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Apresentacao

A engenharia genética tem criado variedades geneticamente modificadas (GM) de muitos
cultivos que expressam a toxina inseticida proveniente da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt).
Através da técnica do DNA recombinante, o gene dessa bactéria ¢ inserido na planta. Estes genes
produzem proteinas Cry (crystal proteins), dentre outras ainda ndo comercializadas. Apds o inseto alvo
ingerir a proteina Cry ¢ provocada uma ruptura osmotica das células epiteliais do seu tubo digestivo,
determinando sua morte, antes que os mesmos consigam causar danos a cultura (Hofte e Whiteley,
1989; Sankula, 2006; Andow, 2008).

As plantas GM tem sido desenvolvidas com o intuito de promover resisténcia a doengas e
pragas, tolerancia a herbicidas, melhoramento nutricional e resisténcia a estresse abidtico como a seca
e escassez de nitrogénio (Sanvido et. al., 2006), mas mesmo apos rigorosa avaliagdo dos riscos, o
plantio dessas plantas tem despertado preocupagdo com relagdo aos impactos ambientais. As plantas
GM também podem afetar os organismos ndo-alvo de varias formas, através de residuos liberados da
planta acima ou abaixo do solo (Zwahlen et al., 2003), através das folhas e exsudados das raizes
(Saxena et al., 1999; Saxena e Stotzky, 2000), do polen (Losey et al., 1999) e outras partes que
expressam a toxina Bt, como as flores e nectérios extra-florais, sementes e fluidos do floema (Hilbeck,
2002; Andow e Hilbeck, 2004). As culturas GM s@o novidades bioldgicas, sua liberagdo no ambiente
levanta varias posicdes sobre as imprevisiveis respostas ecoldgicas e evolutivas que as espécies GM
em interagdo com a biota podem causar em médio e longo prazo (Garcia e Altieri, 2005). Para se
realizar analise de risco de plantas GM ¢ importante selecionar os grupos ndo-alvo através das suas
funcdes ecoldgicas, como por exemplo, consumidores primarios (espécie ndo-alvo que consome da
planta GM) e secundarios (espécies que se alimentam dos consumidores primarios: predadores,
parasitdides e parasitas), polinizadores (abelhas, vespas, moscas e coledpteros), detritivoros
(alimentam-se de matéria organica em decomposi¢do: formigas, coledpteros, colémbolos, micro-

organismos, minhocas e dcaros) e dispersores de sementes (passaros, pequenos mamiferos, coledpteros
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e formigas) (Andow e Hilbeck, 2004). Os efeitos dessas plantas no ambiente do solo ainda sdo pouco
estudados, havendo possibilidade de a toxina Bt afetar os organismos edéficos.

Podendo a biota do solo, especialmente os representantes da meso e macrofauna, ter papel
determinante em processos edaficos, tais como ciclagem de nutrientes, decomposi¢do da matéria
organica, melhoria de atributos fisicos como agregacdao, porosidade, infiltracido de agua e
funcionamento bioldgico do solo (Sanginga et al., 1992). A biodiversidade do solo esta interligada
com as relagdes agroecossistema-solo, onde os macroorganismos do solo, tais como, insetos,
nematoides e minhocas, realizam uma parte vital no ciclo de nutrientes, dividindo e redistribuindo
material organico (Birch et al., 2006).

O presente estudo foi conduzido com o intuito de avaliar o impacto de plantas GM sobre alguns
organismos nao-alvo de solo. No capitulo I foi avaliado o efeito do algodao GM, comparando a
variedade transgénica NuOpal® Bollgard® resistente a insetos e a ndo-transgénica DeltaOpal® sobre a
fauna de Formicidae (Insecta: Hymenoptera) e Coleoptera (Insecta) edaficos ndo-alvo. No capitulo 11
foi avaliado o efeito do algoddo transgénico NuOpal® Bollgard® comparado com o ndo-transgénico
DeltaOpal® sobre a biodiversidade de importantes indicadores da qualidade do solo pertencentes a
ordem Collembola (Ellipura). Assim sendo, o objetivo geral dessa dissertacdo foi avaliar o efeito de
cultura de algodio GM resistente a insetos sobre a entomofauna de solo ndo-alvo da toxina Cry.
Especificamente verificar se o algoddo GM resistente a insetos tem algum efeito sobre a fauna de
coledpteros e formigas de solo, comparativamente com o algoddao nao-transgénico. E analisar os
efeitos da toxina Bt liberada pela planta de algodao sobre a fauna de Collembola, comparativamente

com o algodao ndo-transgénico.
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Capitulol

Impacto do algoddo Bollgard® sobre coledpteros e formigas edéficas.



Abstract

Genetic engineering has created genetically modified (GM) varieties of many crops that
express the toxin from the bacterium Cry Bacillus thuringiensis Berliner (Bt). The Cry toxin has
insecticidal properties, is synthesized during growth of the plant, and can be expressed in any part of it.
To evaluate the impact of this technology on the environment, this study aimed to find the effect of
GM cotton resistant to insects on the fauna of Formicidae and Coleoptera. The field sample was a
commercial area located in the municipality of Maracaju, Mato Grosso do Sul, Brazil. There were two
treatments: Bt cotton and non-Bt cotton, and 20 samples were taken in each treatment during the
reproductive period of cotton in the 2007/2008 crop season. The samplings were done by interception
pitfall traps. It was used the paired t test for each day of collection to compare the occurrence of
species in both treatments. Seeking to obtain gradients of community structure of Formicidae and
Coleoptera based on species composition, it was used the technique of ordering by hybrid
multidimensional scaling (HMDS). The studied Bt cotton area negatively affected the fauna of
Formicidae, because of the species richness in Bt cotton was lower when compared to non-Bt cotton,
and the species of this family occurred in non-Bt crops were different from those presented in Bt. The
fauna of Coleoptera was also affected by Bt crop, as the species that make up the community assessed
in Bt crops are different from those that make the non-Bt crop. The fact that negative results were
observed regarding the impact on entomofauna in an area with little time under cultivation of Bt
cotton, strengthens the possibility of further changes in the long term.

Keywords: Bt cotton; Bacillus thuringiensis; Coleoptera; Formicidae; soil insects; genetically

modified plants.



Resumo

A engenharia genética tem criado variedades geneticamente modificadas (GM) de muitos
cultivos que expressam a toxina Cry da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt). Essa toxina tem
propriedades inseticidas e € sintetizada durante o crescimento da planta, podendo ser expressa em
qualquer parte da mesma. Visando avaliar os impactos dessa tecnologia no ambiente, neste trabalho
avaliamos o efeito do algoddo GM resistente a insetos sobre a fauna de Formicidae e Coleoptera de
solo. O experimento foi conduzido em uma area comercial situada no municipio de Maracaji, Mato
Grosso do Sul, Brasil. Sendo avaliados dois tratamentos: algoddo Bt e algoddo ndo-Bt. Foram
realizadas 20 amostras em cada tratamento, durante o periodo reprodutivo do algodoeiro na safra de
2007/2008. A amostragem foi realizada através de armadilhas de interceptagdo do tipo “pitfall”
modificada. Para a andlise da riqueza de espécies utilizou-se o teste t pareado por dia de coleta para
comparar a ocorréncia das espécies nos dois tratamentos. Buscando obter gradientes da estrutura da
comunidade de Formicidae e Coleoptera baseada na composi¢cdo de espécies, foi utilizada a técnica de
ordenagdo por escalonamento multidimensional hibrido (HMDS). O algoddo Bt da 4rea estudada
afetou negativamente a fauna de Formicidae, pois a riqueza de espécies no algodao Bt foi inferior
quando comparada ao algoddo ndo-Bt. As espécies de formigas ocorrentes no cultivo ndo-Bt foram
diferentes daquelas presentes no Bt. A fauna de Coleoptera também foi afetada pelo cultivo Bt, ja que
as espécies que compde a comunidade avaliada no cultivo Bt foram diferentes daquelas que compde a
cultura ndo-Bt. O fato de terem sido observados resultados negativos a respeito do impacto sobre a
entomofauna em uma area com pouco tempo de cultivo de algoddo Bt, indica a possibilidade de efeitos
ainda maiores em longo prazo.

Palavras-Chave: Algodao Bt; Bacillus thuringiensis; Coleoptera; Formicidae; insetos de solo; plantas

geneticamente modificadas.



