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INTRODUCAO

O milho Zea mays L.) esta entre os cereais mais cultivados no museltjo o Brasil
o terceiro maior produtor mundial, com uma produgéc/9 milhdes de toneladas na safra
2014/2015 (CONAB, 2015). Sua utilizacdo € abrargyentiversos setores, com destaque
para a industria de racfes, que consome cerca%¥ea780% da producdo mundial (PAES,
2006; GARCIA et al., 2008).

Buscando uma maior produtividade da lavoura, oslyiomes comerciais de graos
investem em tecnologias que propiciem um menooctsin manejo de solo e utilizacdo de
fertilizantes (SOUZA; PIRES, 2013). Uma alternatpara reduzir esses custos consiste na
utilizagdo de microrganismos associados as plap#aa potencializarem a absorcdo de
nutrientes do solo (OLIVEIRA et al., 2009), dimindb a necessidade de repetidas aplicacbes
de fertilizantes.

Além dos beneficios causados pela interacdo daapl@m os microrganismos do
solo, existe ainda a variacdo entre os genotipesplimtas que atuam diretamente tanto no
processo de colonizacdo quanto de absorcdo deemtesido solo. Gendétipos que emitem
maior niumero de raizes sdo considerados mais reéésisma aquisicdo de P pelo seu maior
poder de exploracdo do solo. Além disso, é imptetannsiderar a resposta metabdlica de
cada genotipo quando submetido a situacao de ssii8OUSA et al., 2010).

O objetivo desse trabalho foi identificar as comdadies de bactérias e fungos
endofiticos e aqueles associados as raizes dagmnde milho contrastantes na eficiéncia de
aquisicao de P cultivado em diferentes niveis dk Bolo por meio das técnicas de DGGE
(eletroforese em gel de gradiente desnaturanteuesciamento de DNA.

MATERIAL E METODOS
Amostragem e Extracdo de DNA

Foram utilizadas as linhagens de milho L3 — efigema aquisicdo de P, e L22 —
ineficiente na aquisicao de P, conforme caractefizalefinida por Sousa et £2012) e ainda
um hibrido i (L3xL22), resultante do cruzamento dessas dubagdiens.

Os gendtipos foram cultivados em solos com baixm@4P.dnt) e alto nivel de P (30
mg P.dn) em um delineamento em blocos casualizados, cooo gepeticdes. Na fase de
florescimento, 60 dias apds o plantio, amostragtes de milho foram coletadas e lavadas
em uma solucédo de 0,1% (m/v) de pirofosfato deosd@ DNA foi extraido das raizes
utilizando o kit DNeasy (Qiagen, Alemanha), confemracomendacdes do fabricante.

Amplificacdo por PCR

As amostras de DNA foram amplificadas com primensversais de bactérias e
fungos.Para a amplificagdo parcial da regido 16S rDNA detdrias, foram utilizados os
primers 1401R e 968F_CG (NUBEL et al., 1996). Naldinacdo parcial da regidao 18S



rDNA de fungos, foram utilizados os primers NS1 (WH et al., 1990) e EF3 (SMIT et al.,
1999). Para a segunda reagao da regiao 18S rDNénfartilizados os primers FF390 e
FR1_CG (VAINIO; HANTULA, 2000).

Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (DGGE

Os gradientes de desnaturacdo foram de 40 - 6586 ljzantérias e 35 - 55% para
fungos. Os fragmentos foram separados por elegsdoa 70 V por 16 horas na temperatura
constante de 60 °C. Os géis foram corados com&wlde gel red (30 ul de gel red estoque, 2
ml de NaCl 5 M, 98 ml de agua). Uma matriz de saindlade entre as amostras foi inferida a
partir da imagem do gel de DGGE usando o programéliBnerics versao 7.1 (Applied
Maths, Sint Martens Latem, Bélgica) com o métodeceDe uma tolerancia de posicao 1%.
Posteriormente foi construido um dendrograma peétodo UPGMA (Unweighted Pair
Group with Mathematical Average).

Sequenciamento de DNA

As bandas de interesse foram removidas do gelGiembe eluidas em 5@ de agua
deionizada, em geladeira & @ por, aproximadamente, 20 horas. O DNA eluidaifiizado
em uma nova reacao de PCR nas mesmas condi¢coesadasa PCR para bactérias e para os
fungos com os primers FF390 e FR1_CG.

