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Diversidade Genética da Comunidade
de Microrganismos da Rizosfera de
Genotipos de Milho e Sorgo Cultivados
em Condicdes de Campo sob Diferentes
Fontes e Niveis de Fosforo

Mariana Lourengo Campolino’
Ubiraci Gomes de Paula Lana?
Eliane Aparecida Gomes?
Antonio Marcos Coelho*

Sylvia Morais de Sousa Tinoco*®

Resumo - Os fertilizantes quimicos tém sido fundamentais para a
intensificagdo da agricultura. Entretanto, se aplicados em excesso, podem
contaminar o meio ambiente, além de aumentarem significativamente
os custos de produgdo. Somente os cereais recebem quase metade das
aplicacgdes de fertilizantes fosfatados no mundo. Sendo assim, a eficiéncia de
uso do fésforo (P) pelas plantas deve ser aumentada, visando uma agricultura
mais sustentavel. Uma alternativa consiste na utilizagdo de fontes menos
soluveis de P associadas a gendtipos mais eficientes. Além disso, a simbiose
entre fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e/ou bactérias solubilizadoras
de P e plantas pode contribuir para aumentar a aquisicdo desse nutriente e
promover o crescimento das plantas cultivadas. Desse modo, o objetivo desse
estudo foi avaliar a diversidade genética da populagcdo de FMA e bactérias
da rizosfera de gendtipos de milho e sorgo cultivados sob diferentes fontes
e niveis de P. Quatro gendtipos de milho e quatro de sorgo foram cultivados
em condi¢des de campo sob trés fontes de P, totalmente soluvel (superfosfato
triplo), parcialmente soluvel (fosfato reativo - Bayovar) e baixa solubilidade
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(fosfato de rocha - Itafés) e trés doses de P, 0, 50 e 100 Kg de P,O, ha™.
Amostras de solo rizosférico e solo nao rizosférico (controle) foram coletadas
durante florescimento das plantas e analisadas pela técnica de T-RFLP
(polimorfismo de comprimento de fragmentos terminais de restricao). Dentro
de cada cultura, ndo foi observado efeito significativo do gendtipo e do tipo
de fonte fosfatada na comunidade microbiana. No entanto, a dose de P foi
significativa na estruturacdo da comunidade microbiana, dentro de cada fonte
fosfatada, formando trés grupos distintos: |) solo nao rizosférico; Il) 0 kg ha!
e lll) 50 e 100 kg ha™ para todas as amostras de milho e sorgo, tanto para
FMA quanto para bactérias. Esses resultados sugerem que a disponibilidade
de P é o fator predominante na estruturacdo das comunidades bacterianas e
de FMA na rizosfera de milho e sorgo nos genétipos avaliados, seguida pela
fonte de P. A maior compreensao da alteragdo da comunidade microbiana
nesse cenario se dara por meio da identificacdo dos taxons de cada grupo e
da analise do seu papel funcional no ambiente.

Termos para indexagdo: T-RFLP, fungos micorrizicos arbusculares,
comunidade bacteriana, Zea mays, Sorghum bicolor
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Genetic diversity of the community

of rhizosphere microorganisms from
maize and sorghum genotypes grown
under field conditions under different
sources and levels of phosphorus

Abstract - Chemical fertilizers have been instrumental in the intensification
of agriculture. However, if applied in excess, they can contaminate the
environment, and can significantly increase the production cost. Cereals
receive almost half of the world’s phosphate fertilizer applications. Therefore,
plant’s phosphorus (P) use efficiency should be increased, aiming a more
sustainable agriculture. One alternative is to use less soluble P sources
associated with genotypes that are more efficient. In addition, the symbiosis
between arbuscular mycorrhizal (FMA) and/or P solubilizing bacteria and
plants can contribute to increase the acquisition of this nutrient and promote
the growth of cultivated plants. Thus, the objective of this study was to
evaluate the genetic diversity of FMA and rhizosphere bacteria of maize and
sorghum genotypes grown under different sources and levels of P. Four maize
and four sorghum genotypes were grown under field conditions under three
sources of P, completely soluble (triple superphosphate), partially soluble
(reactive phosphate - Bayovar) and low soluble (rock phosphate - Itafés) and
three P doses, 0, 50 and 100 kg P,O, ha" Samples of rhizospheric soil and
non-rhizospheric soil (control) were collected during the flowering time, and
they were analyzed by the T-RFLP technique (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Within each culture, no significant effect of genotype and
phosphate source was observed in the microbial community. However, the
P dose was significant in the microbial community structure, within each
phosphate source, forming three distinct groups: |) non-rhizospheric soil; Il)
0 kg ha™ and Ill) 50 and 100 kg ha™ for all maize and sorghum samples,
both for FMA and bacteria. These results suggested that P availability is
the predominant factor in bacterial and FMA communities’ structures in the
maize and sorghum rhizosphere from the evaluated genotypes, followed by P
source. The greater understanding of the microbial community modification in
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this scenario will occur through the identification of the taxa of each group and
the analysis of their role in the environment.

