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RESUMO - O Brasil ocupa a posi¢do de segundo maior
produtor mundial de soja geneticamente modificada
[Glycine max (L.) Merr.]. Apesar da importancia da
cultura, ainda ha poucos estudos sobre os efeitos causados
na comunidade microbiana do solo, pelo cultivo de
transgénicos, ou pelo uso de herbicidas. O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do transgene ahas (tolerancia
a herbicidas do grupo das imidazolinonas) e de herbicidas
associados a cultura da soja, na microbiota do solo. Vinte
experimentos de campo foram realizados durante trés
safras (verdo de 2006/2007, safrinha de 2007 e verdo de
2007/2008), em nove municipios localizados em seis
estados brasileiros e no Distrito Federal. Os experimentos
foram conduzidos em blocos casualizados com quatro
repetices e trés tratamentos: 1) Cultivar Conquista
(convencional), com herbicidas convencionais (bentazona
+ acifluorfen de so6dio); 2) Cultivar Cultivance
(transgénica), com herbicidas convencionais; 3) Cultivar
Cultivance, com herbicida do grupo imidazolinona
(imazapyr). O solo foi amostrado na camada de 0-10 cm
na fase de desenvolvimento R2 e na maturagdo fisiolégica
R8. Foram avaliados pardmetros quantitativos (C e N da
biomassa microbiana - CBM e NBM) e qualitativos
(DGGE da regido 16S rDNA do dominio Bactéria). Nao
foram detectadas diferengas que pudessem ser atribuidas
ao manejo da soja (Conquista e herbicidas convencionais
X Cultivance e imazapyr), ou ao gene ahas, ou aos
herbicidas. No entanto, diferencas foram observadas no
CBM e no NBM entre os diferentes locais e épocas do
ano, assim como para os perfis dos genes 16S rDNA. A
comunidade microbiana demonstrou-se sensivel e vidvel
para o monitoramento de diferentes tecnologias e métodos
de manejo da cultura soja, mas ndao houve diferencas
atribuidas ao gene ahas por trés temporadas consecutivas
de cultivo.

Palavras-chave: Biomassa microbiana do solo, DGGE,
Soja transgénica, imidazolinona.

INTRODUCAO — A Soja (Glycine max (L.) Merr.)
geneticamente modificada (GM)  foi liberada para
comercializacdo pela primeira vez nos Estados Unidos em
1996. Em 1997, foi desenvolvida uma cultivar de soja
contendo o gene ahas, resistente ao herbicida do grupo
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das imidazolinonas, pela transferéncia do gene ahas de
Arabidopsis thaliana .

A soja RR foi primeiro aprovada no Brasil em 1998
(CTNBIO, 1998), mas liberada para comercializagdo
apenas em 2005, quando a nova Lei de Biosseguranca
brasileira foi aprovada. Desde entéo, a intensidade no uso
de herbicidas especificos sobre a cultura tornou-se
significativa, com a possibilidade de aplicacdo em pos-
emergéncia (Petter et al., 2007). Os herbicidas mais
utilizados para controlar plantas daninhas na cultura sdo
0s do grupo imidazolinona.

Atualmente, a avaliagio do impacto ambiental das
tecnologias transgénicas vem se tornando obrigac&o social
e ambiental, além de ser uma exigéncia legal. No que diz
respeito ao seu impacto na qualidade do solo, sabe-se que
a biomassa microbiana é responsavel por funcles
essenciais, incluindo a mineralizagéo e sintese de matéria
organica, ciclagem de nutrientes, controle bioldgico de
doencas e degradacdo de pesticidas.

O objetivo deste estudo foi realizar uma avaliagdo em
larga escala, envolvendo 20 experimentos de campo ao
longo de trés safras, para avaliar o impacto da soja
transgénica contendo o gene ahas e de herbicidas usados
no manejo convencional e transgénico da soja ha
comunidade microbiana do solo.

MATERIAL E METODOS — Os experimentos foram
conduzidos ao longo de trés safras (verdo de 2006/2007,
safrinha de 2007 e verdo de 2007/2008), em nove locais:
Santo Antonio da Posse - SP (EEA), Ponta Grossa — PR
(SNT), Londrina — PR (CNPSo), Uberaba — MG (CTTP),
Sete Lagoas — MG (CNPMS), Santo Antdnio de Goias -
GO (CNPAF), Brasilia — DF (CNPH), Teresina — PI
(EMN) e Vilhena — RO (ER), localizados em diferentes
condi¢Bes edafoclimaticas recomendadas para a cultivar
Conquista (GM e convencional).