A reacéo de purificacdo da PCR foi realizada comnagnas Exonuclease | e Shrimp
Alkaline Phosphatase (GE Healthcare, UK) e a reaggequenciamento utilizando o kit
“Big Dye Terminator v 3.1 Cycle Sequencing” (ApplieBiosystems, EUA). O
sequenciamento foi realizado no equipamento 350Bghetic Analyzer RUO (HITACHI,
Japan), conforme recomendac¢fes do fabricante. &wliise das sequéncias foi utilizado
software Sequencer 5.4 (Gene Codes Corporation,) EABAsequéncias foram submetidas a
andlise de similaridade de nucleotideos com o bam® dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) por meio da ferram&nBLAST “Basic Local Alignment
Search Tools” (ALTSCHUL et al., 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Amplificacdo por PCR das Regides 16S e 18S do rDNA

A amplificacdo do DNA de bactérias endofiticas cosnprimers universais para a
regido 16S rDNA gerou fragmentos Unicos com apragimmente 450 pb. A amplificacdo do
DNA de fungos endofiticos com os primers para &e$8S rDNA — NS1 x EF3 nédo gerou
fragmentos visiveis, mesmo assim, procedeu-se uindageacado, com os primers FF390 x
FR1 GC, em gque foram observados fragmentos comxiapadamente 390 pb.

A amostra em branco utilizada como controle taras reacdes de amplificacdo de
bactérias como de fungos néo apresentou amplificégdicando auséncia de contaminacao.

Diversidade Genética da Comunidade Endofitica por Aalise de DGGE

De uma maneira geral, as amostras analisadas afamese comunidades microbianas
com alta diversidade genotipica. Entretanto linhageultivadas em baixo P apresentaram
menor diversidade genética (padrdo com menor numerbandas) diferenciando-se dos
hibridos submetidos a esse mesmo tratamento qasesparam um padrdo de bandas mais
intenso tanto em alto quanto em baixo P. Consideramma similaridade de 65%, o
dendrograma da comunidade bacteriana permitiu araggo de trés grupos, baseados nos
genotipos e niveis de P no solo (FIG.1). O primgmpo foi representado pela linhagem L3
em alto P.
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Figura 1 — Dendrograma da comunidade bacteriansept® em raizes de gendtipos de milho contrastantes
quanto ao uso de P cultivados em solo com altd®p erbaixo P (-P).

O agrupamento da linhagem L3 cultivada em altoof@sfeforca os resultados de
Marriel et al (2005), que consideraram que a morfologia dorssteadicular é influenciada
pelo gendtipo e esse conjunto influencia a rizodepgo de fotoassimilados e,
consequentemente, a comunidade microbiana. O malome de raizes dessa linhagem
(SOUSA et al.,, 2010) e o fato de a taxa de liberagd@ carbono organico pelas raizes
favorecer o aumento da densidade populacional dgorganismos, especialmente de
bactérias (MARSCHNER et al., 2001), podem justifiesse perfil distinto de colonizacao.

O segundo grupo foi formado pelos hibridos cultbsathnto em alto quanto em baixo
P, na regido central do dendrograma, indicande@sepca de colonizacéo similar em ambos,
independentemente do tratamento ao qual foi sudmatidicando, nesse caso, que o P nao
afetou a diversidade de microrganismos.



A linhagem L22 em baixo P formou o terceiro grupptamente com a linhagem L3
também em baixo P, indicando que os niveis de Botw tiveram maior influéncia que o
genotipo na selecdo das bactérias que colonizasamizes das linhagens. Apesar de alguns
trabalhos demonstrarem que genotipos diferentéseimdiam a comunidade microbiana da
rizosfera devido a diferenca existente na sinadi@aagmitida pelas raizes (MARSCHNER et
al., 2006; OLIVEIRA et al., 2009), a maioria dosuelos reforca a ideia de que o teor de P no
solo tem maior efeito que 0 genotipo na selecamideorganismos associados a genotipos de
milho (GOMES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009).

Avaliando o dendrograma obtido a partir da analise imagens dos géis de fungos
observa-se uma tendéncia de agrupamento influen@adcipalmente pelos tratamentos de
alto e baixos niveis de P no solo em comparacaoagendtipos, porém de forma menos
acentuada do que para bactérias. Considerando iomtarislade de 50%, o dendrograma da
comunidade fungica associada a raiz permitiu aragfa de trés grupos, baseados nos
gendtipos e niveis de P no solo (FIG. 2).
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Figura 2 — Dendrograma da comunidade de fungospiesm raizes de gendtipos de milho contrastantes
quanto ao uso de P cultivados em solo com altoxe iFa

A comunidade fangica endofitica da linhagem L3dgrupada com a linhagem L22,
ambas na condicdo de baixo P. Mesmo se tratanddindagens com caracteristicas
contrastantes, a limitacdo de P parece ter induaigiem mecanismo nesses genoétipos que
favoreceu a selegcdo de uma comunidade fungica kantel Isso reforca os resultados
reportados por Gomes et al. (2008, 2010) de queed de P no solo foi mais importante na
distribuicdo das comunidades microbianas do quegesdtipos avaliados. No entanto,
Oliveira et al. (2009) encontraram um aumento fecgéo por fungos micorrizicos de cerca
de 20% na linhagem L3 em situacao de estressegdar®lo comparado com o solo com alto
P.