Index terms: T-RFLP, Arbuscular mycorrhizal fungi, Bacterial community, Zea
mays, Sorghum bicolor

Introducao

Os fertilizantes quimicos, dentre eles os fertilizantes fosfatados, tém sido
fundamentais para a intensificagdo da agricultura, garantindo o cultivo e a
produtividade de diferentes culturas. Na agricultura brasileira predomina o
uso dos fertilizantes fosfatados acidulados e sintéticos, como o superfosfato
triplo, obtidos a partir do tratamento acido de rochas fosfaticas. O uso
excessivo desses fertilizantes soluveis eleva os custos de produgéo e pode
exercer efeitos ambientais negativos, quando utilizados em excesso,
incluindo impactos sobre o meio aquatico pela eutrofizagdo da superficie da
agua e liberagdo de NO, associados as alteragbes climaticas (Dodds et al.,
2009). As reservas de fosforo séo recursos finitos e ndo renovaveis (Vance;
Chiou, 2011), justificando assim uma preocupagao constante pelo uso mais
sustentavel e equitativo deste nutriente na agricultura.

As maiores reservas mundiais estdo no Marrocos (60%), na China (15%),
nos Estados Unidos (4%), na Africa do Sul (4%) e na Jordania (2%), que
detém 85% das reservas da rocha. O Brasil é o sétimo produtor mundial de
fosfato e possui suas maiores jazidas nos estados de Minas Gerais e Goias.
Os maiores consumidores desses fertilizantes minerais no mundo sédo a
China (30%), a india (13%), os Estados Unidos (12%) e o Brasil, consumindo
6% de todo o fertilizante utilizado no mundo. A producéo nacional atende
somente a uma pequena parte do consumo interno, sendo necessaria a
importagcdo de mais de dois tercos dos fertilizantes minerais (International
Fertilizer Association, 2018). Visando uma maior sustentabilidade, torna-se
necessario melhorar a eficiéncia de utilizacao dos fertilizantes fosfatados em
diferentes sistemas agricolas (Bouwman et al., 2009; Cordell et al., 2009; Van
Kauwenbergh, 2010; Simpson et al., 2011).

Uma alternativa ao uso de fosfatos sollveis consiste na utilizacdo de
fosfatos naturais que resultam da moagem de rochas fosfaticas, podendo
ou nao passar por processos fisicos de concentracdo. A solubilidade desses
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fertilizantes é variavel em funcao da origem, da granulometria e do grau de
substituicdes ibnicas isomérficas (Kaminski; Peruzzo, 1997; Daroub et al.,
2000).

Os fosfatos naturais apresentam, normalmente, baixa solubilidade, em
especial no ano da aplicagdo e nas culturas anuais, as quais apresentam
alta demanda de fésforo (P) num curto espago de tempo. Ao considerar a
produgcdo acumulada de varios cultivos apds a aplicagéo, verifica-se que o
desempenho de alguns fosfatos naturais pode equiparar-se ao das fontes mais
soluveis. Isso se explica pelo fato do P, prontamente liberado dos fertilizantes
soluveis, passar para formas menos disponiveis no solo, enquanto os fosfatos
naturais vao sendo solubilizados no decorrer do tempo (Resende et al., 2006;
Daroub et al., 2000). Apesar do fosfato natural ser menos reativo, a taxa de
disponibilidade de P pode ser aumentada ao longo do tempo de cultivo pela
contribuicdo da microbiota do solo (Rashid et al., 2004; Mendes et al., 2014).

