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Resumo

O fosforo (P) é o segundo nutriente mais limitante na
agricultura, o que leva a necessidade de aplicacao de altas
doses de fertilizantes, que torna a correcao da fertilidade

do solo um processo de elevados custos econdémicos e
ambientais para a producao agricola. As plantas absorvem P
principalmente na forma de ion-ortofosfato necessitando de
contato direto das raizes com este elemento na solucao do
solo. Em ambientes de baixa disponibilidade, principalmente,
0s microrganismos sao fundamentais a nutricao das plantas
auxiliando na solubilizacao e aquisicao de nutriente. O

Bidloga, D.Sc. em Genética, Pesquisadora da Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Rod
MG 424 Km 45, Zona Rural, CEP 35701-970 Sete Lagoas,MG,
eliane.a.gomes@embrapa.br

2Estudante do Curso de Ciéncias Bioldgicas do Centro Universitario de Sete Lagoas —
UNIFEMM, Bolsista PIBIC do Convénio Fapemig

3Quimico, Mestre em Genética, Analista da Embrapa Milho e Sorgo, Rod MG 424 Km 45,
Zona Rural, CEP 35701-970 Sete Lagoas, MG, ubiraci.lana@embrapa.br

‘Eng.-Agron, D.Sc., Biologia Vegetal, Pesquisadora da Embrapa Milho e Sorgo, Rod MG
424 Km 45, Zona Rural, CEP 35701-970, Sete Lagoas, MG, christiane.paiva@embrapa.br
Eng.-Agrén., Ph.D., Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo, Rod MG 424, km 65, 35700-
191 Sete Lagoas, MG, lauro.guimaraes@embrapa.br



Microrganismos Endofiticos Associados a Raizes de Plantas de Milho (Zea mays L.) 5
Cultivadas em Solo de Cerrado com Alta e Baixa Disponibilidade de Fésforo

objetivo desse trabalho foi caracterizar as comunidades de
microrganismos endofiticos associados a raizes de gendtipos
de milho contrastantes na eficiéncia de aquisicao de P,
cultivados em solos com alta e baixa disponibilidade desse
nutriente. Amostras de raizes das linhagens de milho L3
(eficiente na aquisicao de P) e L22 (ineficiente na aquisi¢ao

de P) e do hibrido L3xL22 foram lavadas em uma solucao de
pirofosfato de sddio 0,1% (m/v) por 60 min para eliminar o solo
rizosférico. O DNA foi extraido das raizes, amplificado com
primers especificos para fungos e bactérias e analisado por
PCR-DGGE e sequenciado para identificacao das comunidades
microbianas. A analise dos géis de DGGE mostrou uma elevada
diversidade microbiana, tanto no grupo de bactérias quanto de
fungos endofiticos nos gendtipos avaliados. De uma maneira
geral, o nivel de P no solo e os genotipos foram os fatores
predominantes no agrupamento das bactérias e dos fungos. O
sequenciamento de bandas das amostras dos géis indicou 50%
dos microrganismos como bactérias nao cultivaveis, enquanto
o0 sequenciamento das amostras com primers especificos

para fungos revelou a maior incidéncia de representantes

dos filos Ascomycota e Glomeromycota (fungos micorrizicos
arbusculares), principalmente dos géneros Dothideomycete

e Scutellospora, respectivamente, e também de fungos nao
cultivaveis. Os resultados demonstram influéncia do nivel de

P e do gendtipo da planta hospedeira sobre a diversidade de
comunidades microbianas que colonizam raizes de milho.

