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Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do feijoeiro geneticamente modificado quanto a resisténcia ao
Bean Golden Mosaic Virus, BGMV (Olathe M1-4), sobre organismos ndo alvo. De um experimento implantado no
campo, em delineamento inteiramente casualizado, com dois tratamentos (Olathe Pinto e evento elite Olathe M1-4),
dois periodos amostrais (estadio V4 e R6) e dez repetigdes, obtiveram-se células bacterianas cultivadas e ndo cultivadas
darizosfera e do solo ndo rizosférico, para as quais se procedeu a extragdo de DNA total. A regido V6-V8 do 16S tDNA
foi amplificada para a comunidade bacteriana total, e também realizou-se amplificacdo com iniciadores especificos
para o subgrupo alfa (o) do filo Proteobacteria a partir de células ndo cultivadas. Foram obtidos dendrogramas
comparativos entre a variedade Olathe Pinto (convencional) e o evento elite Olathe M1-4 (geneticamente modificado)
utilizando-se o coeficiente de Jaccard e 0 método UPGMA (Unweighted pair-group method with arithmetic mean).
Os agrupamentos obtidos dos perfis de 16S rDNA PCR-DGGE indicam alteragdes na comunidade bacteriana da
rizosfera em funcdo da transformacdo das plantas sdo mais notaveis nos perfis obtidos para alfa-proteobacteria. A
origem das amostras e o estagio de desenvolvimento das plantas afetam a comunidade bacteriana.

Termos para indexagdo: Phaseolus vulgaris, biosseguranca, DGGE, impacto ambiental, organismos néo alvo,
transgénico.

Bacterial community as an indicator of genetically modified common
bean effect on nontarget organisms

Abstract — The objective of this work was to evaluate the effect of genetically modified common bean for Bean
Golden Mosaic Virus, BGMY, resistance (Olathe M1-4) on nontarget organisms. In a field experiment established
in a completely randomized design with two treatments (Olathe Pinto cultivar and M1-4 Olathe elite event),
two sampling periods (V4 and R6 stages) and ten replicates, cultivated and non-cultivated bacterial cells from
rhizosphere soil and bulk soil were obtained, and their total DNA was extracted. The V6-V8 region of 16S rDNA was
amplified for the whole bacterial community, and primers specific for the alpha (o) subgroup of the Proteobacteria
phylum were obtained from uncultured cells and used for amplification. Using the Jaccard coefficient and UPGMA
(Unweighted pair-group method with arithmetic mean), dendrograms comparing the conventional Olathe Pinto
and the elite event Olathe M1-4 transgenic varieties were obtained. The clusters obtained from the 16S rDNA
PCR-DGGE profiles indicate changes in the rhizosphere bacterial community in genetically modified plants, being
more notable in the profiles obtained for alphaproteobacteria. Sample origin and plant development stages affect
bacterial community profiles.

Index terms: Phaseolus vulgaris, biosafety, DGGE, environmental impact, nontarget organisms, transgenic.

Introducio

Entre as doencas do feijoeiro, uma das mais
agressivas ¢ o mosaico-dourado, causado pelo Bean
Golden Mosaic Virus (BGMV), encontrado em todas
as regides de cultivo, que pode levar a perdas de 40
a 100% da lavoura (Bonfim et al., 2007). A doenga
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¢ causada por um geminivirus que tem como vetor a
mosca-branca (Bemisia tabaci Gennadius). Algumas
formas de controle da mosca-branca, tais como
selecdo de gendtipos resistentes (Oriani, 1998),
controle bioldgico (Stansly et al., 2004) ¢ controle
quimico (Torres & Silva-Torres, 2008) tém sido
descritas para diversos cultivos. No entanto, nenhuma
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medida isolada é eficaz no controle da doenga, ¢
ainda ndo existe nenhum gendtipo com imunidade
completa para o BGMV no género Phaseolus (Faria
et al., 20006).