Introducéo

O algodao Gossypium hirsutum Linnaeus (Malvaceae) foi modificado geneticamente ao receber
endotoxina-o (genes cry) com propriedades inseticidas de uma bactéria de solo, Bacillus thuringiensis
Berliner (Bt). Estes genes produzem proteinas Cry (crystal proteins) e outras ainda nao
comercializadas. Apds a ingestdo a proteina Cry provoca uma ruptura osmética das células epiteliais
do tubo digestivo dos insetos, determinando a morte, antes que os mesmos consigam causar danos a
cultura (Hofte e Whiteley, 1989; Sankula, 2006; Andow, 2008). O algodao Bt resistente a Lepidoptera,
Bollgard® evento MONS531, que expressa a proteina CrylAc, foi legalizado em 2005 (Mendongca-
Hagler et al., 2008) e tem como praga-alvo algumas lagartas de Lepidoptera, como a Heliothis
virescens Fabricius, Alabama argillacea Hiibner e Pectinophora gossypiella Saunders. O algodiao Bt
estd sendo cultivado no Centro-Oeste brasileiro que produz cerca de 80% do algodao no pais (Bélot et
al., 2005) em muitas partes do mundo, incluindo Argentina, Australia, Brasil, China, india, Africa do
Sul e Estados Unidos (Andow, 2008).

Os efeitos das plantas GM no solo ainda sdo pouco estudados, apesar de apresentar evidéncias
de grande impacto dessas plantas na microbiota do solo que consome os produtos metabdlicos
liberados (Andrade e Nogueira, 2005). Sabe-se bem que as variedades do algoddo Bt produzem a
toxina Cry na parte aérea da planta, particularmente nas folhas e nos botdes florais (Vadakattu e
Watson, 2004). Plantas GM exsudam toxinas pelas raizes, que poderiam também afetar organismos
responsaveis pela ciclagem de matéria organica, os fragmentadores e/ou decompositores, reduzindo ou
impedindo a degradacdo de compostos como celulose, hemicelulose, quitina, lignina, com
conseqiiéncias para a produtividade das plantas (Capalbo et al., 2005). Entretanto, muitos fatores
podem influenciar na acumulagdo da proteina transgene no solo, incluindo a quantidade contida nos
tecidos da planta, a resisténcia da proteina a degradagdo e os fatores quimicos, fisicos e ambientais do
solo (Liu et al., 2005; Icoz e Stotzky, 2008). Varios riscos e hipoteses sobre os impactos do algodao Bt
nos ecossistemas de solos no Brasil foram identificados, o principal foi a possibilidade de toxinas Bt
terem efeitos deletério na biodiversidade e dinamica funcional dos organismos de solo (Mendonga-

Hagler et al., 2006).



Mais de 90% da biodiversidade nos agroecossistemas esta no solo (Birch et al., 2006). A fauna
edafica tem importancia pelo fato de tais individuos influenciarem os processos do solo por meio da
escavagdo e/ou ingestao ¢ transporte do material mineral e organico (Lima et al., 2007). Por exemplo,
a comunidade de formigas (Formicidae), um dos grupos edaficos dominantes nos agroecossistemas
(Smeding e Snoo, 2003), ¢ de grande importancia para estudos de impacto ambiental, j& que estas
restauram e mantém a qualidade do solo. As formigas atuam na redistribuicdo das particulas, dos
nutrientes ¢ da matéria organica, bem como aprimoram a penetracdo de dgua e a aeragao no solo
através de aberturas de poros (Bruyn, 1999). As formigas também tém fungdo protetora em plantas,
como o algodoeiro, pois sdo importantes inimigos naturais de Lepidoptera e Coleoptera (Fowler et al.,
1991), sendo varias espécies predadoras generalistas de pragas do algodoeiro (Bastos e Torres, 2005).
As formigas Pheidole e Solenopsis reduziram a popula¢ao de bicudo do algodoeiro, Anthonomus
grandis Boheman (Coleoptera), que entrariam em diapausa, ao interceptar os adultos imediatamente
apoOs sua emergéncia dos botdes florais (Fernandes et al., 1994; Bastos ¢ Torres, 2005). Espécies de
Coleoptera ndo-alvo da proteina Bt podem ser benéficos nos cultivos, por exemplo, os decompositores
e predadores (Andow e Hilbeck, 2004).

Portanto, objetivou-se verificar se o algodao GM resistente a insetos tem algum impacto sobre
formigas e coledpteros edaficos, e assim discutir as implicagdes ecologicas deste possivel impacto

sobre a comunidade destes grupos na fase reprodutiva do algodoeiro.

Material e Métodos

Local de instalacéo dos experimentos — O estudo foi conduzido em uma area comercial em
regido de cerrado (latitude -21° 36' 52" S, longitude 55° 10' 06" W, altitude 384 m), situada no
municipio de Maracaju, Mato Grosso do Sul, Brasil. O plantio foi realizado no dia 15 de novembro de
2007, compreendendo 13 hectares de algoddo convencional (DeltaOpal®™) e 50 hectares de algodéo
geneticamente modificado Bt (Nqual® Bollgard®) evento MONS531, que expressa a toxina CrylAc.

Na area amostral foram realizadas duas capinas manuais, a adubacdo de base foi 360 kg ha™! do
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formulado 11-15-15 (NPK), e uma adubacdo de cobertura de 150 kg ha' de Cloreto de Potassio e 200
kg ha™' de Sulfato de Aménia. Nao foi utilizada aplicagio de inseticidas na area amostral.

Amostragem — A éarea total utilizada para realizagdo das amostragens apresentava 40 m de

largura por 100 m de comprimento, onde o delineamento experimental constituiu-se de dois

tratamentos, o algodao-Bt e o algoddo convencional ndo-Bt, sendo realizadas 20 amostras em cada

tratamento (Figura 1).

40 m
Q (@) 1
&
(=
© o ° o
€
- c
= °) C
(an ) <
(an)
-
d o
Nao Bt < ol bt Bt c
c
o ol o
(o] o
o) C
=
< ©) G - -
e o

Figura 1. Esquema da area amostral em Maracaju-MS. Cada circulo representa a localizagdo de uma armadilha
“pitfall”.
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Cada amostra constituiu-se de uma armadilha de interceptagao do tipo “pitfall” modificada, as

quais foram dispostas casualmente no campo de algodio Bt e nao-Bt. Estas armadilhas eram
compostas por garrafas de plastico do tipo pet (2 litros de capacidade volumétrica) cortadas ao meio,
na qual a parte superior foi encaixada invertida formando um funil, sendo estas enterradas no solo com
a borda no nivel da superficie do solo. O interior de cada armadilha continha 2/3 de seu volume de
agua com hipoclorito de sodio a 0,1% (para conservacdo dos individuos capturados) e algumas gotas
de detergente (para quebrar a tensdo superficial da dgua). Uma cobertura de madeira (15x15cm) com
haste de metal funcionando como base para manter a altura de 2,5cm em relagdo a superficie do solo e

assim evitar o acimulo de impurezas e d4gua de chuva no interior das armadilhas (Figura 2).

Figura 2. Procedimento de coleta do material nas armadilhas. A) armadilha “pitfall” modificada com cobertura
de madeira; B) e C) coletando.

As coletas do material nas armadilhas foram realizadas durante o periodo reprodutivo do
algodoeiro, entre 08 de janeiro e 14 de fevereiro de 2008. As avaliacdes foram realizadas nesse
periodo, pois se esperava encontrar um maior numero de espécies herbivoras e carnivoras devido ao
aparecimento de novas estruturas na planta. As armadilhas permaneceram no campo durante todo o
periodo de coleta, sendo que a cada trés dias era retirada a amostra e o liquido do interior da armadilha
renovado, sendo totalizadas no final do periodo de floragdo nove amostragens em cada tratamento. O
material coletado foi armazenado em potes plasticos contendo alcool a 70% e, em seguida, conduzido

ao laboratorio de Biologia Geral da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) para triagem.
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Identificacdo das espécies — A identificagdo dos insetos no menor nivel taxondmico possivel
foi realizada com auxilio de especialistas da Universidade Federal do Paranda (UFPR). Aqueles
individuos os quais ndo foi possivel realizar a identificacdo especifica foram classificados em morfo-
espécie. Exemplares de Formicidae e Coleoptera foram depositados no Museu de Entomologia da
UFGD e na Colegao de Entomologia Pe. Jesus Santiago Moure da UFPR.

