgarten & May (2008), que
investigaram os fatores que influenciavam a composi¢do da comunidade
de fungos endofiticos em diferentes gendtipos de milho convencional.
Esses autores concluiram que a diversidade de espécies ndo ¢ aleatoria
estando associada ao genétipo da planta associada.

A partir dos resultados dessa pesquisa ¢ possivel inferir que a
composi¢do genética das popula¢des de milho estudadas foi o fator
determinante das alteragoes detectadas na estrutura das comunidades de
fungos endofiticos, e que esses microrganismos sofrem menos alteragdes
devido ao metabolismo basico da planta, ou seja, ao longo dos estadios
de desenvolvimento. Outros estudos, comparando hibridos de milho
contendo o transgene Bt com as suas isogénicas convencionais
correspondentes, em condigdes controladas, demonstraram que os
transgénicos apresentaram menores taxas de colonizagdo por fungos
micorrizicos arbusculares (CHEEKE, ROSENSTIEL & CRUZAN, 2012;
CASTALDINI et al., 2005). Go6tz et al. (2006) detectaram alteracdes
significativas na diversidade de fungos endofiticos, comparando batatas
transgénicas capazes de produzir a Lisoenzima-T4, que confere
resisténcia a bactérias fitopatogénicas e sua versdo convencional.

Os efeitos ndo intencionais dos transgenes nas plantas ¢ nos
endofitos associadas ainda sdo desconhecidos. Porém, o presente trabalho
sugere que a diversidade estrutural de fungos endofiticos das folhas de
milho ¢é afetada pelo background genético dessa espécie,
independentemente de ser ou ndo portador de transgenes, assim como
pelos transgenes crylF e pat isolados ou combinados a cp4 epsps.
Entretanto, estudos complementares devem ser conduzidos para
investigar se tais mudangas da comunidade de fungos associados ao
milho, provocadas direta ou indiretamente pela presenca de transgenes,
afetam o crescimento e o desenvolvimento das plantas, assim como a
absorcdo de agua e nutrientes e os mecanismos de defesa do milho frente
aos fatores de estresses bidticos (resisténcia a patdogenos e pragas) e
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abioticos (resisténcia ao calor, estresse hidrico etc) do ambiente de
cultivo.
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CONCLUSAO

Os fungos foram os microrganismos endofiticos do milho que
sofreram mais alteragcdes devido ao genotipo da planta, enquanto que as
bactérias endofiticas variaram de acordo com o estadio fenoldgico; as
comunidades fingicas do milho crioulo foram distintas das comunidades
presentes nos hibridos isogénicos avaliados; a inser¢do de transgenes nos
hibridos néo afetou as comunidades de bactérias endofiticas; e por fim,
comparando as comunidades de fungos endofiticos em diferentes estadios
fenologicos de desenvolvimento do milho, os estadios vegetativos (V3 e
V4) discriminaram os gendtipos com transgenia daqueles ndo
geneticamente modificados, enquanto o estadio reprodutivo (R1) foi mais
eficiente em discriminar os dois tipos de hibridos transgénicos avaliados.
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5 CAPITULO 2
Este manuscrito refere-se ao artigo submetido para publicagdo em revista
cientifica.

Efeitos do fluxo génico entre transgénico, isogénica convencional e
uma variedade crioula de milho sobre os fungos endofiticos

NEABio - Nucelo de Estudos em Agrobiodiversidade, Departamento de
Fitotecnia, Universidade Federal de Santa Catarina, 88.034-001, Brasil.
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RESUMO

Os polens provenientes de cultivares transgénicas de milho podem
fecundar quaisquer outros milhos nio geneticamente modificados. E
iminente o risco de contamina¢do por transgenes, inclusive sobre as
variedades de milho crioulas ou locais, que guardam a grande diversidade
usada no melhoramento genético e que sdo conservados on farm pela
agricultura familiar da regido Oeste de Santa Catarina, Brasil. Devido a
facilidade de ocorréncia de fluxo génico entre os milhos transgénicos e as
variedades crioulas, é premente a realizagdo de estudos com a finalidade
de avaliar os efeitos resultantes da introgressao progressiva de transgenes
nas variedades crioulas. Com base nisso, o presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos do background genético de trés hibridos
isogénicos — um ndo geneticamente modificado (NGM), outro contendo a
transgenia Herculex (HX) e o terceiro contendo a transgenia Herculex
combinada com Roundup Ready (Hxrr) — em uma variedade local de
milho “Rosado” (RS), do Extremo Oeste de Santa Catarina, sobre a
estrutura de comunidade de fungos endofiticos. Para isso, foi implantado
um experimento a campo, no delineamento de blocos ao acaso com trés
repeti¢des, onde foram implantadas parcelas contendo o milho crioulo, os
trés hibridos isogénicos e as nove populacdes derivadas do RS, contendo
25, 50 ou 75% do genoma de cada hibrido separadamente, de onde
coletou-se folha de 10 plantas de cada tratamento, totalizando 390
amostras avaliadas. A estrutura das comunidades de fungos endofiticos
foi estudada por meio de analises de cluster ¢ ANOSIM, com base em
dados gerados em PCR-DGGE a partir de DNA fungico obtido de folhas
do milho, no inicio do estadio reprodutivo. A estrutura de comunidade de
fungos endofiticos associados a variedade de milho crioula RS foi
diferentes dos demais tratamentos. A comunidade de fungos endofiticos
associados ao hibrido transgénico Hxrr, diferiu significativamente do
hibrido transgénico HX e do hibrido isogénico NGM, e estes ultimos, por
sua vez, foram semelhantes entre si. As populagdes de milho crioulo que
sofreram apenas uma introgressdo com seus respectivos hibridos e que,
na geracdo seguinte, foram retrocruzadas com o mesmo milho crioulo
(NGM-25, Hx-25 e Hxrr-25), ndo voltaram a apresentar a comunidade de
fungos antes observada no milho RS. Assim, pode-se inferir que uma vez
modificada a diversidade de fungos endofiticos, a mesma poderad se
perpetuar para as proximas geragdes, o que justifica ainda mais os
cuidados na questdo da coexisténcia entre milhos crioulos e transgénicos.

Palavras-chave: introgressdo; coexisténcia; PCR-DGGE; Zea mays L.
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INTRODUCAO

O milho ¢ uma cultura de grande relevancia econémica em todo o
mundo. De acordo com a FAO, o milho ¢ a segunda commodity mais
importante (FAOSTAT, 2012). Além disso, essa cultura possui um papel
chave na seguranc¢a alimentar mundial, uma vez que a elevada diversidade
genética permite sua adaptagdo aos mais diversos ambientes de cultivo.
O milho apresenta muitos tipos de usos na alimentacdo, sendo uma das
mais importantes fontes nutricionais conhecidas (SHIFERAW et al.,
2011).

As variedades crioulas de milho cultivadas por agricultores
familiares tém sido especialmente destacadas como valiosas fontes de
caracteristicas desejaveis (COSTA et al., 2015; OGLIARI, KIST &
CANCI, 2013;). Quando conservadas in situ - on farm ao longo de muitos
anos, as adaptagdes desenvolvidas por essas variedades as condigdes de
agroecossistemas locais viabilizam sistemas de cultivo mais sustentaveis,
além de fornecerem aos programas de melhoramento genético uma
valiosa fonte de genes para o desenvolvimento de novas cultivares
(OGLIARI, KIST & CANCI, 2013; WOOD & LENNE, 1997).

Porém, além das variedades de milho crioulas nessa regido, sdo
também cultivados os hibridos melhorados e comerciais, sobretudo os
hibridos contendo tecnologia transgénica. As dareas cultivadas com
hibridos transgénicos de milho tém apresentado um aumento exponencial
em todo o mundo (JAMES, 2013) e também no Brasil (CELERES, 2014).
De acordo com a norma de coexisténcia estabelecida no Brasil -
Resolugdo Normativa N° 4, de 16 de agosto de 2007 - uma distancia igual
ou superior a 100 metros, ou 20 fileiras de plantas convencionais, mais
20 metros entre os cultivos de milhos transgénicos e os convencionais,
assegura a possibilidade da coexisténcia, ou seja, deve impedir fluxo
génico (BRASIL, 2007).

