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Resumo

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho. No
entanto, o pais ainda enfrenta dificuldades para atingir
maiores patamares de produtividade deste grao em funcao,
principalmente, de estresses abidticos. A toxidade do

Al limita a producao das culturas, uma vez que reduz o
crescimento radicular, afetando negativamente a capacidade
da planta em obter agua e nutrientes do solo. Importantes
mecanismos de tolerdncia ao Al em plantas estao envolvidos
na ativacao de transportadores de membrana que mediam
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a exsudacao de acidos organicos pelas células apicais das
raizes formando um complexo quelante nao toxico com o

Al no solo. Pesquisas objetivando o aumento da tolerancia

ao Al levaram a caracterizacao do gene SbMATE em sorgo,
que codifica um transportador de citrato na raiz, ativado

por Al, sendo o principal mecanismo de tolerancia ao Al

nessa espécie. A linhagem-elite de milho L3 da Embrapa foi
transformada com o gene SbMATE, apresentando elevados
niveis de expressao do transgene e de exsudagao de citrato em
solucao nutritiva contendo niveis toxicos de Al. Dessa forma, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do milho transgénico
superexpressando o gene SbMATE sobre a atividade e a
diversidade metabdlica de microrganismos da rizosfera em
comparagao com os genotipos convencionais. Estes parametros
foram avaliados pelo consumo de diferentes fontes de carbono
em Ecoplates™ Biolog, que fornece informagodes sobre a
atividade metabolica 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 durante a fase de enchimento de graos. Em todas as
fases do desenvolvimento da cultura, a atividade metabdlica do
solo nao rizosférico foi significativamente inferior em relagao
ao solo rizosférico, sendo essa diferenca mais acentuada aos
90 dias, que coincide com a fase de enchimento de graos. Os
parametros utilizados para avaliar a atividade e a diversidade
metabodlica ndo mostraram diferenca significativa entre as
comunidades microbianas dos genotipos transgénicos e nao
transgénicos, indicando que o citrato exsudado pelas raizes de
milho expressando o gene SOMATE nao altera o metabolismo
das comunidades microbianas do solo.

Palavras-chave: Biolog; Comunidade Microbiana; Rizosfera;
SbMATE;Tolerancia ao Al.
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Abstract

Brazil is the third largest producer of maize. However,

the country still faces difficulties to achieve higher grain
productivity levels due, mainly, to abiotic stresses. Al toxicity
limits crop production, as it reduces root growth, negatively
affecting the plant’s ability to obtain water and nutrients
from the soil. Important Al tolerance mechanisms in plants
are involved in the activation of membrane transporters that
mediate the exudation of organic acids by the root apical
cells forming a non-toxic chelating complex with Al in the
soil. Research aimed at improving tolerance to Al led to the
characterization of SOMATE gene in sorghum, which encodes
a root citrate efflux transporter that is Al-activated, being the
main mechanism of Al tolerance in this species.The inbred
line elite maize L3 from Embrapa was transformed with the
gene SbMATE, showing high levels of transgene expression
and exudation of citrate in nutrient solution containing toxic
levels of Al. Thus, the objective of this study was to evaluate
the effect of transgenic maize overexpressing the SOMATE
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gene on the activity and the metabolic diversity of rhizosphere
microorganisms as compared to the conventional genotypes.
These parameters were evaluated by the consumption of
different carbon sources on Biolog EcoplatesTM, which provides
information about the metabolic activity of microorganisms.The
activity and microbial diversity varied during the development
of culture, with the peak during the flowering period, being
higher in hybrids than in inbred lines during the grain filling
stage. In all stages of development of the crop, the metabolic
activity of the non-rhizosphere soil was significantly lower than
in the rhizosphere, being this difference most pronounced at
90 days, coinciding with the grain filling stage. The parameters
used to evaluate the activity and metabolic diversity showed
no significant difference between the microbial communities of
transgenic and non-transgenic genotypes, indicating that the
citrate exuded by maize roots expressing SbMATE gene does
not alter the metabolism of soil microbial communities.

