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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar possiveis efeitos da modificacdo genética, evento M1-4,
sobre organismos nao-alvos, estudando a comunidade bacteriana rizosférica. Em um
experimento implantado no campo, com delineamento inteiramente casualizado e dez
repeticbes para cada tratamento, foram realizadas coletas em trés estadios de
desenvolvimento da cultura: V4, R6 e R7. Das plantas coletadas obtiveram-se células nao-
cultivadas da rizosfera para as quais se procedeu a extracdo de DNA total por processo
fendlico. A regido V6-V8 do 16S rDNA foram amplificadas utilizando-se iniciadores universais
para bacteria e especificos para alfa-proteobacteria. Dendrogramas comparativos entre as
variedades Olathe M1-4 (transgénicas) e Olathe Pinto (convencional) foram obtidos utilizando-
se o coeficiente de Jaccard e o método pela associacdo média (UPGMA). Os agrupamentos
obtidos com os perfis de 16S rDNA PCR-DGGE, para a comunidade bacteriana da rizosfera
associada ao feijoeiro apresentaram separacdes entre 0s gendtipos (transgénico e
convencional), com diminuigcdo ao longo do desenvolvimento da planta e separagbes mais
evidentes foram observadas nos perfis obtidos para alfa-proteobacteria.

Abstract

The purpose of this study was to evaluate possible effects of the genetic modification, M1-4
event, on non-target organisms, evaluating the rhizospheric bacterial community. In a field
experiment, in a completely randomized design with ten repetitions for each treatment, samples
were collected in three stages of culture development (V4, R6 and R7). It was obtained from the
collected plants bacterial cells non-cultivated from the rhizosphere. For the extraction of total
DNA from rhizospheric bacterial community it was used a phenolic process. The V6-V8 region
of the 16S rDNA was amplified by PCR using universal primers for the bacterium and specific
primers for alfa-proteobacterium groups. Comparative dendrograms between Olathe M1-4
(transgenic) and Olathe Pinto (conventional) varieties were obtained using the Jaccard
coefficient and by the Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA). The
obtained groupings indicate that the profiles of 16S rDNA PCR-DGGE showed separations
between genotypes (transgenic and conventional) for the non-cultivated rhizospheric bacterial
community, with a reduction during the growth of plant, and most obvious separations were
observed on profiles obtained for alpha-proteobacteria.

Introducéo

O feijdo (Phaseolus vulgaris L.) € um dos principais alimentos da culinaria brasileira,
possui alto teor protéico (20 a 33%) além de ser boa fonte de fibras, vitaminas hidrossollaveis e
minerais (COSTA & VIEIRA, 2000).

Das doencas que limitam esta cultura, uma das mais agressivas é o mosaico dourado
encontrada em todas as regifes de cultivo do feijoeiro, podendo levar a perdas de 40 a 100%
da lavoura (BONFIM et al.,, 2007). A obtencdo de um feijoeiro geneticamente modificado
(evento M1-4), para resisténcia ao virus do mosaico dourado do feijoeiro (VMDF) (ARAGAO et
al., 2001) poderia dar uma importante contribuicdo para o cultivo dessa leguminosa no pais,
uma vez que o impedimento da replicagdo viral significaria alternativa eficiente e mais barata
de controlar a doenga; no entanto, um dos receios gerados pela tecnologia do DNA
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recombinante reside nos possiveis efeitos que a insercdo de um gene pode causar sobre
organismos néao-alvos da transformacéo. Deste modo, em virtude da intima interagéo entre os
microrganismos associados as raizes das plantas fazem-se necessarios estudos de possiveis
efeitos sobre esses microrganismos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do evento M1-4 de feijoeiro transgénico
para resisténcia ao VMDF sobre a comunidade bacteriana rizosférica.

Material e Métodos

As plantas foram cultivadas no campo experimental da Embrapa Arroz e Feijao, em
Santo Antbnio de Goias, GO, sob sistema de plantio convencional, em delineamento
inteiramente casualisado com 20 parcelas (dois tratamentos e dez repeti¢des), sendo avaliadas
a variedade Olathe Pinto e o evento elite Olathe M1-4. As coletas ocorreram aos 26, 40 e 54
dias apods plantio (DAP), estadios V4, R6 e R7(FERNANDES et al., 1986). Imediatamente apos
a coleta procedeu-se a obtencdo de células representativas da comunidade bacteriana
rizosférica e extraiu-se o DNA total de acordo com SCHWIEGER & TEBBE (1998). Do DNA
obtido procedeu-se a amplificacdo por PCR utilizando-se os iniciadores F203 e R1494 para o
grupo alfa de proteobacteria (estadios V4 e R6), de acordo com GOMES et al. (2001) e para o
grupo bacteria (estadios V4, R6 e R7) foram utilizados os iniciadores F968 com grampo GC, e
0 R1401, para a regido V6-V8 do 16S rDNA (NUBEL et al., 1996).