No entanto, as normas foram estabelecidas com base em lavouras
comerciais ¢ ndo de acordo com a realidade e o manejo exercido em
pequenas propriedades agricolas, como ocorre na regido Oeste de Santa
Catarina, onde o milho crioulo € tradicionalmente cultivado e conservado
por agricultores familiares em pequenas propriedades. Um estudo recente
do grupo NEABio (Nucleo de Estudos em Agrobiodiversidade, da
Universidade Federal de Santa Catarina, SC, Brasil), nessa regido,
constatou que existe um sistema bimodal de produg¢do nos municipios de
Anchieta e Guaraciaba, ou seja, variedades crioulas e hibridos comerciais
sdo cultivados pelo mesmo agricultor. Além disso, verificou-se que 70%
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das areas com variedades crioulas estdo sendo cultivadas a uma distancia
menor ou igual a 100 metros de lavouras com milho hibrido transgénico
(SILVA et al., 2013), situacdo essa que facilita a ocorréncia de fluxo
génico nessa regiao.

Ja foram detectados transgenes em variedades crioulas de milho no
Meéxico, onde o cultivo de transgenes € proibido (EZCURRA, ORTIZ &
SOBERON-MAINERO, 2002; QUIST & CHAPELA, 2001). Na Africa
do Sul, onde o cultivo de plantas transgénicas € liberado desde 1997, foi
recentemente constatado a presenca de eventos transgénicos em
variedades de milho crioulo. Nesses estudos, destacou-se a importancia
de avaliar o fluxo génico em comunidades de agricultores familiares, pois
assim como ocorre no municipio de Anchieta-SC, as pequenas
propriedades locais e o tipo de manejo exercido tornam o sistema incapaz
de propiciar as normas exigidas pela coexisténcia entre milhos
transgénicos e crioulos. Assim, ndo ¢ possivel que nessa regido africana
seja cumprida a legislacdo de biosseguranca do pais, que também ¢
signatdrio do Protocolo de Cartagena (IVERSEN et al, 2014;
JACOBSON & MYHR, 2012).

A contaminag¢do dessas variedades por um transgene pode
acarretar efeitos epistaticos desconhecidos, ou seja, os produtos de
tradu¢do do DNA introduzido podem interagir com o genoma do milho,
regulando a expressdo de outros genes, interferindo em certas rotas
bioquimicas (ZOLLA et al., 2008). Entretanto, a contaminagdo de
variedades crioulas ou convencionais por pdlen de milho transgénico ja é
um fato. Portanto, se um dia a ciéncia constatar efeitos maléficos ao
ecossistema que justifiquem a retirada dos transgénicos do mercado,
talvez isso ndo seja mais possivel, visto que os transgenes estdo se
espalhando de forma néo prevista.

Com base nesse cenario, muitos estudos tém-se dedicado a
avaliagdo dos efeitos dos transgenes sobre organismos ndo alvo, a fim de
esclarecer de que forma o ecossistema pode estar sendo afetado pelos
transgenes, e assim estimular um maior cuidado na liberagao e no manejo
adotado para as plantas transgénicas. Pesquisas sobre esse tema foram
conduzidas para avaliar as abelhas em flores de rosas modificadas para
produgdo de antocianinas PAP1 (ZVI et al., 2012), a macrofauna do solo
em milho contendo o transgene cryl Ab (TRUTER, Van HAMBURG &
Van Den BERG, 2014), os fungos micorrizicos em milho contendo o
transgene crylF (CHEEKE, ROSENSTIEL & CRUZAN, 2012), os
microrganismos endofiticos em batata com transgenia para produgdo de
compostos antibacterianos (RASCHE et al., 2006), os endofiticos de folha
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de cana-de-agucar com transgenia para resisténcia a herbicida (STUART
et al., 2010) e sobre fungos endofiticos de espécies arboreas com
transgenia de resisténcia a patégenos (MARTIN et al., 2013).

Todavia, em todos esses trabalhos foram comparados somente as
plantas transgénicas com a sua isogénica convencional sem transgenes.
Além de fazer essas comparagdes, a presente pesquisa foi inovadora por
ter incluido também a avaliagdo de populagdes de milho crioulo
submetidas a diferentes graus de introgressdo do background genético dos
hibridos isogénicos com e sem transgenia, simulando situagdes reais de
contaminacgao recorrente por fluxo génico.

No presente estudo avaliou-se os fungos endofiticos das folhas de
milho. A escolha por esse grupo de microrganismos baseou-se em um
estudo prévio desenvolvido pelo grupo do NEABio, onde demonstrou-se
que os fungos endofiticos foram melhores indicadores do que as bactérias
endofiticas das folhas de milho quanto a diferenciagdo entre genétipos de
milho, com e sem transgenia, em quatro estddios do desenvolvimento da
cultura (Capitulo 1 da presente tese).

Além disso, os fungos endofiticos possuem intima relacdo com as
plantas e estdo associados a muitos mecanismos utilizados pelas mesmas,
principalmente aqueles relacionados a defesa contra patdgenos e a
adaptacdo a condi¢des ambientais adversas (EK-RAMOS et al., 2013;
REDMAN et al., 2011; REDMAN et al., 2002; VARMA et al., 1999;
M’PIGA et al., 1997). Por essa razdo, esse estudo utilizou a avaliagdo da
comunidade de fungos endofiticos para verificar efeitos do fluxo génico
de transgenes em milho crioulo.

As comunidades de microrganismos em diferentes ecossistemas,
tém sido avaliadas principalmente por emprego de técnicas de biologia
molecular (LOGARES et al., 2014; ROESCH et al., 2006; DIAS et al.,
2011). Dentre elas, a técnica de fingerprint PCR-DGGE permite avaliar a
estrutura de comunidade da microbiota e tem sido utilizada de forma
associada a outras técnicas mais avangadas, como sequenciamento de
clones ou sequenciamento de nova geracdo, demonstrando resultados
semelhantes (SILVA et al., 2014; LI et al., 2014; DIAS et al., 2011). E
considerada uma técnica de baixo custo, de rapida obtenc¢do de resultados
e consistente em suas analises.

Ao nosso conhecimento, ndo existem relatos disponiveis na
literatura sobre os efeitos de fluxo génico entre cultivares transgénicas e
variedades crioulas de milho quanto & comunidade de fungos endofiticos
das folhas. Assim como sdo desconhecidos os impactos da alterag@o nas
comunidades de  microrganismos  endofiticos e sobre a
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agrobiodiversidade. Assim, o presente estudo visou elucidar a primeira
questdo, ¢ para tanto, propds-se analisar os efeitos da transgenia e da
introgressao progressiva de hibridos isogénicos com e sem transgenia, em
uma variedade local de milho do Extremo Oeste de Santa Catarina, com
relagdo a estrutura das comunidades de fungos endofiticos do microbioma
foliar das plantas.
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MATERIAL e METODOS

Desenvolvimento das populagdes com diferentes backgrounds genéticos

As sementes de milho utilizadas nesse estudo foram provenientes
de uma variedade de milho crioulo, trés hibridos triplos comerciais
isogénicos, e nove populagdes de milho crioulo contendo trés percentuais
de introgressdao (25%, 50% e 75%) do background genético de cada
hibrido, totalizando 13 tratamentos. A variedade crioula de milho
utilizada foi a Rosado (RS), cedida gentilmente pelos agricultores
familiares Jair Coser e Miriam Della Vechia, do municipio de Anchieta,
Santa Catarina, Brasil. Essa variedade apresenta elevados teores de
carotenoides funcionais, como a luteina (KUHNEN et al., 2012),
produtividade razoavel em sistema de produgio organica (6,65 t ha),
além de ser uma das variedades crioulas de milho mais antigas da regido
Oeste de Santa Catarina, sendo cultivada ha mais de 50 anos no municipio
(OGLIARI, KIST & CANCI, 2013). Além disso, o Rosado ¢ cultivado
em uma area isolada geograficamente, recebendo todos os cuidados para
evitar o cruzamento com outras plantas de milho.