Keyword: Biolog, Microbial community; Rhizosphere; SOMATE;
Al tolerance.

Introducao

O milho (Zea mays L.) é o cereal mais cultivado no mundo em
razao da sua enorme aplicabilidade e importancia econdémica,
o que ¢ refletido nas suas amplas formas de utilizagao, indo
desde a industria de producao de alimentos para consumo
humano e animal até a produc¢ao do etanol.

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de milho, sendo
superado apenas pela China e pelos Estados Unidos (CONAB,
2015). A estimativa de area plantada, contemplando a primeira
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e a segunda safra de 2014/2015 esta em torno de 15 milhoes de
hectares, com uma produc¢ao de graos entre 77,3 a 78,9 milhdes
de toneladas (CONAB, 2015). Tais estimativas apresentam uma
reducao que podera variar de 3,7 a 1,8% na area plantada e de
3,2 a1,2% na producao de graos, que podem ser explicadas
principalmente pelas condicoes climaticas, que irao homologar
ou nao a produtividade estimada (CONAB, 2015).

Apesar de o Brasil participar ativamente no mercado
internacional de exportacao de milho, o pais ainda enfrenta
dificuldades para atingir patamares de produtividade mais altos
por causa de problemas no sistema produtivo e de estresses
bidticos e abioticos.

A toxidade do aluminio destaca-se como uma importante
limitacao para a producao agricola em solos acidos, que
representam mais de 50% das terras potencialmente araveis do
mundo (VON UEXKULL; MUTERT, 1995). A toxidez causada por
niveis elevados de aluminio no solo inibe o desenvolvimento
radicular, restringindo a capacidade da planta em obter agua e
nutrientes nas camadas mais profundas do solo (KOCHIAN et
al., 2004). Alternativas de manejo sao adotadas para amenizar
o problema causado pela toxidez do Al, como a calagem, que
consiste na precipitacao do Al soluvel (Al**) pela adicao de
calcario agricola. Porém, a eficiéncia da calagem limita-se a
camadas superficiais do solo em razao da baixa mobilidade de
componente soluveis do calcario (HARTWIG et al., 2007). No
Brasil, com a expansao de novas fronteiras agricolas para areas
do Para eTocantins, onde prevalece a alta acidez destes solos
virgens, este tipo de limitacao tem se tornado evidente.

9
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Em associacao com as praticas de correcao e manejo da
fertilidade do solo, uma estratégia sustentavel para elevar a
produtividade agricola em solos acidos seria a utilizacao de
cultivares com patamares superiores de tolerancia ao Al, seja
por meio do melhoramento classico ou da transgenia.

O principal mecanismo de tolerancia ao Al em plantas

envolve ativacao de transportadores de membrana que sao
responsaveis pela exsudacao de acidos organicos no apice
radicular, sitio primario da toxidez do aluminio (RYAN et al.,
2011). Uma vez na rizosfera, os acidos organicos formam
complexos estaveis e nao téxicos com o aluminio (DELHAIZE et
al., 2007).

Um dos primeiros genes de tolerancia ao Al em gramineas,
SbMATE, foi isolado utilizando clonagem posicional, baseada
em mapa por Magalhaes et al. (2007), em sorgo. Esse gene

é responsavel pelo principal loco de tolerancia ao aluminio
em sorgo, mapeado na regiao terminal do cromossomo 3,
que explica aproximadamente 80% da tolerancia ao aluminio
nessa espécie (MAGALHAES et al., 2004). O gene SbMATE é
um membro da familia MATE (multidrug and toxic compound
extrusion), que codifica um transportador de membrana,
responsavel pela exsudacgao de citrato ativada por Al* nos
apices radiculares de gendtipos de sorgo tolerantes ao Al
(MAGALHAES et al., 2007).

