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RESUMO: Durante anos o cultivo de milho
geneticamente modificado (GM) vem sendo utilizado
para controlar insetos praga da Familia Lepidoptera
e o impacto ambiental dessas culturas GM tem sido
questionado em relacdo ao destino desses residuos
no ambiente. Com a decomposicdo de plantas GM
no solo e a liberacdo de exsudados pelas raizes
aumenta-se a quantidade de DNA transgénico no
ambiente, possibilitando a probabilidade de
transferéncia horizontal de genes para os
microrganismos do solo, os quais s&o naturalmente
competentes para adquirir 0 novo material genético,
e a adsorcao de DNA e proteinas as particulas do
solo. Desta forma, a ocorréncia, o destino e a
persisténcia de genes em dois tipos de solo,
arenoso e argiloso, em diferentes condi¢cbes de
temperatura, 15 e 25°C, foram estudados, em nivel
de microcosmos para o milho Bt Yieldgard evento
MONB810. O fragmento HSP70-crylAb persiste por
mais tempo no solo arenoso a 25°C, enquanto o
fragmento 35S-HSP70 persiste mais no solo
arenoso a 15°C. O fragmento crylAb-planta persiste
durante o periodo amostrado em ambos os solos e
temperatura, sendo que foi verificado maior nimero
de cépias do gene para o solo argiloso a 15°C. Os
trés conjuntos de primers utilizados foram
adequados para monitorar os genes no ambiente,
no entanto, o primer que codifica a regido crylAb-
planta pode ser o mais indicado para fazer essa
avaliagcdo a campo.
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INTRODUCAO

As culturas geneticamente modificadas (GM)
expressam proteinas inseticidas de Bacillus
thuringiensis (Bt) denominadas Cry ou delta
endotoxinas. Essas proteinas apresentam acédo
toxica e sdo altamente especificas a larvas de
insetos das ordens: Lepidoptera, Diptera e
Coleoptera (Soberén et al., 2007).

O cultivo das culturas GM tem sido questionado
sobre o risco ao ecossistema natural e agricola,
devido a presenca de organismos nao alvos como
nematoides, minhocas e a microbiota do solo, que

estdo expostos as toxinas de Bt durante o periodo
de crescimento das plantas (Gruber et al., 2011). A
exposicdo desses organismos as toxinas de Bt pode
ocorrer por meio da liberacdo de exsudados de
raizes no solo (Saxena & Stotzky, 2000), liberacdo
de pdlen e pela incorporagédo de residuos de plantas
apos a colheita (Losey et al., 1999).

No solo as toxinas de Bt podem ser adsorvidas
rapidamente pelos minerais de argila, acido humico
e pelo complexo organo-mineral. E apés a adsorcao,
a atividade inseticida das toxinas Cry permanece
ativa no solo por um do longo periodo e pode resistir
a degradacao por microrganismo (Stotzky, 2000).

Similarmente as toxinas Cry, 0s genes cry podem
ser incorporados ao solo durante o desenvolvimento
das culturas transgénicas, mas poucos estudos tém
avaliado o tempo de permanéncia desses genes no
solo. Desta forma, objetivo deste trabalho foi
detectar e quantificar a ocorréncia e a persisténcia
de fragmentos derivados de transgenia do milho Bt
Yieldgard evento MON810 em diferentes tipos de
solo e temperatura, em nivel de microcosmo.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura — CENA/USP em condicbes
controlada sob fotoperiodo (16h luz: 8h escuro),
duas condi¢cbes de temperatura (15 e 25°C) e dois
tipos de solo. O solo com textura argilosa foi
coletado na Fazenda Aredo no municipio de
Piracicaba, SP e o solo com textura arenosa foi
amostrado na Fazenda Anhembi no municipio de
Anhembi, SP.