Um dos receios do uso da tecnologia do DNA
recombinante, base para a transformacdo genética
de plantas, estd nos possiveis efeitos da insercao
de uma planta geneticamente modificada sobre
organismos ndo alvo. Desse modo, em virtude da
intima interagdo entre os microrganismos associados
as raizes das plantas, mediada por reconhecimento de
exsudados radiculares e por sinalizagdes moleculares
(Wasaki et al., 2005), sdo necessarios estudos sobre
os possiveis efeitos do uso de plantas geneticamente
modificadas sobre essas interagdes. O uso da técnica
de 16S rDNA PCR-DGGE tem se mostrado eficiente
no diagndstico de alteragdes da comunidade
bacteriana associada a rizosfera de plantas (Ferreira
et al., 2008, 2009; Zilli et al., 2008).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
plantas geneticamente modificadas de feijoeiro
quanto a resisténcia ao BGMYV sobre a comunidade
bacteriana da rizosfera das plantas transformadas
em comparagdo a das plantas convencionais, ndo
transformadas.

Material e Métodos

O estudo foi realizado com amostras do solo
agregado as raizes e de células bacterianas da
rizosfera das plantas avaliadas, coletadas de um
experimento implantado em 9 de margo de 2006
na Embrapa Arroz e Feijdo, no Municipio de Santo
Antonio de Goias, GO, em uma area experimental
com histérico de plantio convencional de feijoeiro
(16°30'24"S, 49°16'52"W). O evento transgénico
utilizado no presente trabalho foi descrito por Faria
et al. (2006).

O feijoeiro foi cultivado em Latossolo Vermelho
distrofico argiloso (460 g kg' de argila, 120 g kg de
silte e 420 g kg!' de areia). A analise quimica do solo
da camada 0—20 cm de profundidade indicou: pH em
agua, 5,9; MO, 20 g kg'; P (Mehlich 1), 5,5 mg dm?;
K (Mehlich 1), 61 mg dm; Ca, 2,1 cmol, dm~; Mg,
1,1 cmol, dm; Al, 0,0 cmol. dm3; H+Al, 4,53 cmol,
dm=3. O experimento foi instalado em delineamento
inteiramente casualizado, com dois tratamentos e
dez repetigdes, num total de 20 parcelas, cada uma
com cinco fileiras de plantas de 5 m cada uma, 1 m

entre as fileiras e com o virus inoculado em linhas
de feijoeiro entre as parcelas. Foram avaliados a
variedade Olathe Pinto e o evento elite Olathe M1-4.
Para garantir a identidade das plantas geneticamente
modificadas, as parcelas ocupadas com o genoétipo
Olathe M1-4 receberam, dez dias apds o plantio
(DAP), uma subdose (1,2 mL L") do herbicida Finale
(glufosinato de amonio). A planta transformada tem
0 gene bar para resisténcia ao herbicida, que serviu
como marcador da transformagdo genética (Aragio
et al., 2001).

As coletas foram realizadas aos 26 e 40 DAP, cor-
respondentes aos estadios V4 e R6 do feijoeiro (Fer-
nandez et al., 1986). As plantas com o solo agregado
as raizes foram coletadas da terceira linha, que carac-
terizou o centro da parcela, de cinco linhas. Amostras
de 1 g de solo rizosférico foram coletadas e agitadas
a 175 rpm por 30 min em 20 mL de NaCl (0,85%).
Dessa suspensao, uma aliquota foi inoculada em meios
de cultura TY (Ddobereiner et al., 1999) e KB (Geels
& Schippers, 1983) e mantida em estufa a 28°C, por
quatro dias, para a obten¢ao da fragdo cultivdvel; outra
aliquota, para a fragdo nao cultivavel, foi centrifugada
a 2.400 g por 30 min, a 4°C. Ambas as fragdes foram
ressuspensas em agua deionizada estéril (1 mL), e a
extracdo do DNA foi feita de acordo com Xavier et al.
(2004). Para as amostras de solo ndo rizosférico, a ex-
tracao foi realizada com o kit MoBio (Ultra Clean Soil
DNA, MoBio Laboratories Inc., Califérnia, EUA),
de acordo com o procedimento do fabricante. O DNA
extraido foi adicionalmente purificado utilizando o kit
Wizard (Promega, Madison, EUA), de acordo com as
especificagdes do fabricante.