Palavras-chave: Zea mays L., fosforo, microrganismos
endofiticos.
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Abstract

Phosphorus (P) is the second most limiting nutrient in

the agriculture, which leads to the need of application of

high doses of fertilizers, making soil fertility remediation

a process of high economic and environmental costs for
agricultural production. Plants absorb P mainly in the form

of orthophosphate ion, requiring direct contact of roots with

this element in the soil solution. Mainly in low availability
environment, microorganisms are essential to plant nutrition
helping the solubilization and acquisition of nutrient. The aim

of this study was to characterize the community of endophytic
microorganisms associated with the roots of maize genotypes
contrasting to P acquisition efficiency cultivated in soil with high
and low availability of this nutrient. Root samples of the maize
inbred lines L3 (efficient in P acquisition) and L22 (inefficient in
P acquisition) and the hybrid L3xL22 were washed in a solution
of 0.1 % (w/v) sodium pyrophosphate for 60 min to eliminate the
rhizosphere soil. DNA was extracted from the roots, amplified
with bacterial and fungi specific primers and analyzed by PCR-
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DGGE and sequencing techniques for identification of the
microbial communities. The analysis of the DGGE gels showed
a high microbial diversity for bacterial and fungal endophytic
in the genotypes evaluated. In general, P level in soil followed
by the genotypes were the predominant factors in the overall
distribution of bacteria and fungi. DNA sequencing of the gel
bands indicated that 50% of the microorganisms were identified
as non-cultured bacteria and the sequencing with fungi specific
primers showed a higher incidence of representatives of phyla
Ascomycota and Glomeromycota (arbuscular mycorrhizal
fungi), especially Dothideomycete and Scutellospora genera,
respectively, and also fungal uncultivated. The results showed
the influence of P soil availability and the plant genotypes on
the diversity of microbial communities that colonize maize
roots.

Keywords: Zea mays L., phosphorus, endophytic
microorganisms.

Introducao

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais mais cultivados no
mundo, sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial,

com uma produc¢ao acima de 76 milhdes de toneladas na safra
2015/2016 em uma éarea total plantada de 15,7 milhoes de
hectares (CONAB, 2016). Para atender a grande demanda de
graos no Pais, tem ocorrido a expansao das fronteiras agricolas
para as regioes de Cerrado, que apresentam solos altamente
intemperizados, acidos, pouco férteis e com alta capacidade de
fixacao de fosforo (P) (NOVAIS; SMYTH, 1999).
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Portanto, a obtencao de rendimentos elevados na maioria

das culturas, como é particularmente importante na cultura

do milho, exige altas doses de fertilizantes quimicos, que
aumentam significativamente o custo de producao agricola
(NOVAIS; SMYTH, 1999; BALIGAR et al., 2001). Entre as
estratégias para minorar a necessidade de repetidas aplicagoes
de fertilizantes esta a utilizacao de gendtipos mais eficientes
na aquisicao de P combinada com praticas de manejo de solo
e interacoes com microrganismos. Esta bem estabelecido

que os microrganismos provenientes do interior das plantas,
endofitos, apresentam potencial como agentes no controle
bioldgico de doencas e pragas em plantas, na promogao

de crescimento vegetal e no aumento da tolerancia aos
estresses hidricos e nutricionais (MEI; FLINN, 2010). Além
disso, este grupo de microrganismos possui uma vantagem
competitiva em relacdo aos demais por viverem dentro da
planta e, portanto, protegidos de adversidades ambientais
que afetam suas funcées em determinados ecossistemas. O
desenvolvimento de técnicas de biologia molecular baseadas
em analises de DNA tem favorecido estudos ecoldgicos das
populacdes de microrganismos endofiticos nativos, presentes
nas areas de cultivo, facilitando o entendimento do papel
destes microrganismos na promocao do crescimento das
plantas. Entre estas técnicas, o sequenciamento de rDNA (DNA
ribossdmico) e a eletroforese em gradiente de gel desnaturante
(DGGE) tém sido as estratégias mais utilizadas para estudar as
variagoes intra e interespecificas na microbiota em amostras
ambientais complexas (SOUZA et al., 2004). A vantagem

da associagao destas técnicas em estudos da estrutura de
comunidades microbianas, além de economia de tempo,

esta na possibilidade de identificagao filogenética destes
microrganismos encontrados em condicoes naturais, sem a
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necessidade de isolamento e cultivo in vitro (BRASIL, 2003;
GOMES et al., 2014).

O objetivo desse trabalho foi caracterizar as comunidades de
bactérias e fungos associadas a raizes de genodtipos de milho
contrastantes na eficiéncia de aquisicao de P cultivados em solo
com diferentes niveis deste nutriente.

