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Introducao

A toxidez de aluminio € um dos principais fatoresponsaveis pela baixa
produtividade agricola em solos acidos, que ocuparoximadamente 50% das terras
potencialmente araveis do mundo (UEXKULL; MUTERR9%5) e 68% do territorio
brasileiro. O apice da raiz € o sitio primario gaatoxica desse metal e o sintoma mais
visivel do estresse € a inibicdo do crescimentcsidtema radicular (RYAN et al.,
1992). Assim, o volume de solo explorado pelas tpkarsensiveis ao aluminio é
reduzido, o que resulta em limitagbes na absorgdodgua e nutrientes, com
consequente decréscimo na produtividade das csiltura

Dentre os mecanismos de tolerancia ao Al, um gragdeero de evidéncias tem
indicado que o principal é a exsudacdo de acidganaos pelas raizes. Acidos di e
tricarboxilicos com massa molecular reduzida sédpazes de formar complexos
estaveis com o Al presente na rizosfera, reduzindo ou mesmo anulaeds efeitos
toxicos, uma vez que tais complexos sdo incapazesatthvessar a membrana
plasmatica (KOCHIAN et al., 2004). Adicionalmentesitio de exsudacdo de acidos
organicos localiza-se no apice radicular, coincdditom o sitio alvo da toxicidade do
Al.

Em sorgo $orghum bicolor L.), a tolerancia ao Al parece ser controlada por u
gene de efeito maior localizado na porgcdo termidal cromossomo 3Altss.
Recentemente, pesquisadores da Embrapa Milho eo,Seng parceria com equipes
internacionais, clonaram o geAls que foi isolado em sorgo pela técnica de clonagem
posicional, auxiliada pela genémica comparativageDeAltss € um transportador de

citrato ativado por aluminio, membro de uma familia Multidrug and Toxic



Compound Extrusion (familia MATE), responséavel pelo efluxo de citram raizes de
sorgo (MAGALHAES et al.2007).

Como os acidos organicos exsudados pelas raizepldass podem atuar
diretamente na comunidade microbiana do solo, noadifio sua densidade,
composicao e atividade, esse efeito deve ser deaban detalhes, em gendtipos que
apresentem exsudagéao diferencial desses componkss@ecorre porque 0s exsudatos
podem agir como mensageiros que estimulam as ¢diesaentre as plantas e os
microrganismos, além de servir como nutrientes paranetabolismo microbiano
(MARSCHNER et al., 2006). Assim sendo, a compos&aaatividade da microflora da
rizosfera podem se alterar em funcdo de mudangapadrdes de exsudatos das raizes,
conforme a idade e o0 gendtipo das plantas.

Existem numerosos métodos para avaliar as comwsdacrobianas do solo,
incluindo cultivo e técnicas moleculares que indeleen do crescimento dos
microrganismos. O método de BIOLOG que avalia l&zatido de diferentes substratos,
também conhecido comftngerprinting metabolico, € frequentemente usado e tem se
mostrado eficiente na deteccado de variacbes nasredates microbianas do solo.

O objetivo deste trabalho é avaliar, pela técnieaBIOLOG, o efeito da
exsudacdao diferencial de acidos organicos sobredivbrsidade de microrganismos da
rizosfera de genotipos convencionais de sorgo,rastaintes quanto a exsudacao de

acidos organicos e tolerancia ao aluminio.

Material e Métodos
Experimento em casa de vegetacéo

O experimento foi realizado sob condicfes contadasin casa de vegetacao na
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, MG. O soloizatlb foi um Latossolo
Vermelho-Escuro distréfico, coletado sob vegetad@aerrado na profundidade de O-
20 cm. O solo foi peneirado, homogeneizado e didade corrigida quantos aos niveis
recomendados de N, P, K, S e micronutrientes, delacom a analise quimica inicial.

Para a maxima exsudacao de acidos organicos em, soigdice de saturacao
de Al do solo deve ser préximo de 30%, pois a excéiol € induzida pela presenca de
Al. Portanto, o solo coletado, que apresentavaaimente 26,7% de saturacdo de Al,
foi considerado como de alta saturacdo de Al. Biedrrigido com CaC@e MgO,

resultando em um solo com moderada saturacdo (189Q%om CaGl e MgCh,



resultando em baixa saturacdo de aluminio (7,1%}yakacteristicas quimicas dos solos
estdo descritas na Tabela 1.

O delineamento experimental foi o inteiramente absado com 12 tratamentos
e trés repeticoes, resultando em 36 parcelas. Fatidfimados trés tipos de solo: alta
(AS), moderada (MS) e baixa saturacédo de alumB®) € quatro gendtipos de sorgo
(SC 566 e ATF 14 tolerantes ao aluminio e BR 0B7TE 13 susceptiveis ao aluminio),
cultivados em vasos de 5 kg. A semeadura foi r@ddizom cinco sementes de sorgo e
o desbaste, efetuado aos 15 dias apds a semedeinemdo-se uma planta por vaso.