Os iniciadores 968F (5’AACGCGAAGAACCT-
TAC3’) com grampo GC (5’CGCCCCCGCGCGCGG-
CGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGG3’) e 1401R
(5’ GCGTGTGTACAAGACCC3’), especificos para a
regido 16S do rDNA correspondente a regido varia-
vel V6—V8 (Niibel et al., 1996), foram utilizados para
amplificacdo das amostras correspondentes a
comunidade bacteriana rizosférica. As reagdes
foram preparadas em volume final de 35 pL, e con-
sistiram de 50 ng de DNA, tampao (10 mmol L),
MgCl, (3,5 mmol L), dNTP (0,2 mmol L'
de cada base), BSA (0,5 ng mL"'), Tag DNA
polimerase (1U — Invitrogen, Brasil) ¢ 0,2 pmol L'
de cada iniciador. As condi¢des da reagdo de PCR
seguiram o procedimento descrito por Gelsomino
et al. (1999).
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A amplificagdo para o subgrupo alfa (a) do filo
Proteobacteria foi realizada com os iniciadores
F203 (5’CCGCATACGCCCTACGGGGGAAA-
GATTTAT3’), proposto por Gomes et al. (2001), e
R1494 (5’CTACGG(T/C)TACCTTGTTACGAC3),
proposto por Weisburg et al. (1991). Apos dilui-
¢do do DNA total (1:10), foi preparada uma solu-
cdo para reacdo de PCR que consistiu num volu-
me final de 25 pL, contendo 1 pL da diluicdo do
DNA, tampao (10 mmol L' de Tris-HCI, pH 8.,4;
10 mmol L de KCI), MgCl, (3,5 mmol L), ANTP
(0,2 mmol L' de cada base), BSA (0,5 ng mL™"),
1,4 U de Taqg DNA polimerase ¢ 200 mmol L' de
cada iniciador (203-F e 1494-R, Alpha DNA, Mon-
treal, Quebec, Canadd). As condi¢cdes de PCR fo-
ram: aquecimento inicial (94°C, 5 min); 20 ciclos
compostos por desnaturacdo (94°C, 1 min); ane-
lamento (56°C, 1 min); extensdo (72°C, 2 min),
e uma etapa final de extensdo (72°C, 10 min).
A partir do produto amplificado na etapa anterior,
foi realizada uma dilui¢do 1:25 e uma nova rea-
¢do foi preparada com um volume final de 35 uL
sem BSA, com 1 uL da diluigdo do material
amplificado e os iniciadores F968-GC ¢ R1401R.
As condicoes de PCR foram as mesmas utilizadas
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para amplificacdo da regido V6-V8 com apenas
20 ciclos de desnaturagdo, de acordo com Gomes
etal. (2001).

Dos produtos de PCR, 15 pL foram aplicados em
gel desnaturante de poliacrilamida 6% (N-acrilamida,
N-metilbisacrilamida, 37:1) dissolvido em tampao
TAE 0,5X (Tris-base, 20 mmol L', pH 7,8; acetato
de sodio, 10 mmol L' e Na-EDTA, 0,5 mmol L).
O gradiente de desnaturante quimico (45-65%) foi
obtidousando-se duas solu¢des, uma contendo apenas
solu¢do de poliacrilamida e outra contendo ureia
(7 mol L), formamida (40%, v/v) e poliacrilamida.
A celetroforese foi realizada no sistema Dcode
Systems (Bio-Rad, Hercules, EUA) sob voltagem
de 120 V (60°C) durante 16 horas. Como marcador
para normalizacdo dos géis, utilizou-se uma
amostra formada pela mistura da amplificacdo do
DNA dos microrganismos Sinorhizobium fredii
(estirpe BR 112), Azospirillum brasiliense (estirpe
BR11001), Burkholderia sp. (estirpe BR11340),
Rhizobium tropici (estirpe BR10016), obtidos da
Embrapa Agrobiologia. Ao final, o gel foi corado
com uma solugdo de nitrato de prata, como descrito
por Creste et al. (2001).
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Figura 1. Agrupamentos das amostras obtidas por 16S rDNA PCR-DGGE a partir de células bacterianas rizosféricas.
Numeros seguidos pelas letras GM correspondem as parcelas de plantas geneticamente modificadas e niimeros sem letra,
as parcelas convencionais. A e B, coleta 1 (estddio V4); C e D, coleta 2 (estadio R6). Dendrogramas gerados pelo programa
GelCompar II, com o coeficiente de Jaccard pelo método UPGMA.
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As imagens dos géis foram digitalizadas com
scanner Genius Color Page HR7X Slim (KYE
International Corp, Miami, EUA), e os dendrogramas
foram obtidos pelo programa GelCompar II versao
3 (Applied Maths, EUA) utilizando-se o coeficiente
de Jaccard e o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted pair-group method with arithmetic
mean).