Andlises comparativas das comunidades microbianas utilizando técnicas
baseadas em regides conservadas do DNA tém sido utilizadas para melhorar
a compreensao da estrutura e fungdo dessas comunidades nos componentes
edaficos e da rizosfera, além de permitirem avaliar uma maior abundancia
de microrganismos em comparagdo com abordagens dependentes de
cultivo (Miethling et al., 2000; Schallmach et al., 2000; Schwieger; Tebbe,
2000; Chauhan et al., 2011; Toju et al., 2012; klindworth et al., 2013; Peiffer et
al., 2013; Lietal, 2014; Yang et al., 2017).

Dentre essas metodologias, a técnica de T-RFLP (Terminal Restriction
Fragment Length Polymorphism) tem sido amplamente utilizada por sua
simplicidade relativa, custo reduzido e independéncia de cultivo dos
microrganismos (Lord et al., 2002; Johnson et al., 2004; Kennedy et al., 2005;
Genney et al., 2006). O T-RFLP é baseado na andlise das diferencas dos
tamanhos dos fragmentos terminais do DNA das subunidades ribossomais
(rDNA) de fungos e bactérias apos a digestao por enzimas de restricdo (Lord
et al., 2002; Johnson et al., 2004).

A técnica de T-RFLP tem sido utilizada na analise da comunidade
microbiana da rizosfera, uma zona estreita de solo adjacente e influenciada
pelas raizes das plantas (Kennedy, 1999) que apresenta alta atividade e
diversidade microbiana que afetam o crescimento e a sanidade das plantas
(Rashid et al., 2004; Matthews et al., 2016). A diversidade e a composi¢ao



Diversidade Genética da Comunidade de Microrganismos da Rizosfera de 9
Gendtipos de Milho e Sorgo Cultivados em Condi¢cdes de Campo sob Diferentes Fontes e
Niveis de Fésforo

dos taxons microbianos na rizosfera podem ser afetadas por varios fatores,
incluindo espécies de plantas (Miller et al., 1989), tipo de solo (Hoitink;
Boehm, 1999), praticas de manejo do solo, fertilizagdo (Rovira et al., 1990) e
interagcdes microbianas (Hedges; Messens, 1990).

Apesar de varios fatores influenciarem a comunidade microbiana
rizosférica, alguns microrganismos mostram-se predominantes em
amostras de solos fertilizados em relagdo a solos nao fertilizados. Dentre
as rizobactérias, as pertencentes ao filo Proteobacteria sao encontradas
em maior quantidade, seguidas pelos filos Actinobacteria, Firmicutes,
Bacteroidetes, Planctomycetes, Verrumicrobia e Acidobacteria. Ja entre a
comunidade fungica da rizosfera, os principais filos presentes sdo Ascomycota
e Glomeromycota, este ultimo incluindo os fungos micorrizicos arbusculares
(FMA). Esses microrganismos est&o relacionados com a ciclagem de P no
solo contribuindo para a nutrigdo das plantas, sofrendo impactos diretos em
sua riqueza e abundancia pela quantidade desse nutriente disponivel no solo
(Kitts, 2001; Carson et al., 2010; Gosling et al., 2013; Flores, 2015; Tang et
al., 2016; Silva et al., 2017; Trabelsi et al., 2017).

O objetivo desse estudo foi avaliar a diversidade genética da populacao
de FMA e bactérias presentes na rizosfera de gendtipos de milho e sorgo
cultivados sob diferentes fontes e niveis de P.

Metodologia

Material genético e delineamento experimental

Quatro gendtipos de milho e quatro de sorgo (Tabela 1) foram cultivados
independentemente no campo experimental da Embrapa Milho e Sorgo (solo
nao removivel desde 2000), em Latossolo, textura argilosa (64% de argila),
deficiente em P (Tabela 2), na safra de 2016/17.
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Tabela 1. Genétipos de milho e sorgo cultivados na safra 2016/20.