Estudo em Microscomos

A persisténcia de genes de milho Bt foi estudada
em microscosmos contendo dois tipos de solo,
arenoso e argiloso que foram coletados em areas
que nao apresentavam histérico de cultivo de
plantas transgénicas. O DNA das folhas de milho Bt
foi extraido de acordo com o método descrito por
Doyle & Doyle (1990). Em seguida, o DNA gendmico
foi diluido em agua destilada esterilizada e
adicionado a 200g de solo, arenoso e argiloso. O



volume de &gua utilizado foi ajustado de acordo com
a capacidade de retencdo de agua dos solos
utilizados no experimento. Os controles negativos
foram misturados com uma quantidade equivalente
de agua destilada. Os solos mantidos a 15 e 25°C
foram coletados no periodo t = 0, 1, 2, 10, 30, 60,
90, 180 e 291 dias, sendo que O representa o
primeiro tempo de incubacao.

Deteccéo e quantificagcéo de genes do milho Bt

Para detectar e quantificar a presenca dos genes
de milho Bt, primers foram desenhados de acordo
com a constru¢cdo génica inserida no milho Bt
(evento MON810) (Esquema 1), e o programa
utilizado foi o Primer 3 (Tabela 1).

O termociclador StepOne Plus (Applied
Biosystems) foi usado para a deteccdo quantitativa
de genes do milho Bt por PCR fluorescente em
tempo real (QPCR) com SYBR Green | como
corante fluorescente.

Esquema 1 — Construgéo génica do evento MON810

DNA planta CaMyV 35S HSP70 crylAb DNA planta

Tabela 1 - Sequéncia de primers desenhados para o
milho Bt evento MON 810

Primers Sequéncia 5’-3’ Amplicon T®

* (Forward/Reverse) (pb) c

A ATC TTG CTC GAT GCC TTC TC 120 61
/ATG CAC TCG TTG ATG TTT GG

B TGA CGAACAATCCCACTATC 147 60
IGGC AGT AAC AAA GGC AGA GG

C CAAGTGTGC CCACCACAGC 106 62

/IGCA AGC AAA TTC GGA AAT GAA

* Fragmentos da construcédo génica: A = fragmento HSP70-cry1Ab; B =
35S-HSP70; C = crylAb-planta.

Deteccédo de genes por qPCR em amostras de
microcosmos

A extracdo de DNA total das amostras de solo foi
realizada usando o Kit Power Soillyzer DNA
Extraction'™ (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Em
seguida, foi utilizado o termociclador StepOne Plus
(Applied Biosystems) para a detec¢do quantitativa
de genes do milho Bt Yieldgard por PCR
fluorescente em tempo real (QPCR) com SYBR
Green | como corante fluorescente.

A guantidade inicial de cépias de cada fragmento
do milho Bt que foi misturado ao volume de agua
destilada esterilizada, e que posteriormente foi
adicionada ao solo arenoso e argiloso encontra-se
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na Tabela 2.

Tabela 2 - Numero de cépias de fragmentos da

construcdo génica do milho Bt MON810

Cépias
Fragmentos . P
Solo argiloso Solo arenoso
HSP70-crylAb 8,78%"% 8,615'%
35S-HSP70 1,14%% 1,155
crylAb-planta 2,12F+08 2,105+%

RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo teve como proposito identificar a
construcdo génica de fragmentos geneticamente
modificados em plantas e sua persisténcia no solo.

Para o fragmento HSP70-cry1Ab, incubado a 15
e 25°C no solo arenoso durante 291 dias, foi
observado um decréscimo no nimero de copias do
fragmento até 180 dias, apds esse periodo ndo
houve deteccéo, foi observado que a temperatura de
25°C manteve maior numero de cépias do
fragmento HSP70-crylAb chegando a ser 5 vezes
maior nos dias 10 e 30 ap0s a incubacdo (Figura
1A). O solo argiloso manteve similares resultados ao
solo arenoso para ambas as temperaturas
Curiosamente, o solo argiloso mantido em uma
temperatura de 15°C manteve deteccdo até 291 dias
e foi observado um incremento no nimero de cépias
do fragmento HSP70-crylAb de 5 e 2 vezes nos
dias 2 e 90, respectivamente(Figura 1B).