Resultados e Discussao

A partir dos dendrogramas (Figuras 1 a 3)
gerados para as diferentes formas de obtencdo
de células bacterianas e para o subgrupo alfa (a)
do filo Proteobacteria, foram construidas tabelas
destacando os agrupamentos formados com valores
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Figura 2. Agrupamentos das amostras de perfis bacterianos
obtidos por 16S rDNA PCR-DGGE da comunidade
bacteriana ndo rizosférica de plantas convencionais (n® de
parcela sem letra) e geneticamente modificadas (nimero de
parcela seguido pela letra GM. A, primeira coleta, estadio
V4 (26 DAP); B, segunda coleta, estadio R6 (40 DAP).
Dendrogramas gerados pelo programa GelCompar II, com
o coeficiente de Jaccard e o método UPGMA.

de similaridade iguais ou superiores a 60 ¢ 80%
(Tabelas 1 e 2). Apesar de alguns agrupamentos, nas
diferentes formas de obtencao de células, separarem
obtidas de
modificadas das convencionais, esse efeito ndo

amostras plantas  geneticamente
se manteve ao longo dos periodos avaliados aos
26 (Tabela 1) e 40 dias (Tabela 2) apos o plantio,
além de diminuir a medida que as observagdes para

similaridade de 80% ou superior se restringem.
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Figura 3. Agrupamentos das amostras obtidas por 16S rDNA
PCR-DGGE para o subgrupo alfa (o)) do filo Proteobacteria
a partir de amostras da rizosfera de plantas convencionais
(nimero de parcela sem letra) e geneticamente modificadas
(nimero de parcela seguido pela letra GM). A, primeira
coleta, estadio V4 (26 DAP); B, segunda coleta, estadio
R6 (40 DAP). Dendrogramas gerados pelo programa
GelCompar II, com o coeficiente de Jaccard e o método
UPGMA.
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Os perfis obtidos de células rizosféricas nao
cultivaveis apresentaram os maiores efeitos de
separacdo entre a variedade Olathe Pinto e o evento
elite Olathe M1-4 a 60% de similaridade, na primeira
coleta (estddio V4), em que os sete grupos formados
apresentavam trés grupos exclusivos de amostras
obtidas de feijoeiro geneticamente modificado, dois
grupos exclusivos de amostras obtidas de feijoeiros
da variedade Olathe Pinto e dois grupos mistos
(geneticamente modificados e convencionais)
(Figura 1 A e B, Tabela 1). Entretanto, houve
diminuicdo dos agrupamentos formados na segunda
coleta em estadio R6, com menor separagdo entre
plantas geneticamente modificadas e convencionais
e o surgimento de mais agrupamentos mistos
(Figura 1 B e C, Tabela 2). Isso nao aconteceu
para as amostras obtidas por cultivo (Tabela 1 e 2),
contrariando o observado por Diepeningen et al.
(2005), que encontraram as mesmas tendéncias nas
duas formas de obtencdo de amostras. Edenborn &
Sexstone (2007) consideraram que as duas formas
de obtengao de células se complementam, apds a
obten¢do de bandas exclusivas nos perfis de DGGE
para as fragdes cultivadas e ndo cultivadas de
bactérias do solo.

Em todas as formas de obtencdo de amostras
da comunidade bacteriana e periodos de coleta,
a maioria das amostras n3o manteve os mesmos
agrupamentos formados (Figuras 1 a 3). Essas
variagdes podem sugerir maior influéncia de

Tabela 1. Grupos formados com valores de similaridade (S)
igual ou superior a 60 e 80% na primeira coleta (26 dias apos
o plantio, estddio V4 do feijoeiro), em diferentes fontes de
amostras da comunidade bacteriana.