Um segundo grupo foi formado pela linhagem L3 et &. Como j& citado, a
linhagem L3 apresenta uma caracteristica partictdan maior volume de raizes e pelos
radiculares que permitem a este gendtipo uma melkploracdo do solo (BRASIL, 2003;
SOUSA et al.,, 2012). Essa condicao pode ter faidweaoma colonizacdo diferenciada



isolando esse grupo das demais amostras avali@tlasira et al. (2009) sugeriram que 0s

gendtipos de milho eficientes apresentam maior tkxaolonizacéo por fungos micorrizicos

em comparacao com o0s gendtipos ineficientes pabtmsums niveis de P no solo e indicam
que alguns grupos de fungos micorrizicos arbusesil@MA) podem ser favorecidos por

genotipos de milho eficientes. Os hibridos cultosa@m alto e baixo P e a linhagem L22
cultivada em alto P formaram o dltimo grupo assomae observado no dendrograma para
bactérias. Dois subgrupos foram observados: umadonpela linhagem L22 e pelo hibrido

L22xL3 ambos em alto P e outro pelo hibrido L22xd8 baixo P. Brasil (2003) observou

maiores diversidades microbianas em certos hibddawilho quando cultivados em baixo P.

Gomes et al. (2010) constataram tendéncia de redig&iversidade das comunidades de
FMA em funcdo do aumento da disponibilidade de P.

Identificacdo Molecular de Bactérias e Fungos Enddfcos

Para a identificagcdo dos microrganismos presergesamostras, foram sequenciadas
10 bandas removidas do gel de bactérias e 31 basmiasidas dos geéis de fungos.

O sequenciamento das amostras dos géis de badtdtiasu que 50% foram de
bactérias ndo cultivadas (dados ndo mostrados)si@ando a grande quantidade de
bactérias ndo cultivadas é indicada uma maior expfo desse grupo para o conhecimento
sobre a composicéo, interacdo e a abundancia danodewle bacteriana, aspectos esses que
sdo requisitos indispenséveis para futuras aplésagdicrobiologicas em areas como a saude
do solo, promocédo da saude da planta, fitorremadiag tolerancia a estresses abioticos
(CHAUHAN et al., 2011).

Algumas bandas sequenciadas mostraram a presendaNé de cloroplastos,
indicando que o primer nao foi especifico paragide 16S rDNA de bactérias. Esse fato
pode ser atribuido a teoria da endosimbiose dasgoit Griffiths et al. (2013). Contudo, a
selecéo de primers que n&o amplificam o DNA deoglaisto foi utilizada com sucesso por
Ramond et al(2013), em um estudo de variabilidade de comumsiddcterianas endofiticas
e rizosféricas em sorgo sacarino realizado conoaladDGGE.

Dentre as 31 amostras de fungos sequenciadas &Tapeh classe prevalente foi a
Dothideomycete que foi identificada na linhagemen3 ambos os tratamentos e na linhagem
L22 em baixo P. Trata-se de fungos do filo Ascong/co mais numeroso dentro do Reino
Fungi. Essa classe apresenta um alto nivel de sitiegle ecoldgica, incluindo muitos
patogenos de plantas que infectam uma ampla garhaspedeiros (OHM et al., 2012). Séo
frequentemente encontrados como agentes patogféeaiméfitos ou epifitas de plantas vivas
e também como saprofitos que utilizam de celulosmuteos carboidratos complexos em
tecidos mortos ou matéria vegetal. Segundo Bakal €009), estes sdo fungos comuns de
ambientes acidos, indicando que eles apresentandicia a esse tipo de solo.

Na linhagem L22 em alto P e no hibrido (L3xL22) leaxo P, foram identificados os
fungos do filo GlomeromycotaGlomeromycota., Cetraspora gilmorei, Scutellospora
reticulata, S. savannicola, uncultured Archaeosporales e unclassified Glomeromycota.
Glomeromycota € um filo onde estdo classificadosfumgos micorrizicos arbusculares,
endossimbiontes obrigatérios que colonizam as sadas plantas, formando arbusculos
(SOUZA et al., 2008) e vesiculas que sao estruttessonsaveis pela troca de nutrientes e
reserva, respectivamente (SIQUEIRA et al., 2002).