Material e Métodos

Foram utilizadas duas linhagens desenvolvidas pelo Programa
de Melhoramento de Milho da Embrapa, contrastantes para
eficiéncia no uso de P (linhagem L3, eficiente para uso de P

e linhagem L22, ineficiente), e um cruzamento F1 entre estas
linhagens (PARENTONI et al., 2011).

Amostragem e Extracao de DNA

As plantas foram cultivadas em Latossolo Vermelho Distrofico,
com baixo (4 mg Pdm?) e alto nivel de P (30 mg Pdm3), em um
delineamento em blocos casualizados, com cinco repeticoes. Na
fase de florescimento, 60 dias apds o plantio, 5 g (peso fresco)
de raizes finas foram coletadas, agitadas em peneira para
separar o solo aderido e lavadas em uma solugao de 0,1% (m/v)
de pirofosfato de sédio, em um agitador horizontal, por 60 min,
para eliminar o solo rizosférico. O DNA foi extraido das raizes
lavadas utilizando o kit DNeasy (Qiagen, Alemanha), conforme
recomendacoes do fabricante.

9
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Amplificacao por PCR

Para a amplificagao parcial da regiao 16S rDNA de bactérias,
foram utilizados os primers 1401R e 968F adicionados de um
grampo CG (NUBEL et al., 1996). Para a amplificacao parcial da
regiao 18S rDNA de fungos, foram utilizados os primers NS1
(WHITE et al., 1990) e EF3 (SMIT et al., 1999) na primeira reacao,
seguidos de 2 yl do produto da primeira reagcao, e os primers
FF390 e FR1 adicionados de um grampo CG para a segunda
reacao (VAINIO; HANTULA, 2000).

Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE)

Para a analise por DGGE foi utilizado DCode Universal Mutation
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).
Os produtos das reacoes de PCR foram aplicados em géis de
poliacrilamida em tampao TAE 1X (40 mMTris-acetato; 1 mM
EDTA, pH 8,0). Os gradientes de desnaturacao foram de 40-
65% para bactérias e 35-55% para fungos, formados a partir de
solugao de acrilamida 6% contendo 0 e 100% de desnaturantes
(7 M ureia e 40% formamida deionizada). Os fragmentos foram
separados por eletroforese a 70V por 16 horas na temperatura
constante de 60 °C e entao corados com solucao de gel red (30
pl de gel red estoque, 2 ml de NaCl 5 M, 98 ml de dgua) sob
agitacao por 20 minutos. O gel foi fotografado no equipamento
Transilluminator LPIX Molecular Imaging (Loccus Biotecnologia,
Sao Paulo, Brasil) sob luz UV.

Uma matriz de similaridade entre as amostras foi inferida

a partir da imagem do gel de DGGE usando o programa
BioNumerics versao 7.1 (Applied Maths, Sint Martens Latem,
Bélgica) com o método Dice e uma tolerancia de posicao 1%.
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Posteriormente foi construido um dendrograma pelo método
UPGMA (Unweighted Pair Group with Mathematical Average).

Sequenciamento de DNA

Bandas com boa definicao foram removidas do gel de DGGE
com auxilio de um bisturi, acondicionadas em microtubos de
1,5 ml contendo 50 pl de agua deionizada e armazenadas a 4 °C
por aproximadamente 20 horas para eluicao do DNA.

O DNA eluido foi utilizado em uma nova reacao de PCR nas
mesmas condig¢oes descritas na PCR, porém com os primers
sem o grampo de CG. Para purificacao do DNA, 1 pl de cada
uma das enzimas Exonuclease | e Shrimp Alkaline Phosphatase
(GE Healthcare, UK) foram adicionados a 10 ul do produto

da reacao de PCR, sendo a reacao submetida a 37°C por 30
minutos e 80 °C por 15 segundos, no equipamento Veriti 96 Well
Thermal Cycler (Applied Biosystems, EUA).

