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Os solos do Cerrado brasileiro geralmente sao afttarintemperizados, acidos e pouco
férteis, sendo as plantas cultivadas nestes amebierpostas a varias formas de estresses durante
seu ciclo de crescimento. Um dos fatores limitadtegxpansao agricola no Cerrado é a toxidez
de aluminio e a alta capacidade de fixacdo de ros{®), resultando em uma baixa
disponibilidade de P para as plantas (Marschnerlgt 2006). Os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) tém uma importante funcdo naseagfio e mobilizacdo de nutrientes do
solo, principalmente P, pois estes fungos formara artensa malha de hifas, que se estendem a
partir das raizes, permitindo a planta explorargrande volume de solo, superando limitacoes
impostas pela baixa difusédo de fésforo inorganicsaio (Schachtman et al., 1998).

As plantas de milho tém uma alta taxa de crescionenima alta demanda por nutrientes,
apresentando, frequentemente, interagbes com fumgmmrizicos (Clark e Zeto, 1996). No
entanto, existe pouca informacéo sobre os efedgagedotipos de milho eficientes na absorcéao de
P na dindmica do desenvolvimento de FMA. O recantetto, identificacdo e quantificacdo dos
FMAs envolvidos na associagcdo com plantas de neftoaientes no uso de P é uma etapa dificil
porque esses fungos ndo crescem em meio de culkgreerendo varios meses de crescimento
em cultura-armadilha, junto com as plantas, soldicbes de casa-de-vegetacao. Estas diferem
das condi¢cdes do campo e podem interferir com eesd@ncia do fungo (Simon et al., 1992).
Como resultado, a distribuicdo da populagéo no ogmoge ser interpretada erroneamente.

O desenvolvimento de técnicas baseadas em andlisd3NA favoreceu os estudos
ecolégicos das populagdes nativas de fungos nmegwrs presentes nas areas de cultivo. Dentre
estas técnicas, analises por clonagem e seqiemtcuoie rDNA (DNA ribossémico) e DGGE
(eletroforese em gel de gradiente desnaturant@) esttre as mais utilizadas atualmente para se
estudar as variagdes intra e interespecificasrelages filogenéticas entre FMA (Kowalchuk et
al., 2002; Opik et al., 2003; de Souza et al., 2004 et al., 2005). Estas sdo duas técnicas
complementares que analisam fragmentos de PCRNA ebnplificados por “primers” seletivos
para FMA. A técnica de DGGE fornece os perfis genstde populagbes e o padrdo de
diferentes amostras pode ser comparado no mesmoageientando o potencial para a
amostragem temporal e espacial. A identidade derdetadas bandas, mais proeminentes, pode
ser determinada por purificacdo e posterior seqéeranto de DNA.



O objetivo deste trabalho foi avaliar a populacéduthgos micorrizicos nativa presente
nas raizes de gendtipos de milho, contrastantestaua eficiéncia na absorcdo de fosforo,
cultivados em solos com baixa e alta disponibiledddste nutriente.

Material e Métodos

Foram utilizados quinze gendtipos de milhgeg mays) eficientes, moderadamente
eficientes e ineficientes no uso de P (Tabelargyipgmente selecionados dentro do Programa de
Melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. O experiméoit conduzido em um delineamento
em blocos casualizados completos, com trés repstigdn um latossolo vermelho-escuro, com
baixo (3 mg kd) e alto nivel de P (29 mg RYj sem limitacdo dos demais nutrientes. Amostras
do 4pice das raizes dos genétipos de milho fordetactas aos 60 dias apds o plantio, durante a
fase de florescimento.

Tabela 1 Gendtipos cultivados e respectivas eficiénciagsmwde P

Linhagens Linhagens Linhagem Hibridos Hibridos

eficientes ineficientes média eficientes ineficientes

L3 L22 L36 BRS 1010 L3 x L53

L228-3 L53 BRS 3060 L36 x CATETO

L161 CATETO L3 x L22 HS20 x 22
HS5046 x 53

HS26 x 1113-01

DNA total foi extraido das raizes, utilizando-sprotocolo descrito por Saghai-Maroof et
al. (1984), com modificagcbes. Os fragmentos de rDIBNA ribossdmico) dos fungos
micorrizicos foram amplificados por uma reacdo @&RPutilizando-se os “primers” universais
NS5 e ITS4 (White et al.,, 1990), seguido de umauiseg reacao de “nested” PCR, com o
“primer” especifico para a familia Glomaceae deghsimicorrizicos, GLOM1310 (Redecker,
2000) juntamente com ITS2 (White et al., 1990).

