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RESUMO: Mecanismos de tolerancia ao Al em
plantas atuam na ativacdo de transportadores de
membrana que mediam a exsudacdo de 4cidos
orgénicos pelas raizes formando um complexo
quelante ndo téxico com o Al no solo. Buscando
aumentar a toler&ncia ao Al, alinhagem-elite de milho
L3 da Embrapa foi transformada com o gene
SbMATE que codifica um transportador de citrato na
raiz de sorgo, apresentando elevados niveis de
exsudacgéo de citrato em solugéo nutritiva contendo
niveis toxicos de Al. O objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito do miho transgénico
superexpressando o gene SbMATE sobre a atividade
e a diversidade metabdlica da comunidade
bacteriana da rizosfera em comparagdo com o0s
gendtipos convencionais cultivados em condi¢des de
campo. Estes pardmetros foram avaliados em trés
fases do desenvolvimento da planta pelo consumo de
diferentes fontes de carbono em Ecoplates Biolog,
que fornece informacdes sobre a atividade
metabdlica dos microrganismos. A atividade e a
diversidade microbiana variaram durante o
desenvolvimento da cultura, apresentando o pico
maximo durante o periodo de florescimento, sendo
mais elevadas nos hibridos do que nas linhagens. A
atividade metabolica do solo n&o rizosférico foi
significativamente inferior em relacdo ao solo
rizosférico, sendo essa diferenca mais acentuada
aos 90 dias, que coincide com a fase de enchimento
de gréos. Os parametros utilizados para avaliar a
atividade e a diversidade metabdlica ndo mostraram
diferenca significativa entre as comunidades
bacterianas dos genétipos transgénicos e nao
transgénicos, indicando que o citrato exsudado pelas
raizes de milho expressando o gene SbMATE néo
altera o metabolismo das comunidades microbianas
do solo.
rizosfera,
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INTRODUCAO

O principal mecanismo de tolerdncia ao Al em
plantas envolve ativacdo de transportadores de
membrana responsaveis pela exsudagdo de acidos
organicos no apice radicular, que formam complexos
estaveis e nao téxicos com o aluminio (DELHAIZE et
al., 2007). O gene SbMATE é um membro da familia
MATE (multidrug and toxic compound extrusion), que
codifica um transportador de membrana, responsavel
pela exsudag&o de citrato ativada por Al®* nos apices
radiculares de gendétipos de sorgo tolerantes ao Al
(MAGALHAES et al., 2007). Buscando aumentar a
tolerancia ao Al em milho, a Embrapa Milho e Sorgo
desenvolveu uma linhagem transgénica que, além de
superexpressar o gene SbMATE de sorgo, apresenta
niveis elevados de exsudagédo de citrato em solugdo
nutritiva (MITRE, 2014). Como 0 aumento nha
exsudagcdo de acidos organicos pelas plantas de
milho transgénicas pode levar a uma alteracdo na
biodiversidade e na atividade da comunidade
microbiana do solo, e por ser uma exigéncia dos
orgdos regulamentares e da legislagdo de
biosseguranca, o desenvolvimento de pesquisas e
metodologias para avaliar impacto do cultivo de
plantas transgénicas sobre as comunidades
microbiolégicas no campo torna-se fundamental
(VASCONCELOS; CARNEIRO, 2013). O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito dos gendtipos de
milho transgénicos superexpressando 0 gene
SbMATE sobre a atividade e a diversidade
metabdlica de bactérias da rizosfera.

MATERIAL E METODOS

Genotipos

Os genotipos utilizados foram L3T (linhagem L3
transgénica), L3 (linhagem L3 ndo transgénica),
L3TxL53 (hibrido transgénico) e L3xL53 (hibrido ndo
transgénico). A linhagem transgénica L3 (L3T) foi
gerada a partir de um evento transgénico no hibrido
Hill (POSSA, 2010) introgredido na linhagem elite L3
por retrocruzamento assistido por marcadores.
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Area Experimental para Liberacdo Planejada de
Plantas Transgénicas