Para o sequenciamento de DNA, foi utilizado o kit “Big Dye
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems, EUA),
de acordo com as recomendacoes do fabricante, sendo as
amostras injetadas no equipamento 3500XL Genetic Analyzer
(HITACHI, Japao). Para analise das sequéncias foi utilizado
software Sequencher 5.4 (Gene Codes Corporation, EUA). As
sequéncias foram submetidas a analise de similaridade de
nucleotideos com o banco de dados GenBank (http://www.ncbi.
nlm.nih.gov) por meio da ferramenta BLASTN “Basic Local
Alignment Search Tools” (ALTSCHUL et al., 1997).

11
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Resultados e Discussao

Amplificacao por PCR das Regioes 16S e 18S do rDNA

A amplificacao do DNA das bactérias endofiticas presentes nas
raizes dos genotipos de milho gerou fragmentos unicos com
aproximadamente 450 pb, enquanto a amplificacao do DNA de
fungos endofiticos com os primers para a regiao 18S rDNA nao
gerou fragmentos visiveis no gel de agarose. Mesmo assim,
procedeu-se a segunda reacao, em que foram observados
fragmentos com aproximadamente 390 pb. A amostra em
branco utilizada como controle em ambas as reacdes nao
apresentou amplificacao, indicando auséncia de contaminacao.

Diversidade Genética da Comunidade Endofitica por
Analise de DGGE

Os géis de DGGE apresentaram bandas de DNA de diferentes
tamanhos, indicando alta diversidade de bactérias e fungos
endofiticos presentes nas amostras, tanto de raizes de
linhagens quanto nas de hibrido de milho (Figuras 1 e 2).

A analise das imagens dos géis permitiu a construcao de
dendrogramas que mostram o agrupamento das comunidades
de bactérias e fungos (Figuras 3 e 4). Considerando uma
similaridade de 65%, foram observados trés grupos de
comunidade de bactérias, separados de acordo com os niveis
de P no solo e os gendtipos da planta (Figura 3). O primeiro
grupo foi representado pela linhagem L3 em alto P. O segundo
grupo foi formado pelo hibrido cultivado em alta e baixa
disponibilidade de P, indicando abundéancia similar de bactérias
associada a este genétipo, independentemente do nivel de P.
Por outro lado, o terceiro grupo foi constituido de amostras da
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linhagem L22 e a linhagem L3, em baixo P. Neste caso, os dados
evidenciam maior influéncia do nivel de P no solo em relacao
aos efeitos de gendtipo nas interagcoes bactérias - raizes.
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Figura 1. Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE) de fragmentos amplificados da regiao 16S rDNA de
bactérias endofiticas. Amostras 01 a 05: linhagem L3 cultivada
em baixo P; 06 a 10: L3 em alto P; 11 a 15: L22 em baixo P; 16
a 20: L22 em baixo P; 21 a 25: hibrido L3xL22 em baixo P; 26 a
30: L3xL22 em alto P. MM: marcador molecular 1 kb Plus DNA
ladder. As setas indicam as bandas que foram removidas para

sequenciamento de DNA.
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Figura 2. Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante
(DGGE) de fragmentos amplificados da regiao 18S rDNA de
fungos endofiticos. Amostras 01 a 05: linhagem L3 cultivada
em baixo P; 07 a 11: L22 em baixo P; 12 a 15 e 06: L3 em alto P;
16 a 20: L22 em alto P; 21 a 25: hibrido L3xL22 em baixo P; 26 a
30: L3xL22 em alto P. MM: marcador molecular 1 kb Plus DNA
ladder. As setas indicam as bandas que foram removidas para
sequenciamento de DNA.
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Figura 3. Dendrograma da comunidade bacteriana presente em
raizes de genétipos de milho contrastantes quanto ao uso de P

cultivados em solo com alto P (+P) e baixo P (-P).
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Figura 4. Dendrograma da comunidade de fungos presente em
raizes de genotipos de milho contrastantes quanto ao uso de P
cultivados em solo com alto P (+P) e baixo P (-P).

