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Resumo: (Avaliagdo da possibilidade de ocorréncia de transformacdo natural de Azospirillum
brasilense com DNA de plantas contendo o gene de resisténcia a canamicina) — Existe uma grande
preocupacio sobre a possibilidade de transferéncia horizontal de genes de resisténcia a antibidticos
de plantas geneticamente transformadas para bactérias presentes nos solos. Um mecanismo de
transferéncia génica em bactérias, que permite a aquisicdo de material genético proveniente de
espécies diferentes, € a transformagio natural. Nesse trabalho, Azospirillum brasilense, uma bacté-
ria fixadora de nitrogénio, foi utilizada como receptora para a transformagfo natural. Plantas de
tabaco transgénicas, contendo o gene nptll (resisténcia a canamicina) foram utilizadas como doa-
doras de material genético. Um periodo de contato de 12 meses entre as plantas transgénicas e as
bactérias foi avaliado, com coletas amostrais a cada dois meses, através de andlises por PCR do
DNA extraido de peliculas bacterianas formadas em meio seletivo NFbHP. As reacdes de PCR
foram realizadas com oligonucleotideos especificos para os genes nptll e nifH. Nenhuma banda de
amplificacdo correspondente ao gene nptI foi observada até o final do experimento. Os fragmentos
amplificados a partir da reagio para o gene nifH foram clivados com 7agl, para confirmar a presen-
cade A. brasilense nas culturas. As bactérias também foram espalhadas em placas contendo meio
NFbHP e canamicina e ndo foram observadas coldnias apds um periodo de 72 h de incubagio. Do
contrdrio, nas placas contendo apenas ampicilina as colonias foram similares aquelas obtidas com
as placas controle. Os resultados obtidos poderdo ser tteis na elaboracdo de um protocolo de
monitoramento de possiveis efeitos de plantas trasgénicas nos microrganismos do solo.
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Abstract: (Analysis of the occurrence of natural transformation of Azospirillum brasilense
with DNA from plants containing a kanamycin resistance gene) — There is a considerable concern
about the possibility of a horizontal transfer of antibiotic resistance genes from genetically modified
crops to soil bacterial community. One mechanism of gene transfer in bacteria that allows uptake
of genetic material from diverged species is the natural transformation. In this work, the recipient
strain for natural transformation was Azospirillium brasilense, a nitrogen fixing bacteria. Tobacco
transgenic plants containing the nptll gene (kanamycin resistance) were used as donor of the
transgenic material. A 12 months period of contact between the transgenic plants and the bacteria
was evaluated each two months by PCR analysis of the DNA extracted from the bacterial pellicle
grown on selective NFbHP medium. The PCR reactions were performed with oligonucleotides
for nptll and nifH genes. No amplification of nptll gene was observed until the end of the
experiment. A restriction analysis with 7agl of the purified DNA fragments of nifH PCR was
performed to confirm the presence of A. brasilense in the cultures. The bacteria were also spread
on NFbHP plates containing kanamycin and no colonies were observed after 72 h of growth. On
the contrary, on the plates containing only ampicilin the colonies were similar to those obtained
with the control plates. The results obtained could be useful to develop a protocol to evaluate the
effects of transgenic plants on the soil microorganisms.

Keywords: Azospirillum brasilense, horizontal gene transfer, kanamycin resistance, nptll
gene, nifH gene.
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Introducao

Poucas tecnologias desenvolvidas no século
vinte t€m atraido tanta controvérsia como a en-
genharia genética. Esta tecnologia compreende
um conjunto de ferramentas nao-convencionais
com vistas a transferéncia de informacdo genéti-
ca de um organismo, seja ele um microrganismo,
um vegetal ou um animal, para outro. O debate
internacional concentra-se em duas opinides ex-
tremas: um grupo considera este procedimento
de transformacgdo genética como a fonte para a
solucdo da degradagdo ambiental, cura de ind-
meras doengas e producio de comida em quanti-
dade suficiente para abrandar a escassez de ali-
mentos. O outro grupo vé essa tecnologia como
uma ameaga a economia global, local e a0 meio
ambiente. Um dos argumentos mais utilizado
contra plantas geneticamente modificadas, por
exemplo, é o de que varios dos genes marcadores
inseridos nessas plantas e que conferem resistén-
cia a antibidticos irdo se espalhar no ambiente e,
eventualmente, poderdo transformar bactérias
nocivas a saude humana, resistentes a essas dro-
gas (Gay 2001).