Analise estatistica — Para a realiza¢do das analises, foram consideradas apenas as espécies de
Formicidae e Coleoptera que ocorreram em pelo menos trés amostras. Para a analise da riqueza de
espécies utilizou-se o teste t pareado por dia de coleta para comparar o nimero de espécies nos dois
tratamentos. Para a obtencdo de gradientes da estrutura da comunidade de Formicidae e Coleoptera
baseada na composicdo de espécies, foi utilizada a técnica de ordenacdo por escalonamento
multidimensional hibrido (HMDS) (Faith et al., 1987). Para Formicidae considerou-se a matriz de
distancias SORENSEN, e para Coleoptera considerou-se o indice de dissimilaridade Bray-Curtis (Bray
e Curtis, 1957). Posteriormente, foi feita uma andlise de variancia multivariada (MANOVA)
considerando a estatistica de Pillai Trace, para verificar as diferencas em composi¢do de espécies entre

os dois cultivos.

Resultados

Foram coletadas formigas pertencentes a 18 espécies de Formicidae representantes de nove
géneros e seis subfamilias (Tabela 1) durante o periodo reprodutivo do algodoeiro, das quais somente
nove espécies foram utilizadas para a realizagdo das andlises sobre o impacto do algoddao Bt. Estas
nove espécies pertencem a seis géneros ¢ quatro subfamilias: Brachymyrmex sp.1 e Camponotus sp.1,
Dorymyrmex sp.1, Labidus sp.1, Pheidole sp.1, Pheidole sp.2, Pheidole oxyops Forel, Solenopsis sp.1

e Solenopsis saevissima Smith, sendo todas predadoras generalistas.
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Tabela 1. Frequéncia de ocorréncia dos espécimes da familia Formicidae coletados em armadilha “pitfall” em
algoddo Bt e ndo-Bt durante o periodo reprodutivo da cultura, Maracaju-MS, Brasil, safra 2007/2008.

Taxon Tratamento

Bt nao-Bt
Formicinae
Camponotus crassus 11,11% 0
Camponotus ruphipenis 11,11% 0
Dolichoderinae
Dorymyrmex sp.2 11,11% 11,11%
Ecitoninae

Myrmicinae

Pheidole sp.3 0 22,22%
Solenopsis sp.2 11,11% 11,11%
Ponerinae

Hipoponera sp.1 11,11% 0
Hypoponera sp.2 0 22,22%
Pachycondyla striata 11,11% 0
Pseudomyrmecinae

Pseudomyrmex sp.1 11,11% 0

As espécies utilizadas nas andlises estatisticas estdo destacadas em cinza.
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Das formigas analisadas, somente Labidus sp.1 foi exclusiva no tratamento nao-Bt, e apenas
Pheidole sp.1 e Solenopsis sp.1 ocorreram em todas as amostras dos dois tratamentos.

A riqueza destas espécies diferiu significativamente entre as variedades de algodao Bt e ndo-Bt
(t=3,05; gl=8; p= 0,016). O maior numero de espécies ocorreu no tratamento nao-Bt. Em apenas um
dia observou-se maior riqueza no algoddo Bt, quando o total de espécies de formigas coletadas foi

superior aos demais dias de avaliagdo (Figura 3).

NuUmero de espécies

2 I I
Bt Nao-Bt

Tratamento

Figura 3. Riqueza de espécies de formigas nos tratamentos de algoddo Bt e ndo Bt, em nove dias de
amostragem, Maracaju-MS, Brasil, safra 2007/2008.

A diferenca em composicao das espécies de formigas entre os dois tratamentos foi significativa
(Pillai Trace= 0,38; F= 4,6; gl= 2 e 15; p=0,028), sendo as espécies de formigas ocorrentes no cultivo

ndo-Bt diferentes daquelas que ocorreram no Bt (Figura 4). As espécies que mais contribuiram para
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essa diferenca (r>0,5) foram Camponotus sp.l1, Labidus sp.1, Pheidole sp.2, Pheidole oxyops,

Solenopsis saevissima, Brachymyrmex sp.1 e Dorymyrmex sp.1.

1,2 d °

Dimensao HMDS 2

sp.4

" \ \ o | |

-1,4 -0,7 0,0 0,7 1,4
Dimensdao HMDS 1

Figura 4. Composicdo das espécies de formigas, representada pela ordena¢do das amostras por escalonamento
multidimensional hibrido (HMDS, stress= 0,18), correlacionadas com os tratamentos Bt (pontos preenchidos) e

nao Bt (pontos em branco). As linhas representam a contribui¢@o de cada uma das espécies para esta ordenagao.
spl- Camponotus sp.1, sp2- Labidus sp.1, sp3- Pheidole sp.2, sp4- Pheidole oxyops, sp5- Solenopsis
saevissima, sp6- Brachymyrmex sp.1, sp7- Dorymyrmex sp.1 (Pheidole sp.1 e Solenopsis sp.1 apresentaram
correlagdo menor que 0,5 com o plano de ordenagdo e nao foram representadas), Maracaju-MS, Brasil, safra
2007/2008.

Com relacao aos insetos coletados da ordem Coleoptera, foram constatadas 54 espécies de 15

familias totalizando 707 individuos (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de individuos das espécies (ou morfo-espécies) de Coleoptera coletados em armadilha
“pitfall” em cultivares de algoddo Bt e ndo-Bt, Maracaju-MS, Brasil, safra 2007/2008.

Tratamento
Bt nao-Bt

Taxon

Anthicidae

Carabidae

sp.6 0 1
sp.7 0 1
sp.8 1 0

Chrysomelidae

Systena sp.1 1 0
Phaedon consimilis 0 1
Myochrous sp. 0 1
sp.9 3 0
Coccinelidae

Colydiidae

Eisrmm ]

Curculionidae

Conotrachelus sp. 0 1
Rhyssomatus sp. 0 1
Sternechus subsignatus 1 0

Elateridae

Aeolus sp.2 1 1

Erotylidae
Pselaphacus sp. 1 0
Histeridae
Phelister sp.1 1 0
Nitidulidae



Tabela 2 (cont.).

Tratamento
ndo-Bt

Taxon

Scarabaeidae

Leucothyreus kirbyanus 1 0

Canthon histrio

Coprophanaeus

cyanecens 1 0
Coprophanaeus horus 0 3
Pseudocanthon sp. 1 1
Eutrichillum sp. 0 10

Scirtidae

Silvanidae

Staphylinidae
Pinophilus sp.
sp.12
sp.13
sp.10

—_— O =
—_— = O O

Tenebrionidae

Ctesia hirta 1 1
Lagria villosa 0 1
Blapstinus sp.1 1 1
sp.14 1 0
Total individuos 310 397

As espécies utilizadas nas analises estatisticas estdo destacadas em cinza.
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Para as andlises dos dados utilizou-se 661 individuos distribuidos em 27 espécies que

ocorreram em pelo menos trés amostras. A riqueza de espécies nos dois tratamentos (Figura 5) ndo

diferiu  significativamente entre o algodio ndo-Bt e

p=0,633).
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Figura 5. Riqueza de espécies de Coleoptera nos tratamentos de algoddo Bt e ndo Bt, em nove dias de
amostragem, Maracaju-MS, Brasil, safra 2007/2008.

A ordenagao em duas dimensodes (stress= 0,20) representou a variacdo na composicao das
espécies de Coleoptera nos tratamentos de algodao Bt e ndo-Bt (Figura 6). As espécies que ocorreram
no algoddo nao-Bt sdo significativamente diferentes daquelas que ocorreram no Bt (Pillai trace=0,52;
F=8,12; gl= 2 e 15; p=0,004). Das 27 espécies analisadas, nove foram as que mais contribuiram para
essa diferencga (r>0,5): Canthon sp.1; Canthidium sp.1; Calosoma granulatum Perty; Scymnus scymnus
sp.1; Eriopis connexa Germar; Brasilaphthona sp.1; Conoderus malleatus Germar; Scirtes sp.1 e

Carpophilus sp.1.
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Figura 6. Composicao das espécies de Coleoptera, representada pela ordenagdo das amostras por escalonamento
multidimensional hibrido (HMDS), correlacionadas com os tratamentos Bt (pontos preenchidos) e ndo Bt
(pontos em branco). sp.15 — Canthon sp.1; sp.26 — Canthidium sp.1; sp.24 — Calosoma granulatum; sp.20 —
Scymnus scymnus sp.1; sp.22 — Eriopis connexa; sp.18 — Brasilaphthona sp.1; sp.21 — Conoderus malleatus;
sp.25 — Scirtes sp.1; sp.27 — Carpophilus sp.1, as demais espécies apresentaram correlagdo menor que 0,5 com
o plano de ordenacédo e ndo foram representadas, Maracaju-MS, Brasil, safra 2007/2008.

