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Resumo

Microrganismos da rizosfera sofrem influéncia direta de exsudados de raizes das plantas. Plantas
transgénicas podem exsudar novas proteinas produzidas a partir de respostas de genes instalados
nessas plantas, o que poderia gerar impactos a microbiota do solo. Este trabalho teve por objetivo
avaliar a dindmica de crescimento de um microrganismo isolado em meio minimo, a partir de solo
rizosférico de algoddo Bt, em dois pH e na presenca e auséncia de tampdo carbonato (tampao de
ativacdo). Estas respostas sao essenciais para a etapa futura do trabalho de estudo da degradagao
da proteina Cry. O crescimento foi realizado em meio minimo liquido mineral, a pH 7,0 e 8,0 na
presenga e auséncia de tampao ativador da proteina, a 180 rpm, 28° C por 72 horas. Verificou-se o
crescimento bacteriano, em nutriente agar, apés 48 horas de incubagao a 28° C, sendo expresso em
unidades formadoras de colénias por mL (UFC/mL). Observou-se que n&o houve diferenga

significativa entre os crescimentos a diferentes pH e na presenga ou auséncia do tampéao.

Introducéo

Bacillus thuringiensis (Bt) € uma bactéria aerdbia facultativa, mével, Gram-positiva, que pode ser
encontrada em solos, insetos, produtos estocados, no interior de plantas (endofitica) e varios outros
locais. Durante a fase de esporulagdo forma uma inclusdo cristalina, constituida por polipeptideos,
denominada &-endotoxina ou proteina cristal (Cry) estocada na forma de corpusculos ou paraesporos
(HANNAY & FITZ-JAMES, 1955; DEAN, 1984). Estirpes de Bt tém apresentado patogenicidade
contra larvas de lepidopteros, dipteros e coledpteros, devido a endotoxina (MONNERAT; BRAVO,
2000).

A proteina cristal, quando sintetizada pelo Bt, apresenta-se na forma nao tdxica (inativa). Ela é
solubilizada e proteoliticamente convertida em polipeptidios menores no trato digestivo das larvas
suscetiveis. A ativagdo da proteina ocorre, portanto, quando uma larva de inseto susceptivel é capaz

de solubilizar o cristal em seu intestino, e isso ocorre se o pH for alcalino (SCHNEPF et al., 1998).
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Com o advento das plantas geneticamente modificadas, a expressdo de endotoxinas de Bt em
plantas teve seu primeiro resultado de sucesso em 1987, quando foram produzidas plantas
transgénicas Bt de fumo (VAECK et al., 1987; BARTON et al.,1987). Outras plantas se seguiram a
este evento, e hoje, no Brasil, esta autorizado o plantio comercial de algodao Bt, estando em analise

na CTNBio, outros eventos de algodao e plantas como o milho Bt.

As plantas sdo conhecidas por excretarem materiais organicos no solo que por sua vez influenciam
0s microrganismos da rizosfera. A quantidade e composi¢do dos exudados estéo relacionados com o
ciclo da planta, espécie, idade e regido da raiz (FELSKE, et al. 1997; MALONEY, et al., 1997).

Inimeros trabalhos relatam a importancia dos microrganismos benéficos da rizosfera na manutencao
da sustentabilidade do agrossistema e seus beneficios a planta com a qual se associam. Dentre
estes microrganismos encontram-se as rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP),
caracterizadas por colonizar ativamente as raizes e aumentar o crescimento da planta (KLOPPER et
al., 1980). Essas rizobactérias tém sido aplicadas em extensas areas de plantio com o propésito de

controle de doencas e aumento do crescimento (VALARINI et al., 2003).

Este trabalho esta inserido em um estudo maior, de deteccdo da degradagdo de proteina Cry
exsudada de plantas Bt por microrganismos do solo, e seu destino. Assim, nesta etapa do trabalho foi
verificado se a presenga do tampao carbonato-bicarbonato de soédio, utilizado como veiculo para

testes da toxina purificada, pode influir no crescimento da bactéria selecionada.