Entretanto, o que se observa, na prética, €
que grandes dreas com plantas geneticamente
modificadas, tais como soja, milho, algodao e
canola, vém sendo cultivadas com enorme sucesso
no hemisfério ocidental. Até 2004, um total de
81 milhdes de hectares, envolvendo 17 paises e
cerca de 8,25 milhdes de agricultores, foram uti-
lizados para o cultivo de plantas transgé€nicas, nas
quais as principais caracteristicas transferidas
foram a tolerancia a herbicidas (72%) e resistén-
cia a insetos (19%) (James, 2004). Existem, tam-
bém, inimeros exemplos de microrganismos ge-
neticamente modificados para a producio de an-
tibidticos de uso farmacéutico, enzimas,
aminodcidos e vitaminas, muitos dos quais sdo
amplamente utilizados pela industria de alimen-
tos (Azevedo & Aratijo 2003).

A grande maioria dos trabalhos ja realizados
no sentido de investigar possiveis efeitos que
poderiam resultar da utilizacdo e liberagdo de
plantas transgénicas no meio ambiente relacio-
na-se com os riscos ao ambiente e a satide huma-
na (Ammann et al. 2001; Conner et al. 2003).
Sabe-se, também, que as plantas alteram a com-
posicdo e a diversidade das comunidades

microbianas do solo de uma maneira seletiva, € a
comunidade microbiana, resultante dessa pressao
seletiva, varia entre espécies de plantas (Siciliano
& Germida 1999). Comunidades bacterianas que
vivem na rizosfera de plantas de trigo e canola,
cultivadas na mesma area, diferem na sua com-
posicao taxondmica (Germida et al. 1998), e co-
munidades rizosféricas de trigo, centeio e
forrageiras, como o trevo, diferem na sua capaci-
dade para utilizar uma variedade de substratos de
carbono (Grayston et al. 1998). Siciliano &
Germida (1999) demonstraram, através de um
trabalho utilizando trés cultivares de canola, sen-
do uma delas geneticamente modificada para to-
lerancia ao herbicida glifosato, que a composi-
¢do da comunidade microbiana associada as raizes
diferiu significativamente entre a cultivar de
canola transgénica e as ndo transgénicas. Nesse
trabalho, os autores mostraram que o efeito da
cultivar foi mais pronunciado no interior das
raizes, comparado ao efeito sobre a comunidade
da rizosfera, e que a variedade geneticamente
modificada apresentou uma menor diversidade na
comunidade bacteriana associada a raiz que a
variedade ndo modificada correspondente. Ape-
sar desses resultados, a significancia a longo pra-
zo de quaisquer das modificacdes observadas
sobre o efeito de culturas transgénicas nos
ecossistemas ainda € incerta e carece de experi-
mentacao.

Em vista do acima exposto, esse trabalho teve
como objetivo analisar a possibilidade da ocor-
réncia de alteracdes significativas nos genomas
dos microrganismos, em especial daqueles que
desempenham funcdes importantes para a agri-
cultura, decorrentes da convivéncia com culturas
geneticamente modificadas. Investigou-se a pos-
sibilidade de transferéncia de DNA das plantas
para as bactérias e a ocorréncia de possiveis alte-
racdes em genes envolvidos em processos fisio-
l6gicos bacterianos importantes, como a fixagao
biolégica do nitrogénio.

Material e métodos

Sementes de tabaco (Nicotiana tabacum, var.
SR1) de tipo selvagem e resistentes a canamicina
(devido a introducio do gene nptll do transposon
Tn5, sob o controle do promotor e do terminador
do gene nos; Kern 2003), foram germinadas em

Revista Brasileira de Biociéncias/Brazilian Journal of Biosciences - Porto Alegre, V. 2 n. ?/, p. 151-158 / Jul-Dez 2004




Avaliagdo da possibilidade de ocorréncia de Azospirillum brasilense com DNA... 153

placas de Petry esterilizadas, cobertas com algo-
dao e dgua, no escuro a 25°C por 48 h. Quando as
plantulas apresentavam tamanho de cerca de 0,5
cm essas foram transferidas para copos contendo
mistura estéril de vermiculita e areia, na propor¢ao
de 3:1. Os DNAs das plantas foram extraidos de
acordo com o método de CTAB/Fenol-cloroférmio
(Sambrook & Russel 2001). A confirmagio da pre-
senca do gene nptIl no DNA das plantas foi reali-
zada através de reacdo de polimeriza¢do em cadeia
(ver abaixo). As plantas (sete transgénicas e trés de
tipo selvagem) foram transferidas para vasos de 2
L de capacidade contendo o mesmo substrato
(vermiculita:areia) e mantidas em casa de vegeta-
¢do, com temperatura de 25°C e fotoperiodo de 12
h, sendo regadas com solu¢do nutritiva (Sarruge
1995).