Os trés hibridos isogénicos utilizados pertencem a série Biogene
BG7060 da Pioneer. A versao isogénica convencional, sem transgenes, é
a BG7060 (NGM). Os hibridos transgénicos sdo o BG7060H (HX) que
contém a tecnologia Herculex T (evento TC1507) e BG7060HR (Hxrr)
que contém a tecnologia Roundup Ready 2, além da Herculex I (eventos
NK603 e TC1507). O evento TC1507 contém dois transgenes: crylF e
pat. O transgene crylF codifica uma delta-endotoxina (CrylF) letal a
insetos da ordem Lepidoptera, o transgene pat codifica a enzima
fosfinotricina-N-acetil transferase (PAT), que confere tolerancia ao
herbicida glufosinato de amdnio. O evento NK603 contém o transgene
cp4 epsps responsavel pela expressdo da proteina CP4-EPSPS, que
confere tolerancia ao herbicida Roundup (AGBIOS, 2008).

A partir desses quatro genotipos de milho foram obtidas
populagdes contendo diferentes backgrounds genéticos. Foram feitas
poliniza¢des manuais controladas, de forma que o pélen coletado de cada
hibrido foi usado para polinizar o milho crioulo, o qual foi despendoado
para evitar a dispersdo de polen. Foram conduzidos, a campo, duas
geragdes de cruzamentos controlados para desenvolver as populagdes e
apos a obtencdo do material foi implantado o experimento a campo (ver
esquema das polinizacdes em APENDICE A).

A primeira geracdo foi destinada a obtencdo das progénies F1,
resultantes dos cruzamentos entre a variedade RS e cada um dos hibridos
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isogénicos separadamente (NGM, Hx e Hxrr). Os cruzamentos foram
realizados em area experimental da UFSC, no Centro de Ciéncias
Agrérias — CCA, Florianopolis, SC, Brasil (27° 34° 57.72” S; 48° 30’
18.65” O), de marco a julho de 2012. As fileiras de plantas de milho
tinham cinco metros lineares, espacadas um metro entre si. A distancia
entre plantas foi de 0,20 m, totalizando 25 plantas por linha (50.000
plantas ha™!). Apds uma semana da semeadura das linhas de milho crioulo,
foram semeadas linhas de cada hibrido. Apds mais uma semana foram
semeadas mais outras linhas de hibridos. Com base nessa pratica, foi
possivel garantir a disponibilidade de polen dos hibridos para fecundar o
milho crioulo, visto que os hibridos costumam ser mais precoces € nao se
conhecia o ciclo das cultivares previamente. Foram realizadas
polinizacdes coletando o polen dos trés hibridos isogénicos (NGM, Hx e
Hxrr) separadamente, visando polinizar as espigas do crioulo RS e gerar
trés progénies F1, cada uma contendo 50% de composi¢do genética de
cada genitor. Essa primeira geracdo de cruzamentos foi constituida de
aproximadamente 200 plantas e ocupou uma area de 100 m? (ver croqui
em APENDICE B).

Na segunda geracdo foram realizados os retrocruzamento das
progénies F1 com os respectivos genitores de cada progénie F1, assim
como a recombinagdo entre os individuos F1, que deram origem as trés
populagdes F2. A partir dos retrocruzamento foram desenvolvidas seis
populagdes RC1F1, das quais trés possuiam em média 25% dos genes dos
genitores hibridos (25% de NGM, 25% de Hx e 25% de HXxrr) e as outras
trés populagdes continham em média 75% desses mesmos backgrounds
genéticos. Essa segunda etapa de desenvolvimento do material vegetal
para essa pesquisa foi realizada na Fazenda Experimental da
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil (27°
41’ 07.86” S; 48° 32’ 36.60” O), de setembro de 2012 a janeiro de 2013.
Os campos de polinizagdo foram implantados em duplicata a fim de
garantir um maior nimero de plantas com espigas polinizadas. A
densidade de plantas e a estrutura de parcelas foram de acordo com as
utilizadas na primeira geragcdo. Essa etapa de geracdo de material
constituiu-se de aproximadamente 800 plantas e ocupou uma area de 630
m? (ver croqui em APENDICE C). Os backgrounds genéticos com seus
respectivos graus de introgressao estdo representados na Tabela 3.
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Tabela 3. Descrigao dos backgrounds genéticos das populagdes de milho
com introgressao dos hibridos

Background genético (%)

Populacdes”
RS Hibrido
NGM-75 25 75
NGM-50 50 50
NGM-25 75 25
Hx-75 25 75
Hx-50 50 50
Hx-25 75 25
Hxrr-75 25 75
Hxrr-50 50 50
Hxrr-25 75 25

'RS: variedade crioula; NGM: hibrido convencional ndo-geneticamente
modificado; HX: hibrido transgénico contendo o evento TC1507; Hxrr:
hibrido transgénico contendo os eventos TC1507 e NK603. Seguidos
pelos numeros 25, 50 e 75 de acordo com o background genético de cada
hibrido sobre a variedade crioula.

Selecéo do estadio fenoldgico para avaliagao

No Capitulo 1 da presente tese concluiu-se que os estadios V3 e
V4 separavam melhor os fungos endofiticos associados aos transgenes
daqueles associados a isogénica convencional. Porém, no estadio R1 foi
possivel diferenciar os endofiticos associados aos dois hibridos
transgénicos avaliados. Portanto, realizou-se analises com as progénies
F1, contendo 50% da composigdo genética proveniente de cada hibrido.
Uma vez que os resultados encontrados no Capitulo 1 poderiam ser
diferentes na avaliacdo de populagdes de milho crioulo que ja& sofreram
uma geracdo de contaminagdo. Portanto, durante a segunda geragdo de
tratamentos a campo, foram realizadas analises para definir o estadio
fenologico em que a comunidade de fungos endofiticos do milho sofresse
mais alteracdes devido ao fluxo génico. Para isso, foram utilizadas as
populacdes F1 implantadas no ensaio 2, oriundas do cruzamento entre o
milho crioulo RS e cada um dos trés hibridos separadamente, das quais
coletou-se folhas jovens e sadias de trés plantas em quatro estadios
distintos (28, 50, 73 e 91 dias apds a semeadura, denominados como V3,
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V4, R1 e R2, descritos no Capitulo 1). A estrutura de comunidade de
fungos endofiticos foi avaliada por PCR-DGGE, cuja metodologia sera
descrita posteriormente.

CondicGes do experimento a campo

O experimento foi realizado na Fazenda Experimental da
Universidade Federal de Santa Catarina, Floriandpolis, SC, Brasil (27°
41’ 07.86” S; 48° 32° 37.60” O). O solo da area experimental foi
classificado como Neossolo Quartzarénico Hidromorfico Tipico, de
acordo com o Sistema Brasileiro de Classifica¢do dos Solos (EMBRAPA,
2006). Segundo a classificacdo climatica de Kéeppen, a Fazenda situa-se
numa sub-regido de clima subtropical constantemente imido, sem estacio
seca e com verdo quente. Durante o periodo do experimento, 74 dias
desde a semeadura até a coleta das folhas, a temperatura média foi de 20,9
°C, com minima registrada de 6,0 °C e maxima de 30,8 °C. O total de
chuvas acumulado no periodo foi de 273 mm (APENDICE F) (Fonte:
estacdo meteorologica Epagri/Ciram).