Grupo 3

O agrupamento da linhagem L3 cultivada em alto fosforo
reforca os resultados de Marriel et al. (2005), que consideraram
que a morfologia do sistema radicular é influenciada pelo
genotipo, e esse conjunto influencia a rizodeposicao de
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fotoassimilados e, consequentemente, a comunidade
microbiana. O maior volume de raizes da linhagem L3 (SOUSA
et al., 2010) associado a taxa de liberacao de exsudatos pelas
raizes favorece o aumento da densidade populacional de
microrganismos, especialmente de bactérias (MARSCHNER

et al., 2001), e, em parte, justifica esse perfil distinto de
colonizacao observado.

Embora alguns trabalhos demonstrem que os genétipos
hospedeiros influenciam a comunidade microbiana da rizosfera
em razao da diferenca existente na sinalizagao emitida pelas
raizes (MARSCHNER et al., 2006; AIRA et al., 2010), a maioria
dos estudos disponiveis consubstancia os resultados que
demonstram predominancia do efeito de disponibilidade de P
sobre o de genodtipo na selecao de microrganismos associados
as plantas de milho (GOMES et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2009).

A analise do dendrograma obtido a partir das imagens dos
géis com as amostras de DNA amplificadas com primers para
fungos revela uma tendéncia de agrupamentos da comunidade
fungica em trés grupos, sendo influenciada principalmente
pelos niveis de P no solo, seguido pelos gendtipos,
considerando um indice de similaridade de 50%. Porém, neste
caso, de forma menos acentuada do que a detectada para
bactérias (Figura 4).

Observa-se que a comunidade fungica endofitica da linhagem
L3 foi agrupada com a linhagem L22, ambas na condicao de
baixo P. Pode-se especular que mesmo tratando-se de linhagens
com caracteristicas contrastantes, a limitagao de P induz algum
mecanismo que favorece a selecao de uma comunidade fungica
semelhante.
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Um segundo grupo foi formado pela linhagem L3 em alto P.
A linhagem L3 apresenta uma caracteristica particular com
maior volume de raizes e pelos radiculares que permitem a
este gendtipo uma melhor exploracao do solo (BRASIL, 2003;
SOUSA et al., 2012). Essa condicao pode ter favorecido uma
colonizacgao diferenciada separando esse grupo das demais
amostras avaliadas. Oliveira et al. (2009) sugeriram que os
genotipos de milho eficientes apresentam maior taxa de
colonizacao por fungos micorrizicos arbusculares (FMA) em
comparacao com os genotipos ineficientes para ambos os
niveis de P no solo, e indicaram que alguns grupos de FMA
podem ser favorecidos por genétipos de milho eficientes.

O hibrido cultivado em alto e baixo P e a linhagem L22 cultivada
em alto P formaram o ultimo grupo. Dois subgrupos foram
observados: um formado pela linhagem L22 e pelo hibrido
L22xL3 ambos em alto P e outro pelo hibrido L22xL3 em baixo
P. Brasil (2003) observou maiores diversidades microbianas

de hibridos de milho quando cultivados em baixo P. De modo
similar, Gomes et al. (2010) constataram tendéncia de reducao
da diversidade das comunidades de FMA em funcao do
aumento da disponibilidade de P.

Identificacao Molecular de Bactérias e Fungos
Endofiticos

Para a identificacao dos microrganismos presentes nas
amostras, foram sequenciadas 10 bandas removidas do gel de
DGGE para bactérias (Figura 1) e 31 bandas removidas dos géis
de DGGE para fungos (Figura 2). Das 41 sequéncias obtidas,
vinte e sete apresentaram similaridade igual ou superior a 95%
com sequéncias depositadas no GenBank.
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A comparacao das sequéncias de bactérias indicou que 50%
delas foram de bactérias nao cultivaveis (Tabela 1). Como

ja exposto, a técnica de PCR-DGGE permite uma anéalise da
diversidade ambiental, sendo essa uma de suas vantagens
sobre técnicas que dependem de cultivo de microrganismos.
Dentre as bactérias identificadas como nao cultivaveis, uma foi
obtida a partir de amostra da linhagem L3 em alto P e quatro
foram obtidas de L22 em baixo P. E importante salientar que
algumas bandas sequenciadas indicaram a presenca de DNA
de cloroplastos, sugerindo que os primers utilizados também
amplificaram genes de rRNA mitocondrial e plastidial.