Fonte das amostras S Grupos Percentagem GM® C GMC

de amostras'”

Bactérias rizosféricas ndo 60 7 90 3 2 2
cultivaveis 80 3 30 1 1 1
Bactérias rizosféricas 60 2 20 1 1 0
cultivadas em meio KB 80 0 0 0 0 0
Bactérias rizosféricas 60 5 50 1 2 2
cultivadas em meio TY 80 2 20 0 1 1
Bactérias ndo rizosféricas 60 6 65 1 1 4
solo ndo rizosférico) 80 0 0 0 0 0
Alfa-proteobactérias ndo 60 6 75 3 3 0
cultivaveis 80 4 45 2 2 0

(MPercentagem de amostras, percentual de amostras totais agrupadas nas
faixas de similaridade indicadas. ®GM, C e GMC, grupos de amostras
obtidas de feijoeiro geneticamente modificado (Olathe M1-4), convencional
(Olathe Pinto) e grupos mistos geneticamente modificados e convencionais,
respectivamente.
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mudancas fisiologicas inerentes aos estadios de
desenvolvimento das plantas sobre a composicao
da comunidade bacteriana do que do transgene,
assim como encontrado por Ferreira et al. (2008)
em estudo com batatas. Schmalenberger & Tebbe
(2002) observaram, em experimento com milho
geneticamente modificado para a resisténcia a um
herbicida cujo ingrediente ativo era o glufosinato,
a diferenciacdo entre estadios nos perfis gerados a
partir das amostras bacterianas obtidas diretamente
da rizosfera.

Entre as amostras da comunidade rizosférica
(Figura 1) e nfo rizosférica (Figura 2), foi
observada maior complexidade de bandas nos perfis
obtidos de solo que naqueles de amostras obtidas
da rizosfera, além de distingdo entre o periodo de
coleta e a intensidade de obtengao de agrupamentos.
As amostras da comunidade rizosférica na primeira
e segunda coletas foram representadas com 90% de
participacdo nos agrupamentos na menor faixa de
similaridade avaliada (S = 60) e com 30% na maior
(S = 80), enquanto as amostras da comunidade nao
rizosférica s6 foram representadas na menor faixa
de similaridade (S = 60), com 65% de participacdo
na primeira coleta e 80% na segunda (Tabelas 1 ¢ 2).
Essa diferenga pode ser causada pelo efeito seletivo
da rizosfera, ja relatado por outros autores (Costa
etal., 2000; Gomes et al., 2001; Milling et al., 2004),
sem, com isso, descartar a possibilidade de variacao
em fungdo do emprego de métodos distintos para

Tabela 2. Grupos formados com valores de similaridade (S)
igual ou superior a 60 e 80% na segunda coleta (40 dias apos
o plantio, estadio R6 do feijoeiro), em diferentes fontes de
amostras da comunidade bacteriana.

S Grupos Percentagem GM® C GMC
de amostras'”

Fonte das amostras

Bactérias rizosféricas nao 60 6 90 2 1 3
cultivaveis 80 3 30 1 2 0
Bactérias rizosféricas 60 5 65 2 2 1
cultivadas em meio KB 80 2 25 0 2 0
Bactérias rizosféricas 60 3 40 0 1 2
cultivadas em meio TY 80 0 0 0 0 0
Bactérias ndo rizosféricas 60 8 80 4 4 0
(solo ndo rizosférico) 80 0 0 0 0 0
Alfa-proteobactérias ndo 60 6 70 4 2 0
cultivaveis 80 5 55 4 1 0

(WPercentagem de amostras, percentual de amostras totais agrupadas nas
faixas de similaridade indicadas. “GM, C e GMC, grupos de amostras
obtidas de feijoeiro geneticamente modificado (Olathe M1-4), convencional
(Olathe Pinto) e grupos mistos geneticamente modificados e convencionais,
respectivamente.
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a obtencdo de células da rizosfera e do solo nao
rizosférico.

As amostras da comunidade bacteriana do solo
ndo rizosférico ndo apresentaram separagdo entre
os tratamentos na primeira coleta, no estadio V4,
(Figura 2 A). Na segunda coleta, no estddio R6,
houve agrupamento separando amostras de plantas
geneticamente modificadas das convencionais
(Figura2 B).Adiferencaobservadanos agrupamentos
paraestadios de desenvolvimento distintos pode estar
relacionada a dinamica dos microrganismos entre os
locais de amostragem e entre formas distintas de
obtencdo do DNA, como também as variagdes de
temperatura e precipitacdo pluviométrica.

