Diversidade Micorrizica na Rizosfera de Gendétipos de Milho
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INTRODUCAO

Em ambientes naturais, as plantas terrestres sdo mantidas pela interacéo existente entre o
sistema radicular e o ambiente do solo, compartilhnando uma variedade de processos
biogeoquimicos que ocorrem com a comunidade microbiana. A existéncia de vida
microbiana na rizosfera, e de suas interacGes com as plantas, tém sido tema de varios
estudos sobre o papel desta interacdo no desenvolvimento da planta (Goodman et al.,
1997). A planta de milho possui elevada taxa de crescimento e grande demanda por
nutrientes, possuindo freqlientemente interacdo micotrofica e se beneficiando dos fungos
micorrizicos arbusculares, principalmente em solos pouco férteis (Bressan e Vasconcellos,
2002). As interagdes entre fungos e plantas séo, contudo, complexas, e em ambos, 0
desenvolvimento e fisiologia estdo sob controle genético, sendo afetados pelo ambiente.
Caracteristicas do genotipo da planta, que influenciam o tipo e a morfologia do sistema
radicular, tém sido relacionadas como responsaveis por diferencas na dependéncia
micorrizica e respostas a inoculacdo de varias espécies vegetais (Smith et al., 1993). A
diversidade genética de endomicorrizas, investigada por diversos autores (Redecker et al.,
1997; Simon et al., 1992), tem facilitado a identificacdo e caracterizacdo de espécies em
amostras de solo. Entretanto, nenhum estudo relata a analise do DNA de fungos
micorrizicos extraidos diretamente do solo utilizando-se a técnica de eletroforese em gel
de gradiente desnaturante (DGGE) para formacao de um perfil genético para micorrizas
em rizosferas de plantas. Chellius e Eric (1999), verificaram que é possivel a amplificacdo
do DNA extraido diretamente do solo por meio de "primers" especificos para
endomicorrizas, porém nao foram analisadas diferencas de diversidade nas amostras de
solo coletadas. Atualmente, para este tipo de avaliagdo da populacdo microbiana, existem
diversas técnicas para extracdo do DNA total de microrganismos a partir de amostras
ambientais tdo complexas como o solo (Akkermans et al., 1995; Van Elsas et al., 1997).
Métodos moleculares, baseados na amplificacdo do DNA de amostras de solo pela reagédo
de polimerizagcdo em cadeia (PCR) (Smalla et al., 1993), reacdo de polimerizacdo em



cadeia, e 0 DGGE, eletroforese em gel de gradiente desnaturante, tém sido empregados
na caracterizacdo de comunidades microbianas do solo. Neste estudo, propde-se analisar,
em gel de DGGE, as diferencas genéticas entre populacdes de micorrizas em amostras de
solo provenientes de rizosferas distintas de gen6tipos de milho. Esta analise permitira a
obtencédo de informacdes importantes para o estudo de gendtipos com maior ou menor
eficiéncia no uso de P e também a identificacdo filogenética dos membros em destaque na
comunidade microbiana da rizosfera de milho.

MATERIAL E METODOS

Amostras de solo rizosférico foram coletadas em um latossolo vermelho-escuro fase
cerrado, aos 30 dias ap6s o plantio e durante o inicio da fase de florescimento do milho.
Os experimentos de campo foram instalados em outubro de 2001 e outubro de 2002, na
Embrapa Milho e Sorgo, Sete lagoas, MG. O solo rizosférico foi retirado da por¢édo
aderida a raiz de hibridos e linhagens provenientes do Programa de Melhoramento da
referida instituicdo, previamente caracterizados como eficientes (E) e ineficientes (1) para
fosforo, em locais de plantio convencional cujo teor de fésforo no solo foi de 15mg.dm-3
(Mehlich-1) de P (alto P) e 2mg.dm3 (Mehlich-1) de P (baixo P). O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com trés repeti¢ces sendo o0s tratamentos
dispostos em fatorial 5x2 (5 hibridos e 2 doses de P) ou 3x2 (3 linhagens e 2 doses de P).
Foram avaliados os seguintes hibridos: HT, HS1, HS2, eficientes e HS3, HS4,
ineficientes; as linhagens: L3 e L228, eficientes e L22, ineficiente. Coletou-se também as
seguintes amostras como testemunhas: solo ndo rizosférico em baixo fésforo (NR) e em
alto fosforo (NRP), solo da rizosfera do hibrido triplo eficiente em plantio direto (HTPD),
solo ndo rizosférico do plantio direto (NRD) e solo de cerrado natural (Mata). A
populacéo total de fungos micorrizicos foi avaliada pela extracdo de DNA total de 500mg
de solo rizosférico de cada gendtipo, utilizando-se o protocolo descrito pelo "Fast Kit
DNA for soil", BIO101. Os fragmentos de DNA foram amplificados utilizando-se os
"primers" universais para fungos, NS5 e ITS4, em um segundo PCR ("nested" PCR),
utilizou-se o "primer" da regido ITS especifico da familia Acaulosporaceae, ACAU1660
(Redecker, 2000) acrescido de uma sequiéncia de CG denominada sequiéncia "clamp”
juntamente com o primer universal ITS2. A eletroforese foi realizada em uma unidade de
DGGE da Biorad (Richmond, USA), sendo os produtos de PCR aplicados em gel
contendo 6% de poliacrilamida. O gradiente de desnaturantes (uréia e formamida
deionizada) foi de 45% a 70%. Os gradientes foram formados a partir de solucdes
estoque de poliacrilamida (6%) contendo 0% e 100% de desnaturantes. As condicGes de
eletroforese foram de 16h a 60°C e 100V. Ap0s a eletroforese os géis foram corados por
30min com SYBER GREEN I (Molecular Probes) ou prata e fotografados em camara
digital para anlise das bandas. As bandas importantes foram eluidas do gel de DGGE e
amplificadas via PCR para posterior identificacdo de espécies. O produto de PCR foi
extraido do gel e purificado utilizando-se o Kit Qiagen. As reacdes de seqlienciamento
foram realizadas com o kit "Big Dye Terminator” v. 3.1 (Applied Biosystems) de acordo
com as recomendac0es dos fabricantes e analisadas no sequenciador ABI Prism 3100
(Applied Biosystems). As sequéncias de DNA obtidas foram determinadas pelo programa
Blast N (Altschul et al., 1997) e comparadas com o GenBank Nucleotide Database
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