O experimento foi implantado a campo (Mar/2013), no
delineamento experimental em blocos casualizados com trés repeticdes.
Cada bloco foi formado por trés parcelas referentes aos trés hibridos
(NGM, Hx e Hxrr) e cada parcela foi dividida em cinco subparcelas,
correspondente aos trés backgrounds (25%, 50% e 75%), além de mais
duas parcelas, uma delas referente a um dos hibridos puros (100% de
NGM, Hx ou HXxrr) e a outra ao Rosado. As subparcelas foram
constituidas por quatro fileiras de cinco metros lineares, espagadas um
metro entre si. A distancia entre plantas foi de 0,20 m totalizando 100
plantas por subparcela. Em razdo da variabilidade do milho crioulo, ao
invés de uma subparcela por bloco, optou-se por incluir trés subparcelas,
a fim de melhor representar essa amostra. Esse ensaio constituiu-se de
aproximadamente 4500 plantas e ocupou uma area de 1500 m? (ver croqui
em APENDICE E).

Os tratos culturais foram homogéneos para toda a drea do
experimento. A adubacao foi realizada junto ao plantio e as doses foram
calculadas com base na analise quimica do solo (ANEXO A) de acordo
com as recomendacdes de adubacdo para a cultura do milho (Comissao
de Quimica e Fertilidade do Solo — RS/SC, 2004). Foi adicionado
nitrogénio nas doses de 80 kg ha™! (Blocos 1, 2 e 3), fosforo nas doses de
85 kg ha™! (Bloco 1) e 125 kg ha'! (Blocos 2 e 3) e potassio nas doses de
110 kg ha' (Bloco 1) e 85 kg ha! (Blocos 2 e 3). O controle de plantas



101

espontaneas foi feito por meio de capinas manuais e ndo foi aplicado
qualquer tipo de agroquimico no local durante o experimento.

Coleta do material vegetal

A coleta procedeu-se quando as plantas estavam no inicio do
periodo reprodutivo (R1), apresentando oito folhas expandidas e a ultima
folha enrolada, de onde saiu o penddo, aos 74 dias ap6s a semeadura.

Foi selecionada uma folha jovem por planta, sem sintomas de
doengas ou ataque de pragas, de 10 plantas escolhidas ao acaso, na regiao
central de cada subparcela. A partir da folha selecionada cortou-se a
regido mediana, incluindo as nervuras, com o auxilio de uma tesoura, a
qual foi desinfetada em alcool 70% previamente a cada amostragem.

Foram coletadas 10 amostras de cada subparcela, de 13
tratamentos, ¢ mais duas subparcelas para o RS em trés repetigdes,
totalizando 450 amostras para as analises posteriores. As folhas foram
acondicionadas individualmente em sacos plasticos, mantidas em caixa
térmica contendo gelo durante a coleta e transporte, sendo posteriormente
armazenadas em ultra freezer a -80 °C até a extracdo de DNA.

Extracdo de DNA

Foi realizada a desinfeccdo superficial das folhas de milho
mediante imersdo por 2 min em alcool 70%, 5 min em hipoclorito de
sodio (2,5% de cloro ativo) (V/V), 1 min em alcool 70% e imersdo em
agua destilada esterilizada, quatro vezes por 1 min. Da ultima agua de
lavagem foi feita PCR com primers especificos para fungos ¢ foi
confirmada a eliminagdo de epifiticos nas folhas (dados ndo
apresentados).

Apos a desinfecgdo superficial as amostras de tecido foliar foram
maceradas com auxilio de almofariz e pildo de porcelana em nitrogénio
liquido e, aproximadamente 100 mg, foram acondicionados em tubos de
1,5 mL contendo 600 uLL de CTAB 2% pré-aquecido (2% de brometo de
cetiltrimetilamonio - CTAB; 1,4 M de NaCl; 100 mM de Tris-HCI, pH
8,0; 20 mM de EDTA, pH 8,0; 0,2% de betamercaptoetanol). Os tubos
foram colocados em banho-maria a 65 °C por 1 h, agitando-os a cada 15
min. Na sequéncia tirou-se os tubos do banho sendo deixados em bancada
até atingir temperatura ambiente. Em seguida foram adicionados 500 pL
de uma solugdo contendo fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (na
propor¢do 25:24:1), procedendo-se agitacdo suave dos tubos por 10
minutos. Posteriormente foram submetidos a centrifugacao de 6000 g por
10 minutos. O liquido sobrenadante (em torno de 400 pL) foi transferido
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com cuidado para novos tubos, nos quais foram adicionados 500 puL de
isopropanol gelado para promover a precipitagdo do DNA. Os tubos
foram colocados em freezer a -20 °C. Apos 24 h as amostras foram
centrifugadas a 12000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado
com cuidado para nio perder o pélete e o tubo invertido em papel toalha
para eliminar os residuos liquidos. Em seguida foram efetuadas duas
lavagens com alcool 70% gelado por trés minutos, invertendo os tubos
suavemente ¢ ao fim descartando o liquido. Por fim, foi feita mais uma
lavagem com alcool absoluto gelado e, apds essa lavagem, os tubos
ficaram abertos por 15 minutos em cadmara de fluxo para evaporacao total
dos residuos de alcool. O pélete foi ressuspendido em 50 pL de TE e 2
pL de RNAse, mantendo-se as amostras em temperatura ambiente por
duas horas, agitando os tubos a cada 15 minutos. Apos esse periodo o
DNA foi armazenado em ultra freezer a -80 °C até a realizacdo das PCRs
(DOYLE & DOYLE, 1990).

A integridade do DNA foi confirmada em eletroforese
horizontal, em gel de agarose 1% em tampao TAE 1X (50 mM de Tris;
50 mM de 4cido acético glacial; 25 mM de EDTA), por 60 mina 60 V e
corado com Sybr Green (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil). A
aquisicdo das imagens dos géis foi feita com camera digital comum.
Todas as amostras foram quantificadas em nanodrop (Thermo Scientific,
Wilmington, EUA) para atestar sua qualidade (razdo 260/280) e a
quantidade de DNA em ng uL!. Com esses valores foi possivel compor
uma amostra de 100 ng pL"!, igualmente representada pelas 10 plantas de
cada tratamento (APENDICE G).

Deteccao de transgenes - evento TC1507

Para confirmagdo da eficacia dos cruzamentos e da presen¢a ou
auséncia de transgenes nas plantas de milho foram feitas PCRs a partir do
DNA gendmico extraido, com primers para detec¢do parcial do evento
TC1507. Cada amostra foi composta por 10 plantas distintas da mesma
subparcela.

Para tanto, foi utilizado o DNA extraido das folhas de milho das
mesmas plantas utilizadas para avaliagdo de endofiticos, conforme
descrito no item anterior. A regido do evento TC1507 foi amplificada
parcialmente com os primers TC1507f (5 CTT GTG GTG TTT GTG
GCT CT 3°) e TC1507r (5 TGG CTC CTC CTT CGT ATG T 3°) (LI et
al., 2009), nas seguintes condigdes: solu¢do tampdo 1X para Taq DNA
polimerase contendo 0,2 mM dNTPs, 2,5 mM MgCh, 1 U DNA
polimerase Taq (Life Technologies, S0 Paulo, Brasil), 10 mM dos
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primers ¢ 100 ng do DNA metagenomico, para um volume final de 25
pL. As condi¢des de amplificagdo da PCR no termociclador (T-100,
BioRad, Hercules, CA, EUA) foram 8 min a 95 °C; 35 ciclos de 30 s a 95
°C,30sa58°C e 50sa72°C e extensdo final por 8 min a 72 °C (LI et
al., 2009).

Os produtos da PCR foram corados com Sybr Green (Life
Technologies, Sdo Paulo, Brasil), submetidos a eletroforese horizontal em
gel de agarose 2% em tampao TAE 1X, por 90 min, a 60 V. A aquisi¢@o
das imagens dos géis foi feita em fotodocumentador QuemiDoc MP
(BioRad, Hercules, CA, EUA).