Tabela 1. Identificacao molecular a partir de amplificagcoes da
regiao 16S rDNA das bactérias endofiticas presentes nas raizes
de gendtipos de milho cultivados em condicoes de alto (+P) e
baixo P (-P).

01 L3_04-P Chloroplast 5e- 111 93 HQ731441.1
02 L3_06-P Chloroplast 2e1% 95 KT281157.1
03 L3_07-P Chloroplast 0.0 99 KT281157.1
04 L3_08-P Chloroplast 6e7166 97 KT281157.1
05 L3_08-P Chloroplast 3e 133 95 KT281157.1
06 L3_04+P Uncultured bacterium 0.0 99 KM277709.1
07 LO3_08+P Uncultured bacterium 0.0 99 KM277709.1
08 L22 04-P Uncultured bacterium 2e125 90 KF101526.1
09 L22_06-P Uncultured bacterium 0.0 99 KM277709.1
10 L22_07-P Uncultured bacterium 7e 151 89 KM277709.1

Em razao da grande quantidade de bactérias nao cultivaveis
encontrada, sugere-se uma maior exploracao desse grupo
para ampliar o conhecimento sobre a composicao, interacao
e a abundancia da comunidade bacteriana nestes tipos de
amostras. Estes aspectos sao requisitos indispensaveis para
futuras aplicacoes microbiolégicas relacionadas a qualidade
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bioldgica do solo, fitossanidade, fitorremediacao e tolerancia
das plantas a estresses abioticos (CHAUHAN et al., 2011).

Do total de 31 amostras sequenciadas de fungos, nove

foram identificadas como pertencentes ao filo Ascomycota,
distribuidos entre os géneros Microdochium e Acremonium

e as classes Eurotiomycetes e Dothideomycete; doze como
pertencentes ao filo Glomeromycota, distribuidos entre os
géneros Scutellospora, Glomeromycota, Cetraspora, ordem
Archaeosporales; trés como fungos micorrizicos nao cultivaveis;
e seis amostras de fungos nao cultivaveis. Houve ainda
representantes de Basidiomycota (uncultured Tomentella),
Blastocladiomycota (Urophlyctis pulposa) e Mucoromycotina
(Mucoromycotina sp.) e um eucarioto nao cultivado (Tabela 2).

A classe de fungos predominante, Dothideomycete, foi
encontrada em associacao com a linhagem L3 em ambos os
niveis de P, e com a linhagem L22, em baixo P. Esta classe

de fungos apresenta alta diversidade bioldgica incluindo
patdogenos de plantas que infectam uma ampla gama

de hospedeiros (OHM et al., 2012). Podem também ser
encontrados como endoéfitos ou epifitas de plantas vivas

e também como saprofitos que utilizam celulose e outros
carboidratos complexos em tecidos mortos ou matéria vegetal.
Segundo Baker et al. (2009), esta classe de fungos € comum em
ambientes acidos, indicando que eles apresentam tolerancia a
esse tipo de solo.
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Tabela 2. Identificacao molecular a partir de amplificagoes da
regiao 18S rDNA dos fungos endofiticos presentes nas raizes
de gendtipos de milho cultivados em condicoes de alto (+P) e

baixo P (-P).
01 L3_04-P
02 L3_04-P
03 L3_07-P
04 L3_07-P
05 L22_04-P
06 L22 04-P
07 L22_04-P
08 L3_04+P
09 L22_07-P
10 L22_07-P
11 L22_07-P
12 L22_08-P
13 L3_07+P
14 L3_08+P
15 L22_04+P
16 L22_04+P
17 L22_06+P
18 L22_06+P
19 L22_06+P
20 L22_06+P
21 L22_07+P
22 L22_07+P
23 L3xL22_04-P
24 L3xL22_05-P
25 L3xL22_05-P
26 L3xL22_06-P
27 L3xL22_06-P
28 L3xL22_07-P
29 L3xL22_08-P
30 L3xL22_05+P