Buscando aumentar a tolerancia ao Al, a Embrapa Milho e

Sorgo desenvolveu uma linhagem transgénica de milho que,
além de superexpressar o gene SbMATE de sorgo, apresenta
niveis elevados de exsudacao de citrato em solucao nutritiva
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quando comparadas as linhagens isogénicas nao transgénicas
(MITRE, 2014).

Modificagdes no padrao de expressao de proteinas heterdlogas
pelas plantas podem levar a alteracoes na comunidade
microbiana presente na rizosfera das plantas. Isso ocorre
porque a rizosfera, definida como a porgao do solo influenciada
pelas raizes, € um ambiente dindmico onde a comunidade
microbiana sofre efeito direto dos exsudatos radiculares.
Estudos recentes nao mostraram diferencas significativas

entre a comunidade microbiana das plantas geneticamente
modificadas em comparacao com os controles nao transgénicos
(TAN et al., 2010, 2011). Ao contrario, outros estudos indicaram
efeitos relacionados ao uso de plantas transgénicas, tais como
a modificacao do padrao de colonizacao de fungos micorrizicos,
alteracoes nas comunidades de bactérias e fungos cultivaveis

e uma mudang¢a nas comunidades de fungos ativos do solo
(MOTAVALLI et al., 2004; CASTALDINI et al., 2005; HANULLA et
al., 2012). Dentro deste contexto, como aumento na exsudacao
de acidos orgéanicos pelas plantas de milho transgénicas

pode levar a uma alteracao na biodiversidade e na atividade

da comunidade microbiana do solo, e por ser uma exigéncia
dos 6rgaos regulamentares e da legislacao de biosseguranca,
o desenvolvimento de pesquisas e metodologias para

avaliar as comunidades microbioldgicas no campo torna-se
fundamental (VASCONCELOS; CARNEIRO, 2013). O objetivo
deste trabalho foi avaliar o efeito dos genodtipos transgénicos
superexpressando o gene SbMATE sobre a atividade e a
diversidade metabdlica de microrganismos da rizosfera.
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Material e Métodos

Genétipos

Os gendtipos utilizados foram L3T (linhagem L3 transgénica), L3
(linhagem L3 nao transgénica), L3TxL53 (hibrido transgénico)

e L3xL53 (hibrido nao transgénico). A linhagem transgénica

L3 (L3T) na geracao RC2F4 foi gerada a partir de um evento
transgénico no hibrido Hill (POSSA, 2010). Esse evento foi
introgredido na linhagem elite L3 por meio de retrocruzamento
assistido por marcadores, seguindo a metodologia descrita por
Tinoco et al. (2010). Na geracao RC2F2, a linhagem transgénica
(L3T) foi selecionada em funcgao da presenca do transgene
SbMATE, que foi autofecundada até a geragcao RC2F4 para
obter o transgene em homozigose. Com o intuito de avaliar

o transgene em combinacoes hibridas, as linhagens L3
transgénica e nao transgénica foram cruzadas com a linhagem
L53, obtendo-se hibridos isogénicos transgénicos e nao
transgénicos.

Area Experimental para Liberacao Planejada de
Plantas Transgénicas

O experimento foi realizado em local de liberagao planejada na
area experimental da Embrapa Milho e Sorgo, Rodovia MG 424,
km 45, CEP 35701-970, Sete Lagoas, Minas Gerais, totalizando
896 m?2.

O plantio das linhagens e dos hibridos foi realizado em
subareas separadas por bordadura de genoétipos nao
transgénicos. Cada parcela foi constituida por quatro linhas
de 5 m com espagcamento de 0,7 m e 5 plantas/m, onde foram
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plantados os pares de linhagens ou hibridos transgénicos
e convencionais. Para o presente experimento, foram
selecionados dois tratamentos, considerando alta (40 a 55%) e
baixa saturacao de Al (0 a 2%), com trés repeticoes. A correcao
do solo foi realizada com a aplicacao de 3,6t ha' de calcario
dolomitico (PRNT 95%). A adubacao de plantio seguiu as
recomendacoes da cultura com base na analise de fertilidade do
solo (Figura 1).