O fragmento 35S-HSP70 incubado em solo
arenoso com a temperatura de 15°C resultou em
menor decréscimo que o solo incubado a
temperatura maior de 25°C (Figura 2A). Similares
resultados foram obtidos quando para o solo
argiloso, onde os maiores valores foram
encontrados quando mantidos em temperatura de
15°C, exceto para as trés primeiras amostragens
(Figura 2B).

O fragmento crylAb-planta, incubado com solo
arenoso resultou em um decréscimo com o passar
do tempo, exceto o tempo zero as demais
avaliag6es resultaram de 1 a 7 vezes mais copias do
fragmento em todo periodo avaliado quando
mantido na temperatura de 15°C (Figura 2A). Para
o solo argiloso, foi verificado um decréscimo do
ndmero de coépias do fragmento em ambas as
temperaturas até 60 dias, surpreendentemente o
ndmero de copias do fragmento mantido a
temperatura de 25°C continua a aumentar
significativamente seus valores (Figura 2B).



CONCLUSOES

Sob condi¢cdes controladas em microcosmos e
usando primers especificos, foi possivel detectar o
gene cryAb, persistindo até o periodo amostrado de
291 dias, sob temperatura de 25°C em solo arenoso
sem histérico de cultivo de milho Bt. Sob 15°C, a
degradacédo do gene em solo ocorre em menor taxa,
especialmente em solo argiloso. O uso de primers
especificos para o milho Bt (Mon810) pode ser
usado para monitoramento do gene em solos
durante a producdo do milho Bt, com a ressalva de
que 0 gene apresenta persisténcia entre 10%10°
cbpias, podendo se manter no solo na cultura
subsequente.
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Figura 1. Persisténcia dos fragmentos HSP70-cry1lAb da construcao génica do milho Bt MON810 em solos arenoso e
argiloso (A e B) em microcosmos, mantidos nas temperaturas de 15 e 25°C durante 291 dias de incubacgé&o.

Erros nas barras e pontos de disperséo representam o desvio padrao de 6 repeticdes.

A)

Dias de Incubagdo

(B)

Dias de Incubagdo

m25°C 15°C n25°C +15°C
1,0E405 1,0E+05 1,06+05 1,0e+05
v v bt o
wn wn ~ -
N 1,0E+04 1,0E+04 < o 1,0E+04 1,08+04 g
2 3 3 3
[ ] 2 -
- N i b
o o Q 3
& 1,06403 1,08+03 & 2 1,0e+03 2 1,06+03 &
@ 7] “ u
T kS T +* S
0 @ v W
n n u wn
o0 on 0 m
9 1,0E:02 | 1,0e402 8 2 1,0E+02 1,0E+02 9
3 I3 £ c
g £ H £
s & g &
i3 & 7 ¥
& 1,0E401 t 1,0E401 & £ 1,06401 1,0e+01
3 3 2 3
2 2 8 8
2 & z 2
O 1,0E+00 + 1,0E400 O 3 1,0e+00 1,0E+00
t0 1 2 10 30 60 90 180 291 0 1 2 10 30 60 90 180 291

Figura 2. Persisténcia dos fragmentos 35S-HSP70 da construgdo génica do milho Bt MON810 em solos arenoso e
argiloso (A e B) em microcosmos, mantidos nas temperaturas de 15 e 25°C durante 291 dias de incubagao.

Erros nas barras e pontos de disperséo representam o desvio padréo de 6 repeticdes.
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Figura 3. Persisténcia dos fragmentos crylAb-planta da construgéo génica do milho Bt MON810 em solos arenoso e
argiloso (A e B) em microcosmos, mantidos nas temperaturas de 15 e 25°C durante 291 dias de incubagéo.
Erros nas barras e pontos de disperséo representam o desvio padrao de 6 repeticoes.