Além da avaliacdo por PCR, realizou-se a detecgdo da proteina
CrylF, que esta presente nos dois hibridos transgénicos utilizados nesse
estudo, através do kit QuickStix, conforme as recomendag¢des do
fabricante (Envirologix, Portland, EUA).

Comunidade de fungos endofiticos por PCR-DGGE

A estrutura das comunidades de fungos endofiticos das folhas de
milho foi avaliada por PCR-DGGE. Foi feita a amplificagdo parcial da
regido SSU (18S rDNA) com os iniciadores FR1GC (5° GCC CGC CGC
GCG CGG CGG GCG GGG CGG GGG AIC CAT TCA ATC GGT AIT
3’) e FF390 (CGA TAA CGA ACG AGA CCT) (VAINIO &
HANTULA, 2000). A reacdo foi feita em solugdo tampado 1X, contendo
0,2 mM dNTPs, 3 mM MgCl,, 1 U DNA polimerase Taq (Life
Technologies, Sdo Paulo, Brasil), 10 mM dos primers ¢ 100 ng do DNA
metagendmico, para um volume final de 25 pL. As condigoes de
amplificagdo no termociclador modelo T-100 (BioRad, Hercules, CA,
EUA) foram 8 min a 95 °C; 30 ciclos de 30 s a 95 °C, 45 s a 50 °C e 2 min
a 72 °C e extensdo final por 10 min a 72 °C. Os produtos da PCR foram
corados com Sybr Green (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil),
submetidos a eletroforese horizontal em gel de agarose 1% em tampao
TAE 1X, por 60 min, a 60 V. A aquisi¢do das imagens dos géis feita em
fotodocumentador Fusion (Vilber Loumart, Paris, Franca).

Os produtos amplificados foram analisados por meio de
eletroforese em gel com 8% (m/V) de acrilamida:bisacrilamida (37,5: 1,
m:m), contendo um gradiente de 25 a 65% de formamida e ureia
(QVREAS et al., 1997). A eletroforese foi realizada a 200 V e 60 °C
constantes, por 4h e 30 min, utilizando-se um sistema “DCode” (BioRad,
Hercules, CA, EUA) e tampao TAE 1X. O DNA foi corado com Sybr
Safe (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil) e a aquisi¢ao das imagens dos
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géis foi feita em fotodocumentador QuemiDoc MP (BioRad, Hercules,
CA, EUA).

Analises estatisticas

Os perfis de amplicons obtidos nos géis de DGGE foram
analisados pelo software GelCompar II versio 6.5 (BioSystematica,
Wales, UK), no qual foi possivel normalizar o gel com base nos
marcadores utilizados. As bandas presentes foram marcadas e o software
gerou uma planilha de presenga e auséncia, a partir da qual gerou-se a
matriz de similaridade que foi utilizada para a andlise de cluster,
utilizando o indice de Jaccard e o modelo de agrupamento por UPGMA,
no software PAST 3.04 (HAMMER, HARPER, RYAN, 2001). Nesse
mesmo software foi feito o teste de similaridade de ANOSIM, utilizando
o coeficiente de Jaccard. A planilha de presenca e auséncia de amplicons,
gerada no programa GelCompar II, foi utilizada para os célculos do
diagrama de Venn (http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).
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RESULTADOS

Definig&o do estadio fenoldgico a ser analisado

Conforme os resultados apresentados na Tabela 4 foi possivel
observar, a partir da andlise da estrutura da comunidade de fungos
endofiticos das populac¢des F1, que nos estadios V3, V4 e R1 houve
separacdo entre as populacdes de milho crioulo que sofreram introgressao
de hibridos com dois eventos de transgenia (Hxrr/RS), das populagdes
sem transgenes (NGM/RS). Em nenhum estadio observou-se diferengas
significativas entre NGM/RS e HX/RS que continha apenas um evento
transgene. Contudo, no estadio R1 ainda foi possivel observar diferenga
significativa entre as populagdes de milho crioulo que sofreram
introgressdo com os dois tipos de transgenes, Hx/RS de Hxrr/RS. Portanto,
esse estadio foi selecionado para a comparagdo da estrutura da
comunidade de fungos endofiticos de milho no experimento a campo com
todas as populacdes de milho geradas.

Tabela 4. Resultado do teste de ANOSIM por Pairwise (pareamento)
baseado nos perfis de amplicons do gene ssu (18S rDNA) de fungos
endofiticos de plantas de milho

Teste de Pairwise*

Tratamentos NGM/RS Hx/RS
V3
NGM/RS -
Hx/RS 0.481 -
Hxrr/RS 1.000" 0.481
V4
NGM/RS -
Hx/RS 0.351 -
Hxrr/RS 0.925% 0.777
R1
NGM/RS -
Hx/RS 0.000 -
Hxrr/RS 1.000* 1.000*
R2
NGM/RS -
Hx/RS 0.000 -
Hxrr/RS 0.518 0.555

*(R global = 0.921; P < 0.001); # Diferenga significativa. V3, V4, R1 ¢ R2
referem-se aos estadios fenoldgicos avaliados; Os tratamentos NGM/RS,
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Hx/RS e Hxrr/RS possuem 50% da composicdo genética de milho hibrido e
50% de milho crioulo Rosado.

Deteccao de transgenes - evento TC1507

A presenca do evento TC1507 foi verificada nas cultivares
transgénicas HX e Hxrr e nas populagdes geradas que continham esses
eventos. A auséncia do mesmo evento foi confirmada no hibrido
convencional NGM, na variedade crioula RS, bem como nas populagoes
geradas a partir do cruzamento desses gendtipos. Com base nesses
resultados foi possivel verificar que os tratamentos atendiam as
especificacdes genéticas atestadas (Figura 9). Além disso, foram
observadas duas faixas de coloracdo roxa nas tiras com os transgenes Hx
e Hxrr, confirmando a presenca da proteina e apenas uma faixa roxa nas
tiras com os tratamentos sem transgenia RS e NGM, o que confirma que
a tira estava funcionando e que ndo foi detectado transgenia (dados nao
apresentados).
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Figura 9. Imagem da amplificagdo parcial do gene TC1507 com
aproximadamente 279 pb. Onde RS, NGM, Hx e Hxrr referem-se aos
tratamentos, representados pelo DNA de amostras compostas, obtidas a
partir de 10 plantas distintas. Os numeros 25, 50 e 75 referem-se a
percentagem genética do hibrido, o restante refere-se ao milho crioulo. C
refere-se ao controle negativo.

Comparagéo das Comunidades de Fungos Endofiticos

A imagem do gel apés DGGE, com o perfil de amplicons das
comunidades de fungos endofiticos do milho estio apresentadas na Figura
10. A comunidade fungica foi influenciada pelos gendtipos de milho, com
diferencas de até 40% quando comparadas pela analise de cluster (Figura
11). Pode-se observar que a estrutura da comunidade de fungos do RS
difere das demais popula¢des de milho, até mesmo nas populagdes que
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contém 75% de RS. Isso sugere que uma ocorréncia de fluxo génico ja é
suficiente para alterar a comunidade de fungos endofiticos, mesmo que
na proxima geracao ndo ocorra contaminacao, tal como ficou evidenciado
pelos tratamentos oriundos do retrocruzamento da F1 com o parental
crioulo (NGM-25, Hx-25 e Hxrr-25), cujo reestabelecimento da
comunidade fingica ndo ocorreu (Figura 11 e Tabela 5).