O objetivo do estudo foi definir dindmica de crescimento da bactéria préviamente isolada em meio
minimo, a partir de solo rizosférico de cultivo do algoddo transgénico (elevado potencial de
biodegradagcdo da proteina Cry1Ac, presente no algoddo Bt Bollgard I® autorizado para plantio
comercial no Brasil). Conhecida a influéncia dos fatores pH (fator de ativagdo da toxina no ambiente)
e tampao carbonato (veiculo de solubilizagdo da toxina Cry em ensaios bioquimicos e toxicologicos

futuros), testes quantitativos de determinacdo de degradagao da toxina Cry poderao ser realizados.

Material e método

Em estudos anteriores foi isolada, e selecionada por seu potencial de crescimento, uma bactéria de
amostras de solo de cultivo do algodoeiro, denominada no Laboratério de Microrbiologia Ambiental da
Embrapa Meio Ambiente como Bt 6Ae raiz | (em analise para caracterizagéo e definicdo da espécie).
Dado seu potencial degracdo da proteina Cry (resultados preliminares realizados no LMA), teve sua
dindmica de crescimento determinada em meio minimo mineral JE (Jones & Edington) em dois pH
(7,0 e 8,0), na presenca e na auséncia de tampao carbonato — bicarnotano de soédio. Como
mencionado anteriormente o pH é fator importante para ativagdo da proteina toxica a insetos; e a

presenga do tampao carbonato (veiculo indispensavel para manipulagdo da toxina ativa) pode ser



fator que interfira no crescimento da bactéria, camuflando, nos estudos futuros, a degradacéo da

toxina que sera estudada.

O crescimento para estes estudos foi realizado em erlenmeyer com meio minimo mineral JE com
tampao e sem tampao a pH 7,0 e 8,0 nos dois casos, durante 72 horas com agitagédo de 180 rpm a
28° C. A contagem das unidades formadoras de colbnias (UFC) foi realizada apds plaqueamento
seriado de aliquotas de 100 pL em placas de petri com meio nutriente agar. As determinag¢des foram
realizadas nos tempos: 0, 7, 24, 31, 48, 55, 72 horas de crescimento. As placas foram incubadas em

estufas a 28° C por 48 horas para posterior contagem.

Resultados e discussao

O crescimento bacteriano (expresso em UFC/mL) ndo sofreu interferéncia estatisticamente
significativa pela presencga ou auséncia do tamp&o. Também se pode observar nas figuras 1, 2, 3 e 4,
que nao houve diferenga significativa quando o pH foi alterado de 7 para 8. Em todos os casos o nivel

inicial de células foi da ordem de 10° UFC/mL e o final foi de 10’
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FIGURA 1. Crescimento microbiano (UFC/mL) em fung&o do tempo (hora);
condigdes:meio JE, pH 7,0, sem tampéo carbonato.
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FIGURA 2. FIGURA 1. Crescimento microbiano (UFC/mL) em fungao do
tempo (hora); condi¢des:meio JE, pH 7,0, com tampao carbonato
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FIGURA 3. FIGURA 1. Crescimento microbiano (UFC/mL) em fungdo do
tempo (hora); condigbes:meio JE, pH 8,0, sem tampao carbonato
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FIGUARA 4. FIGURA 1. Crescimento microbiano (UFC/mL) em fun¢do do
tempo (hora); condi¢des:meio JE, pH 8,0, com tamp&o carbonato

Frente aos resultados obtidos, as etapas seguintes de estudos da degragéo da toxina Cry, podem ser
realizados com o uso do tamp&o carbonato em pH 7 ou 8 indistintamente, sem que haja interferéncia
no crescimento bacteriano por estes fatores. O estudo da degradagéo da proteina Cry por esta e
outras bactérias sera feito, entdo, neste meio minimo acrescido da proteina e os peptidios formados
na degradacao serao identificados em espectometria de massa.

Este dado sera importante também na determinagao do protocolo de detecgao, visto que a o tampéo
utilizado neste estudo sera o mesmo porposto para ativagdo da proteina nos protocolos propostos

para estudos da toxicidade da proteina a insetos, nas etapas futuras do projeto no qual esta bolsa se
insere.
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