Genétipo Origem

Milho

BRS1055

1M1752

AG8088

DKB390
Sorgo

BRS330

BRS373

DKB 540
1G100

Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Milho
e Sorgo

Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Milho
e Sorgo

Sementes comercializadas pela Monsanto

Sementes comercializadas pela Monsanto

Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Milho
e Sorgo

Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Milho
e Sorgo

Sementes comercializadas pela Monsanto

Sementes comercializadas pela Monsanto

Tabela 2. Analises quimicas do solo da area experimental da Embrapa Milho e

Sorgo.
Extrato
10blocos pH H+Al P MO C Al Ca Mg
do solo
(cm) (21:]3:;( (égua) (cmo./dm?)  (mg/dm?) (g/kg) (g/kg) (ecmo./dm?) (ecmo/dm?®) (cmo./dm?)
0-20 Média 5,9 7,36 5,16 36,9 21,4 0,14 3,03 0,47
20-40 Média 5,6 7,37 3,60 31,1 18,1 0,28 2,09 0,38
Extrato
10blocos K SB CTC \" SAT.AI Cu Fe Mn Zn
do solo
(cm) (113::;( (mg/dm?) (cmol/dm3) (cmol/dm3) (%) (%) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
0-20 Média 53,8 3,63 10,99 33,4 4,59 0,71 25,68 6,42 4,34
20-40 Média 47,2 2,58 9,95 26 10,78 0,65 23,14 5,65 2,91

Legenda: pH - potencial hidrogenidnico; H+Al - potencial de acidez; P - fésforo; MO - matéria organica; C - carbono; Ca - célcio;
Mg - magnésio; K - potassio; SB - soma das bases; CTC -capacidade de troca de céations; V - saturagdo das bases; SAT.AI -

saturagao de aluminio, Cu -cobre; Fe - ferro; Mn - manganés e Zn - zinco.
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Foram utilizadas trés fontes de P: totalmente solluvel (superfosfato triplo);
parcialmente soluvel (fosfato reativo - Bayévar) e pouco soluvel (fosfato de
rocha - Itaf6s) aplicadas em diferentes doses: 0, 50 e 100 Kg de P,O, ha™. Foi
utilizado o delineamento experimental de blocos ao acaso com trés repeticoes,
com os tratamentos dispostos em parcelas sub-subdivididas, dispondo nas
parcelas fontes de P, nas subparcelas as doses de P subdivididas ainda entre
os gendtipos de milho e sorgo. Cada parcela foi constituida de quatro linhas
de 6 m de comprimento e espagcamento de 0,50 m.

Coleta e preparagao das amostras

No periodo de florescimento, foram coletadas raizes de quatro plantas
de milho ou quatro de sorgo de cada sub-subparcela, além do solo nao
rizosférico (controle). Apds remogéao do solo fracamente aderido por agitagao
manual, foram pesados cinco gramas de raizes finas com solo rizosférico
aderido. As amostras foram transferidas para tubos conicos contendo 35
mL solugéo de pirofosfato de sédio 0,1% (m/v) e agitadas por 30 minutos
em homogeneizador horizontal na velocidade de 130 rpm. As raizes foram
removidas e as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 30 minutos.
O sobrenadante foi descartado e o solo foi ressuspendido em 1,8 mL de
agua ultrapura estéril. Posteriormente, o solo foi centrifugado a 14.000 rpm
por 4 minutos e o sobrenadante, descartado. As amostras de solo foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até a extragcéo do
DNA da comunidade microbiana.

Extracao de DNA de solo

A extracdo de DNA total de solo rizosférico e nao rizosférico foi realizada
com o Kit PowerSoil® DNA Isolation (MoBio Laboratories, Inc. EUA), segundo
as recomendagbes do fabricante. Em seguida, o DNA foi quantificado em
espectrofotdmetro Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific, EUA) e diluido para
concentragdo de 1,0 ng pL™.
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Amplificagdo do gene rRNA da comunidade microbiana

Fragmentos do gene 716S rRNA foram amplificados utilizando os primers
8F-FAM 5’ AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3' marcados com fluorescéncia
na posicao 5’ e 1492R, 5-TACGGTACCTTGTTACGACTT-3'. A reacéo de
PCR constituiu-se de 2,5 ng de DNA, cada oligonucleotideo a 0,25 mM,
tamp&o de reagéo 1X, MgCl, 3,12 mM, dNTPs 0,125 mM cada, 1,25 U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen Paisley, UK) em um volume final de 50
pL. A amplificagéo foi realizada com desnaturacéo inicial a 94 °C durante
3 minutos, seguida de 25 ciclos a 94 °C por 45 segundos, anelamento dos
oligonucleotideos a 55 °C por 45 segundos, extensdo a 72 °C por 2 minutos
e extenséo final a 72 °C por 5 minutos.