RESULTADOS E DISCUSSAO



O perfil eletroforético das bandas no DGGE (Figura 1) sugere diferencas na comunidade
micorrizica da familia Acaulosporaceae da rizosfera de gen6tipos de milho eficientes e
ineficientes para P. Algumas bandas estavam presentes somente em gendtipos eficientes
(Figural-1 e Figural-2, vide setas), indicando que alguns grupos de microrganismos estdo
sendo favorecidos na rizosfera destes gendtipos de milho. Para uma maior eficiéncia na
aquisicdo de nutrientes, as raizes induzem mudancas na rizosfera favorecendo uma
comunidade especifica de microrganismos que irdo atuar melhorando a nutricdo mineral
das plantas (Marchener, 1998). Verificou-se uma maior variabilidade genética em
amostras de solo dos gen6tipos cultivados sob estresse de P, sugerindo o efeito do teor
de P no solo sobre a populacdo destes fungos. Algumas bandas ocorreram em genotipos
em alto P e ndo ocorreram em genatipos sob baixo P.
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A diversidade genética encontrada demonstrou o potencial do DGGE baseado na
amplificacdo de fragmentos de DNA da regido ITS especifica de fungos da familia
Acaulosporaceae para caracterizar a populacdo destes microrganismos na rizosfera de
alguns genotipos de milho. A identificacdo de espécies de fungos micorrizicos pelas
caracteristicas morfoldgicas de esporos e células em raizes é extremamente complexa e
trabalhosa, principalmente porque estes fungos sdo hospedeiros obrigatdrios e dificeis de
serem cultivados in vitro. Muitos estudos de comunidade micorrizica em raizes de plantas
tém sido prejudicados pela dificuldade em se identificar espécies. A maior parte do
conhecimento sobre fungos micorrizicos no ambiente baseia-se em contagens de esporos
e hifas, porém, a populacao de esporos no solo pode néo refletir a composicao de
espécies presentes na rizosfera (Husband et al., 2002). Os "primers" usados neste estudo
e 0 DGGE podem ser utilizados para estudos de estrutura e dindmica da populacéo de
fungos dos géneros Acaulospora e Entrophosphora. Entretanto, mais estudos séo
necessarios para identificar elementos filogeneticamente distintos e proximos pela
sequéncia do rDNA. Estudos sobre a ecologia das micorrizas devem ser incentivados para
obter-se um inventario mais completo de sua diversidade taxondmica, fisioldgica e
genética. Essas informacGes poderiam ser utilizadas para a selecdo de isolados eficientes
para a aplicacdo em processos biotecnoldgicos de interesse agricola ou ambiental ou para
a deteccdo de determinados genes de interesse que poderdo ser introduzidos em
microrganismos que serdo liberados no ambiente (Van Elsas et al., 1997). Sua exploracéo
é viabilizada pelo aumento da taxa de micorrizacdo das plantas, que pode ser conseguido:
a) pela inoculacdo com isolados fungicos selecionados; b) por préaticas de manejo seletivo
da populacéo fangica indigena dos solos agricolas e; ¢) mais recentemente, pela aplicacdo
de compostos estimulantes da micorrizagéo (Siqueira et al., 2002).
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