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Resumo

O Brasil vem discutindo a utilizag@o de orga-
nismos geneticamente modificados (OGMs), para
o aumento da eficiéncia da produgdo agricola.
Para que ocorra a liberag@o comercial destes or-
ganismos, os riscos ao ambiente, satide humana
e animal devem ser avaliados. Neste contexto,
diversos aspectos tém sido questionados sobre a
introducéo de sequéncias procariéticas e/ou euca-
ridticas em plantas e a utilizag@o de microrganis-
mos transgénicos na agricultura. Dessa forma, os
objetivos desse trabalho foram avaliar o efeito de
transgenia em cana-de-agucar durante a coloni-
zac&o da mesma por uma bactéria endofitica e em
um segundo experimento, determinar o efeito da
transgenia bacteriana na infeccé@o e colonizagdo
em cana-de-acicar convencional. Nos dois experi-
mentos foi utilizada a bactéria endofitica Pantoea
agglomerans (33.1) transformada com o plasmidio
pNKBOR e/ou pNKGFP

Introducéo

A transferéncia de genes de interesse econémi-
co com o objetivo de aumentar o valor nutricional
ou tornar a planta resistente a herbicidas e pragas
permitiu o desenvolvimento de inimeras plantas
geneticamente modificadas (PGMs). Visando es-
tas melhorias, esses genes podem também ser in-
seridos em microrganismos que vivem em simbiose
com a cultura de interesse, ou seja, microrganis-
mos endofiticos, conferindo desta maneira a estas
plantas as caracteristicas desejadas. Entretanto,
poucos estudos est&o sendo realizados a fim de se
avaliar o efeito destes organismos geneticamente
modificados (OGMs) no ambiente e a comunidade
microbiana associada a eles.

Em relacdo as PGMs, apesar da crescente in-

tensificacé&o do seu cultivo, estudos recentes rea-
lizados nessa drea mostram que ainda néo existe
um consenso estabelecido a respeito dos efeitos
sobre comunidades microbianas, de modo que,
tanto efeitos neutros (WATRUD et al, 2006; VAU-
RAMO et al, 2006) como negativos (CASTALDINI
et al, 2005; WEI et al, 2006) vem sendo reportados
em periédicos especializados. Alguns estudos tém
mostrado também que os efeitos da transgenia
s@o muito pequenos quando comparados a outras
fontes de variagdo, como estagdo do ano, idade
da planta e manejo cultural (HEUER et al, 2002,
RASCHE et al, 2006).

Os microrganismos endéfitos, descritos como
microrganismos que habitam o interior dos teci-
dos vegetais sem causar danos ao hospedeiro
ou formar estruturas externas visiveis (AZEVEDO
& ARAUJO, 2004), podem ser usados no contro-
le biolégico de patégenos ou para a promocdo
de crescimento de plantas. Por esse motivo, sGo
muito bem avaliadas as interacées entre a comu-
nidade endofitica endégena e sua planta hos-
pedeira (HALLMANN et al, 1997; LODEWYCKX
et al, 2002; RUBINI et al, 2005), entretanto, ndo
h& muitos estudos que avaliam o impacto que
microrganismos endofiticos expressando genes
heterélogos, podem causar sobre a comunidade
endofitica associada.

Dentre os enddfitos estudados, destaca-se a
bactéria Pantoea agglomerans que possui poten-
cial de indugéao de resisténcia contra diversos pa-
tégenos (LIU et al, 1995; WEI et al, 1996; ONGENA
et al, 2000; JEUN et al, 2004), além de seu uso dire-
to para controle de diversas pragas e microrganis-
mos antagonistas (BARDIN et al, 2003; BONATER-
RA et al, 2003, PLAZA et al, 2004; GUNASINGHE
et al, 2004).
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A partir destes fatos e com a eminente libera-
¢Go do uso de OMGs, o presente trabalho visou
o estudo do efeito da transgenia, tanto em planta
quanto em microrganismos, durante o processo de
colonizagao de cana-de-acticar.