Tabela 1 - Identificagdo molecular a partir de aficpicGes da regido 18S rDNA dos microrganismosoéitidos presentes
nas raizes de linhagens e de um hibrido de millivatdios em condigbes de alto e baixo P.

Identificacéo Descricdo E value Identidade Acesso GenBank

01 L3 04-P Unclassified Dothideomycete 0.0 99% AY275186.1
02 L3 04-P Unclassified Dothideomycete 0.0 98% AY275186.1



03 L3 07-P Uncultured Tomentella 2E-41 96% FJ554280.1

04 L3 07-P Uncultured eukaryote 2E-176 99% DQ430734.1
05 L22 _04-P Unclassified Eurotiomycetes 5E-156 98% KP115824.1
06 L22_04-P Acremonium sp. 2E-66  99% KC987184.1
07 L22 _04-P Unclassified Dothideomycete 2E-175 97% AY275186.1
08 L3 04+P Microdochium sp. 4E-28 88% AB255215.1
09 L22 07-P Urophlyctis pulposa 1E-107 90% HQ888719.1
10 L22 07-P Uncultured mycorrhizal fungus 4E-127 95% AB594911.1
11 L22 07-P Uncultured fungus 6E-104 98% AB534513.1
12 L22 08-P Unclassified Dothideomycete 0.0 99% AY275186.1
13 L3 _07+P Unclassified Dothideomycete 1E-127 93% AY275186.1
14 L3 08+P Unclassified Dothideomycete 5E-147 94% AY275186.1
15 L22_04+P Uncultured mycorrhizal fungus 8E-104 92% AB594914.1
16 L22 04+P Uncultured mycorrhizal fungus 8E-124 94% AB594911.1
17 L22_06+P Uncultured mycorrhizal fungus 5E-141 97% AB594911.1
18 L22 06+P Uncultured fungus 2E-104 92% FM202452.1
19 L22 06+P Uncultured fungus 8E-69 87% EF628933.1
20 L22 06+P Scutellospora reticulata 7E-100 90% AJ871270.1
21 L22 07+P Scutellospora savannicola 2E-139 97% HE962472.1
22 L22 07+P Unclassified Glomeromycota 6E-120 96% KJ952240.1
24 L3xL22_04-P Cetraspora gilmorel 1E-173 99% FR773143.1
25 L3xL22_05-P Uncultured fungus 2E-115 92% KC672550.1
26 L3xL22 05-P Uncultured Archaeosporales 1E-111 97% HE775352.1
27 L3xL22_06-P Unclassified Glomeromycota 1E-162 98% KJ952237.1
28 L3xL22_06-P Unclassified Glomeromycota 9E-114 87% KJ952240.1
29 L3xL22 07-P Unclassified Glomeromycota 5E-95 95% KJ952240.1
30 L3xL22 08-P Unclassified Mucoromycotina 2E-129 97% KJ921774.1
31 L3xL22_05+P  Uncultured fungus 0.0 100% KC670714.1
32 L3xL22 08+P  Uncultured fungus 2E-171 98% KC672750.1

Essa distribuicdo reforca resultados encontradosGmmes et al. (2010) que, ao
utilizar primers especificos para Glomeromycetdsseovaram existéncia de mudanca na
estrutura das comunidades FMA em funcéo do auntentiisponibilidade de P.

Neste trabalho, fungos micorrizicos ndo cultivaflmam encontrados na linhagem
L22 em ambos os tratamentos. Outros fungos naovaddts foram encontrados nos dois
tratamentos tanto da linhagem ineficiente L22 quaos hibridos eficientes.

Diversos autores tém enfatizado a necessidade alea@es de longa duracdo na
analise da dindmica das comunidades microbianasolm (MUYZER; SMALLA, 1998;
SZOBOSZLAY et al., 2015). Com isso, consideramos ogl resultados encontrados aqui sao
parciais, sendo necesséario elaborar um trabalhs regienso em amostragem e com
repeticbes de coleta das amostras em periododearara maiores esclarecimentos das
interagdes endofiticas.

Conclusao

No grupo dos fungos, os filos Actinomycota e Glooneycota sdo prevalentes nas raizes
das linhagens de milho contrastantes na aquisied® cliltivadas em solos com baixo e alto
nivel desse nutriente, sendo o nivel de P no sags nmportante que o genoétipo na
estruturacdo da comunidade de bactérias e fungosajonizam as raizes do milho.
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