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Introducao

O milho Zea mays L.) é uma graminea, pertencente a familia Poaapae,
possui grande importancia no contexto social e @ooo por fazer parte da
alimentacdo humana e animal, além de ser utilizadandustrias de alta tecnologia
(FANCELLLI, 2003). E o cereal mais produzido no mondendo o Brasil o terceiro
maior produtor, com 67,0 milhdes de toneladas fra ga 2015/2016 (CONAB, 2016).

Para atingir altos niveis de produtividade sdo ssséas altas doses de
fertilizantes, sendo o fésforo (P) um dos mais irtgrdes nutrientes para o
desenvolvimento da planta. O P participa de prosessmo a fotossintese, respiracao e
transferéncia de energia da célula, além da comggmsde acidos nucleicos e
fosfolipideos (GRANT et al., 2001). Mesmo sendadiamental para o desenvolvimento
das plantas, a disponibilidade de P no solo é meimeente baixa, pois interage com
minerais da fracéo argila do solo, reduzindo subildade (SHEN et al., 2011).

Para superar as limitacbes de fosforo no solo, lastgs desenvolveram
mecanismos que aumentam a eficiéncia na absorgée datriente, como modificacdes
no sistema radicular, modificagcbes quimicas na sfeza e interagbes com
microrganismos (MAU; UTAMI, 2014). Dentro deste texto, os fungos micorrizicos
arbusculares (FMAs) sdo microrganismos que aprasenima interacdo benéfica a
planta (BERBARA et al., 2006), pois produzem hifise séo estruturas longas e finas,
gue interagem com as raizes permitindo que se tenhamaior volume de solo
explorado, aumentando, consequentemente, a qudatda P absorvido (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006).

Além da quantificacdo da colonizacdo micorrizica daizes, € importante

avaliar a diversidade dos fungos encontrados nass.aEntre as técnicas utilizadas na



analise da diversidade genética de microrganisgesaca-se o T-RFLP, que consiste
na analise do polimorfismo dos fragmentos termirtsrestricdo. Essa técnica é
simples e eficaz na avaliacdo da diversidade genéle populacbes de FMAs

(DICKIE; FITZJOHN, 2007). Assim, o objetivo do pesge trabalho foi avaliar a

porcentagem de colonizacdo micorrizica em linhagknsnilho contrastantes para a
eficiéncia no uso de P e avaliar a diversidade tgende FMASs utilizando a técnica de
T-RFLP.

Material e Métodos
Materiais genéticos

Foram utilizadas linhagens de milho tropicais astantes quanto a eficiéncia
no uso de P: L3 (eficiente) e L22 (ineficiente).idahalmente, foi utilizada a linhagem
temperada de milho W22 e duas versfes mutantesopgeneSTR2, denominadas
W22 _Mut2 e W22 Mut3. O gen8TR2 esta relacionado ao desenvolvimento de
arbusculos na associa¢do micorrizica (ZHANG e8ll0; GUTJAHR et al., 2012).

Experimento de campo

O plantio foi realizado em agosto de 2016, em ameli de alto P (66,2
mg/dnt) e baixo P (3,9 mg/dfjno solo. O sistema radicular das plantas foitadte 45
dias apds o plantio. Para cada linhagem em alfor®mn coletadas quatro repeticdes
compostas por um bulk de cinco plantas. Em baix@asPlinhagens tiveram o
desenvolvimento comprometido e cada gendtipo fmiesentado por um bulk de cinco
plantas.

As raizes finas foram separadas e divididas em jplaidss, uma para analise de

colonizac&o micorrizica e outra para a analiseivkrsidade genética por T-RFLP.