LINHAGENS HIBRIDOS
803| 29,31 ' 10,16| 30,61
416 1922 2243| 2553
1243| 935 648 __ 379
13,52 3591 1042 29.85
6.26| 39 31,00, 16,50 6.49| 623 | 2811
368| 3531 339 639 381 2098 | 273
12,20 18,31 10,30| 864 31,23
25,01 9.49 9.66 23,12

Figura 1. Esquema na area experimental, realgando as parcelas
que foram amostradas nos tratamentos com alta (circulos
vermelhos) e baixa (circulos azuis) saturacao de Al no solo. O
plantio das linhagens e dos hibridos foi separado por 2 m de
bordadura de gendtipos convencionais. Os valores dentro de
cada quadrante referem-se aos niveis de saturagao de Al no
solo expressos em %.

Toda a area do experimento foi cercada e sinalizada com
placas identificando o plantio de organismos geneticamente
modificados (OGMs), a entrada era restrita para pessoal
autorizado e treinado e o local foi monitorado constantemente
por funcionarios da empresa. A area de liberacao permitiu

um isolamento temporal, onde se manteve uma distancia de
10 m de outros plantios de milho, respeitando o intervalo de
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florescimento de 40 dias entre as datas de florescimento do
evento de milho transgénico em relacdo as outras areas com
plantios nao transgénicos.

As coletas de solo rizosférico foram realizadas aos 30 (fase
vegetativa), 60 (florescimento) e 90 (enchimento de graos)
dias apos o plantio, nas subparcelas circundadas em vermelho
e azul na Figura 1. O sistema radicular de trés plantas por

linha foi coletado, sendo considerado como solo rizosférico
aquele aderido as raizes. Apds a coleta, as amostras foram
transportadas em caixas térmicas contendo gelo e 5 g de
raizes finas e centrais que continham solo aderido a elas foram
colocadas em tubo conico de 50 mL contendo solucao de
pirofosfato de sodio 0,1% (m/v) e agitadas por 30 minutos em
homogeneizador horizontal. Como controle, foi coletado na
mesma area solo nao rizosférico.

Determinacao da Atividade e da Diversidade
Metabolica de Microrganismos

Para a determinacao da atividade e diversidade metabdlica
foram utilizadas placas Ecoplates™ (Biolog, Inc., Hayward, CA,
EUA). Um volume de 5 mL da solucao 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
poco da placa de Biolog foi inoculado com 120 pL da solugao
e as placas foram incubadas no escuro durante 5 dias a 28 °C.
As leituras foram realizadas em espectrofotometro (Labstems,
MultSkan, MS, EUA) com comprimento de onda de 590 nm,
nos intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas de incubacao. A leitura
de 72 horas foi utilizada para calculos dos componentes de
diversidade metabdlica por representar o pico maximo de
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atividade microbiana entre as leituras realizadas. Esses dados
foram utilizados para estimativa dos valores da atividade total e
do indice de diversidade de Shannon (H) de acordo com Zak et
al. (1994).

Os valores da atividade total foram transformados utilizando-
se a média das leituras dos 31 substratos de cada amostra e

de cada repeticao. O indice de atividade metabdlica AWCD

foi obtido por meio da divisao da atividade de utilizacao dos
substratos em leitura por absorbéancia da cor desenvolvida

em cada cavidade pelo valor médio da leitura da placa inteira
(GARLAND; MILLS, 1991). Os valores acima de zero foram
considerados como reacao positiva, evidenciando a utilizacao
de substratos, enquanto os valores negativos evidenciaram a
auséncia de uso do substrato. Os resultados em AWCD e indice
de Shannon foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA)
a 5% de probabilidade e teste de Scott Knott, a 1% e 5% de
probabilidade, utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2011).