A linhagem bacteriana Azospirillum
brasilense Sp7 (ATCC 29145, Amp®; Tarrand et
al. 1978) foi utilizada como microrganismo-alvo
para a transformag@o genética. As bactérias fo-
ram multiplicadas em meio Luria Bertani (LB;
Sambrook & Russel 2001) durante 48 h a 30°C
em mesa agitadora a 200 rpm. A inoculacdo de
A. brasilense, com densidade celular de 108 c.f.u.
mL, foi realizada em cada um dos dez vasos do
experimento, no momento em que as plantulas
foram colocadas nos copos.

Para o monitoramento das bactérias, coletas
foram realizadas a cada dois meses durante o pe-
riodo de 14 de abril de 2003 a 12 de abril de 2004,
quando as plantas ja estavam no final de seu ciclo
de vida. Em cada coleta foi retirada uma amostra
de aproximadamente 5 g da mistura de vermiculita
e areia da rizosfera das plantas. As bactérias pre-
sentes nessa amostra foram suspensas em 5,0 mL
de solucao salina estéril (NaCl 0,85%). A suspen-
530 (100 puL) foi inoculada em frascos contendo
5,0 mL de meio NFbHP semi-s6lido sem nitrogé-
nio (Machado et al. 1991). Da pelicula bacteriana,
formada apds 16 horas de multiplicagio a tempe-
ratura de 30°C, foi extraido o DNA, conforme o
protocolo descrito por Schrank et al. (1987). An-
tes das células serem rompidas para a extracao de
DNA, uma aliquota foi espalhada em placas de
meio NFbHP sélido (dgar 1,5%), suplementado
com 20 mM de NH,Cl, ampicilina (50 mg mL")
e canamicina (30 mg mL™"). As placas foram in-
cubadas a 30°C durante 72 h.

Os DNA s extraidos das plantas e das pelicu-
las bacterianas foram utilizados em reagdes de
amplificagcdo em cadeia (PCR), usando como ini-
ciadores oligonucleotideos correspondentes aos
genes nptll e nifH (um dos genes mais conserva-
dos do sistema de fixagcdo bioldgica do nitrogé-
nio; Passaglia et al. 1991). Os oligonucleotideos
iniciadores utilizados foram: npt/[FOR (ACTGA-
AGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATT) e
nptlIREV (GATACCGTAAAGCACGAGGAA-
GCGGTCAG), que amplificam um fragmento de
DNA de 481 pares de bases do gene nptll do
transposon Tn5 e nifHFOR (ACCCGCCTGATC-
CTGCACGCCAAGG) e nifHREV (ACGATGT-
AGATTTCCTGGGCCTTGTT), que amplificam
um fragmento de 314 pares de bases do gene nifH
de A. brasilense. As reagdes de amplificacdo fo-
ram realizadas em um volume final de 50 UL, con-
tendo 100 ng de DNA molde, 2,5 U de Tag-DNA
polimerase (Biotools do Brasil Ltda.), tampao de
reagdo da enzima, com 2,5 mM de MgCl,, cada
um dos quatro dNTPs (Amersham Biosciences)
na concentragido final de 200 mM e os
oligonucleotideos, na concentragio final de 100
nM cada. Ap6s uma etapa de desnaturagio inicial
de 5 min a 94°C, as reagdes foram realizadas em
30 ciclos com as seguint es etapas: desnaturacao
por 45 s a 94°C, anelamento por 45 s a 55°C e
extensdo por 45 s a 72°C. Uma etapa de extensio
final de 5 min a 72°C foi realizada e as amostras
foram, posteriormente, mantidas a 4°C. A quali-
dade e a concentrag¢do dos produtos amplificados
foram analisadas em géis de agarose 1,5%
(Invitrogen Life Technologies) corados com bro-
meto de etideo (Sambrook & Russel 2001).