Materiais e Métodos
Bactérias e plasmidios utilizados

A bactéria utilizada como modelo no monito-
ramento de colonizacao foi Pantoea agglomerans
isolado 33.1 (PROCOPIO, 2004), pertencente & cole-
¢do do Laboratério de Genética de Microrganismos
"Prof. Jogo Lucio de Azevedo”, Departamento de
Genética, ESALQ/USP. Nas linhagens transforma-
das 33.1:pNKBOR e 33.1:pNKGFP foram utilizados
os plasmidios pNKBOR (ROSSIGNOL et al, 2001) e
pNKGFP (FERREIRA et al, 2008) respectivamente,
sendo o segundo engenhado a partir do pNKBOR.
Os plasmidios possuem como caracteristicas inte-
gratividade, o gene de resisténcia a canamicina,
0 transposon mini-Tnl0 e apenas o vetor pNKGFP
contém o gene da gfp (green fluorescence protein).

Material Vegetal

As plantas de cana-de-agtcar (Saccharum sp.)
utilizadas no experimento foram cedidas pelo Cen-
tro de Tecnologia Canavieira (CTC), Piracicaba,
S&o Paulo. Foram utilizadas uma variedade comer-
cial, SP80-1842, néo portadora do transgene e uma
geneticamente modificada, IMI-1 resistente ao her-
bicida Imazapir, derivada da variedade SP80-1842
que carrega o gene de resisténcia ao herbicida e o
gene de resisténcia ao antibiético ampicilina.

Colonizacéo de cana-de-agtcar
geneticamente modificada

Para avaliacéo da colonizagdo da cana-de-
agucar, foi inoculada 10° unidade formadora de
colénia (UFC) /planta, da bactéria 33.1:pNKGFP
no interior de cana-de-actcar recém geminadas,
variedades SP80-1842 e IMI-1, através de seringa
e agulha, a qual foi inserida na base inferior do
caule. Como controle foi inoculado apenas meio
de cultura. Apés 15 e 30 dias foram realizados
isolamentos bacterianos, para tanto, 1g de raiz e
folha foram desinfectados e entéo macerados na
presenca de 1 mL de tampao PBS (ARAUJO et al,
2002). Apés a obtencdao da suspens@o de micror-
ganismos, foram feitas diluicées em tampao PBS,
e aliquotas de 100 uL foram semeadas sobre meio
tripticaseina de soja - TSB 5%, (Merck) suplemen-
tado com Benomyl, benzimidazole (50ug.mL-1),
com e sem canamicina (50 ug/mL) e incubados a
28° C por 5 dias. As colénias isoladas marcadas
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com o gene GFP foram quantificadas através da
observacao em luz ultravioleta.

Infecgéo e colonizacdo de cana-de-actuicar
por bactéria geneticamente modificada

A infeccdo natural de plantas micro-propagadas
de cana-de-agtcar, variedade convencional SP80-
1842 foi avaliada utilizando-se as bactérias 33.1,
33.1:pNKBOR e 33.1:pNKGFP que foram cultivadas
em meio LB e apés atingirem a fase log, foram adi-
cionadas, 10° UFC/ planta, em Meio Murashige e
Skoog — MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) conten-
do as plantas, e entéo incubadas a 28°C em estufa
com fotoperiodo controlado de 16 horas de luz e ava-
liados. Como controle foi inoculado apenas meio de
cultura. Apés 5 e 14 dias foram realizados isolamen-
tos bacterianos 33.1:pNKGFP e 33.1:pNKBOR, para
tanto, a raiz das plantas micro-propagadas foram
imersas em 2mL de tampéo PBS e incubadas por 1
hora a 28° C para remocéo das bactérias agregadas
a superficie da raiz. Folha e raiz foram desinfetadas
e enté@o foram macerados na presenca de 1 mL de
tampéao PBS (ARAUJO et al, 2002). Apés a obtencao
da suspenséo de microrganismos, foram feitas dilui-
Goes em tampdo PBS, e aliquotas de 100 UL foram
semeadas sobre meio tripticaseina de soja - TSB 5%,
(Merck) suplementado com Benomyl, benzimidazole
(50ug ml-1), com canamicina (50 Ug/mL) e incuba-
dos a 28° C por 5 dias.