Resultados

Atividade Metabdlica de com Unidades Microbianas

Para compreender a dinamica das comunidades microbianas da
rizosfera em trés fases ao longo do desenvolvimento da cultura
do milho (30, 60 e 90 dias apds o plantio), foi avaliado o padrao
de consumo de 31 fontes de carbono presentes nas Ecoplates™
Biolog por meio de desenvolvimento de cor expresso pelo
indice AWCD ao longo do periodo de 96 horas, com leituras a
cada 24 horas.
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O indice AWCD variou ao longo do tempo de incubacao,
atingindo o pico maximo apoés 72 horas, para a maioria dos
genotipos avaliados (Figura 2). Assim, foi determinado que o
periodo de 72 horas de incubacgao seria o tempo ideal para as
analises posteriores, tanto em termos da atividade metabdlica
quantificada por AWCD quanto para a diversidade metabdlica
utilizando o indice de Shannon das comunidades microbianas
da rizosfera. As médias da atividade metabdlica (AWCD)
das comunidades microbianas presentes na rizosfera dos
diferentes genétipos aos 30, 60 e 90 dias apds o plantio foram
comparadas utilizando o teste de Scott-Knott. Aos 30 e 60 dias
do desenvolvimento da cultura, as comunidades microbianas
dos gendtipos nao apresentaram diferencas na atividade
metabdlica, diferindo apenas em relagao ao solo nao rizosférico
(Tabela 1). No entanto, aos 90 dias, na fase de enchimento
de graos, a comunidade microbiana dos hibridos apresentou
uma maior atividade metabodlica em relacao as linhagens,
independentemente de os genotipos serem transgénicos ou
nao. Nota-se que a atividade metabdlica do solo nao rizosférico
foi significativamente inferior em relagcao ao solo rizosférico em
todas as fases do desenvolvimento da cultura (Tabela 1), como
esperado.
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Alto Al Baixo Al

30 dias

B0 dias

AWCD

24H 5H TH 96H 24H a8H T2H 96H

90 dias

24H 48H T2 B6H . 24H 48H T2 B6H

---T =-L3 —L3XL53 -+ L3TXL53 +-SNR

Figura 2. Medida de desenvolvimento de cor (AWCD) com

base no padrao de utilizacao dos substratos em placas Biolog
Ecoplate™ das comunidades microbianas da rizosfera de

milho. Os dados foram registrados para leituras a 590 nm ap0ds
24,48, 72 e 96 horas de incubacgao a 28 °C. (L3T) linhagem L3
transgénica; (L3) linhagem L3 nao transgénica; (L3xL53) hibrido
nao transgénico; (L3TxL53) hibrido transgénico e (SNR) solo
nao rizosférico. Amostras coletadas em alto e baixo aluminio ao
longo de 30, 60 e 90 dias do desenvolvimento da cultura.
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Tabela 1. Comparacao das médias da atividade metabdlica
(AWCD) de comunidades microbianas da rizosfera de genétipos
de milho transgénico e nao transgénico pelo teste de Scott-
Knott ao longo do desenvolvimento da cultura.

L3TxL53" 0,781 a™ 2,775 a 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 0,651 b
SNR 0,128 b 2,157 b 0,067 c

"Genodtipos seguidos da letraT sao eventos transgénicos e SNR: solo nao
rizosférico.

“Valores seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.

A analise de regressao possibilitou a visualizagao do
comportamento das comunidades microbianas ao longo do
desenvolvimento da cultura (Figura 3). O pico maximo de
atividade metabolica das comunidades microbianas foi aos
60 dias, coincidindo com a fase de florescimento, sendo que
as amostras de solo nao rizosférico apresentaram atividade
inferior ao longo de todo o desenvolvimento da cultura.
Adicionalmente, a superioridade dos hibridos quanto a
atividade metabdlica em relacao as linhagens foi observada
apenas aos 90 dias apos o plantio.