Para a amplificagao do gene 28S rRNA de fungos micorrizicos arbusculares
(FMA) foi utilizado nested-PCR a partir de reagdo com oligonucleotideos
LR1 (5- GCATATCAATAAGCGGAGGA-3’) e FLR2 (5-GTCGTTTAAAGC
CATTACGTC-3’). A reacgao inicial constituiu-se de 2,5 ng de DNA, cada
oligonucleotideo a 0,2 mM, tampéo de reagdo 1X, MgCl, 2,5 mM, dNTPs
0,125 mM, 1,5 U de Taq DNA polimerase (/nvitrogen Paisley, UK), betaina 1
mM, em um volume total de 50 pL.

Para a segunda PCR, foram utilizados 2,5 pL do produto da
primeira reacdao e o oligonucleotideo FLR3 foi marcado com FAM
(5-TTGAAAGGGAAACGATTGAAGT-3’) e o FLR4 foi marcado com HEX
(5'-TACGTCAACATCCTTAACGAA-3’) na concentracéo final de 0,2 mM cada,
tampé&o de reagéo 1X, MgCl, 2,5 mM, dNTPs 0,125 mM e 1,5 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen Paisley, UK), num total de 50 pL. As amplificacdes para
FMA foram realizadas com desnaturagao inicial a 95 °C durante 5 minutos,
seguida de 35 ciclos a 94 °C por 1 minuto, anelamento dos oligonucleotideos
a 60 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 1 minuto e extenséao finala 72 °C
por 10 minutos.

Uma aliquota de 1 pyL dos produtos de PCR foi corada com GelRed
(Biotium, Hayward, Califérnia, USA) e submetida a eletroforese em gel de
agarose 1% (m/v), utilizando-se como marcador de peso molecular 1Kb Plus
DNA Ladder (Life Technologies, USA). A visualizagao do DNA amplificado foi
realizada em transluminador sob luz ultravioleta e fotografada no equipamento
L-PIX Image EX (Loccus Biotecnologia - Loccus do Brasil, Cotia, SP, Brasil).
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Genotipagem por T-RFLP

Os fragmentos amplificados das regides 16S rDNA e 28S rDNA foram
digeridos com as enzimas de restricdo Alul (Tipaynoa et al., 2012) e Tagql
(Verbruggen et al., 2012), respectivamente. Para a digestdo com a enzima
Alul foram utilizados 10 yL do produto de PCR, 2 uL do tamp&o da enzima 10
X e 1 yL daenzima 10 U yL, incubados a 37 °C por 4 horas. Para a digestdo
com a enzima Tagql foram utilizados 10 uL do produto de PCR, 2 pyL do tampao
da enzima 10X, 0,2 yLde BSA10 ng uL" e 0,5 uL da enzima 10 U pyL"', sendo
a mistura incubada a 65 °C por 4 h.

Para avaliar os fragmentos de DNA gerados, 2 uL da digestdo foram
adicionados a 9,8 uL de formamida deionizada (Applied Biosystems, EUA) e
0,2 uL de padrao ROX 500 (Applied Biosystems). Os perfis de digestdo foram
avaliados no equipamento Genetic Analyzer 3500XL (Applied Biosystems)
com o software GeneMapper 5.0 (Applied Biosystems).

Analise de dados

Para a avaliagédo da diversidade microbiana por T-RFLP, os dados gerados
no software GeneMapper 5.0 foram exportados e carregados na plataforma
de processamento online T-REX (Culman et al., 2009), possibilitando a
filtragem dos ruidos e alinhamento automatico referente ao tamanho dos
fragmentos gerados pela digestdo enzimatica. Apds filiragem e alinhamento,
os dados foram exportados em planilha binaria para o software estatistico
PAST (Hammer et al., 2001). Os resultados foram ordenados com base no
padrao de discriminagado determinado por escalonamento multidimensional
ndo métrico (NMDS), utilizando a medida de distancia de Jaccard.