Coloracao de raizes para andlise da colonizac¢do roicizica

As raizes finas foram lavadas e mantidas em et&d8b (v/v) até o
processamento. A coloracéo das raizes foi realigagando a metodologia de Koske e
Gemma (1989) que resumidamente consistiu na inéobags raizes em solucdo KOH
10% (m/v) a 90 °C por 30 minutos, seguida da lavager trés vezes com agua
deionizada e incubagdo em solugdo HCI 0,3 M porn80utos em temperatura
ambiente. As raizes foram novamente lavadas t@&s\veacondicionadas numa solugao

de trypan blue 0,1% (m/v) por 24 h. Apos a colovagd raizes foram transferidas para



laminas de microscopio e visualizadas em lupa.shsieiras de vesiculas e arbusculos
dos FMAs foram avaliadas em dez fragmentos degazeada fragmento subdividido
em 10 partes, gerando assim a porcentagem de altsiscde vesiculas.

Processamento das raizes para analise de T-RFLP

Para cada repeticdo, foram separadas 5,0 g des ffadias em tubos cbnicos de
50 mL. As raizes foram adicionados 50 mL de solu#girofostato de sodio 0,1%
(m/v) e agitadas por 30 minutos a 130 rpm. Em skeguas raizes foram retiradas,
lavadas com agua deionizada e transferidas parpiee plastico. Os recipientes
contendo as raizes foram expostos a luz UV porriutms na capela de fluxo laminar.
Posteriormente, as raizes foram transferidas p#vastconicos de 50 mL, sendo
adicionados 35 mL de solucédo etanol 70% (v/v) pomiButos com agitacdo por
inversdo a cada minuto. O etanol foi descartadwant adicionados 35 mL de solugéo
de hipoclorito de sédio 2,5% (v/v), sendo as raizesbadas por 5 minutos, agitando-se
por inversdo a cada minuto. Em seguida, a solugadescartada e foram adicionados
35 mL de etanol 70% (v/v), que permaneceram ematmm@om as raizes em repouso
por 30 minutos. O etanol foi retirado e as raiagadas 5 vezes com agua deionizada. O
excesso de agua foi retirado e as amostras foransféridas para papel aluminio,
congeladas com nitrogénio liquido e acondicionade®0 °C. A extracdo de DNA das
raizes foi realizada com o kit DNeasy Plant Minia@gn, EUA), de acordo com as

recomendacdes do fabricante.

Andlise de T-RFLP

Para a amplificacdo do gene 23S rRNA de FMAs foizatlo nested-PCR a
partir de reacdo com iniciadores LR1 e FLR2 (TROUWHE et al., 1999). A reacédo
inicial constituiu de 50 ng de DNA, 0,2 mM de prin& uL de tampéo de reacéao 10X,
2,5 mM de MgCJ, 0,125 mM de dNTPs, 2,5 U de Taq DNA polimeraswi(togen,
EUA), em 50uL. Para a 22 reacdo de PCR foram utilizadosuR,5lo produto da 12
reacdo e os iniciadores marcados com fluoresc&idR8 (6-FAM) e FLR4 (NED)
(GOLLOTTE et al., 2004). As condicbes de PCR foranmesmas utilizadas na 12
reacdo. Em seguida, 1L do produto de PCR foram digeridos com 1 U darenzile
restricoTagl e 2uL de tampéo 10X, em 20L. As amostras foram incubadas por 65
°C por 4 h.



Para avaliar os fragmentos de DNA geradogl. 2lo produto da digestdo do
DNA foram misturados a 9,8 de formamida deionizada (Applied Biosystems, EUA)
e 0,2uL de padrdo ROX 500 (Applied Biosystems, EUA). Allise foi realizada no
equipamento Genetic Analyzer 3500XL (Applied Bidsyss, EUA) com o software
GeneMapper 5.0. Posteriormente, os dados foransadat no software online T-REX
(CULMAN et al., 2009), possibilitando filtragem dasidos e alinhamento automatico
do tamanho dos fragmentos. Em seguida, os dadasnfexportados em planilha
binaria e ordenados pela andlise de escalonamenttdimensional ndo métrico
(NMDS) a partir de uma matriz de similaridade decdad utilizando o programa Past
versao 3.04 (HAMMER et al., 2011).