Andlise de dados

Para a andlise dos dados de re-isolamento
bacteriano, o numero de colénias encontradas por
tratamento, foi convertido a log,, (UFC + 2)/ grama
de tecido. A andlise estatistica de todos os dados
foi feita com o auxilio do programa SAS - Copyri-
ght (c) 1989-1996 by SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA, considerando o delineamento experimental
como sub-fatorial, amostras retiradas ao longo do
tempo, com quatro repeticoes cada.

Resultados
Colonizagdo de cana-de-acicar
geneticamente modificada

A colonizacéo de cana-de-agicar pela bactéria
33.1:pNKGFP a partir da inoculagdo de 10° UFC/
planta foi suficiente, pois apés 30 dias foi possivel
re-isolar até 10° bactérias expressando o gene gip.

Apods 15 e 30 dias de inoculac@o da bactéria
33.1:pNKGFP foi realizado o isolamento de bac-
térias resistentes a canamicing, e, ent&o quanti-
ficadas, a partir de luz ultravioleta as bactérias
que expressavam GFP. A partir da quantificagdo
da densidade de bactérias resistentes a canami-



cina foi possivel inferir sobre o efeito do endofitico
transformado sobre a comunidade bacteriana da
cana-de-agucar.

No primeiro isolamento, a densidade de bacté-
rias resistentes a canamicina nas plantas utilizadas
ndo apresentou diferenga estatistica entre os trata-
mentos, apenas quando comparado os diferentes
tecidos, caule e raiz, nos quais foi observada uma
densidade maior no caule (Figtra 1A). Entretanto,
no segundo isolamento, a densidade de bactérias
resistentes a canamicina foi menor nos tratamentos
convencional e transgénica. No tratamento contro-
le no qual a densidade de bactérias resistentes foi
significativamente maior (Figura 1B).

Quando observada a densidade das bactérias
33.1:pNKGFP apés 15 dias, o nimero de bactérias
presente no caule foi significativamente maior na
variedade convencional (SP80-1842), em relacéo
a variedade resistente a Imazapir (IMI-1). Entre-
tanto na raiz néo houve diferenca dos tratamen-
tos em relag@o ao controle (Figura 2A). O mesmo
ndo ocorreu quando observada a densidade bac-
teriana apés 30 dias, na qual a diferenca apre-
sentou-se entre os tratamentos e ndo mais entre
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Figura 1. Densidade de bactérias resistentes

a canamicina isoladas de cana transgénica e
convencional. A) Isolamento apés 15 dias. B) Isolamento
apds 30 dias. O ensaio foi realizado com 4 repeticées
sendo avaliado por Tukey (5%) pelo programa SAS. Os
dados da densidade bacteriana foram transformadas
em logl0 (UFC +2)/ grama de tecido.

os tecidos avaliados, sendo que neste momento,
a quantidade de bactérias colonizando o caule e
raiz de plantas transgénicas é significativamente
maior do que as presentes nas plantas convencio-
nais (Figura 2B).
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Figura 2. Densidade de bactérias 33.1:pNKGFP em
cana transgénica e convencional. A) Isolamento
apds 15 dias. B) Isolamento apés 30 dias. O ensaio foi
realizado com 4 repetigées sendo avaliado por Tukey
(5%) pelo programa SAS. Os dados da densidade
bacteriana foram transformadas em logl0 (UFC +2)/
grama de tecido.