A analise de componentes principais com base nos valores de
AWCD das amostras coletadas aos 60 dias, quando ocorreu
o pico de atividade maxima das comunidades microbianas,
revelou que a soma do primeiro e do segundo componente
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principal foi responsavel por 70,19% do total da variacao
observada (Figura 4). Foi observada uma tendéncia para o
agrupamento dos genétipos de milho cultivados sob baixa
saturacao de Al, sendo concentrado no quadrante inferior
esquerdo, representado pelos autovetores negativos do CP1 e
do CP2. Os genotipos cultivados sob alta saturagao de Al foram
um pouco mais dispersos, mas sem uma tendéncia clara de
agrupamento entre hibridos e linhagens, ou entre transgénicos
e nao transgénicos (Figura 4). Assim, a diversidade metabdlica
da comunidade microbiana da rizosfera parece ter sido mais
influenciada pelas condi¢coes de saturacao de Al no solo do
que pelos gendtipos de milho. Um perfil semelhante foi obtido
por meio da analise de componentes principais utilizando as
amostras coletadas aos 30 e 90 dias apds o plantio (dados nao
mostrados).

2,700
-_— s AT

2,200
—_— L3

— L3XL53

1,200 - =3 LITHLSS

o004 & * Solo nlo- rizosfé rico

25 35 45 55 65 75 85 95
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Figura 3. Analise de regressao baseada nos valores de
atividade metabolica (AWCD), ao longo das trés fases de
desenvolvimento da cultura (30, 60 e 90 dias). Valores seguidos
da mesma letra nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade. Genétipos seguidos da letraT sao eventos
transgénicos.

0,200
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Diversidade Metabolica 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 nao
rizosférico nao apresentou diferencga pelo teste de Scott-Knott

a 5% de probabilidade. 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 nao
transgénicos (Tabela 2).

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

L3TXL53" 3,354 a" 3,396 a 2,917 a
L3XL53 3,371 a 3,390 a 2,948 a
L3 3,330 a 3,398 a 2,485 b
L3T 3,326 a 3,407 a 2,610 b
SNR 2,869 b 3,269 a 1,507 c

"Genodtipos seguidos da letraT sao eventos transgénicos e SNR: solo nao
rizosférico.

"Valores seguidos da mesma letra nao diferem significativamente a 5% de
probabilidade pelo teste de Scott-Knott.
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Figura 4. Andlise de componentes principais (PCA) da estrutura
de comunidade bacteriana com base nos valores de atividade
metabolica (AWCD) obtidos pelo consumo de fontes de carbono
em placas de Biolog Ecoplate™ aos 60 dias apds o plantio,

apos 72 horas de incubagao. As amostras de solo rizosférico
foram coletadas de linhagem L3 transgénica (L3T), linhagem

L3 nao transgénica (L3), hibridos nao transgénicos (L3xL53),
hibridos transgénicos (L3TxL53) e de solo nao rizosférico (SNR).
Pontos vermelho representam os genétipos cultivados sob alta
saturacao de Al e pontos azuis, os genétipos cultivados sob
baixa saturacdo de Al.

A analise de regressdo 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. Aos 30 dias, foi observada uma diferenca entre as
comunidades microbianas presente no solo nao rizosférico

em comparagao com o solo rizosférico. O pico maximo

de diversidade foi aos 60 dias, sem diferenca significativa
entre as amostras. Aos 90 dias, houve uma diferenciacao
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entre genotipos, em que os hibridos (L3TxL53 e L3xL53)
apresentaram maiores indice de diversidade, seguidos das
linhagens (L3T e L3) e do solo nao rizosférico (SNR) (Figura 5).
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Figura 5. Anélise de regressao 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 nao diferem
significativamente a 5% de probabilidade. Genotipos seguidos
da letraT sao eventos transgénicos e SNR: solo nao rizosférico.

Discussao

As analises da atividade e diversidade metabdlica das
comunidades microbianas da rizosfera, fundamentais para o
monitoramento da qualidade bioldgica do solo, foram avaliadas
pelo consumo de diferentes fontes de carbono em Ecoplates™
Biolog. O pico maximo de atividade da comunidade microbiana
observada apos 72 horas de incubacgao das placas também

foi observado em outros trabalhos como o melhor tempo de
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leitura para representar os dados de Biolog (LEWIS et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2009).