Durante o florescimento, as plantas foram coletawtas o sistema radicular
inteiro e as raizes, lavadas para retirar o exassolo. Apds a lavagem, 5 g das raizes
mais finas e centrais de cada amostra, com sobsfédco aderido, foram retiradas,
adicionadas a 50 mL de pirofosfato de sédio 0,1%gdadas por 30 min em
homogeneizador horizontal. Centrifugaram-se 5 métadsolugao a 4.000 rpm por 15

min e procedeu-se a etapa de analise da diverdialdgica.

Diversidade metabodlica

Para determinagéo da diversidade funcional micnabfaram utilizadas placas
denominadas como Ecoplates® (Biolog, Inc., Hayw@wl, USA) que apresentam trés
grupos iguais de 31 substratos diferentes (aciddsogilicos, carboidratos, polimeros,
aminoacidos, amidos), cavidades controle sem subsrvioleta tetrazol como corante
indicador do potencial redox. Em cada poco dasaplde Biolog, foram inoculados 120
pL da solucdo do solo rizosférico em pirofosfatesddio obtido na etapa anterior, e as
placas foram incubadas no escuro durante 5 di8S@. 2\ leitura das placas, ou seja, 0
desenvolvimento de cor pela oxidacdo de substrdimmnte a respiracdo dos
microrganismos, foi realizada por um espectrofotdméeitor de placas (Labstems,
MultSkan, MS, EUA) em 590 nm, nos intervalos de 28, 72, 96 e 120 horas. A
leitura de 72 horas foi utilizada para calculos casponentes da diversidade funcional
por representar o tempo médio entre as leiturdigadas. Esses dados foram utilizados
para se estimar a riqueza de substratos (S-atejdar indice de diversidade de
Shannon (H) e a distribuicdo dos individuos enteespécies (E-equitabilidade) de
acordo com Zak et al. (1994). O valor S refere@sa@mero de diferentes substratos
que podem ser utilizados pela comunidade microbiamguanto H compreende tanto a

riqueza de substratos quanto a intensidade conagjdientes de C séo utilizadas pela



microbiota do solo. Os resultados de S, H e E fosabmetidos ao teste Scott Knott, a
5% de probabilidade, utilizando-se o programa SIBVA

Resultados e Discussao

Atividade metabdlica e indice de diversidade

A andlise das placas de Biolog mostrou que a aiilddde utilizacdo dos
substratos medida pelo desenvolvimento de cor ¢ssprem AWCD) foi diferente ao
longo do tempo de incubacdo para cada gendtipo difesentes tratamentos de
saturacdo de Al no solo (Figura 1). Na alta saficage Al, o gendtipo SC566
apresentou menor atividade metabdlica em comparegdo os demais genaétipos, a
partir de 24 h de incubacdo. Na média saturaca®, Xlapresentou menor atividade a
partir de 48 h, enquanto na baixa saturacéo, BR@@07 e ATF 14 apresentaram menor
atividade de utilizagéo dos substratos que os dedumante o periodo de incubacéo das
amostras (Figura 1). Esta mesma tendéncia foi eddarquando a atividade microbiana
foi avaliada apds 72 h de incubacéo, que corregpandyico maximo de atividade dos
microrganismos neste experimento (Tabela 2).

O gendtipo SC 566 € tolerante ao aluminio e aptasdtas taxas de exsudacdo
de &cidos organicos em solos acidos (CANIATO et 2007). No entanto, esta
caracteristica ndo acarretou aumento na distribuigddiversidade das bactérias
presentes na rizosfera deste genotipo, uma veesiaggenotipo apresentou 0s menores
valores de atividade de utilizacdo de substratpsnéStes solos. Além disso, entre os
gendtipos que apresentaram 0s menores indices tpaas as varidveis avaliadas
(atividade, equitabilidade e indice de Shannon belta 2) existem tolerantes e
susceptiveis ao aluminio cultivados em solos cdap alédia ou baixa saturacéo de Al.
Portanto, ndo foi observada correlacdo entre aatodéa/sensibilidade dos gendtipos
para toxidez de Al, teor de saturacdo de Al no solws indices avaliadoSegundo
Marschner et al. (2006), a alta taxa de liberac@ocarbono organico pelas raizes
favorece o aumento da densidade populacional deomganismos na rizosfera,
especialmente de bactérias, em relacdo ao restastglo. Assim, seria esperado que 0s
gendtipos tolerantes ao Al apresentassem maioidatie microbiana, devido ao
mecanismo de tolerancia que € baseado na exsudegmdos organicos. No entanto,
nos nossos resultados esse efeito ndo foi observadd vez que o gendtipo SC566
sendo tolerante ao Al e consequentemente com paiiencial de exsudacao deveria ter

favorecido uma maior densidade de células de bastém situacdo de estresse de Al.