Com base no teste de ANOSIM (Tabela 5) pode-se observar que
o hibrido convencional NGM néo ¢é diferente do hibrido transgénico com
um evento HX, mas os dois diferem do hibrido com dois eventos de
transgenia Hxrr. Durante a selecdo do estddio fenoldgico, na segunda
geracdo a campo de tratamentos as progénies F1 entre NGM e RS e Hx e
RS também foram semelhantes entre si, porém optou-se por avaliar essas
populagdes novamente, visto que em um experimento onde um maior
numero de plantas avaliado poderiam ser observadas maiores diferengas
entre essas populagdes, em um experimento onde um maior numero de
plantas ¢ avaliado, porém isso ndo foi constatado.

O hibrido Hxrr e as populagdes geradas entre este ¢ o milho
crioulo RS formaram grupos distintos, diferenciando-se de todas as outras
populagdes avaliadas. Esse resultado indica que o HXrr teve maior
influéncia na composi¢ao da comunidade de fungos, quando comparado
aos outros dois hibridos avaliados. Apenas os resultados das populacdes
Hxrr-25 e Hxrr-50 ndo foram significativamente diferentes entre si. Isso
indica que o transgene HXrr afetou a comunidade de fungos endofiticos,
porém ainda ndo € possivel afirmar se esse efeito é decorrente da presenca
exclusiva do evento NK603, ou da combinagdo desse com o evento
Tc1507. Para isso, trabalhos futuros serdo realizados avaliando mais um
hibrido isogénico que contenha apenas o evento NK603.

A importancia do retrocruzamento da F1 com o parental crioulo
foi para observar se a comunidade de fungos endofiticos retornaria a
condi¢do original no caso de ndo ocorrer fluxo génico reincidente dos
hibridos nessa populagdo, mas isso ndo foi constatado. Ja o
retrocruzamento com os parentais hibridos, que resultou em 75% da
composi¢do genética dos hibridos nas populagdes obtidas, ndo diferiram
dos materiais com 50% do mesmo hibrido.
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Figura 10. Imagem dos géis de DGGE de fungos endofiticos, com trés repeti¢des de cada tratamento avaliado. Onde
RS, NGM, Hx e Hxrr referem-se aos tratamentos, representados pelo DNA de amostras compostas, obtidas a partir de
10 plantas distintas. Os nimeros 25, 50 e 75 referem-se a percentagem genética do hibrido, o restante é refere-se ao

milho crioulo.
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Figura 11. Agrupamento hierarquico da estrutura de comunidades de
fungos endofiticos de populagdes de milho contendo diferentes
backgrounds genéticos de introgressdo de genes obtida por PCR-DGGE.
Onde RS, NGM, Hx e Hxrr referem-se aos tratamentos. Os nimeros 25,

50 e 75 referem-se a percentagem genética do hibrido.
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Apenas oito amplicons representaram a comunidade de fungos
endofiticos das populacdes avaliadas. Trés desses foram comuns a todos
os tratamentos e a presenca exclusiva de poucos amplicons promoveu a
diferenciagdo das populacdes contendo o transgene HXrr. As populacdes
de milho RS contendo em média 25%, 50% e 75% de genes de Hxrr foram
diferentes dos demais tratamentos avaliados, em razdo de possuirem dois
amplicons exclusivos (Figura 12).

NGM, NGM-25-50-75,
Hx, Hx-25-50-75

Hxrr

Hxrr-25
Hxrr-50

Hxrr-75

Figura 12. Diagrama de Venn obtido da planilha de presenga e auséncia
da estrutura de comunidades de fungos endofiticos. Onde RS, NGM, Hx
e Hxrr referem-se aos tratamentos. Os numeros 25, 50 e 75 referem-se a
percentagem genética do hibrido.



Tabela 5 Resultado do teste de ANOSIM por Pairwise (pareamento) baseado nos perfis de amplicons do gene ssu (18S
rDNA) de fungos endofiticos de plantas de milho

Tratam. Teste de Pairwise*

RS NGM NGM-75 NGM-50 NGM-25 Hx Hx-75 Hx-50 Hx-25 Hxrr Hxrr-75  Hxrr-50
RS -
NGM 1.000*

NGM-75 1.000  0.000 -
NGM-50 1.000  0.000 0.000 -
NGM-25 1.000  0.000 0.000 0.000

Hx 1.000  0.000 0.000 0.000 0.000 -

Hx-75 1.000*  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 -

Hx-50 1.000*  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000 -

Hx-25 1.000*  0.000 0.000 0.000 0.000 0.000  0.000  0.000 -

Hxrr 1.000  1.000% 1.000% 1.000% 1.0007 1.000¥  1.000* 1.000 1.000" -

Hxrr-75 1.000  1.000% 1.000* 1.000% 1.000% 1.000*  1.000  1.000 1.000* 1.000" -

Hxrr-50 1.000  1.000% 1.000* 1.000* 1.000% 1.000*  1.000  1.000 1.000* 1.000" 1.000% -
Hxrr-25 1.000*  1.000* 1.000" 1.000" 1.000" 1.000"  1.000  1.000% 1.000*  1.000" 1.000* 0.000

*(R global = 0.6282; P < 0.001); # Diferenca significativa.
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DISCUSSAO

Avaliou-se a comunidade de fungos endofiticos das folhas de
plantas de milho crioulo com diferentes graus de introgressao de hibridos
transgénicos. A estrutura de comunidade de fungos endofiticos foi afetada
pela composicao genética das populacdes avaliadas.

Apesar desse estudo ter avaliado genotipos de milho transgénico
resistentes aos herbicidas glufosinato de amonio e glifosato, optou-se por
nao aplicé-los na area experimental uma vez que o objetivo desse estudo
foi simular a introgressao genética que pode ocorrer sobre o milho crioulo
em seu agroecossistema. Nesses casos de contaminagdo indesejavel e
desconhecida, o agricultor continuara cultivando o milho crioulo da
mesma forma que tradicionalmente o faz, ou seja, sem a aplicacdo desses
agroquimicos. Além disso, alguns estudos detectaram alteragdes no
metabolismo e crescimento de microrganismos endofiticos quando
expostos a herbicidas (ZAIN et al., 2013; MARTINS et al., 2011).

Em geral, os resultados encontrados na literatura baseiam-se na
comparacdo de microrganismos do solo, da rizosfera e fungos
micorrizicos arbusculares (FMA) obtidos de plantas transgénicas e suas
isogénicas convencionais. Estudos comparando hibridos de milho
contendo transgenes Bt (CrylAb; Cry34/35Abl1; Cry3Bbl e CrylF) com
as suas isogénicas convencionais, em condi¢cdes controladas,
demonstraram que os transgénicos apresentaram menores taxas de
colonizagdo por FMA (CHEEKE, ROSENSTIEL & CRUZAN, 2012;
CASTALDINI et al., 2005). Entretanto, ndo foi observado efeito da
transgenia em arvores de alamo sobre a diversidade de fungos da rizosfera
e do solo (DANIELSEN et al., 2012).

Nesses casos, ¢ relevante considerar que a comunidade microbiana
da rizosfera ¢ fortemente influenciada pelos exsudatos das plantas e
também pela composi¢do da microbiota do solo, fator esse que talvez ndo
permita observar as diferengas entre plantas com e sem transgenia. Os
exsudatos das raizes das plantas sdo ricos em matéria organica soltvel
(MOS) e sdo fontes de carbono e energia para os microrganismos do solo,
promovendo a atividade da microbiota na rizosfera (PHILLIPS, FINZI &
BERNHARDT, 2011; HAMILTON & FRANK 2001). Outro estudo
também confirmou que a biomassa microbiana ¢ de trés a sete vezes maior
na rizosfera de plantas vivas do que em raizes em decomposicido
(SHAZAD et al., 2015). Assim, o ambiente da rizosfera ¢ muito rico e
diverso, promovendo a resiliéncia da comunidade microbiana, processo
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esse que pode dificultar as analises que buscam comparar os efeitos dos
gendtipos de plantas sobre a microbiota associada as mesmas.