A especificidade dos fragmentos amplifica-
dos foi confirmada por hibridiza¢do dos produ-
tos das PCRs por Southern blot, utilizando-se o
kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling and
Detection System (Amersham Biosciences).
Como sondas para as hibridiza¢des foram utili-
zados um fragmento de 1,9 kb contendo parte do
gene nptll do transposon Tn5 e um fragmento de
2,8 kb contendo o gene nifH de Azospirillum
brasilense, previamente clonados e seqilienciados
(Nunes et al. 2000; Passaglia et al. 1991).

Os fragmentos amplificados nas reagdes cor-
respondentes ao gene nifH, depois de purificados
em gel de agarose, foram clivados com a enzima
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Tagl. Os padroes de clivagem obtidos foram com-
parados com o padrdo originado pela clivagem
do fragmento correspondente ao gene nifH de A.
brasilense previamente determinado, a fim de ser
comprovada a identidade das bactérias nas amos-
tras testadas. Os produtos das clivagens foram
analisados em géis de acrilamida 10% e corados
com nitrato de prata (Sambrook & Russel 2001).

Resultados

A bactéria fixadora de nitrogénio de vida li-
vre A. brasilense Sp7 foi submetida ao convivio,
durante o periodo de um ano, com plantas de ta-
baco geneticamente transformadas com o gene
marcador nptll, o qual confere resisténcia ao an-
tibidtico canamicina (Kern 2003). A confirma-
¢a0 do estado transgénico das plantas foi realiza-
da através de experimentos de PCR e Southern
blot. A Figura 1 mostra o resultado da PCR, com
a amplificac@o de um fragmento de 481 pares de
bases, correspondente a uma por¢ao do gene nptll,
no genoma de sete plantas. Trés plantas ndo trans-
formadas (Figura 1, n® 2, 3 e 10), foram utiliza-
das como controle do experimento. A especifi-
cidade da amplificacdo foi confirmada pela
hibridiza¢do com um fragmento de 1,9 kb con-
tendo parte do gene nptll, previamente clonado e
seqiienciado (dado ndo apresentado).

Para o monitoramento das bactérias foram rea-
lizadas seis amostragens durante o periodo de abril
de 2003 a abril de 2004, sendo que na ultima
amostragem, as plantas ja se encontravam na fase
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Figura 1

Gel de agarose 1,5% com o resultado da amplificagéo,
onde foi utilizado como molde DNA das plantas. Os frag-
mentos amplificados correspondem a uma porcao do
gene nptll (fragmento de 412 pb). M: DNA do plasmideo
Blue Script SK* clivado com Sau3Al. B: reacdo sem DNA;
C: controle positivo, onde o DNA-molde utilizado foi DNA
de uma linhagem de A. brasilense com o transposon
Tn5 inserido no genoma. Os nimeros de 1 a 10
correspondem a numeracao das plantas no experimen-
to. A amplificacdo do gene npt// pode ser visualizada
nas canaletas correspondentes as plantas de nimeros 1,
4,5,6,7,8e09, que sdo transgénicas. Os numeros 2, 3 e
10 correspondem a plantas de tipo selvagem.

final de seu ciclo de vida, com sinais visiveis de
decomposicdo. A Figura 2 mostra os resultados
das amplificacdes obtidas a partir dos DNAs
bacterianos isolados ap6s o periodo de selecdo em
meio especifico para microrganismos fixadores de
nitrogénio, correspondentes ao material coletado
em 15 de dezembro de 2003 (quinta coleta). Como
mostra a Figura 2a nenhum produto de amplifica-
cdo foi observado quando foram utilizados os
oligonucleotideos correspondentes ao gene nptll
e o DNA extraido das peliculas bacterianas, indi-
cando a auséncia de transferéncia desse gene para
o genoma das bactérias presentes na pelicula. Ao
contrdrio, como mostra a Figura 2b, fragmentos
de 314 pares de bases, correspondentes ao gene
nifH, foram observados em todos os DNAs anali-
sados, confirmando a presenga de bactérias
fixadoras de nitrogénio nos dez vasos e a manu-
ten¢ao dessas bactérias na mistura de vermiculita
e areia durante todo o periodo do experimento.
Novamente, a especificidade das amplificacdes
foram confirmadas por Southern blot (dados ndo
apresentados). Resultados idénticos aos apresen-
tados na Figura 2 foram obtidos nas outras cinco
amostragens realizadas.
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Figura 2