Resultados e Discussao

A técnica de T-RFLP € um método amplamente utilizado para estudar
alteragdes estruturais na comunidade microbiana sob diferentes condigoes,
incluindo fertilidade do solo (Bissett et al., 2013; Trabelsi et al., 2012). Aanalise
de NMDS, que mede o grau de similaridade genética entre as amostras,
mostrou que as comunidades de bactérias e de FMA de milho (Figuras 1, 3 e
5) e de sorgo (Figuras 2, 4 e 6) presentes no solo rizosférico distanciaram-se
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das amostras de solo nao rizosférico na projegédo bidimensional, indicando
diferencas na estruturacdo das comunidades microbianas na auséncia de
plantas. Adiferenca encontrada entre essas amostras corrobora com os dados
da literatura, uma vez que no solo rizosférico ha uma interagdo complexa
entre exsudados radiculares, nutrientes e microrganismos do solo, o que nao
ocorre no solo nao rizosférico (Peiffer et al., 2013).

Arizosfera € uma zona critica do solo em torno das raizes que é diretamente
influenciada pelas plantas, que podem secretar até 11% do carbono na forma
de exsudatos (Jones et al., 2009; Dennis et al., 2010). Existe uma estreita
interacdo bidirecional entre a comunidade microbiana e seu hospedeiro
vegetal, fato essencial para a sanidade e produtividade das plantas. Isso
torna-se aparente nas associagdes simbidticas entre rizébios e leguminosas,
bem como na aquisicdo generalizada de nutrientes como fosfato por
fungos micorrizicos arbusculares (Lanfranco; Young, 2012; Terpolilli et al.,
2012; Udvardi; Poole, 2013; Nuccio et al., 2013 ). As hifas fungicas partem
das regides mais ativas das raizes e se estendem no solo, aumentando a
aérea para captacao de P pelas plantas (Smith; Read, 2008).

A analise das comunidades bacterianas (Figuras 1A e 2A) e de FMA
(Figuras 1B e 2B) presentes na rizosfera de milho e sorgo mostrou um grupo
unico dos dados relacionados ao gendtipo x fonte de fésforo, indicando uma
similaridade da comunidade de microrganismos quanto a essas variaveis.
Recentemente, estudos relacionados com o impacto da fertilizacao fosfatada
em milho em longo tempo demonstraram uma maior abundéancia e diversidade
de FMAno solo suplementado com fosfato de rocha em relagéo ao superfosfato
triplo (Silva et al., 2017). A similaridade entre as comunidades encontradas
no presente estudo pode estar relacionada ao fato das fontes de fertilizantes
fosfatados estarem atuando na abundancia relativa de microrganismos e nao
necessariamente na biodiversidade microbiana, como também demostrado
por Tang et al. (2016), que avaliaram o efeito da fertilizagao fosfatada sobre a
rizosfera (taxa de micorrizacdo e comunidade bacteriana e fungica) de trigo
e fava cultivados em sistema de consércio. Estudos adicionais visando a
identificacdo dos taxons presentes no solo sob cada fonte fosfatada podem
ajudar no entendimento da modulagédo da estrutura das comunidades
microbianas mediante disponibilidade de P.
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Quando comparados gendtipo e dose de fésforo para bactérias (Figura 3 e
4) e FMA (Figura 5 e 6) foram observados trés grupos distintos relacionados
a disponibilidade de P: 1) solo nao rizosférico; IlI) 0 kg ha' e 1ll) 50 e 100 kg
ha' para todas as amostras de milho e sorgo. Dessa maneira, os resultados
sugerem que a disponibilidade de P influencia as comunidades bacterianas e
de fungos micorrizicos arbusculares presentes na rizosfera de milho e sorgo.
Para FMA, esse resultado era esperado, uma vez que ha uma diminuigao
significativa na porcentagem de colonizagdo de FMA no solo com alto nivel
de P disponivel (Smith et al., 1992). No entanto, nesse mesmo estudo
também houve uma menor abundancia de FMA no solo sem adi¢céo de P,
possivelmente por causa da ocorréncia de competi¢cao de P entre as hifas de
FMA e raizes na rizosfera (Smith et al., 2011).
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Figura 1. Analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando
a medida de distancia de Jaccard para diversidade genética da comunidade bacteria-
na (A) e de fungos micorrizicos arbusculares (B) da rizosfera de gendtipos de milho

(BRS1055, 1M1752, AG8088, DKB390) cultivados em diferentes fontes de fésforo.
® Solo néo rizosférico; ® Controle negativo; +Fosfato reativo; BFosfato de rocha; x Super triplo.
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Figura 2. Analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando
a medida de distancia de Jaccard para diversidade genética da comunidade bacte-
riana (A) e fungos micorrizicos arbusculares (B) da rizosfera de genétipos de sorgo

(1G100, BRS373, BRS330, DKB540) cultivados em diferentes fontes de fésforo.
® Solo nao rizosférico; ® Controle negativo; +Fosfato reativo; BFosfato de rocha; x Super triplo.