31

L3xL22_08+P

Dothideomycete sp.
Dothideomycete sp.
Uncultured Tomentella
Uncultured eukaryote
Eurotiomycetes sp.
Acremonium sp.
Dothideomycete sp.
Microdochium sp.
Urophlyctis pulposa
Uncultured mycorrhizal fungus
Uncultured fungus
Dothideomycete sp.
Dothideomycete sp.
Dothideomycete sp.
Uncultured mycorrhizal fungus
Uncultured mycorrhizal fungus
Uncultured mycorrhizal fungus
Uncultured fungus
Uncultured fungus
Scutellospora reticulata
S. savannicola
Glomeromycota sp.
Cetraspora gilmorei
Uncultured fungus
Uncultured Archaeosporales
Glomeromycota sp.
Glomeromycota sp.
Glomeromycota sp.
Mucoromycotina sp.
Uncultured fungus
Uncultured fungus

0.0
0.0
2e41
2e-176
5156
2e6
2175
4e28
1e-107
4e127
6e-104
0.0
1e-127
5e—147
8e-104
8e124
5e-141
2e-104
8e69
7e-100
2e-139
6e-120
1e-173
2e-115
1e-1M1
1e-162
Qe 114
5e95
2e129
0.0
2e-171

99
98
96
99
98
99
97
88
90
95
98
99
93
94
92
94
97
92
87
90
97
96
99
92
97
98
87
95
97
100
98

AY275186.1
AY275186.1
FJ554280.1
DQ430734.1
KP115824.1
KC987184.1
AY?275186.1
AB255215.1
HQ888719.1
AB594911.1
AB534513.1
AY275186.1
AY275186.1
AY275186.1
AB594914.1
AB594911.1
AB594911.1
FM202452.1
EF628933.1
AJ871270.1
HE962472.1
KJ952240.1
FR773143.1
KC672550.1
HE775352.1
KJ952237.1
KJ952240.1
KJ952240.1
KJ921774.1
KC670714.1
KC672750.1
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Na linhagem L22 em alto P e no hibrido (L3xL22) em baixo

P, foram detectados os fungos micorrizicos arbusculares

do filo Glomeromycota: Glomeromycota, Cetraspora
gilmorei, Scutellospora reticulata, S. savannicola e
Uncultured Archaeosporales. Glomeromycota é um filo onde
estao classificados os fungos micorrizicos arbusculares,
endossimbiontes obrigatérios que colonizam as raizes das
plantas e formam arbusculos (SOUZA et al., 2008) e vesiculas,
que sao estruturas responsaveis pela troca de nutrientes

e reserva, respectivamente (SIQUEIRA et al., 2002). Essa
distribuicao observada reforga os resultados encontrados por
GOMES et al. (2010), que ao utilizar primers especificos para
Glomeromycetos observaram a existéncia de mudanca na
estrutura das comunidades de FMA em fun¢ao do aumento da
disponibilidade de P.

Os resultados mostram que mais de 60% dos representantes
micorrizicos encontrados foram identificados em plantas
cultivas em baixa disponibilidade de P, incluindo os nao
cultivaveis. Gomes et al. (2010) encontraram alta diversidade
de FMA colonizando as raizes de gendtipos de milho, inclusive
com bandas exclusivas em linhagens eficientes cultivadas sob
baixo teor de P.

Diversos autores tém enfatizado a necessidade de avaliacoes
de longa duracao na analise da dinamica das comunidades
microbianas no solo (MUYZER; SMALLA, 1998; SZOBOSZLAY
et al., 2015). Com isso, consideramos que os resultados
encontrados nesse trabalho sao parciais, sendo importante

a avaliacao de experimentos a longo prazo para um maior
entendimento da dinamica da populacao de microrganismos
endofiticos associado as plantas de milho.
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Conclusoes

A disponibilidade de P no solo, seguida pelo gendtipo, constitui
o fator mais importante em modular a estrutura da comunidade
de bactérias e de fungos que colonizam as raizes do milho.

As bactérias e os fungos endofiticos nao cultivaveis estao
presentes e fazem parte das comunidades colonizadoras de
raizes de plantas de milho.

No grupo dos fungos, os filos Actinomycota e Glomeromycota
sao predominantes nas raizes dos genoétipos de milho
analisados.
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