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RESUMO

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais
importantes na agricultura mundial, sendo o Brasil o
terceiro maior produtor. No entanto, a produtividade
desta cultura no Brasil ainda é considerada baixa.
Para alcancar maiores indices de produtividade é
necessario o emprego de tecnologias sustentaveis
que interfiram nos fatores de producdo, como o
emprego de inoculantes microbianos capazes de
disponibilizar o fosforo (P) para a planta. Neste
contexto, estudos que visam conhecer a diversidade
microbiana associada ao milho cultivado sob
diferentes estresses pode propiciar o]
desenvolvimento de inoculantes microbianos
eficientes na promocédo de crescimento da planta.
Este trabalho objetivou o estudo do perfil da
comunidade bacteriana e de fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) associados a rizosfera e partes
internas da raiz do milho, cultivado com diferentes
fontes de fosfato, utilizando a técnica t-RFLP. O
DNA extraido do solo rizosférico e das bactérias
endofiticas da raiz foi amplificado com primers para
0s genes 16S rRNA e 23S rRNA de bactérias e
FMA, respectivamente. Os resultados mostraram
gque tanto a comunidade bacteriana como a de FMA
sofreram alteracdo de acordo com a fonte de P
adicionada. A comunidade bacteriana diferiu ainda
com o0 ambiente colonizado, solo rizosférico e regido
interna da raiz (comunidade endofitica). Conclui-se
entdo que diferentes tipos de adubacéo fosfatada
modulam a composi¢do da comunidade microbiana
associada ao milho, o que deve ser um fator
importante a ser considerado quando o objetivo for
acessar esses microrganismos a partir de técnicas
de isolamento e utilizagdo destes como
bioinoculantes.

Termos de indexacao: tRFLP, bactéria, fungo, solo.

INTRODUGAO

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais
importantes na agricultura mundial, sendo o
segundo cereal mais utilizado para o consumo

humano (Monje, 2011). O milho (Zea mays

L.) € uma das culturas mais importantes

na agricultura mundial,
sendo o segundo cereal mais utilizado para o
consumo humano (Monje, 2011).

O milho (Zea mays L.) € uma das culturas mais
importantes na agricultura mundial, sendo o
segundo cereal mais utilizado para o consumo
humano (Monje, 2011). Para o cultivo em larga
escala desta commoditie € necesséria a adicdo de
fertilizantes como nitrogénio (N), fosforo (P) e
potassio (K). O P é o terceiro componente que limita
0 crescimento das plantas e atua em inumeros
processos, incluindo fotossintese, respiracao,
sinalizacéo celular e sintese de &cidos nucléicos
(vance et al, 2003). Para o milho, o P é
extremamente requerido no  periodo de
florescimento, completando sua exigéncia maxima
quando os grdos comecam a encher (Vasconcellos,
2000). Neste contexto, o efeito da interacao planta-
microrganismo pode ser benéfico para a planta
hospedeira auxiliando no seu desenvolvimento
(Mendes et al., 2013). Os microrganismos podem
interagir de diferentes formas com as plantas,
funcionando coletivamente como um microbioma.
Eles podem colonizar os tecidos internos das
plantas, sendo nomeados microrganismos
endofiticos, a superficie das folhas (epifiticos) e
compartimentos da raiz separadamente: rizosfera,
rizoplano e endosfera (Ryan et al., 2008; Philippot et
al., 2013).

O conhecimento e a manipulacdo do microbioma
das plantas podem configurar em um recurso
biotecnoldgico alinhado aos interesses de
diminuicdo do custo de produgdo e aumento da
sustentabilidade na agricultura. Uma tecnologia
promissora consiste no uso de inoculantes
microbianos com capacidade de promover o
crescimento vegetal ou atuarem como agentes de
controle biologico de pragas e doencgas (Mendes et
al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o perfil da
comunidade bacteriana e de fungos micorrizicos
arbusculares associados a rizosfera e partes
internas da raiz do milho, cultivado com diferentes
fontes de fosfato, utilizando a técnica t-RFLP
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(Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism).
MATERIAL E METODOS
Delineamento experimental

O experimento foi instalado na Embrapa Milho e Sorgo
em Sete Lagoas, MG (19°28'S 44°15'W),
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sendo composto por trés tratamentos (T1l: Solo
agricola sem adicdo de P; T2: Solo agricola com
adicdo de P sollvel; T3: Solo agricola com adicdo de
fosfato de Araxa), sendo um total de nove parcelas,
divididas em trés blocos sob a disposicdo de
delineamento experimental de blocos casualizados. O
milho hibrido 30F35YH da Embrapa Milho e Sorgo foi
plantado manualmente com matraca em linhas de 5
m de comprimento, espacadas entre si em 70 cm. O
tratamento com adubacdo fosfatada recebeu 100
Kg.ha' de P20s a partir de trifosfato triplo e fosfato de
Araxé aplicados a 5 cm de profundidade, através da
abertura de sulcos com enxada abaixo e ao lado da
linha de plantio. Apds 60 dias do plantio, de cada
repeticdo, foram coletadas 5 plantas, totalizando 15
plantas por tratamento e 45 amostras totais. Estas
foram transportadas para o laboratério em sacos
plasticos.