Os agrupamentos das amostras provenientes
de solo ndo rizosférico indicaram efeitos mais
evidentes na separacdo entre amostras de plantas
geneticamente modificadas e convencionais no
estadio R6, na segunda coleta (Figura 2 C e D).
Wei et al. (2006) verificaram que a influéncia
do organismo geneticamente modificado sobre
propriedades quimicas do solo, atividade enzimatica
e comunidade bacteriana sob cultivo foi evidente
em mamao resistente a mancha-anelar, ao contrario
de Shen et al. (2006), que ndo constataram efeitos
para algoddo Bt, o que evidencia que cada evento
de transgenia deve ser particularizado nas analises,
para evitar generalizagdes prejudiciais a observagao
ou nao do efeito sobre organismos nao alvo. Assim,
0 monitoramento constante ao longo do ciclo de
cultivo de plantas geneticamente modificadas ¢
necessario para verificar se as alteragcdes ocorridas
na comunidade microbiana da rizosfera e do solo
sao mantidas ao longo dos ciclos da planta.

Nos perfis de 16S rDNA PCR-DGGE obtidos
para o subgrupo alfa (o) do filo Proteobacteria, foi
observada a formacdo de grupos exclusivos nas duas
coletas,comaltarepresentagdopercentual deamostras
agrupadas tanto para similaridade igual ou superior
a 60% quanto para similaridade igual ou superior a
80%, sem, contudo, manter os agrupamentos como
observado anteriormente (Tabelas 1 e 2 e Figura 3).
Segundo Heuer et al. (2002), a amplificagdo de
grupos especificos aumenta a sensibilidade da
analise por DGGE. Em outro estudo, que avaliou o
efeito da solarizag¢do sobre a comunidade bacteriana,
foi observada distingdo mais evidente entre o solo
solarizado e ndo solarizado quando se analisaram

os perfis de DGGE do subgrupo alfa (a) do filo
Proteobacteria (Gelsomino & Cacco, 2006). Porém,
outros autores, ao comparar plantas transgénicas,
observaram a mesma tendéncia entre os perfis de
comunidade bacteriana total e grupos especificos,
como alfa e beta, de Proteobacteria, actinomicetos
e Pseudomonas (Heuer et al.,, 2002; Milling
et al., 2004).

Segundo Bruinsma et al. (2003), diversos estudos
que avaliam o efeito de plantas geneticamente
modificadas sobre microrganismos com técnicas
distintas detectaram variagcdes ou tendéncias
diferentes em extensao e intensidade sem, entretanto,
serem capazes de demonstrar efeito significativo
dos transgenes. Outros estudos demostraram efeitos
transitorios e temporarios da atividade enzimatica no
solo e da estrutura bacteriana associada a rizosfera
(Rasche et al., 2006), ou efeitos variaveis entre
os estdgios de desenvolvimento da planta, como
demonstrado para estrutura de perfis da comunidade
bacteriana por Schmalenberger & Tebbe (2002) e
Milling et al. (2004).

Os dados obtidos neste trabalho, com a técnica do
16StDNAPCR-DGGE, complementam ainformagao
existente na literatura relacionada aos efeitos da
transgenia sobre a comunidade bacteriana, segundo
a qual a comparagdo entre a comunidade bacteriana
associada as plantas geneticamente modificadas
(evento elite Olathe M1-4) e as plantas do genotipo
de origem (Olathe Pinto) permitiu a observagao de
alteragdes na comunidade bacteriana. A importancia
e o impacto dessas alteragdes devem ser avaliados
visando maior compreensao dos efeitos do transgene
relacionados com os aspectos funcionais da biota do
solo associada.

Conclusoes

1. Os agrupamentos obtidos dos perfis de
16S rDNA PCR-DGGE indicam alteragdes na
comunidade bacteriana associada as raizes das
plantas geneticamente modificadas (evento elite
Olathe M1-4) em comparagao as associadas as
plantas convencionais (Olathe Pinto).

2. A origem das amostras, obtidas de células
cultivadas ou ndo cultivadas, € o estadio de
desenvolvimento da planta afetam os perfis da
comunidade bacteriana obtidos por meio de perfis
de 16S rDNA PCR-DGGE.
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