Dos coleopteros analisados, quatro espécies predominaram no tratamento ndo-Bt: C.
granulatum, Tetracha spl, E. connexa e Canthidium sp.1. Assim como no tratamento Bt também

predominaram outras quatro espécies: Phloeonemus sp.1, Scirtes sp.1, C. malleatus, Heteroderes sp.1,

sendo as duas ultimas com ocorréncia exclusiva no tratamento Bt (Tabela 2)
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Discussao

Os espécimes dos géneros de formigas, Solenopsis, Pheidole, Camponotus, Labidus,
Brachymyrmex e Dorymyrmex, encontradas nesse estudo sdo predadoras generalistas, e também foram
ocorrem comumente no agroecossistema de algodoeiro no Nordeste e no Centro Oeste brasileiro
(Bastos ¢ Torres, 2003; Monteiro, 2008).

A riqueza de espécies dessas formigas no tratamento Bt foi inferior quando comparado ao nao-
Bt, discordando de Ramirez et al. (2005) que ndo observaram diferenga na comunidade de formigas
entre cultivos dessas duas cultivares de algoddo. Assim como outras pesquisas também desenvolvidas
em campo de algoddo Bt e ndo-Bt indicam uma pequena ou, as vezes, nenhuma diferenca na
comunidade de outros artropodes benéficos (Whitehouse et al., 2005; Ramiro e Faria, 2006). Quando
se comparou campos de milho Bt e ndo-Bt foi observada pouca diferenca na abundancia de predadores
generalistas ndo-alvo da proteina Bt, porém, o parasitdoide especialista Macrocentrus cingulum
Brischke (Hymenoptera) teve menor abundancia no campo transgénico (Pilcher et al., 2005).

As formigas da espécie Labidus sp.l1 ocorreram exclusivamente no tratamento ndo-Bt; este
comportamento pode ser resultado de um efeito deletério do tratamento Bt. Também € possivel que sua
ocorréncia exclusiva seja devido a maior abundéncia de alimento para essas predadoras no cultivo nao-
Bt. Outros trabalhos constataram no cultivo do algoddo GM abundancia de predadores inferior quando
comparado ao cultivo ndo-Bt, bem como o tratamento com inseticida teve menor abundancia de
predadores quando comparado ao tratamento Bt (Sisterson et al., 2007; Wolfenbarger et al., 2008).

As espécies de formigas que compde as amostras dos cultivos Bt e ndo-Bt sdo diferentes,
embora, duas espécies tenham sido predominantes em ambos os tratamentos, ocorrendo em todas as
armadilhas durante as amostragens, sendo elas Pheidole sp.1 e Solenopsis sp.1. Monteiro (2008)
constatou que a partir da floragdo do algodoeiro estes dois géneros de formiga predominaram no
cultivo do algodao. Pode ser esta a razdo da abundéncia dessas duas espécies de formigas no presente
estudo, ja que as coletas foram realizadas apenas no periodo reprodutivo do algodoeiro. Essas formigas
estdo entre as que apresentam alta riqueza de espécies em regides tropicais (Wilson, 1976),

predominantes nos ecossistemas terrestres por suas espécies possuirem ampla tolerancia as condicdes
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fisicas do ambiente (Andersen, 1991), apresentando grande capacidade de colonizar habitats alterados
pelo homem e com baixa complexidade estrutural (Fonseca e Diehl, 2005). As formigas destes géneros
sdo predadores de lagartas de Lepidoptera A. argillacea praga alvo do algoddo Bt (Gravena e Pazetto,
1987) e Helicoverpa armigera Hiibner ndo-alvo do Bt (Mansfield et al., 2003), de Coleoptera nio-
alvo, A. grandis (Fernandes et al., 1994) e Hippodamia convergens Guerin-memeville (Kaplan e
Eubanks, 2002).

Para tentar compreender os motivos dos impactos do cultivo de algodao Bt sobre a fauna de
formigas, ¢ importante observar como o cultivo de plantas Bt tem influenciado outros organismos.
Quando se trata de experimentos para analisar o efeito de plantas transgénicas em organismos nao-
alvo, os trabalhos sdo realizados com organismos sensiveis, como por exemplo, as minhocas
(Annelida), que sdo sensiveis a varios tipos de toxinas no solo. Foi constatada a presenca da proteina
CrylAb no intestino de minhocas introduzidas em solos com presenca de Bt, apesar disto, o nimero
total de nematoides, culturas de protozoarios e bactérias, infestantes do seu sistema digestivo, ndo
foram afetadas pela referida toxina (Saxena e Stotzky, 2000). Posteriormente, outro experimento
utilizando minhocas foi realizado em campo de milho Bt, verificando-se que os residuos dessa cultura
nao afetam o crescimento ou desenvolvimento da minhoca Aporrectodea caliginosa Savigny
(Oligochaeta) quando comparado com o milho ndo-Bt (Vercesi et al., 2006). Também foram
realizados experimentos com acaros de solo, através de intensa ingestdo de toxina Bt, verificou-seque a
sobrevivéncia ou desenvolvimento da espécie Scheloribates praeincisus Berlese (Acari) ndo foi
afetada (Oliveira et al., 2007). Do mesmo modo, através de experimentos em laboratorio
desenvolvidos com Chrysoperla carnea Stephens (Neuroptera) também foi verificado que a toxina Bt
nao tem nenhum efeito sobre este predador (Andow e Hilbeck, 2004). Assim como as minhocas,
acaros e neuropteros, as formigas nao sdo alvo da toxina Bt, mas ao contrario dos outros organismos,
as formigas foram afetadas pela cultura transgénica.

Estudos de exposi¢ao de Coleoptera a proteina Cry foram realizados em campo de milho Bt
(Cryl Ab) com sete espécies (Agonum placidum Say, Bembidion rupicola Kirby, Clivina impressefrons

LeConte, Cyclotrachelus iowensis Freitag, Harpalus pensylvanicus DeGeer, Poecilus chalcites Say e
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Poecilus lucublandus Say). Através de teste ELISA foi detectado que todos os individuos coletados no
campo continham a proteina Cryl Ab, o que significa que algumas espécies nao-alvo sdo contaminadas
quando expostas a proteina Cry, mas, as implicagcdes desta exposi¢ao ainda ndo sao claras (Zwahlen e
Andow, 2005). Nesse sentido, o presente estudo detectou algumas implicagdes faunisticas
(composicdo e riqueza) nas populagdes de coledpteros e formigas quando na presenga da cultivar de
algodao que expressa a toxina Cry. Mas, como esta ¢ uma pesquisa pioneira no Brasil, principalmente
por obter resultados em nivel especifico, conseqiientemente ainda ndo estd claro o motivo da
composi¢ao das espécies de Coleoptera serem diferentes entre os cultivos do algodao Bt e nao-Bt.

Os coledpteros predominantes no cultivo ndo-Bt sdo na maioria predadores (C. granulatum,
Tetracha sp.1, E. connexa). E possivel que a ocorréncia destes predadores em maior nimero neste
tratamento seja devido a maior disponibilidade de presas ou até mesmo por um efeito deletério do
tratamento Bt sobre estas espécies.

Ja os coledpteros que predominaram no cultivo Bt sdo na maioria herbivoros (Phloeonemus
sp.1, C. malleatus e Heteroderes sp.1), talvez a competi¢do pelo alimento no tratamento Bt seja
inferior ao ndo-Bt, ou até mesmo em func¢ao da menor ocorréncia de predadores como foi constatado
neste estudo.