Tratamentos e Amostragem

Os experimentos consistiram de trés tratamentos: 1)
Cultivance CV127 (soja GM), utilizando exclusivamente
imazapyr para o controle de plantas invasoras; 2)
Cultivance CV127 (soja GM), com herbicidas
convencionais; 3) Conquista (soja parental convencional),
com com herbicidas convencionais.
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Os experimentos foram conduzidos com quatro
repetices em um delineamento experimental em blocos
ao acaso. As avaliacBes foram realizadas em duas fases de
cultivo da soja, na pré-semeadura e no estadio R2. As
amostras foram homogeneizadas e peneiradas (4 mm),
imediatamente processadas para a biomassa microbiana e
armazenadas -80 ° C para a analise da diversidade
bacteriana.

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi
determinado utilizando o método de fumigacdo-extracao
(Vance et al., 1987), uma variagdo do método de
fumigacdo-incubacdo proposto por Jenkinson e Powlson
(1976). O método envolve a eliminacdo de
microrganismos do solo por fumigagdo com cloroférmio
(CHCI3) (Jenkinson e Powlson, 1976), seguida pela
determinacdo do C liberado das células lisadas por
extragdo quimica (Vance et al., 1987).

O nitrogénio da biomassa microbiana (NBM) foi
estimado em 20 mL do extrato obtido no procedimento
para CBM. Apos transferéncia para tubos de digestdo,
foram acrescidos 1,5 mL de H,SO, concentrado e
catalisador K,S0,:CuSQO, (10:1) (Bremner, 1965). Apds a
digestdo, o N resultante (NH,") foi determinado pelo
método azul de indofenol (Feije e Anger, 1972).

Avaliacdo qualitativa da comunidade microbiana por
DGGE (eletroforese em gel com gradiente de
desnaturacdo) foi baseada no DNA total extraido das
amostras de solo, usando o kit UltraClean™ (Mobio Inc.,
Solana, CA, EUA) seguindo as instrucdes do fabricante.

O gene 16S rRNA foi amplificado por PCR utilizando
os iniciadores fD1 e rD1 descritos por Weisburg et al.
(1991). Para a segunda reacdo, os produtos de PCR foram
amplificados com iniciadores, F-968 (CG) e R-1401
(Nibel et al., 1996).

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
acrilamida a 6% (acrilamida: bisacrilamida, 37,5:1), com
gradiente desnaturante de 20% a 75% (solugdo 100%
desnaturante formada pelas solucfes de uréia 7 M e de
formamida 40%), em um aparelho DCode (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA), conforme descrito anteriormente
(Hungria et al.,, 2003; Souza et al.,, 2008a), por um
periodo de 16 h. O gel foi entdo corado com brometo de
etidio e visualizado sob luz UV e fotografado.

Andlise Estatistica

Depois de verificar a normalidade, os dados foram
submetidos a anélise de variancia (ANAVA) (SAS, 1999)
e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

As imagens dos geéis de DGGE foram analisadas no
programa Bionumerics (Applied Mathematics, Kortrijk,
Bélgica, v.4.6). As semelhancas foram analisadas
estatisticamente usando o algoritmo UPGMA (Sneath &
Sokal, 1973) e o coeficiente de Jaccard (J) (Jaccard,
1912), com uma tolerancia de 5% para criar uma matriz
de distancia euclidiana.

RESULTADOS - Para as amostras da pré-semeadura e
no estddio R2 coletadas no verdo de 2006/2007, ndo
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houve diferenca estatistica entre os tratamentos para CBM
e NBM nos sete locais avaliados (Figura 1), indicando
nenhum efeito da transgénia, dos herbicidas ou da
associacdo entre ambos. Os valores de CBM foram de
aproximadamente 500 mg C g, com pouca diferenca
entre os locais, exceto em Ponta Grossa (SNT), onde os
niveis de CBM foram inferiores. Para 0 NBM, os maiores
valores foram encontrados em Ponta Grossa,
provavelmente devido ao clima Umido subtropical, que
pode influenciar na composicio da comunidade
microbiana em relagdo as demais areas (Tabela 1).

Na safrinha de 2007 e também no verao de 2007/2008,
tanto na pré-semeadura, quanto no estadio R2, ndo foram
detectadas diferencas estatisticas para CBM e NBM entre
os tratamentos em qualquer dos locais avaliados (Figuras
2e3).

A andlise de DGGE foi utilizada para 0 monitoramento
da qualidade de solo (Souza et al., 20083, b), confirmando
a homogeneidade das areas, com similaridade de 100%
entre todas as parcelas (Tabela 1) durante a amostragem
de 2006/2007 na avaliacdo da pré-semeadura e no estadio
R2 (Tabela 1).