A eletroforese em gel com gradiente de desnaturante (DGGE) foi realizada a partir da
aplicacdo de 15 pl de cada amostra do material amplificado no gel, com gradiente de 45-60%,
no sistema Dcode™ (Bio-Rad) sob voltagem constante (120 V — 70 mA; 60°C; 16 horas) e ao
final, o gel foi corado com uma solucao de nitrato de prata (CRESTE et al., 2001)

As imagens dos géis foram digitalizadas e, com o auxilio do programa Gel Compar I
(Applied Maths v.3). Foram gerados dendrogramas de similaridade entre os tratamentos
utilizando-se o coeficiente Jaccard e o método de agrupamento pela associagcdo média
(UPGMA). Dos dendogramas gerados comparou-se 0s agrupamentos formados com
similaridades acima de 60% e 80% para verificacdo de grupos exclusivos para um ou outro
genotipo ou mistos.

Resultados e Discusséo

O quadro 1 apresenta os percentuais de agrupamentos formados com genétipos
exclusivos ou mistos. Pode-se observar que, para a comunidade bacteriana total, ndo houve
separacdo que pudesse indicar expressivo efeito dos transgenes inseridos sobre o grupo
bacteria. Houve formacg&o de grupos separando os gendtipos que foi diminuido ao longo das
coletas (figura 1A); entretanto, para o grupo alfa de proteobacteria (figura 1B) a separagdo
entre gendtipos foi mais evidente, pois foram formados grupos exclusivos para ambas as
coletas com alta representacdo percentual de amostras agrupadas com 60% de similaridade ou
superior, sendo bem representativa também a separacdo quando se restringiu a observagéo
aos grupos formados com similaridades superiores a 80%.

Quadro 1. Grupos formados com similaridades iguais ou superiores a 60% (S 60) e 80% (S 80).

Grupo Bacteria

S 60% S 80
Grupos | % Amostras T C M Grupos % Amostras | T C M
C1 7 90% 3 2 2 3 30% 1 1 1
Cc2 6 90% 2 1 3 3 30% 1 2 0
C3 3 30% 2 1 0 1 10% 1 0 0

Grupo Alfa-proteobacteria

S 60 S 80
Grupos | % Amostras T C M Grupos % Amostras C M
C1 6 75% 3 3 0 4 45% 2 0
Cc2 6 70% 4 2 0 5 55% 4 1 0

Legenda:

C1 = primeira coleta; C2 = segunda coleta; C3 = terceira coleta

% Amostras = percentual de amostras totais agrupadas nas faixas de similaridade indicadas
T = grupos formados exclusivamente com amostras transgénicas (Olathe M1-4)

C = grupos formados exclusivamente com amostras convencionais (Olathe Pinto)

M = grupos mistos, compostos por amostras transgéncias e convencionais
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Apesar de alguns autores relatarem tendéncia em ocorrer comportamento similar entre
os perfis de comunidade bacteriana total e grupos especificos (GOMES et al., 2001; MILLING
et al.,, 2004; COSTA et al., 2006), no presente estudo a diminuicdo do efeito ao longo das
coletas ndo foi observada para alfa-proteobacteria. Segundo HEUER et al. (2002), a
amplificacdo de grupos especificos aumenta a sensibilidade da analise pelo aparecimento de
bandas néo evidentes nos perfis de comunidade bacteriana total.

Conclusdes

As amostras representativas da comunidade bacteriana rizosférica, a partir de
amplificagdo com iniciadores universais para bactéria, apresentaram grupos discriminando os
genotipos, porém tal discriminagdo diminuiu ao longo do desenvolvimento da planta. Os
agrupamentos obtidos para alfa-proteobacteria foram mais evidentes na separacdo dos
genotipos.
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Figura 1. Dendogramas de similaridade gerados pelo método UPGMA com o coeficiente
Jaccard. Os nimeros de 1 a 3 referem-se as coletas. As amostras receberam o namero relativo
a parcela de origem e aquelas seguidas pela letra T referem-se as transgénicas.

A) Grupo Bacteria (3 coletas); B) Grupo Alfa-proteobacteria (2 coletas).