Para a analise dos produtos de PCR por eletroferasgel de gradiente de desnaturacao
(DGGE), uma sequéncia CG-grampo foi adicionada@onér” GLOM1310. Os produtos de
PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 6¥tezalo um gradiente de 25% a 35% de
agentes desnaturantes (uréia e formamida deionizmdaubmetidos a eletroforese em uma
unidade de DGGE da Bio-Rad (Richmond, EUA) a 700¥ 6 horas a 60°C. Apés a corrida, 0s
géis foram corados com prata e os padrdes de bahtides comparados através do programa
Statistica 6.0 utilizando UPGMA (“Unweighted Paird@p with Mathematical Averages”).
Resultados e Discusséo

A amplificacdo de fragmentos de DNA dos fungos mriz@os presentes nas raizes dos
genotipos contrastantes resultou em fragmentos4d® pares de bases (pb) utilizando os pares
de “primers” NS5 e ITS4 e em fragmentos de 600qh os “primes” GLOM1310 e ITS2 para
todos os gendtipos analisados (Figura 1).

A analise por eletroforese em gel de gradiente ateammte (DGGE) dos fragmentos
amplificados com os “primers” GLOM1310 e ITS2 dai&es de quinze gendtipos cultivados em
baixo fésforo e treze cultivados em alto P indicon elevado nivel de polimorfismo entre as
populacées dos fungos micorrizicos (Figura 2)b Baixo P, foram analisadas 15 bandas, todas
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos\@eddnplificados com os “primers”
GLOM1310 e ITS2 de raizes gendtipos de milho cetdrdes para eficiéncia no uso de P. M. 1
Kb ladder.

polimérficas, enquanto que, sob alto P, foi obtitho total de 17 fragmentos, sendo apenas um
monomoérfico, ou seja, todos os genotipos apresantaste fragmento (Figura 2). O padrao mais
distinto de bandas foi observado na linhagem L%6b, alto P, indicando que a populacdo de
FMA, da familia Glomaceae, que infectam a raiz aldsthagem, eficiente no uso de P, é

diferente da populagéo que infecta os demais gesitAs bandas de DGGE mais proeminentes
foram purificadas do gel e, posteriormente, ser&guenciadas para determinacdo da
identificagéo taxondmica dos fungos.

Os perfis de bandas no gel de DGGE foram usad@sgaonstru¢cdo de dendrogramas,
onde a eficiéncia no uso de P néo foi o fator ddéteante no agrupamento dos gendétipos (Figura
2), uma vez que os grupos formados apresentaramdanotipos eficientes quanto ineficientes,
independente do valor de distancia genética. Aanitsd genética, sob baixo P, variou de 0%
(L36XCATETO e HS26x1113) a 73% (L3xL53 e L53), eagio que sob alto P, variou de 6%
(L53 e HS5046x53) a 59% (L161 e L36XCATETO) (dadas mostrados).

Concluindo, pode-se observar que a eficiéncia modesP nao foi o principal fator de
agrupamento dos genotipos, apesar da existéncigpotimorfismo entre eles. Como o
agrupamento dos gendtipos cultivados, sob alt@iRjiferente do agrupamento observado sob
baixo P (Figura 2), pode-se concluir que a popwagé& fungos micorrizicos da familia
Glomaceae que infectam as raizes foi mais afetaldatgor de P no solo do que pelos gendtipos
de milho cultivados (P eficiente e P ineficienté$tes sédo dados preliminares, onde somente a
familia Glomaceae foi estudada. Novas analises@Em| utilizando “primers” gerais para FMA
e/ou especificos para as familias Acaulosporacdzigasporaceae, seréo feitas para representar
as diferencas entre as populacdes de FMA e cowekccom os dados quantitativos de
producéo e de eficiéncia dos genotipos.
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Figura 2. Gel de DGGE dos fragmentos amplificados com “prst especificos para a familia Glomaceae de fungos
micorrizicos utilizando DNA extraido de raizes @a@tipos de milho contrastantes na eficiéncia wodasP, cultivados sob
baixo (A) e alto (B) teor de P no solo e dendrogramostrando o agrupamento entre 0s genotipos.
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