Os resultados deste estudo indicam que o cultivo de algodao Bt afetou negativamente a fauna
de formigas, ja4 que o numero de espécies no tratamento Bt foi inferior ao ndo-Bt. Também causou um
efeito espécie-especifico para alguns individuos de Formicidae e Coleoptera, ou seja, a composi¢ao
das espécies entre os tratamentos foi diferente. E necessario, portanto, mais estudos sobre o impacto de
plantas GM sobre os individuos da Familia Formicidae e da Ordem Coleoptera, pois estes insetos tém
grande importancia para a qualidade do solo, prote¢do da planta atuando como predadores de insetos
praga, dentre outras interacdes ecologicas. O fato de terem sido observados impacto negativos sobre a
entomofauna de solo em uma area com pouco tempo de cultivo de algodao Bt, existe a possibilidade

de modificacdes ainda maiores em longo prazo.
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Impacto de algodao geneticamente modificado sobre Collembola
(Ellipura).
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Abstract

Genetically modified (GM) plants that express the toxin from the bacterium Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) are developed for the control of insect pests in different crops. However, it
is not clear if the cultivation of GM plants on a large scale can cause any changing in the soil
ecosystem. Although, there are few studies about the risks of GM plants on the biodiversity. In this
work, it was evaluated the impact of GM Gossypium hirsutum Linnaeus (Malvaceae) on the fauna of
Collembola non target of the Bt technology in the field. For this, samples from soil under the
cultivation of Bt and non-Bt cotton were monthly collected in Berlese-Tullgren funnels. Aiming the
assessment of ecological impacts, individuals from the order Collembola (Ellipura) were studied due to
the importance they have as indicators of soil quality. The results indicate that Bt cotton compared to
non-Bt cotton had an impact on the fauna of Collembola after the reproductive period of the crop, and
the richness of species was lower in Bt cotton after flowering. However, the species collected in both
treatments presented the same composition, but it was noticed a reduction in the number of individuals

in the Bt crop, showing that the whole community of Collembola was sensitive to Bt treatment.

Keywords: Cotton; Bacillus thuringiensis; non-target organisms; CrylAc.
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Resumo

Plantas geneticamente modificadas (GM) que expressam a toxina da bactéria Bacillus
thuringiensis Berliner (Bt) sdo desenvolvidas visando o controle de insetos-pragas em diferentes
cultivos. No entanto, ndo esta claro o que o cultivo de plantas GM em larga escala pode ocasionar no
ecossistema do solo. Ainda sdo poucos os estudos sobre o risco de plantas GM realizados em campo.
Neste trabalho, foi avaliado o efeito de plantas GM de algodoeiro Gossypium hirsutum Linnaeus
(Malvaceae) sobre a fauna de Collembola nao-alvo da tecnologia Bt, em condi¢des de campo. Para
tanto, foram coletadas amostras de solo na cultura de algodao Bt e ndo-Bt e depositadas mensalmente
em funil de Berlese-Tullgren. Para a avaliagdo de impacto, foram avaliados os individuos da ordem
Collembola (Ellipura) devido sua importancia como indicadores da qualidade do solo. Os resultados
indicaram que o algoddo Bt comparado ao algoddo ndo-Bt causou impacto na fauna de Collembola
apos o seu periodo reprodutivo, sendo a riqueza de espécies inferior no tratamento com algodao Bt
apos a floracao do algodao. Todavia, as espécies coletadas em ambos os tratamentos foram as mesmas.
Como houve redug¢do do numero de individuos no cultivo Bt, demonstra-se que a comunidade de
Collembola foi sensivel ao tratamento Bt.

Palavras-Chave: Algodociro; Bacillus thuringiensis; organismos nao-alvo; plantas Bt; CrylAc.
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Introducao

O uso de plantas geneticamente modificadas (GM) resistentes a insetos € uma estratégia de
manejo de pragas agricolas, recentemente desenvolvida. Através da tecnologia do DNA recombinante,
um gene da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner (Bt) tem sido introduzido no genoma de plantas
(Armstrong et al., 1995), conferindo alto padrdo de resisténcia das plantas a algumas espécies de
insetos pragas especialmente da ordem Lepidoptera (Flores et al., 2005).

Atualmente existem dois tipos de algoddo GM resistente a insetos, o primeiro a ser langado
comercialmente foi o Bollgard® I que expressa a endotoxina CrylAc, e posteriormente, o Bollgard® II
que expressa os genes CrylAc e Cry2Ab (Sankula, 2006). No Brasil, apenas o Bollgard® I evento 531
(Monsanto) foi liberado para comercializagdo (Mendonga-Hagler et al., 2008).

A introducdo de plantas GM tem ocasionado uma série de questdoes, uma delas ¢ o impacto
ecoldgico dessas plantas no agroecossistema. As toxinas Bt sdo sintetizadas durante o crescimento da
planta, podem se expressar em qualquer tecido vegetal, podendo esta toxina ser liberada no solo
através dos exsudados das raizes da planta. A consumagdo, inativacdo e degradacdo dessa toxina
dependem dos microorganismos edéaficos e de fatores como temperatura e tipo de solo (Tapp e
Stotzky, 1995; Stotzky, 2000; Shelton et al., 2002; Sanvido et. al., 2006). Se a toxina acumular no
solo, pode afetar organismos ndo-alvo tais como o da microbiota do solo e insetos benéficos
(Mendonga-Hagler et al., 2008).

Exemplo de organismos benéficos sdo os Collembola (Ellipura), pois estes desempenham um
papel importante no processo de decomposicdo de matéria organica, influenciando a ecologia
microbiana e a fertilidade do solo (Hopkin, 1997). Estes pequenos artrépodes tém como predadores os
acaros, coleopteros e aranhas. Vivem em lugares imidos, proximos a superficie do solo (Daly et al.,
1998) e em solo humoso, entre musgos, sobre ou sob folhas caidas, na bainha de folhas de plantas e no
meio de detritos vegetais em decomposi¢do. Dependendo da espécie, estes organismos podem viver na
superficie de lagos de dgua doce ou ao longo de praias marinhas, sobre a neve ou em formigueiros e
termiteiros. S3o raros em regides secas e muitos sdo transportados pelo vento (Buzzi, 2002). Também

sdo encontrados na regido das raizes das plantas, podendo assim serem expostos as proteinas liberadas
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no solo pelos exsudados das plantas (O’Callaghan et al., 2005). Uma vez que sdo os artropodes mais
abundantes do solo, os individuos de Collembola desempenham um importante papel como
decompositores na cadeia alimentar (Petersen, 2002). Sdo Hexapoda e apteros, com aproximadamente
7500 espécies descritas, sendo que no Brasil existem 199 espécies descritas em 80 géneros de 19
familias, com 127 espécies constatadas apenas no Brasil (Culik e Zeppelini Filho, 2003). Podem ser
saprofagos, fungivoros, fitofagos e raramente predadores (Gillott, 2005). A preferéncia alimentar
depende da espécie, e a composi¢ao de espécies e estrutura da comunidade de Collembola influencia
os processos de decomposi¢ao de matéria organica ¢ mineralizagdo de nutrientes (Chahartaghi et al.,
2005).

Varios riscos e hipdteses sobre os impactos do algoddao Bt nos ecossistemas de solos no Brasil
foram determinados. O principal tema abordado foi a possibilidade da toxina Bt ter efeitos adversos na
biodiversidade e dinamica funcional dos organismos de solo. Mesmo quando se comprovou a auséncia
de evidéncias de impactos negativos sobre a entomofauna, ndo pode ser descartada a possibilidade de
algum efeito em longo prazo, o que somente com o plantio de transgénicos em ampla escala e em
longo prazo poderdo ser identificados e quantificados os seus respectivos impactos (Mendonga-Hagler
et al., 2006). A maioria dos estudos de analise de risco foi desenvolvida em laboratdrio ¢ ndo foram
sujeitos as variagdes naturais, como por exemplo, tipo de solo, idade da planta, cultivares, rotacao de
culturas e praticas agricolas (Sanvido et al., 2006). Portanto, ainda ndo esta claro o nivel de impacto
ecologico de culturas GM. Devido a importancia dos Collembola como indicadores da qualidade do
solo e a caréncia de estudos sobre os efeitos de culturas GM nesses organismos, objetivou-se analisar o

efeito da toxina Bt liberada pela planta de algodao GM, sobre a fauna de Collembola.

Material e Métodos

Local de instalagdo dos experimentos — O experimento foi conduzido na area experimental da
Universidade Federal da Grande Dourados — UFGD (latitude 22° 14°S, longitude de 54° 49°W e

altitude de 458 metros). Apresenta clima Mesotérmico Umido, verdes quentes € invernos secos € o
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solo predominante na regido ¢ o Latossolo Vermelho Distroférrico e Eutriférico, apresentando-se com
textura argilosa e o relevo ¢ normalmente plano e suavemente ondulado (Mato Grosso do Sul, 1990).

A instalacdo da é4rea para producdo das plantas seguiu os padrdes normais de producdo da
cultura. Realizou-se o preparo de solo através de subsolagem + grade intermediéria + grade niveladora.
A semeadura da cultura foi feita utilizando 14 sementes por metro linear. Nas areas semeadas com
algoddo Gossypium hirsutum Linneaus, onde foram demarcadas quatro 4reas com 100m? (10 m x 10
m) cada um. Os tratamentos nesse campo experimental foram: o algoddo-Bt (NuOpal® Bollgard®™) que
expressa a proteina CrylAc, e o algoddo convencional ndo-Bt (DeltaOpal®).