Géis de agarose 1,5% com o resultado das amplifica-
¢cOes correspondentes aos genes nptll (A) e nifff (B),
onde os moldes foram os DNAs extraidos das peliculas
bacterianas. As canaletas marcadas com (B) correspon-
dem as reacdes sem DNA. Os numeros de 1 a 10
correspondem a numeracgao das plantas em cada vaso
do experimento. Em (A) verificou-se amplificacdo ape-
nas no controle positivo (canaleta C), onde o molde
utilizado foi DNA de uma linhagem de A. brasilensecom
o transposon Tns inserido no genoma (fragmento de
412 pb). Em (B) o controle positivo foi DNA do
plasmideo Blue Script SK* contendo o gene niff{ de A.
brasilense clonado (fragmento de 314 pb). M: DNA de
fago A clivado com a enzima Hindlll.
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Figura 3

Géis de acrilamida 10% com o resultado da clivagem dos
fragmentos amplificados na PCR da Figura 2B com a
enzima de restricdo 7agl. Ab: padréo de clivagem do gene
niffl de Azospirillum brasilense (linhagem controle). Nu-

)

{4 Bl
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meracgdo de 1 a 10 corresponde as amostras testadas.

A fim de confirmar a presenca de A. brasilense
nas amostras analisadas, os fragmentos de 314
pares de bases, amplificados com os oligonucleo-
tideos correspondentes ao gene nifH, foram
clivados com a enzima Tagl. Os padrdes de restri-
¢do obtidos foram comparados ao padrao gerado
pela clivagem do fragmento de 314 pb, correspon-
dente ao gene nifH, amplificado do genoma de A.
brasilense, previamente isolado e seqiienciado. A
Figura 3 mostra que os padrdes de clivagem de
Tagl gerados pelos fragmentos amplificados sdo
idénticos ao padrdo de clivagem de Tagl obtido
com o fragmento proveniente da amplificacdo do
DNA de A. brasilense isolado, confirmando a iden-
tidade das bactérias e reafirmando a sua perma-
néncia na mistura de vermiculita e areia durante
todo o periodo do experimento.

Assim como nao foi observado nenhum pro-
duto de amplificag@o quando os oligonucleotideos
correspondentes ao gene nptll foram utilizados
com os DNAs provenientes das peliculas
bacterianas, também ndo foi observada a multi-
plicacdo de nenhuma bactéria resistente a
canamicina nas placas inoculadas com aliquotas
das suspensdes bacterianas provenientes das peli-
culas e que continham esse antibidtico adiciona-
do ao meio NFbHP sélido. Do contrario, em pla-
cas contendo meio NFbHP e ampicilina, foi ob-
servado o aparecimento de col6nias apds um pe-
riodo de incubacdo de 48 h a 30°C. Essas colonias
apresentaram formato, coloragdo, tamanho e apa-
réncia similares as coldnias de A. brasilense pro-
venientes das amostras obtidas dos vasos com
plantas ndo transformadas.

Discussao

A enorme disseminago do cultivo de plan-
tas geneticamente modificadas em todo o mundo,

incluindo o Brasil, originou inimeros debates em
relagdo a seguranca e a disseminacdo de genes
marcadores, especialmente os que conferem re-
sisténcia a antibioticos, a ervas daninhas, bactéri-
as patogénicas ao homem e a outras plantas e, tam-
bém, suscitou a possibilidade de que esses genes
poderiam provocar efeitos prejudiciais aos orga-
nismos nio-alvos da flora e fauna local.