O experimento foi realizado em local de liberacao
planejada na area experimental da Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais. O plantio das
linhagens e dos hibridos foi realizado em subareas
separadas por bordadura de gendtipos nao
transgénicos em alta (40 a 55%) e baixa saturacao
de Al (0O a 2%), com trés repeticbes. A adubacéo de
plantio seguiu as recomendagfes da cultura com
base na analise de fertilidade do solo. As coletas de
solo rizosférico foram realizadas aos 30 (fase
vegetativa), 60 (florescimento) e 90 (enchimento de
gréos) dias apés o plantio. O sistema radicular de trés
plantas por linha foi coletado, sendo considerado
como solo rizosférico aquele aderido as raizes. Apés
a coleta, 5 g de raizes finas e centrais que continham
solo aderido a elas foram agitadas por 30 minutos em
solugdo de pirofosfato de sodio 0,1% (m/v) em
homogeneizador horizontal. Como controle, foi
coletado na mesma area solo néo rizosférico.

Atividade Metabdlica dos Microrganismos

Para a determinacdo da atividade e diversidade
metabdlica foram utilizadas placas Ecoplates (Biolog,
Inc., Hayward, CA, EUA). Um volume de 5 mL da
solugao de pirofosfato de sédio 0,1% (m/v) contendo
solo foi centrifugado por 15 minutos a 4.000 rpm e o
sobrenadante obtido foi diluido 50 vezes. Cada pogo
da placa de Biolog foi inoculado com 120 uL da
solucdo e as placas foram incubadas no escuro
durante 5 dias a 28 °C. As leituras foram realizadas
em espectrofotbmetro (Labstems, MultSkan, MS,
EUA) com comprimento de onda de 590 nm, nos
intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas de incubacéo.
Esses dados foram utilizados para estimativa dos
valores da atividade total (AWCD) e do indice de
diversidade de Shannon (H) de acordo com Zak et al.
(1994). Os resultados em AWCD e H foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) a 5% de
probabilidade e teste de Scott-Knott, a 1% e 5% de
probabilidade, utilizando o programa SISVAR
(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade Metabdlica

O indice de atividade metabdlica (AWCD) variou
ao longo do tempo de incubacdo, atingindo o pico
maximo apoés 72 horas, para a maioria dos genétipos
avaliados (Figura 1). Assim, essa leitura foi utilizada
para calculos dos componentes de diversidade
metabdlica.
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Figura 1. Medida de desenvolvimento de cor (AWCD)
baseada no padréo de utilizag@o dos substratos em placas
Biolog Ecoplate das comunidades microbianas da rizosfera
de milho. (L3T) linhagem L3 transgénica; (L3) linhagem L3
ndo transgénica; (L3xL53) hibrido n&o transgénico;
(L3TxL53) hibrido transgénico e (SNR) solo néo rizosférico.

Aos 30 e 60 dias do desenvolvimento da cultura,
as comunidades bacterianas dos genoétipos nao
apresentaram diferencas na atividade metabdlica,
diferindo apenas em rela¢@o ao solo ndo rizosférico
(Tabela 1). No entanto, aos 90 dias, na fase de
enchimento de graos, a comunidade microbiana dos
hibridos apresentou uma maior atividade metabélica
em relacdo as linhagens, independentemente de os
genotipos serem transgénicos ou ndo. Nota-se que a
atividade metabdlica do solo ndo rizosférico foi
significativamente inferior ao solo rizosférico em
todas as fases do desenvolvimento da cultura.

Tabela 1. Comparacéo das médias da atividade metabdlica
(AWCD) de comunidades microbianas da rizosfera de
gendtipos de milho transgénico e ndo transgénico pelo
teste de Scott-Knott ao longo do desenvolvimento da
cultura.

Genotipos 30 dias 60 dias 90 dias
L3TxL53" 0,781a" 2,775a 1,353 a
L3xL53 0,771 a 2,632 a 1,240 a
L3 0,771 a 2,754 a 0,507 b
L3T 0,690 a 2,846 a 0,651b
SNR 0,128 b 2,157 b 0,067 c

*|dentificagéo dos tratamentos de acordo com a Figura 1.
“Valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente
a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott

A analise de regresséo possibilitou a visualiza¢éo
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do comportamento das comunidades microbianas ao
longo do desenvolvimento da cultura (Figura 2). O
pico maximo de atividade metabdlica das
comunidades bacterianas foi aos 60 dias, coincidindo
com a fase de florescimento, sendo que as amostras
de solo ndo rizosférico apresentaram atividade
inferior ao longo de todo o desenvolvimento da
cultura. Adicionalmente, a superioridade dos hibridos
quanto a atividade metabdlica em relacdo as
linhagens foi observada apenas aos 90 dias ap6s o
plantio.
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Figura 2. Anéalise de regressdo baseada nos valores de
atividade metabdlica (AWCD), ao longo das trés fases de
desenvolvimento da cultura (30, 60 e 90 dias). Valores
seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente a
5% de probabilidade. Identificagdo dos tratamentos de
acordo com a Figura 1.

Varios trabalhos tém relatado que na fase de
florescimento ocorre a maior atividade microbiana,
por causa da maior taxa de exsudacdao e liberacdo de
fontes de carbono pela planta. A principal fonte de
carbono para os microrganismos do solo sdo os
exsudatos das raizes, que, no periodo de
florescimento e frutificacdo das plantas, estdo em
pleno desenvolvimento e atividade e quando estes
estagios vegetais ocorrem simultaneamente com
temperatura e umidade favoraveis promovem o
crescimento e atividade da biomassa microbiana
(LYNCH; PANTING, 1982; PEIFFER; LEY, 2013).

Diversidade Metabdlica Avaliada pelo indice de
Shannon

Os valores de AWCD obtidos pelo consumo de
diferentes fontes de carbono em placas de Biolog
foram convertidos em indice de diversidade de
Shannon (H). O teste de média foi semelhante ao
obtido com os valores de AWCD, exceto aos 60 dias,
cuja diversidade metabdlica das amostras de solo
rizosférico e ndo rizosférico ndo apresentou diferenca
significativa. Aos 30 dias de desenvolvimento da
cultura, as comunidades microbianas da rizosfera
diferiram significativamente da amostra de solo nao
rizosférico. Aos 90 dias, as comunidades de solo
rizosférico dos hibridos foram superiores as

linhagens, independentemente de serem ou n&o
transgénicos (Tabela 2).

Tabela 2 - Comparacdo das médias da diversidade
metabdlica (indice de Shannon) de comunidades
microbianas da rizosfera de genétipos de milho transgénico
e ndo transgénico pelo teste de Scott-Knott ao longo do
desenvolvimento da cultura.

GENOTIPOS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
L3TXL53" 3,354a” 3,396a 2917a
L3XL53 3,371 a 3,390a 2,948a
L3 3,330a 3,398a 2,485b
L3T 3,326 a 3,407a 2,610b
SNR 2,869 b 3,269a 1,507c

*|dentificag&@o dos tratamentos de acordo com a Figura 1.
“Valores seguidos da mesma letra n&o diferem significativamente
a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott

A anélise de regressédo com base no indice de
Shannon revelou um perfil da diversidade das
comunidades microbianas da rizosfera ao longo dos
trés meses do desenvolvimento da cultura de milho
semelhante ao obtido com os valores de AWCD. O
pico maximo de diversidade foi aos 60 dias, sem
diferenca significativa entre as amostras. Aos 90
dias, houve uma diferenciacdo entre gendtipos, em
gue os hibridos apresentaram maiores indice de
diversidade, seguidos das linhagens e do solo nédo
rizosférico (Figura 3).
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Figura 3. Analise de regressdo baseada nos valores do
indice de Shannon ao longo das trés fases de
desenvolvimento da cultura (30, 60 e 90 dias). Valores
seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente a
5% de probabilidade. Identificagdo dos tratamentos de
acordo com a Figura 1.

CONCLUSOES

Os niveis contrastantes de Al no solo, a fase
desenvolvimento da cultura e a presenca de hibridos
e de linhagens influenciaram a estrutura e a
composi¢do das comunidades bacterianas do solo.

As comunidades bacterianas coletadas em solo
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rizosférico apresentaram maior atividade e
diversidade metabdlica que as comunidades do solo
néo rizosférico.

A atividade e a diversidade metabdlica das
comunidades bacterianas da rizosfera de linhagens e
hibridos de milho ndo foram afetadas em funcéo da
expressao do transgene SbMATE.
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