O delineamento amostral constituiu-se de dois tratamentos e 40 repeti¢des. Foram semeados
quatro campos experimentais, sendo dois campos de algodao convencional e dois campos de algodao
Bt, intercalados. Cada campo tinha 10 m x 10 m, representados por 12 linhas com espacamento de 90

cm entre linhas, com aproximadamente 10 plantas por m? (Figura 1).

10 m

10m o 000000000 o000 0000900

Bt N3o-Bt Bt Nio-Bt

Figura 1. Disposicao da area amostral de coleta de colémbolos nos campos de algodao Bt e ndo-Bt intercalados.
Os circulos representam o local de coleta do solo. Dourados-MS, safra 2007/2008.
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Amostragem e identificagdo de Collembola — A primeira coleta foi realizada antes da
semeadura e as demais aos 30, 60, 90, 120 e 150 dias ap6s a semeadura. As amostras foram realizadas
através de um anel de metal com capacidade de 250 cm® de solo, sendo realizadas 20 amostras de solo
para o algodao Bt e outras 20 para o ndo-Bt. O solo coletado em cada um dos anéis foi armazenado em
saco plastico e, posteriormente encaminhado para o Laboratério de Entomologia do Nucleo
Experimental de Ciéncias Agrarias da UFGD. Estas amostras foram instaladas em uma bateria de funis
de Berlese-Tullgren, em uma mesa expositora de metal de 2,20 m de comprimento x 2,00 m de altura e
0,40 m de largura, permanecendo nos funis por um periodo de sete dias. Este funil consiste de metal
com 20 cm de altura, com uma tela de metal de malha fina localizada a aproximadamente 10 cm da
abertura maior do funil. Sob cada funil havia um frasco coletor com liquido conservante (solug¢ao de
75% de élcool, 22% de agua destilada, 2% de glicerina e 1% de formol). Para impelir a migragdo dos
organismos do funil para o frasco coletor, instalaram-se lampadas 25 watts sobre os funis a uma

distancia de 30 cm da superficie do solo (Figura 2).

Figura 2. Procedimento de coleta de solo. A) anel de metal utilizado para coleta de solo; B) procedimento de
coleta de solo com trado; C) bateria de funis na mesa expositora. Dourados-MS, safra 2007/2008.
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Posteriormente com a utilizagdo de lupa estereoscopica foi feita a triagem do material e em
seguida a clarificagdo dos individuos para visualizar suas estruturas taxonomicas. Para a clarifica¢ao,
foram utilizadas laminas escavadas contendo 4cido latico onde foram submergidos os individuos de
cada amostra por um periodo de cinco dias em estufa a 50°C. Depois de clarificados foram
individualizados e identificados em nivel de género utilizando microscopio de luz e chave taxonémica
de Jordana e Arbea (1989), sendo todas as identificagdes confirmadas por especialistas da UFGD.

Anélise estatistica — Para a analise de riqueza de espécies foi utilizada a analise de variancia
hierarquica na qual os tratamentos (Bt ¢ ndo-Bt) foram aninhados nos periodos pré e pos-floracdo. Para
a andlise de composicdo de espécies foi utilizada a técnica de ordenagdo por escalonamento
multidimensional hibrido (HMDS) (Faith et al., 1987). Considerou-se a distancia Bray-curtis (Bray e
Curtis, 1957) pela abundancia relativa das espécies e uma analise de varidncia multivariada
(MANOVA) considerando a estatistica de Pillai Trace, para verificar as diferencas em composicao de

espécies entre os dois cultivos.

Resultados

Foram coletados 89 individuos de sete espécies e quatro familias de Collembola:
Entomobryoide sp., Heteromurus sp., Lepidocyrtus sp., Seira sp. (Entomobryidae), Sminthurides sp.
(Sminthurididae), Sminthurus sp. (Sminthuridae) ¢ Dicyrtona sp. (Dicyrtomidae), nos cultivares de

algodao Bt e ndo-Bt (Tabela 1).
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Tabela 1. Individuos de Collembola presentes nos cultivares de algoddo Bt e ndo-Bt durante todo o ciclo do

algodoeiro, safra 2007/2008, Dourados-MS, Brasil.

Tratamento
Taxon
Bt ndo-Bt

Entomobryomorpha
Entomobryidae
Entomobryoide sp. 7 2
Heteromurus sp. 0 1
Lepidocyrtus sp. 6 4
Seira sp. 23 19
Symphypleona
Sminthurididae
Sminthurides sp. 1 0
Sminthuridae
Sminthurus sp. 5 14
Dicyrtomidae
Dicyrtona sp. 4 3
Total de individuos 46 43

Ao se comparar as amostragens de Collembola antes e apos o inicio da floragdo das plantas,
verificou-se que o nuamero de espécies que ocorreu nos tratamentos Bt e nao-Bt foram
significativamente diferentes (F=4,09; gl=2; p=0,05), sendo que antes da floracdo o nimero de
espécies foi maior no Bt; e apos o inicio da floragdo mais espécies foram coletadas no tratamento nao-

Bt (Figura 3).
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Figura 3. Riqueza de espécies de Collembola nos tratamentos de algoddo Bt e ndo Bt, durante todo o ciclo do
algodoeiro. Antes da floracao — pontos em branco; Depois da floragdo — pontos preenchidos.

A composicdo de espécies foi representada pela ordenacdo em duas dimensdes por
escalonamento multidimensional hibrido (stress= 0,09) (Figura 4). Nao houve variagdo significativa
por tratamento ou por periodo (Pillai trace=0,06; F=0,255; gl=2 e 8; p=0,781), ou seja, as espécies
presentes no tratamento Bt foram as mesmas presentes no nao-Bt, at¢é mesmo quando comparado o
periodo pré e pds floracdo das plantas; sendo as espécies que mais contribuiram para tal resultado
(r>0,05) foram Dicyrtona sp., Entomobryoide sp., Seira sp. e Sminthurus sp.

Colémbolos da espécie Heteromurus sp. ocorreram exclusivamente do cultivo nao-Bt, e apenas

um individuo e Sminthurides sp. ocorreu somente no cultivo Bt e também somente um individuo.
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Figura 4. Composicao das espécies de Collembola representada pela ordenagdo das amostras por escalonamento
multidimensional hibrido (HMDS), correlacionadas com os tratamentos Bt (pontos preenchidos) e ndo Bt
(pontos em branco) durante o ciclo da planta, sendo o periodo anterior a flora¢do (circulos) e pods-floragdo
(estrelas). Sp.1 - Dicyrtona sp.; sp.2 - Entomobryoide sp.; sp.5 — Seira sp.; sp.7- Sminthurus sp. Dourados-MS,
safra 2007/2008.

Discussao

O algoddo Bt causou um efeito negativo na comunidade de Collembola apds o inicio do
periodo reprodutivo das plantas. E isto ¢ bem nitido, pois, no periodo anterior a floragdo da planta
havia maior nimero de colémbolos no tratamento Bt, e apds a floragdo os colémbolos diminuiram no
cultivo Bt e aumentaram no nao-Bt. Este comportamento dos colémbolos pode ser devido a algum
efeito deletério do cultivo Bt, o qual seria expressado apenas ap6s o periodo reprodutivo.

Outro fato interessante ¢ a ocorréncia de Heteromurus sp. ter ocorrido apenas no tratamento
nao-Bt e Sminthurides sp. somente no Bt. Este comportamento pode ser considerado espécie-
especifico, indicando a possibilidade de o cultivo Bt afetar negativamente apenas individuos de
algumas espécies. E por outro lado, a possibilidade de favorecer a ocorréncia de outras espécies. Este

padrao espécie-especifico também foi verificado por Bitzer et al. (2005) quando compararam a
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abundancia de Collembola em campos de milho Bt € nao-Bt, onde a abundancia total dos colémbolos
nao foi diferente entre os tratamentos. Diferentemente do que foi verificado na presente pesquisa,
Bitzer et al. (2005) constataram que Sminthurides sp. foi significativamente mais abundante no cultivo
nao-Bt.