Na safrinha de 2007, também ndo foram detectadas
diferencas entre os perfis de cada tratamento (pré-
semeadura e R2), com 100% de similaridade entre os
tratamentos (Tabela 1). Em Teresina (REM) e Vilhena
(ER), os experimentos foram realizados pela primeira vez
em 2007, indicado homogeneidade da area, enquanto que
em outros locais os resultados indicaram auséncia de
efeitos residuais das culturas anteriores. Apenas em
Uberaba (CTPP), houve uma diferencga detectavel entre os
tratamentos, tanto na pré-semeadura como em R2. No
entanto, € possivel que estas diferencas estejam
relacionadas com o efeito da alta umidade observada na
regido de Uberaba durante a maior parte da estacdo de
cultivo, em que valores mais baixos de CBM também
foram detectados. No estddio R2, o néo efeito dos
tratamentos em cada um destes locais (exceto Uberaba)
indica que nenhum dos tratamentos teve efeito qualitativo
na comunidade bacteriana do solo (Tabela 1).

Nos experimentos realizadas durante a terceira safra
(verdo de 2007/2008) ndo foram encontradas diferencas
qualitativas na diversidade bacteriana do solo que
pudessem ser atribuidas as cultivares, ou aos herbicidas,
confirmando similaridade genética de 100% (Tabela 1)
entre os tratamentos. Esses resultados indicam que ndo
houve efeito dos tratamentos nesta safra. Em Sete Lagoas
(CNPMS), vérias diferengas nos niveis de similaridade
genética foram observadas entre os tratamentos na pré-
semeadura e, em menor grau, no estddio R2. Antes da
semeadura, houve um periodo de seca nesse local (dados
ndo mostrados), o que pode ter resultado em estresse a
comunidade microbiana.

DISCUSSAO - A avaliacdo qualitativa ndo confirmou
qualquer efeito relacionado a transgenia na comunidade
bacteriana do solo. De fato, neste estudo os perfis da
comunidade bacteriana foram diferentes de uma area para
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outra e foram também sensiveis a
edafoclimaticas.

Os resultados confirmam a sensibilidade da biomassa
microbiana a alteragfes edafoclimaticas. Com isso,
conclui-se que a utilizacdo desse parametro é viavel em
estudos de monitoramento ambiental, ou como

bioindicadores qualidade do solo.
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Tabela 1. Nivel de similaridade genética (%) na analise de
agrupamento dos perfis de DGGE-16SrDNA em cada local e
estacdo de cultivo. T1) Soja Cultivance (GM) e herbicida
imazapyr, T2) Cultivance (GM) com herbicidas convencionais;
T3) Conquista (soja convencional parental) com herbicidas
convencionais.

Tratamentos T1 T2 T3
verdo 2006/2007
Pre-sowing and R2
EEA (SP), SNT (PR), CNPSo (PR), CTTP (MG),
CNPMS (MG), CNPAF (GO), CNPH (DF)

Tl 100
T2 100 100
T3 100 100 100

Safrinha 2007
Pre-sowing and R2
EMN (PI), ER (RO), CNPMS (MG), CNPAF (GO),

CNPH (DF)

T1 100

T2 100 100

T3 100 100 100
CTTP (MG)
Pré-Semeadura

Tl 100

T2 69,2 100

T3 714 81,8 100

R2

Tl 100

T2 88,9 100

T3 80 90 100
verdo 2007/2008

Pré-Semeadura e R2

EEA (SP), ER (RO), CNPSo (PR), CTTP (MG),
CNPAF (GO), CNPH (DF)

T1 100

T2 100 100

T3 100 100 100
CNPMS (MG)
Pré-Semeadura

Tl 100

T2 72,7 100

T3 90,9 80 100

R2

T1 100

T2 81,8 100

T3 90 90,9 100
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Figura 1. Carbono da biomassa microbiana (CBM) e nitrogénio (NBM) (mg C e N g™ de solo seco) na pré-semeadura de soja e no
estadio R2. Experimento realizado durante o verdo de 2006/2007. T1) soja Cultivance (GM) e imazapyr; 2) Cultivance (GM) com
herbicidas convencionais; 3) Conquista (soja convencional parental), com herbicidas convencionais.

" indica auséncia de diferenga estatistica entre os tratamentos de cada local e cada colheita (Tukey. P< 0,05).
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Figura 2. Carbono da biomassa microbiana (CBM) e nitrogénio (NBM) (mg C e N g™ de solo seco) na pré-semeadura de soja e no
estadio R2. Experimento realizado durante a safrinha de 2007. T1) soja Cultivance (GM) e imazapyr; 2) Cultivance (GM) com
herbicidas convencionais; 3) Conquista (soja convencional parental), com herbicidas convencionais.

": indica auséncia de diferenca estatistica entre os tratamentos de cada local e cada colheita (Tukey. P< 0,05).
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Figura 3. Carbono da biomassa microbiana (CBM) e nitrogénio (NBM) (mg C e N g™* de solo seco) na pré-semeadura de soja e no
estadio R2. Experimento realizado durante o verdo de 2007/2008 . T1) soja Cultivance (GM) e imazapyr; 2) Cultivance (GM) com
herbicidas convencionais; 3) Conquista (soja convencional parental), com herbicidas convencionais.

": indica auséncia de diferenga estatistica entre os tratamentos de cada local e cada colheita (Tukey. P< 0,05).