A intensidade e a diversidade da atividade metabdlica

das comunidades microbianas foram superiores em solo
rizosférico em comparacao com o solo nao rizosférico para
valores de AWCD e para o indice de Shannon. Além disso, a
analise de componentes principais confirmou as diferencas
significativas quanto a atividade metabdlica nas amostras de
solo nao rizosférico em relagao as demais amostras coletadas
na rizosfera dos diferentes genétipos. Segundo Marschner
(1998), a taxa de liberacao de carbono organico pelas raizes
pode favorecer o aumento da densidade populacional das
comunidades microbianas da rizosfera, especialmente de
bactérias, em relacao ao restante do solo.

O pico maximo de atividade metabolica e diversidade das
comunidades microbianas nos genétipos de milho estudados
foi aos 60 dias, coincidindo com a fase de florescimento

da cultura. Varios trabalhos tém relatado que a fase de
florescimento é a fase relativa a maior atividade microbiana,
por causa da maior taxa de exsudacao e liberagao de fontes
de carbono pela planta. A principal fonte de C para os
microrganismos do solo sao os exsudatos das raizes, que, no
periodo de florescimento e frutificacao das plantas, estao em
pleno desenvolvimento e atividade, e quando estes estagios
vegetais ocorrem simultaneamente com temperatura e umidade
favoraveis promovem o crescimento e atividade da biomassa
(LYNCH; PANTING, 1982; PEIFFER; LEY, 2013).

Além disso, mudancas nas comunidades microbianas da
rizosfera entre hibridos e linhagens foram detectadas na
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fase de enchimento de graos (90 dias apds o plantio) com
superioridade para os hibridos. Em estudos da atividade
metabdlica da rizosfera de gendtipos de milho contrastantes
quanto a eficiéncia na aquisicao de fésforo, Oliveira et al. (2009)
apresentaram resultados semelhantes, em que, em condigcoes
com estresse mineral de P no solo, os hibridos apresentaram
maior atividade metabdlica que as demais linhagens.

Picard et al. (2008) também mostraram que hibridos de milho,
em comparacgao com as linhagens, tém a capacidade de afetar
positivamente a populacao microbiana do solo, estimulando

o crescimento de bactérias fixadoras de nitrogénio, bem

como fungos micorrizicos arbusculares. Com base nessas
informacoes e nos resultados obtidos no presente trabalho,

€ possivel levantar a hipotese de que a diferenca estatistica
encontrada na atividade metabdlica entre hibridos e linhagens
no periodo de enchimento de graos (90 dias) tenha relacao com
aumento das comunidades microbianas benéficas encontradas
em solo rizosférico dos hibridos.

A analise de componentes principais com base nos valores

de AWCD para cada um dos substratos presentes na placa de
Biolog possibilitou identificar uma tendéncia no agrupamento
das comunidades microbianas rizosféricas em fung¢ao do
cultivo sob diferentes niveis de saturacao de Al. Outros autores
mostraram que comunidades microbianas da rizosfera de sorgo
também sao alteradas em funcao dos niveis de saturacao de

Al no solo, acarretando possiveis mudancas nas densidades
populacionais de grupos especificos metabolicamente ativos
(MOTA et al., 2009; GOMES et al. 2014).
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Conclusao

Com base nos resultados descritos na literatura e nos
resultados obtidos nesse trabalho, podemos concluir que

os niveis contrastantes de concentracao de Al no solo, a

fase desenvolvimento da cultura e a presenca de hibridos e

de linhagens influenciaram a estrutura e a composi¢ao das
comunidades microbianas do solo. Além disso, as comunidades
microbianas coletadas em solo rizosférico apresentaram
maior atividade e diversidade metabodlica que as comunidades
microbianas do solo nao rizosférico. No entanto, a atividade

e a diversidade metabdlica das comunidades microbianas da
rizosfera de linhagens e hibridos de milho nao foram afetadas
em funcgao da expressao do transgene SbMATE.
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