Coleta e processamento das amostras

Subamostras das raizes com o solo rizosférico
aderido foram processadas para extracdo do DNA
total. Inicialmente, as amostras recém colhidas no
campo foram lavadas com a pressdo da agua para
retirar o excesso de solo. Em torno de 5 g das raizes
mais finas com solo rizosférico aderido foram
adicionadas em tubo cobnico contendo 30 mL de
tampéo fosfato (6,33 g L de NaH2P04.H20 e 16,5 g
L de NazHPO4.7H20). Os tubos foram agitados por
15 seg e as raizes transferidas para novo tubo de 50
mL contendo 30 mL do tampé&o fosfato. O solo obtido
deste procedimento correspondeu a primeira fragéo.
Em seguida, as raizes foram homogeneizadas e
sonicadas em baixa frequéncia (50-60 Hz) por 5 min,
sendo 5 vezes de sonicagdo de 30 s, seguidos de 30
seg de descanso. As raizes foram transferidas para
novo tubo contendo 30 mL do tampdo fosfato e
obteve-se a segunda fracdo de solo (Lundberg et al.,
2012). As duas fracGes de solo rizosférico foram
misturadas, centrifugadas, sendo o pellet congelado
em nitrogénio liquido e armazenado a -80°C. Para a
obtencdo das bactérias endofiticas das raizes, estas
foram lavadas com agua destilada até ficarem claras
e submetidas a desinfeccdo. Para tal, as raizes foram
mantidas imersas durante 3 min em 30 mL de solucao
de etanol 70% (v/V), lavadas com agua destilada para
retirar 0 excesso de alcool, e imersas em 30 mL de
hipoclorito de sodio 2% (m/v) por 5 min. Ao final, as
raizes foram lavadas por 4 vezes com agua destilada
autoclavada, sendo a ultima agua plaqueada para
verificar da eficiéncia da desinfeccdo (Bulgari et al.,
2009). A sequir, a liberacdo das células bacterianas
foi realizada segundo metodologia estabelecida por
Sessitsch et al. (2012), com modificacdes.
Brevemente, as raizes foram cortadas e apds a
realizacao de ranhuras com bisturi estéril, as mesmas
foram transferidas para erlenmeyer contendo solucéo

salina 0,85% (v/v) e esferas de vidro. Apés
agitacao de 200 rpm por 7 horas

a temperatura ambiente, a suspenséo foi filtrada em
membrana de 5 m utilizando sistema a vacuo. O
permeado foi filtrado em membrana com poro de 0,22
um para concentrar as células bacterianas e estas
membranas foram armazenadas a -80 °C.

Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA gendmico do solo e das
membranas contendo as células bacterianas foi
utilizado o kit Power Max Soil DNA (MoBIO
Laboratories, Inc.), seguindo instru¢des do fabricante.
A qualidade do DNA foi avaliada em eletroforese em
gel de agarose 1% (m/v) e a quantificac@o realizada
em espectrofotdbmetro  (NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE).

T-RFLP

Para analise de bactérias, regido do gene 16S
rDNA foi amplificada com os primers 8F (6-FAM) e
1492R (LaMontagne et al., 2002). A reac¢do de PCR
foi constituida por 50 ng de DNA, 0,25 mmol/L de
cada primer, 5 yL de tampao de reagao 10X, 3
mmol/L de MgClz, 0,125 mmol/L de dNTPs, 2,5 U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen, Paisley, UK) em 50
ML.

Para a amplificacdo do gene 23S rDNA de
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), foi utilizado
nested-PCR a partir de reacdo com primers LR1 e
FLR2 (Trouvelot et al., 1999). A reacdo inicial
constituiu de 50 ng de DNA, 0,2 mmol/L de primer, 5
ML de tampdo de reagcdo 10X, 2,5 mM de MgClz,
0,125 mmol/L de dNTPs, 25 U de Taqg DNA
polimerase (Invitrogen), em 50 yL. Para a 22 reacdo
de PCR foram utilizados 2,5 pyL do produto da 12
reacdo e os primers FLR3 (6-FAM) e FLR4 (NED)
(Gollotte, 2004). As condicoes de PCR foram as
mesmas utilizadas na 12 reacdo. Os fragmentos
amplificados foram digeridos com as enzimas de
restricdo Alul (16S rDNA) e Tagl (23S rDNA). Para a
digestédo foram utilizados 10 pL do produto de PCR, 2
ML de tampdo 10X e 1 U de cada enzima em 20 pL.

Para avaliar os fragmentos de DNA gerados, 2 uL
da digestdo foram misturados a 9,8 pL de formamida
deionizada (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA) e 0,2 pL de padrdo ROX 500 (Applied
Biosystems). A andlise foi realizada no equipamento
Genetic Analyzer 3500XL (Applied Biosystems) com o
software GeneMapper 5.0. Posteriormente, os dados
foram analisados no software online T-REX (Culman
et al., 2009), possibiltando filtragem dos ruidos e
alinhamento automatico do tamanho dos fragmentos.
Em seguida, os dados foram exportados em planilha
binaria e ordenados pela analise de componentes
principais (PCA) ou por escalonamento
multidimensional ndo -métrico (NMDS) a partir de uma
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matriz de similaridade de Jaccard utilizando o programa Pascomposicdo da comunidade bacteriana

verséo 3.04 (Hammer et al., 2001). (Figuras 2 e 3). Para os fungos micorrizicos
y arbusculares  também  foi  observada
RESULTADOS E DISCUSSAO separagdo das amostras de acordo com o

tipo de adubacéo fosfatada (Figura 4).

De acordo com os resultados obtidos, pode-se

observar a separacdo da comunidade bacteriana

em funcéo dos ambientes, solo rizosférico e interior

da raiz (Figura 1). Os microrganismos podem
interagir de diferentes formas com as plantas e 024 3
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Figura 1. Analise de escalonamento multidimensional
ndo-métrico (MDS) da diversidade genética, determinada
por T-RFLP, de para bactérias rizosféricas e endofiticas
de milho.

Além da diferenca encontrada entre os
ambientes rizosfera e interior da planta, observa-se
também que a comunidade microbiana de bactérias
agrupou em funcéo da fonte de P adicionada ao
solo, indicando que, independente do ambiente
avaliado, o tipo de adubacdo fosfatada afetou a
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