Re-isolamento das plantas micro-
propagadas

Os resultados obtidos demonstraram que no pri-
meiro isolamento, 4 dias apés a inoculacao, houve
uma diferenca significativamente superior na efici-
éncia de colonizacao de rizosfera e raiz das plan-
tas de cana-de-agucar pela bactéria 33.1:pNKGFP
em relacdo a bactéria 33.1:pNKBOR (Figura 3A).
Entretanto, no segundo isolamento, a diferenca
estatistica é observada apenas na colonizacéo da
rizosfera, sendo que, ndo houve diferenca estatis-
tica no padréo de colonizacdo da raiz e do caule
das plantas de cana-de-aguicar pelas bactérias
33.1:pNKGFP e 33.1:pNKBOR (Figura 3B). No caule
das plantas infectadas pela bactéria 33.1:pNKGFP
foi observado um aumento no niimero desta bacté-
ria ao longo do tempo quando comparado os dois
isolamento, havendo consequentemente, uma
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diminuigdo das mesmas na rizosfera e raiz das
plantas avaliadas. Quando observado o padréao
de colonizacgao dos tecidos das plantas infectadas
pela bactéria 33.1:pNKBOR, a mesma acumulou-
se apenas na rizosfera, havendo uma diminuiga@o
da quantidade da 33.1:pNKBOR presente na raiz e
caule das plantas ao longo do tempo.
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Figura 3. Densidade bacteriana presentes nas plantas
micro-propagadas. A) Re-isolamento apés 4 dias. B)
Re-isolamento apés 15 dias. O ensaio foi realizado com 4
repeti¢ées sendo avaliado por Tukey (5%) pelo programa
SAS. Os dados da densidade bacteriana foram
transformadas em logl0 (UFC +2)/ grama de tecido.

Discussdao

No primeiro experimento, a bactéria 33.1:
pNKGFP quando introduzida em cana-de-actcar
tanto convencional quanto geneticamente modifi-
cada alterou a densidade bacteriana endégena, e
talvez também a diversidade bacteriana, uma vez
que foi observado a diminuicao da quantidade de
bactérias resistentes a canamicina. Essa alteracéo
provavelmente é fruto da substituicao das bacté-
rias endégenas pelas bactérias exégenas intro-
duzidas, sendo que, esta alteracao foi observada
somente apds 30 dias de inoculacao das bactérias
exdégenas e com maior evidéncia na comunidade
presente na raiz de cana-de-agucar, demonstran-
do assim que a substituigdo de bactérias endége-
nas por uma populagdo exégena é dependente do
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tempo e do tecido do hospedeiro.

Dados semelhantes foram observados por AN-
DREOTE et al. et al. (2004) ao estudarem o efeito
da adig@o de um isolado endofitico Enterobacter
cloacae (PR2/7) geneticamente modificado com
diferentes plasmidios, em plantas de citrus, ob-
servaram que somente na presenca do gene EglA,
contido no plasmidio pEglA, houve substituicao de
grupos bactérias em relag&o ao tratamento con-
trole, demonstrando assim que a presenca de mi-
crorganismos geneticamente modificados podem
realmente alterar a comunidade endofitica.

Também foi observado no primeiro experi-
mento, que a transgenia das plantas de cana-de-
acucar, apesar das mesmas serem resistentes ao
herbicida, afeta indiretamente a capacidade de
colonizacdao de 33.1:pNKGFP. dependendo do teci-
do e do tempo avaliado.

Entretanto, o plantio de plantas geneticamen-
te modificadas ainda é um assunto bastante con-
troverso em funcéo dos efeitos diretos e indiretos
que elas podem apresentar sobre a composicé&o
e funcionalidade do ecossistema. DUNFIELD &
GERMIDA (2001), estudaram a transgenia na es-
pécie Brassica napus e relataram que a comuni-
dade bacteriana da rizosfera associada foi altera-
da pelo cultivo da planta transgénica. Entretanto
GYAMEFT et al. (2002), nGo observaram alteracéo
na comunidade bacteriana estudando a mesma
espécie vegetal transformada com gene de resis-
téncia ao herbicida glifosato.