A transferéncia horizontal de genes de bacté-
rias para plantas € bem conhecida, sendo o exem-
plo tipico a transferéncia de DNA de Agrobacterium
tumefaciens para os genomas de plantas susceti-
veis (Zupan et al. 1998; Smith ez al. 2001). A trans-
feréncia de material genético entre bactérias tam-
bém € bem conhecida (Droge et al. 1998; Droge et
al. 1999). A possibilidade de transferéncia génica
horizontal de plantas para bactérias tem sido ex-
tensivamente investigada por vérios grupos (Nielsen
et al. 2000; de Vries et al. 2001; de Vries &
Wackernagel 2002). Nielsen et al. (2000) relata-
ram a existéncia de transferéncia génica tempora-
ria entre 0 DNA de plantas geneticamente modifi-
cadas com o gene nptll e bactérias do género
Acinetobacter. Esse estudo demonstrou a transfor-
macao in vitro das bactérias com DNA extraido de
beterraba transgénica contendo um gene nptlI fun-
cional e que resultou na complementagao do mes-
mo gene presente no cromossomo bacteriano, que
continha uma delecdo. O trabalho, no entanto, con-
cluiu que as condigdes testadas nao refletiam as
condigdes reais e que seria extremamente impro-
véavel que uma transferéncia dessa ordem ocorres-
se em condigdes naturais. Uma das causas dessa
improbabilidade seria a necessidade de homologia
total entre os DNAs que irdo recombinar, o da planta
com o da bactéria. Além disso, uma vez liberado
no solo, o DNA das plantas é rapidamente degra-
dado pelos compostos presentes no solo, dificul-
tando muito a fixacdo de seus genes nos genomas
bacterianos (para detalhes ver Azevedo & Aratjo
2003; van den Eedea er al. 2004; Nielsen &
Townsend 2004).

Estudos de transferéncia génica horizontal
envolvendo bactérias fixadoras de nitrogénio ain-
da sdo escassos. Donegan et al. (1999) realizaram
um experimento de campo com plantas de alfafa
geneticamente transformadas com gene da o-
amilase ou com o gene da lignina peroxidase em
associagdo com linhagens de Sinorhizobium
meliloti de tipo selvagem ou contendo genes de
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resisténcia aos antibiéticos espectinomicina e
estreptomicina ou elevada atividade de fixagdo de
nitrogénio. Nao foram observadas altera¢des nos
microrganismos em relacdo ao convivio ou nao
com as plantas geneticamente modificadas; no
entanto, foram observadas alteracdes em alguns
componentes do ecossistema, principalmente nas
plantas contendo o gene da lignina peroxidase,
incluindo alteragdes no crescimento e caracteris-
ticas quimicas das plantas e caracteristicas quimi-
cas e microbioldgicas do solo. Um outro estudo,
envolvendo plantas de Lotus japonicum transfor-
madas com o gene da glutamina sintetase
citosdlica (GS) de alfafa mostrou o dobro de ati-
vidade de GS em ndédulos contendo a bactéria
fixadora de nitrogénio Mesorhizobium loti e ati-
vidade de GS nas raizes similar a atividade de GS
observada nas plantas nao transformadas, indican-
do que a presenca desse gene aumentou a interagdo
com as bactérias presentes nos nodulos das raizes
das plantas (Suarez et al. 2003).

Nesse trabalho foi monitorada a possibilida-
de de ocorréncia natural de transferéncia génica
horizontal entre plantas transgénicas e bactérias
fixadoras de nitrogénio que sdo abundantes em so-
los cultivados de regides tropicais e sub-tropicais.
Os resultados obtidos, ainda que preliminares, con-
tribuem para reforcar a possibilidade extremamente
remota da incorporacido de DNA transgénico pe-
las bactérias em condi¢des naturais (Nielsen &
Townsend 2004). Apés um periodo de 12 meses
de monitoramento das bactérias ndo foi possivel
detectar a presenca do gene nptll no DNA extrai-
do de amostras bacterianas analisadas. Também
ndo foram observadas alteracdes fenotipicas nas
bactérias submetidas ao contato com as plantas
transgénicas, uma vez que ndo houve o apareci-
mento de colOnias resistentes a canamicina nas pla-
cas contendo esse antibidtico. Entretanto, a ocor-
réncia de bactérias resistentes a canamicina atra-
vés do processo de transformagio natural ndo era
um evento esperado, uma vez que o gene marcador
utilizado estd sob o controle de um promotor
eucariético, o qual ndo é reconhecido pela maqui-
naria de transcri¢do procariética. Por outro lado,
nas placas onde houve multiplicagido bacteriana,
as colonias apresentaram-se uniformes quanto ao
formato, colorag@o, tamanho e aparéncia, simila-
res as colonias de A. brasilense provenientes das
amostras obtidas dos vasos com plantas nao trans-

formadas. Ainda que outros experimentos devam
ser realizados, o protocolo de atividades estabele-
cido nesse trabalho poder4 ser utilizado como ponto
de partida para o desenvolvimento de protocolos
mais completos que sejam Uteis na averiguacao da
ocorréncia ou ndo de modificagdes importantes nos
genomas dos microrganismos que foram submeti-
dos ao contato com plantas geneticamente modi-
ficadas.
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