Por outro lado, os microrganismos endofiticos do microbioma
foliar podem ser avaliados como organismos ndo-alvo dos transgénicos,
pois sdo intimamente relacionados com as plantas associadas e ainda sdo
pouco conhecidos quanto a sua diversidade e variagdo, em resposta ao
gendtipo e ao estadio fenoldgico da planta (PENUELAS & TERRADAS,
2014).

Nesse estudo, foram observadas diferengas entre as populagdes
sem transgenia daquelas que continham o transgene com dois eventos
Hxrr. Isso sugere que a expressdo dos transgenes, interagdo entre eles ou
até mesmo a epistasia entre esses e o genoma do milho, podem afetar a
comunidade de fungos endofiticos. Lohn (2014) avaliou o mesmo
material vegetal do presente trabalho e observou que os grupos funcionais
proteinas e carboidratos sofreram alteragdes, na avaliacdo de grios
inteiros por Drifts, quando comparado o milho crioulo RS com as
populagdes de RS contendo as introgressdes com o hibrido transgénico
Hxrr. Assim, pode-se inferir que houve alteracdes significativas quando
o milho crioulo sofre introgressdes do hibrido Hxrr, tanto sobre os fungos
endofiticos quanto sobre o metaboloma dos graos.

Segundo o parecer técnico da CTNBio (N° 2053/2009) sobre a
cultivar BG7060HR correspondente ao Hxrr desse estudo ndo ha
comprovacdo da interagcdo entre os eventos TC1507 e NK603, uma vez
que foram feitas avaliagdes comparando essa cultivar com as cultivares
contendo os eventos isolados, e para todos os itens avaliados (ndo
especificado no relatério) ndo houve diferenca (CTNBio, 2009). Porém,
nesse estudo pode-se observar que os fungos endofiticos das folhas de
milho foram diferentes entre o hibrido Hxrr, que contém os dois eventos
TC1507 e NK603, e o hibrido HX que contém apenas o evento TC1507.

A comunidade de fungos endofiticos sofreu alteragdes devido ao
fluxo génico entre plantas de milho hibrido e crioulo. As plantas de milho
crioulo que sofreram introgressdo de um hibrido transgénico ou
convencional em uma geracdo e receberam novamente polen de milho
crioulo na geragdo seguinte (NGM-25, Hx-25 e Hxrr-25), ndo retornaram
a estrutura de comunidade de fungos observada inicialmente nas plantas
de milho crioulo. Com base nisso, ¢ possivel inferir que uma vez
modificada a diversidade de fungos endofiticos, a mesma podera se
perpetuar junto as sementes para as proximas geracoes. Além disso, um
estudo observou que grupos especificos de bactérias endofiticas foram
similares entre o teosinto (ancestral do milho) e variedades/cultivares
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modernas de milho, sugerindo que as bactérias sdo levadas juntamente
com as sementes (JOHNSTON-MONIJE & RAIZADA, 2011). Assim, os
pardmetros estabelecidos no caso de coexisténcia devem ser mais
cautelosos, visto que apenas uma ocorréncia de fluxo génico ja pode
provocar diferencas significativas nas comunidades de fungos endofiticos
das folhas.

O transgene com apenas um evento (HX) e suas populagdes de
introgressdo ndo foram diferentes das populacdes do hibrido
convencional (NGM), demonstrando que a transgenia referente apenas ao
evento TC1507 ndo foi impactante sobre a comunidade de fungos
endofiticos. Ja as introgressoes referentes ao transgene contendo os dois
eventos (TC1507 e NK603) foram diferentes das demais populagdes.

A estrutura e composi¢do da comunidade de microrganismos
endofiticos das plantas pode estar relacionada a resposta das mesmas ao
ambiente de cultivo, no caso de estresses bidticos (resisténcia a patogenos
e pragas) e abidticos (resisténcia ao calor, estresse hidrico etc) seria a
capacidade de resistir e se desenvolver em tais condigdes. Para testar essas
hipéteses trabalhos futuros deverdo ser conduzidos de forma a submeter
as populagdes geradas (background de fluxo génico) nesse estudo, a
diferentes tipos de estresses, como por exemplo ao fungo patogénico
Exserohilum turcicum. Outros cenarios incluem submeter as populagdes
de milho a condig¢des de estresse hidrico, comum na atualidade, sobretudo
na regido Oeste do Estado.

Além disso, sob condi¢cdes de estresse as plantas sdo mais
dependentes dos microrganismos, pois eles sdo capazes de aumentar a
atividade metabolica e combater o estresse (KAVAMURA et al., 2013).
Estudos recentes ja demonstraram que as plantas apresentam melhores
respostas ao estresse ambiental quando em associa¢do com determinado
microrganismo endofitico. Foi constatada maior resisténcia de plantas de
milho ao estresse hidrico quando as mesmas estavam em associacdo com
bactérias endofiticas, tais como Burkholderia phytofirmans e
Enterobacter sp., nas folhas ¢ raizes das plantas (NAVEED et al., 2014).
Foi verificado alteragdes na interag@o entre fungos e plantas, quando em
condigdes de estresse hidrico (WORCHEL et al., 2013). Plantas de arroz
associadas com os fungos endofiticos Fusaruim culmorum e Culvularia
protuberata apresentaram melhor adaptacdo a condi¢des de frio e alta
salinidade (REDMAN et al., 2011).

Dessa forma, os resultados futuros sobre os efeitos da introgressao
de transgenes na resposta das plantas ao ambiente poderdo servir para
discutir as consequéncias diretas e indiretas no agroecossistema. Essas
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informagdes sdo ainda mais relevantes para os casos como da agricultura
familiar onde o risco de contaminagéo ¢é alto e existem muitas variedades
crioulas de milho que deveriam ser conservadas e protegidas do fluxo
génico de hibridos. Assim, esses e outros resultados futuros do NEABio
poderdo servir de base para inferir sobre as normas de coexisténcia entre
milho transgénico e convencional, com base no principio da precaucao.
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CONCLUSAO

Nesse estudo conclui-se que a ocorréncia de sucessivas
introgressdes com polen de milho hibrido provoca alteragdes nos fungos
endofiticos foliares do milho crioulo Rosado. A estrutura de comunidade
de fungos endofiticos sofreu maiores alteracdes quando as introgressdes
eram provenientes do hibrido com dois eventos. Pode-se inferir que uma
vez modificada a comunidade de fungos endofiticos do milho crioulo, a
mesma ndo retornara a sua condi¢@o original, o que justifica ainda mais
os cuidados na questdo da coexisténcia entre milhos crioulos e hibridos
com e sem transgenia.
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6 CONSIDERAGCOES FINAIS

Entender o papel dos transgenes na composicdo da comunidade
de microrganismos endofiticos em populagdes de milho, com diferentes
backgrounds genéticos, ndo ¢ uma tarefa trivial. A interacdo entre as
areas de Conservacdo de Recursos Genéticos e a Microbiologia gerou
resultados inéditos e relevantes apresentados nesse trabalho. Além disso,
o material genético aqui gerado, ou seja, as populagdes de milho com
introgressdes de transgenes, poderdo ser utilizadas em muitos outros
estudos, os quais terdo a possibilidade de analisar e interpretar resultados,
evitando a etapa laboriosa de geragdo de populagdes de milho a campo.

Assim como outros trabalhos do grupo NEABio, esse também
tem por objetivo levar novas informagdes aos agricultores familiares da
regido Oeste catarinense. Assim, na oportunidade de uma nova visita a
regido os resultados aqui obtidos serdo divulgados. Dessa forma, sera
possivel discutir ainda mais com os agricultores a importancia da
conservacdo das variedades de milho crioulo e os cuidados em relagdo as
lavouras de milho transgénico.