Este foi o primeiro estudo que relata as altera-
¢ées na colonizacéo de cana-de-acicar geneti-
camente modificada por uma bactéria endofitica.
Vdrios estudos ja foram realizados em relagéo &
colonizagdo desta planta sem ser geneticamente
modificada, abordando principalmente bactérias
fixadoras de nitrogénio. A partir destes relatos foi
observado que a transferéncia da bactéria 33.1:
pNKGFP do caule, onde foi inoculada, para a raiz,
condiz com experimento de GOMES et al. (2005), no
qual os autores ao inocularem Gluconacetobacter
diazotrophicus e Herbaspirillum spp em diversas
variedades de cana-de-acicar observaram que a
maior populacdo bacteriana das duas bactérias
inoculadas ocorreu nas raizes das variedades uti-
lizadas.

Em relag@o & baixa densidade populacional
(10%) isolada apds 30 dias, baixos nimeros popu-
lacionais também foram observados por GONZA-
LES & BARRAQUIO (2000), tal fato pode ser atribu-
ido ao estado fenoldgico da planta, como sugerido
por REIS JUNIOR et al. (2000).

A partir dos dados e relatos descritos acima, foi



demonstrado que a relacéo entre cana-de-agucar
e bactérias colonizadoras deve ser sempre estuda-
da de acordo com a particularidade de cada bac-
téria e variedade de cana utilizada, sendo que, a
bactéria 33.1:pNKGFP avaliada neste experimento
foi capaz de colonizar satisfatoriamente caule e
raiz da variedade SP80-1842, sendo esta coloniza-
¢cdo afetada quando utilizada a variedade IMI-1
geneticamente modificada.

Quando estudado a infecg@o e colonizacao de
cana-de-acucar SP80-1842 convencional micro-
propagada pelas bactérias 33.1:pNKGFP e 33.1:
pNKBOR foi observado a alterag&o do padrao de
colonizacdo de acordo com o evento de transfor-
magdo da bactéria 33.1. Foi possivel observar que
a bactéria 33.1:pNKGFP infecta e coloniza mais
eficientemente as plantas micro-propagadas de
cana-de-agucar.

Apesar de ndo se conhecer as relacées inti-
mas de interacd@o desta bactéria com as plantas
(LEBUHN et al, 2000), o género Pantoea freqiien-
temente é associado com plantas e colonizam efi-
cientemente rizosfera, sementes e outras partes de
varios hospedeiros (BARRAQUIO et al, 2000).

Enfim, por meio do primeiro experimento foi
demonstrado que a bactéria 33.1:pNKGFP quan-
do inoculada, coloniza eficientemente a variedade
de cana-de-agucar SP80-1842, tanto convencional
quanto geneticamente modificada, sendo que a
transgenia da planta afeta o padrao de coloniza-
¢ao desta bactéria. No segundo experimento, foi
observado que as bactérias 33.1:pNKBOR e 33.1:
pNKGFP foram capazes de infectar plantas mi-
cro-propagadas de cana-de-actucar variedade
SP80-1842, sendo comprovado que a transgenia
das bactérias estaria influenciando o padrao de
colonizagdo das mesmas. Infelizmente, essas in-
teragoes ainda ndo sdo bem compreendidas, pois
sofrem efeitos de muitas varidveis que néao exclu-
sivamente a transgenia, tanto das plantas quando
das bactérias, fato este que corrobora a importan-
cia de futuros trabalhos, mais detalhados que ava-
liem os efeitos gerados pela transgenia na intera-
¢ao planta-microrganismos e suas consequéncias
a curto e longo prazo a agricultura moderna.
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