Além disso, Bakonyi et al. (2006) testaram a preferéncia alimentar de trés espécies de
colémbolos, Heteromurus nitidus Templeton, Sinella coeca Schott e Folsomia candida Willen, no
milho Bt (MONS810) comparando com sua isolinha (ndo-Bt). Os autores verificaram que apenas F.
candida apresentou diferenga significativa para a opgdo de alimento, sendo nitida sua preferéncia pelo
milho convencional, em relacao ao milho Bt.

Alguns experimentos foram conduzidos em laboratério a fim de testar os efeitos da proteina
Cry em organismos nao-alvo. No entanto, ndo foi detectado nenhum efeito negativo sobre o tempo de
oviposi¢do, producao de ovos ou tempo de vida dos colémbolos tanto no algoddo Bt quanto na batata
Bt (Yu et al., 1997) ou no milho Bt (CrylAb) (Clarck e Coats, 2006). Igualmente outros dois trabalhos
avaliaram a adicdo de proteinas purificadas (CrylAb, CrylAc, Cry2A e Cry3A) da bactéria Bt, as
quais, do mesmo modo, ndo afetaram a sobrevivéncia ou reproducao de colémbolos durante o periodo
dos experimentos (Sims e Martin, 1997; Heckmann et al., 2006). Resultados semelhantes foram
verificados para individuos da ordem Isopoda (Crustacea), que também sdo organismos
decompositores importantes para o solo, onde se testou em laboratério o efeito do milho Bt e foi
verificado que a toxina ndo afeta o crescimento e sobrevivéncia desses individuos (Clark et al., 2006).

Outros trabalhos em campo nao detectaram diferenca no nimero de colémbolos entre o cultivo
de milho Bt e ndo-Bt (Cry3Bbl) (Al-Deeb et al., 2003; Lang et al., 2006), e também quando
comparado o milho Bt e sua isolinha (convencional) com e sem aplicagdo de inseticida também nao foi
verificado nenhum efeito da cultura Bt sobre os organismos ndo-alvo, incluindo colémbolos (Eckert et
al., 2006). Posteriormente, Wolfenbarger et al.(2008) compararam a plantagdao de algoddo, milho e
batata Bt e ndo-Bt, e também nao foi observado nenhum impacto na populagao de colémbolos, mas ao
comparar o tratamento Bt e ndo-Bt com e sem aplicagdao de inseticida, verificaram que a abundancia

desses organismos nao-alvo foi maior nos tratamentos Bt quando comparados aos tratamentos nao-Bt
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com a aplicagdo de inseticida. Quando se trata de inseticidas, os colémbolos sdo muito sensiveis, sendo
sua densidade extremamente reduzida em locais onde ha aplica¢do desse agroquimico (Edlweber et al.,
2006) ¢ 0 mesmo também ¢ verificado quando ha tratamento com herbicida (Lins et al., 2007), ou seja,
o tratamento Bt causa menos impacto aos colémbolos do que tratamentos com inseticidas e herbicidas.

O numero reduzido de pesquisa realizada a respeito dos impactos das plantas Bt sobre
populagdes de colémbolos pode explicar a discordancia dos resultados obtidos nessa pesquisa com
grande parte citados neste trabalho. Apesar disso, através do presente estudo foi possivel verificar que
o algodio Bollgard® GM comparado ao algodio convencional sé causou impacto na fauna de
Collembola ap6és o inicio do seu periodo reprodutivo, sendo a riqueza de espécies inferior no
tratamento Bt. Contudo, ndo houve diferenca significante na composicdo das espécies coletadas nos
tratamentos Bt e ndo-B. Sabe-se que os colémbolos desempenham papéis importantes para a satde do
solo, sdo decompositores de importancia para o ciclo de nutrientes e significantes bioindicadores de
ecossistemas do solo. Uma vez que, algum efeito nao definido da cultivar Bt esta agindo sobre a fauna
destes, ¢ necessario mais pesquisas sobre os impactos de transgénicos no Brasil, principalmente
referente aos organismos edaficos que tém importancia na qualidade deste e, conseqiientemente,

importancia para a produgao agricola.
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Considerac0es Finais

Os resultados deste estudo indicam que o cultivo de algodao Bt causou efeito sobre a fauna de
Coleoptera, Formicidae e Collembola. Pode-se afirmar que esse efeito ¢ negativo, ja que a fauna de
formigas apresentou menor nimero de espécies no tratamento Bt comparado ao ndo-Bt. Também
causou um efeito espécie-especifico para alguns individuos de Formicidae e Coleoptera, ou seja, a
composicdo das espécies entre os tratamentos foi diferente. O algodao Bt comparado ao algoddo nao-
Bt s6 apresentou efeito sobre a fauna de Collembola ap6s o inicio do seu periodo reprodutivo, sendo a
riqueza de espécies inferior no tratamento Bt, no entanto, ndo houve diferenga na composi¢do das
espécies coletadas nos dois tratamentos.

E necessario, portanto, mais pesquisas no Brasil sobre o efeito de plantas GM sobre formigas,
coledptera e colémbolos, pois estes tém grande importancia para a qualidade do solo. Formigas e
coledpteros protegem a planta atuando como predadores de insetos praga, dentre outras interacdes
ecologicas, enquanto os colémbolos sao decompositores de importancia para o ciclo de nutrientes e
significantes bioindicadores de solo. O fato de terem sido observados impactos sobre estes organismos
em uma area com pouco tempo de cultivo de algodao Bt pode indicar a possibilidade de impactos

ainda maiores em longo prazo.
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Soil Biology & Biochemistry
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This journal is a forum for research on soil organisms, their biochemical activities and their
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of original research on the biology, ecology and biochemical activities of all forms of life that exist in
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transformations of plant nutrients in soil, nitrogen fixation and denitrification, soil-borne phases of
plant parasites, the ecological control of soil-borne pathogens, the influence of pesticides on soil
organisms, the biochemistry of pesticide and pollution decomposition in soil, microbial aspects of soil
pollution, the composition of soil populations, modelling of biological processes in soil systems, the
biochemical activities of soil organisms, soil enzymes and the interactions of soil organisms with
plants and the effects of tillage on soil organisms and soil biochemistry.
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previously, except in a preliminary form, may be submitted as regular papers.

2. Short communications. These should not exceed 1200 words (three printed pages) or their
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3. Review articles*. Review articles are welcome but should be topical and not just an
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Aims and Scope. The article should be about 1200 words, and submitted to a Chief Editor.
5. Letters to the Editor. Letters are published from time to time on matters of topical interest.
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REVIEW ARTICLES FOR SOIL BIOLOGY and BIOCHEMISTRY

Readers of Soil Biology and Biochemistry may submit reviews on any topic that falls within
the scope of this journal. Authors of Review Articles should aim to provide facts as well as qualified
ideas and opinions derived from reliable and relevant publications. Then, from such material develop
reasoned arguments and questions for future evaluation and research. Reviewers should provide a list
of relevant and appropriate references. They should avoid introducing new facts in the form of
unpublished data or personal communications. Thus, the reader will be able to assess the
interpretations and evaluate the methodology employed in the publications that are cited in the review.

The Introduction should outline the scope of the review and set the limits to the field it covers.
The overall objective of the review may be posed as a question or a series of questions.
The bulk of the review should aim to present or introduce new ideas to the reader, review the literature
relevant to these ideas and be specific. The authors of a Review Article might be able to provide
alternative and reasoned interpretations or opinions to those advanced in the articles cited in the
review.
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The review might conclude with a set of hypotheses for future work that could be tested either
using available technology or for which current technology could be improved.

Instructions for Authors of Review Articles

Review Articles should consist of the following sections; Cover page, Abstract, Keywords,
Introduction, Review per se, Conclusions, Acknowledgements, References and any essential Tables or
Figures.

The Introduction, Review and Conclusions should be numbered 1, 2 and 3, respectively. The
Review section may be divided into numbered sub-sections, e.g., 2.1., 2.2., etc and sub-sections, e.g.,
2.1.1.,2.1.2,, etc.

The Reference section must be accurate and complete. It may include references to the more
useful databases consulted.

The authors should provide the names and email addresses of no more than three scientists who
are experts in the relevant field and who might be willing to provide open reviews of the submitted
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Submission of Manuscripts

Papers for consideration should be submitted to Elsevier Editorial System which can be
accessed at http://authors.elsevier.com/journal/soilbio

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that it is not
under consideration for publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly
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Electronic manuscripts

Submission to this journal proceeds totally online. Use the following guidelines to prepare your
article. Via the homepage of this journal (http://www.elsevier.com/locate/sbb) you will be guided
stepwise through the creation and uploading of the various files. The system automatically converts
source files to a single Adobe Acrobat PDF version of the article, which is used in the peer-review
process. Please note that even though manuscript source files are converted to PDF at submission for
the review process, these source files are needed for further processing after acceptance. All
correspondence, including notification of the Editor's decision and requests for revision, takes place by
e-mail and via the author's homepage, removing the need for a hard-copy paper-trail.