Por outro lado, a exsudacdo de &cidos organicosciisps pode favorecer o
desenvolvimento de determinadas populagfes resting diversidade. Essa hipotese
teria que ser avaliada em outros estudos.

O indice de diversidade de Shannon (H) indica madixersidade em amostras
com maior variedade de utilizacdo de diferenteseode carbono. A escala de H para
as placas EcoPlate varia de 0 a 4 (ZAK et al., 198k rizosfera dos genotipos
estudados, as amostras coletadas apresentaranesvaler H proximos de 3, com
diferenca significativa (p<0,05) entre os genotifitabela 2).

A avaliacdo da diversidade de bactérias (H) emicoed de alta saturacdo de
Al no solo também apresentou a mesma tendénciaagagaliagdo do indice de
atividade dos microrganismos, ou seja, 0 genotig 66 apresentou a menor
diversidade de bactérias em comparacdo com os slegeaidtipos (Tabela 2). Isto
significa que as bactérias da rizosfera deste gEnattilizaram menos substratos,
demonstrado no indice de diversidade (H) e com mearensidade de utilizacdo,
demonstrada pela avaliacdo da atividade relaciorsadalesenvolvimento de cor.
Portanto, ndo foi observada associacéo entre osegalle diversidade de Shannon entre
gendtipos e niveis de saturagcdo de Al no solo. IRems semelhantes foram
observados para a Equitabilidade que avalia ailligffo dos individuos entre as
espécies (Tabela 2). Possivelmente, o mecanisntolei&ncia a toxidez de Al esta
baseado na exsudacédo de acidos organicos espedajfieopodem estar selecionando
populacdes de bactérias especificas, explicandm asmenor diversidade encontrada.
Novos estudos sdo necessarios para elucidar esstaou

Concluséo
* Na&o foi observada correlagdo entre o gendtiposatoles e sensiveis a toxidez
de Al, o teor de saturacdo de Al no solo e os @winetabdlicos avaliados por
Biolog.
* O gendtipo SC566 tolerante ao Al apresentou menindises de atividade

metabdlica e diversidade determinados por Biolog.
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Tabela 1.Propriedades quimicas de um Latossolo VermelhovBstom alta, média e baixa saturacéo de Al.

SOLO pH P K ca& Mg¥ A* H+A SB (t) (M \Y; m MO  P-rem
H,O  ---- mg dm®----- o 110 Yp---—- dagkgt mgL?

Alta saturagéo 4,89 7,6 67 1.8 0,17 0,78 8 2,14 2,92 10,14 ,1 21 26,7 4,21 19
Média saturagdo 5,37 113 203 1,82 0,19 0,59 8,7 2,53 3,12 2311, 22,5 189 4,35 23,6
Baixa saturacdo 4,22 23,1 143 4,06 0,69 0,39 8,2 5,12 551 ,3213 384 7,1 4,48 18,6

pH em &gua - Relacéo 1:2,5

P - K — Extrator Mehlich 1 CTC (T) - Capacidade de Troca Catiénica a pH 7,0
Ca -Mg -Al - Extrator: KCI - 1mol/L V= indice de Saturacéo de Bases

H + Al — Extrator Acetato de Calcio 0,5mol/L - pkD7 m= indice de Saturagao de Aluminio

SB = Soma de Bases Trocaveis Mat. Org. (MO) = C.Org x 1,724 -Walkley-Black

CTC (t) - Capacidade de Troca Catiénica Efetiva m=ré&osforo Remanescente



Tabela 2 Atividade de utilizagdo de substratos (S), didade metabdlica (indice de
Shannon, H) e equitabilidade (E) com base na atifiz de fontes de C presentes nas
microplacas Biolog EcoPlate™, apos 72 horas debiac@io a 28 °C, pelas comunidades
bacterianas em um Latossolo Vermelho-Escuro com (@8), média (MS) e baixa
saturacao de Al (BS).

Sorgo / tipo de solo S-Atividade H-Shannon E-Equitdbde
BR 007 - BS 22,%a 3,35a 0,976a
ATF 14 - BS 22,2a 3,36a 0,981a
ATF 13 - MS 23,9a 3,39b 0,988b
SC 566 - AS 26,8b 3,37a 0,982a
SC 566 - BS 26,8b 3,39b 0,988b
ATF 13 -BS 27,8b 3,41b 0,993b
ATF 14 - AS 28,8b 3,41b 0,994b
BR 007 - MS 29,0b 3,41b 0,994b
ATF 14 - MS 29,0b 3,41b 0,994b
SC 566 - MS 29,3b 3,40b 0,992b
ATF 13 - AS 29,4b 3,41b 0,993b
BR 007 - AS 31,9b 3,40b 0,993b

*Valores seguidos pela mesma letra néo diferenifegtivamente a 5% de probabilidade.
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