Considerando que foram constatadas altera¢cdes na comunidade
de endofiticos das folhas do milho crioulo devido a introgressdo de
transgenes, o proximo passo seria avaliar as populacdes em diferentes
condicdes de ambiente, com o intuito de associar a resposta da planta a
estresses bidticos e abidticos, com as altera¢des causadas nos endofiticos
foliares do milho crioulo. Assim, esses e outros resultados futuros do
NEABio poderdo servir de base para inferir sobre as normas de
coexisténcia entre milho transgénico e convencional.
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APENDICE A - Desenvolvimento das popula¢des com diferentes
backgrounds genéticos

I .
B Y, / ; RC1F1
&2 & G 75% crioulo
=
25% hibrido
[ / /
crioulo hibride F1 crioulo

RC1F1

25% crioulo
75% hibrido

Bl
'(‘ \\‘jl hibrido

F1:
50% crioulo
50% hibrido

controladas:

Poliniza¢des manuais
- w
0. ¥ 1.

1° Verificar o aparecimento das espigas e cobrir com saco plastico; 2° Observar o
periodo mais propicio para a polinizacdo; 3° Pendao aberto em ponto de coletar o
poélen; 4° Ensacar os penddes; 5° Polonizar, virando o pélen sobre a espiga que estava
encapada; 6° Cobrir a espiga com saco de papel e amarrar até a colheita.
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APENDICE B - Croqui e fotos do primeiro ensaio a campo
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APENDICE C - Croqui e foto do segundo ensaio a campo
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* A area em destaque cinza refere-se as linhas utilizadas para as coletas de
folha para avaliagdes do Capitulo 1. A area em destaque verde refere-se as
linhas utilizadas para as coletas de folha para analises do Capitulo 2.
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APENDICE D - Dados meteorolégicos do segundo ensaio a campo

133

* Referentes ao segunda ensaio de geracdo de tratamentos, descrito no

Capitulo 1.
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e Temperatura mixima
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APENDICE E - Croqui e fotos do experimento
* Referentes ao experimento descrito no Capitulo 2.

-

28m »
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T T ¢ i T o O T 487 32" 36.607 O
EI ‘Hx-!s RS| | | Hx75| | Hx-50 | | Hx
e MU ! L b b Ll
g 2 [ UL I G IT]
= RS NGM-75 [NGM-25 = NGM | NGM-50
Lil T T I Ty W B
I TR TR S T R RTIE
[T] | . [TT][TTT |
err-?5| RS Hxrr-25 | Hxrr | Hxrr-50
11| | L1l Ll |
H H
Bloco Il 1m 2m Bloco Il

Hxrr  Hxrr-25 RS Hxrr-50  Hxrr-75 NGM-50 NGM = NGM-T5 RS NGM-25
T (7T . T T (T
|RS| Hx-75 Hx-50 Hx-25 | Hx RS
L1 L 1111 L1 Lidl |

| | | | | |
NGM | GM-75 | |RS| | [NGM-25 NGM-50 Irs| | |Hxrr25 | Hxrr
1111 | | I | 1111 | o | | 1

* RS — milho crioulo Rosado; NGM - hibrido ndo transgénico; Hx —
transgénico com evento TC1507; Hxrr - transgénico com evento TC1507
combinado com o evento NK603. Populagdes de RS seguidos pelos nimeros
25, 50 ou 75 correspondem a % do material genético do hibrido.

Fotos da &rea experimental:




136



137

. Continua¢do Apéndice E:
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APENDICE F - Dados meteoroldgicos da area do experimento
* Dados referentes ao periodo do experimento descrito no Capitulo 2.
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APENDICE G - Quantidade e qualidade do DNA das amostras

compostas

* Amostras compostas a partir do DNA de 10 plantas coletadas durante o
experimento realizado no Capitulo 2.

Amostra ‘ ng pit ‘ 260/280
Bloco |
RS 976,2 1,99
NGM 971,5 1,97
NGM-75 486,3 1,93
NGM-50 547,3 1,86
NGM-25 485,7 1,90
Hx 908,7 1,95
Hx-75 528,8 1,89
Hx-50 551,6 1,85
Hx-25 525,0 1,88
Hxrr 1019,0 1,95
Hxrr-75 864,0 2,05
Hxrr-50 796,4 2,05
Hxrr-25 816,4 2,06
Bloco Il

RS 749,8 1,95
NGM 971,2 1,95
NGM-75 1048,3 1,97
NGM-50 1020,6 2,05
NGM-25 1136,3 1,99
Hx 1013,5 1,94
Hx-75 748,2 1,82
Hx-50 945,9 1,95
Hx-25 988.,6 1,95
Hxrr 988,1 1,93
Hxrr-75 1028,8 1,99

* Imagem do gel de agarose com o produto da
PCR (FF390 ¢ FR1 GC), amplifica¢do em torno
de 390 pb. O ultimo poco corresponde ao
controle negativo com agua.
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Hxrr-50 790,2 1,97
Hxrr-25 788,7 1,94
Bloco 111
RS 919,2 2,01
NGM 1099,5 1,94
NGM-75 1058,1 1,96
NGM-50 1024,9 1,99
NGM-25 1112,7 2,03
Hx 978,0 1,96
Hx-75 811,5 2,04
Hx-50 1087,7 2,02
Hx-25 991,9 1,95
Hxrr 977,9 2,00
Hxrr-75 920,4 2,02
Hxrr-50 1453,0 2,00
Hxrr-25 854,9 2,07




ANEXO A - Anélise quimica do solo

* Referente ao solo coletado no experimento realizado no Capitulo 2, descrito
a amostras compostas dos

na pagina 107. As amostras 1, 2 e 3 referem-se
blocos 1, 2 e 3, respectivamente.

UNIVERSIDADE DO CESTE DE SANTA CATARINA - UNOESC
LABORATORIO DE FISICA DO SOLO
Rua Benjamim Colla 289 - Bairro Senhor Bom Jesus

CEP - 89620-000 - CAMPOS NOVOS - SC
e-mail: labsolos.cnv@unoesc.edu.br
Fone / Fax: (49) 3541 6321

eX
UNOESC

Relatério de Andlise de Solo

Nome: Kelly Justin da Silva

CPF:
Endereco: Data de Recebimento: 15/02/2013
Municipio: Floriandpolis - SC Data da Expedicao: 20/02/2013
ARGILA| pH Iindice P K M.O.
NUM. | PROTOCOLO MATRICULA i 5
% H0 SMP | mgdm*| mgdm %
1 07113 8 6,5 5.4 13,5 24 3.8
2 0813 8 57 5,5 4.6 32 3.9
3 0913 8 58 5,6 8.6 26 38
Argila deferminada pelo métardo do densimetra; pH em agua 1:1; P & K deferminados pelo méloda Mehlich |; M.0. por digestan amida.
NUM. Aloc, Cayoc. MGrroc. Al+H CTC |% SAT daCTC RELACOES
" |emol, dm™® |emol, dm* |cmol. dm™ | [cmol, dm?®| cmol, dm™| BASES | Al CaMg | CalK | Mg/K
1 0.0 5.6 4.0 8.9 17.5 50 0.0 1.1 741|652
2 0.1 4.6 4,0 7.6 13.8 45 1.6 1.2 40,3 34,2
3 0.0 B2 2.6 6.6 12,5 47 00 1.2 48,1 391
Ca, My, Al Mn & Na Uocaveis sxiraidos com KCI 1 mel L ; S-S0, exlraido com CaHPO, 500 mg L de P, Zn e Cu exraidos com HCI 0,1 mol L 6
extraldo com aqua quente.
NUM S Zn Cu B Mn Fe Na OUTRAS DETERMINAGOES
*| mg dm® [ mg dm® | mg dm*| mg dm™ | mgdm®| gdm® | mg dm®
Consulte um agrénomo para obter as recomendacées de adubacao
NUM. IDENTIFICACAO DA AMOSTRA
1 K1 " ﬂ
2 K2 / j |
3 K3 LUngls ¢ oA ardsn
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