Electronic format requirements for accepted articles

We accept most wordprocessing formats, but Word, WordPerfect or LaTeX is preferred.
Always keep a backup copy of the electronic file for reference and safety. Save your files using the
default extension of the program used.

Wordprocessor documents

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting
codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the
wordprocessor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics,
subscripts, superscripts etc. Do not embed 'graphically designed' equations or tables, but prepare these
using the wordprocessor's facility. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one
grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to
align columns. The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional
manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier:
http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/howtosubmitpaper). Do not import the figures



50

into the text file but, instead, indicate their approximate locations directly in the electronic text and on
the manuscript. See also the section on Preparation of electronic illustrations.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spellchecker' function of your
wordprocessor.

Preparation of manuscripts

The Chief Editors request that papers submitted for publication should be written concisely and
clearly. Manuscripts should be written in English. Authors whose native language is not English are
strongly advised to have their manuscripts checked by an English-speaking colleague prior to
submission. Either the Concise Oxford Dictionary or Webster's New International Dictionary may be
used as a standard for English spelling.

English language help service: Upon request, Elsevier will direct Authors to an agent who can check
and improve the English of their paper (before submission). Please contact
<www.elsevier.com/locate/elsevierpublishing> for further information.

A poorly prepared manuscript often produces a negative reaction in reviewers, irrespective of
the quality of the science. The Chief Editors will return to the authors submissions that do not
conform to journal style and format or are poorly written.

English language help service:

1. Authors who require information about language editing and copyediting services pre- and post-
submission please visit

<http://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/languagepolishing> or contact
authorsupport@elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses nor takes
responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through our services or in
any advertising. For more information please refer to our Terms &amp; Conditions
http://www.elsevier.com/wps/find/termsconditions.cws_home/termsconditions

2. Manuscripts should be prepared with all lines of text throughout the manuscript numbered
consecutively from page to page, with wide margins and double spacing throughout, i.e. also for
abstracts, footnotes and references. Every page of the manuscript, including the title page,
references, tables, etc. should be numbered. However, in the text no reference should be made to
page numbers; if necessary, one may refer to sections. Avoid excessive use of italics to emphasize part
of the text.

3. Authors should provide a separate cover page including:

Type of contribution

Date of preparation, number of text pages, number of tables, figures etc.

Title (should be clear, descriptive and not too long)

Names of authors

Complete postal address(es) or affiliations

Full telephone, Fax No. and E-mail address of the corresponding author

Present addresses of authors if applicable

Complete correspondence address to which the proofs should be sent as a footnote indicated with an
asterisk

Special instructions to the printer such as: (a) magnification of photographs, (b) layout of figures, (c)
unusual positioning of Figures and Tables in relation to text; (d) if the submitted paper is one of a
series of papers to be published in the journal the order in which the papers are to appear should be
indicated.

4. Manuscripts should be organised in the following sequence:

Cover page (see above)

Abstract

Keywords

Introduction
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Materials and methods

Results

Discussion (including Conclusions)

Acknowledgements and any additional information concerning research grants, etc

References

Tables

Figure captions

5. In typing the manuscript, titles and subtitles should not be run within the text. They should be typed
on a separate line, without indentation. Use lower-case letter type. First and second order headings
should be numbered.

6. SI units should be used, but authors may include conversions for unfamiliar units (1 bar=0.1 MPa).
Do not include periods. Note the following conventions: e.g. not eg., rev min 'not rpm, mg kg™ or I''
not ppm, 1 bar equals 0.1 MPa, round off units to eliminate unnecessary decimal places, e.g. 124
&amp;mgr;m not 0.124 mm (note space between number and unit), 1 not L for litre, kg not Kg, s not
sec, min not mins, h not hr, d for day, y not yr, 25 t ha” not 25 tonnes/ha, 3 mg cm™ not three mg per
cubic cm, 23&amp;deg;C and 23% (no spaces), (Keating et al., 1996) not (Keating et al, 1996), al. is
an abbreviation of alii (others - Latin). Molar concentrations should appear in small caps.
7. Abbreviations may be used for unwieldy names which occur frequently and such abbreviations must
be defined the first time they occur in the text. Conventional abbreviations, e.g. EDTA, ATP, 2,4-D
should be used in preference to freshly coined ones.

8. Elsevier reserves the privilege of returning to the author for revision accepted manuscripts and
illustrations which are not in the proper form given in this guide. Upon submission, papers will be
checked to determine if they conform to the style and format for Soil Biology &amp;amp;
Biochemistry. Papers that do not comply may be returned to the corresponding author with a check list
detailing faults and omissions.

Avoid new or uncommon acronyms. Use single letters (Greek, Roman, italic) for variables with
subscripts as appropriate.

Title

This should be clear, descriptive and brief. Avoid non-specific phrases such as "A study of..." or "The
effects of...". Do not give the title a numbered subtitle or series number.

Abstract

The abstract should be clear, descriptive and not longer than 400 words.
Keywords

Keywords are index terms or descriptions for information retrieval systems, normally 6 to 10 items.
Words selected should reflect the essential topics of the article and may be taken from both the title
and the text. Do not select "soil"

Introduction

This should give the reasons for doing the work. As this is a specialist journal a detailed review of
the literature is not necessary. The Introduction should preferably conclude with a final paragraph
stating concisely and clearly the Aims and Objectives of the investigation.

Materials and methods

A full technical description of a method should be given in detail only when the method is new.
Results

This need only report results of representative experiments illustrated by Tables and Figures. Use well-
known statistical tests in preference to obscure ones. Consult a statistician or a statistics text for
detailed advice.

Discussion

This section must not recapitulate results but should relate the authors' experiments to other work and
give their conclusions, which may be given in a subsection headed Conclusions.
Acknowledgements

Do not include grant numbers or institutional journal publication numbers.
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Tables

1. Authors should take notice of the limitations set by the size and lay-out of the journal. Large tables
should be avoided. Reversing columns and rows will often reduce the dimensions of a table.

2. If many data are to be presented, an attempt should be made to divide them over two or more tables.

3. Drawn tables, from which blocks need to be made, should not be folded.
4. Tables should be numbered according to their sequence in the text. The text should include
references to all tables.

5. Each table should be typewritten on a separate page of the manuscript. Tables should never be
included in the text.

6. Tables and their footnotes should be typed using a readable uniform font of the same size as that
used in the text. Each text should have a brief and self-explanatory title.
7. Column headings should be brief, but sufficiently explanatory. Standard abbreviations of units of
measurement should be added between parentheses.
8. Vertical lines should not be used to separate columns. Leave some extra space between the columns
instead.

9. Any explanation essential to the understanding of the table should be given as a footnote at the
bottom of the table.

10. Zero results must be represented by 0 and no determination by ND; the dash sign (-) is ambiguous.
Report data in such a way that readers can assess the degree of experimental variation and estimate the
variability or precision of the findings. Use the standard deviation SD and the mean to summarise data
and to show the variability among individuals. Use the standard error of the mean SEM to show the
precision of the sample mean. Always state the number of measurements on which means are based. In
tables and figures use asterisks to indicate probability values (P). In footnotes or text show the degree
of significance of P, e.g. P &amp;lt;0.05*

Electronic Illustrations

Submitting your artwork in an electronic format helps us to produce your work to the best possible
standards, ensuring accuracy, clarity and a high level of detail.

1. Always supply high-quality printouts of your artwork, in case conversion of the electronic artwork
is problematic.

2. Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

3. Save text in illustrations as "graphics" or enclose the font.

4. Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Helvetica, Times, Symbol.

5. Number the illustrations according to their sequence in the text.

6. Use a logical naming convention for your artwork files, and supply a separate listing of the files and
the software used.

7. Provide all illustrations as separate files.

8. Provide captions to illustrations separately.

9. Produce images near to the desired size of the printed version.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website: http://authors.elsevier.com/artwork

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please "save as" or
convert the images to one of the following formats (Note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below.):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as "graphics".

TIFF: Colour or greyscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (colour or greyscale): a minimum of 500 dpi is required.
DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft Office applications
please supply "as is".
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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