Resultados e Discusséo
Avaliacédo dos padrdes de colonizacdo micorrizica

Todas as raizes avaliadas apresentaram as estrdinsaFMAS, arbusculos e
vesiculas, tanto em condi¢cfes de alto quanto ero i Como os arbusculos sdo as
estruturas principais no processo de colonizac@omizica, apenas a sua quantificacao
foi considerada na anélise de colonizagdo miceoaizi

Entre as linhagens tropicais contrastantes pafei@reia na utilizagao de P, a
L3, eficiente, apresentou maior porcentagem desathhds em relacdo a L22, que é
considerada ineficiente na utilizacdo de P (FiglixaOliveira et al. (2009) também
observaram uma maior colonizagdo micorrizica naagem L3 em comparacdo com a
L22 em condi¢cdes de campo. No entanto, Azevedo5(20a0 observou diferenca na
porcentagem de colonizacdo em condi¢cbes de casag#tacdo com inoculagcdo de
duas espécies diferentes de FMAs. Assim, sdo eklerzariacbes no padrao de
colonizacdo micorrizica entre as condicbes de campmte casa de vegetacdo com

inoculagao artificial.
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Figura 1. Porcentagem de arbusculos de fungos micorrizoogaizes de linhagens

tropicais e temperadas de milho sob condi¢cdestde ddaixo P.

As linhagens temperadas também apresentaram al@Enpagens de arbusculos
micorrizicos em baixo P, ndo apresentando difeeeagtre a linhagem selvagem (W22)
e as linhagens contendo o geBidR2 mutante (W_Mut2 e W_Mut3). No entanto, os
arbusculos das linhagens mutantes apresentarararomatd truncadosfunted) e menor

quando comparados com a linhagem W22 e as dembagykns tropicais (Figura 2).
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Figura 2. Comparacdo entre arbulsculos mutanstated) a esquerda e normais a
direita em raizes da linhagem de milho W22 mutanselvagem para o0 geis#R2,

respectivamente, cultivadas em condi¢cdes de campo.

O arbusculo mutante foi menor e ndo ocupava tosldemsao da célula, similar
aos resultados com linhagens mutantes de arroz gmrgenesSTR1 e STR2
(GUTJAHR et al.,, 2012). No entanto, apesar desbésaulo ser menor e com
formato semelhante aos mutantes de arroz, suarpagesn foi bastante elevada nas
duas linhagens mutantes. Tais resultados sugeramoqgeneSTR2 em milho
também afeta a morfologia dos arblsculos, mas fié@ a porcentagem de
colonizagdo em condicbes de campo. Esses sao oseiqms resultados
demonstrando arbusculos truncadstsinfed) em milho causados por mutagdes no
geneSTR2, a semelhanca do efeito do geneMadlicago truncatula (ZHANG et al.,
2010) e arroz (GUTJAHR et al., 2012), que codifisa transportador dimérico
ABCG fundamental para a formacdo dos arbusculo®mizicos. Assim, estudos
adicionais devem ser conduzidos para caracterizdeaular e funcionalmente o

efeito desse gene em milho.

Diversidade micorrizica nas raizes de milho tempedp e tropical

A diversidade de FMAs nas raizes de linhagens dieonfioi avaliada
pela técnica de T-RFLP. A distribuicdo das comuédados fungos micorrizicos das
raizes nao mostrou qualquer estruturacdo popukdcioem em funcéo dos diferentes
gendtipos nem em funcédo da disponibilidade de Botm uma vez que grande parte da
variabilidade genética foi verificada entre as amags(Figura 3). Assim, a diversidade
da populacédo de FMAs nas raizes de milho nao devara colonizacdo micorrizica,

pelo menos nas condi¢cdes avaliadas no presentaragpéo.
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Figura 3. Diversidade genética da populacdo de FMAs em raieesilho avaliada por
T-RFLP. +P: alto fésforo. -P: baixo fésforo. Os remos indicados apos o nivel de P

referem-se a repeticéao.

Estudos que visam conhecer a diversidade microb&éssaciada ao milho
cultivado sob diferentes estresses podem auxiaidantificacdo de microrganismos
eficientes na promocédo do crescimento, além deipeum melhor entendimento da

complexa interacéo entre plantas e microrganismos.
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