Estudos sobre o efeito da adubacéo fosfatada na colonizagao radicular
de Mendicato truncatula pelo FMA Rizhophagus irregulares mostraram que a
dose da adubacéo fosfatada reduziu a colonizagédo da raiz pelo fungo e esta
relacionada com a expressao de genes relacionados a captagao de P no meio.
A analise de vias de sinalizagao para colonizagao tem indicado que, em altas
concentracdes de P, compostos sinalizadores como as estrigolactonas tém
sua sintese reduzida quando comparada em meios com baixa disponibilidade
de P, estabelecendo uma simbiose mais evidente em baixas concentragdes
de P disponiveis (Balzergue et al., 2013).

As altas dosagens da fertilizagédo fosfatada podem impactar a abundancia
e composi¢cdo da comunidade bacteriana do solo, alterando a estrutura
bacteriana de microrganismos oligotroficos para copiotréficos e aumentando
a populagdo de alguns grupos como Proteobactérias, Actinobactérias e
Firmicutes. Esses microrganismos apresentam crescimento rapido quando
os nutrientes estdo mais disponiveis no ambiente (Tang et al., 2016; Silva et
al., 2017). Esse fato também pode ser observado na adubacgao nitrogenada,
evidenciando o impacto da fertilizagdo quimica no solo (Enwall et al., 2007,
Fierer et al., 2012; Tang et al., 2016). No presente estudo, a diferenciagao
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dos grupos Il e Il em todos os gendtipos (Figuras 3 a 6) corrobora resultados
de outros trabalhos que demonstraram que existe uma maior interagao entre
plantas e microrganismos na auséncia de fertilizacdo fosfatada, além do
aumento da producéo de fosfatases acidas e alcalinas para maior solubilizacao
de fosfato, promovendo diferencas entre as comunidades estudadas (Lu et
al., 2008; Zhang et al., 2009; Gosling et al., 2013; Hunter et al., 2014).

O efeito da fertilizagdo fosfatada sobre a comunidade microbiana da
rizosferade feijao (Phaseolus vulgaris) avaliado por T-RFLP daregiao 16S rDNA
revelou que a fertilizagao afetou a riqueza bacteriana do solo. Foram avaliados
o fosfato de rocha da Tunisia e o superfosfato triplo, ambos com a mesma
dose de P. O superfosfato triplo estimulou o grupo das actinobactérias tanto
na rizosfera quanto em solo ndo rizosférico. Algumas destas actinobactérias
sao conhecidas pela capacidade de produzir acidos organicos promovendo a
dissolugéo de fosfatos de calcio e de fésforo. Outra caracteristica importante
foi a estimulacdo de bactérias auxiliares das micorrizas das familias
Comamonadaceae, Bradyrhizobacteriaceae e Oxalobacteraceae e outras
bactérias promotoras de crescimento de plantas, principalmente das familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonodaceae. Estas bactérias podem contribuir
para a solubilizagéo do fosfato através da produgéo de acidos organicos e fito-
horménios que estimulam o desenvolvimento da raiz da planta, aumentando
a area de superficie de absorgéo (Trabelsi et al., 2012). Além disso, analises
realizadas por T-RFLP mostraram que altas concentragdes de P no solo
resultaram em um impacto negativo na colonizagdo de FMA em uma gama
de plantas hospedeiras. Essa interacdo pode ser impactada pelo estagio de
crescimento da planta hospedeira, estresses bibticos e abidticos e tipo de
solo (Gosling et al., 2013).

Estudos da diversidade microbiana sob impacto da fertilizacdo fosfatada
relacionados ao sorgo sédo escassos na literatura. Os resultados obtidos
a partir dos gendtipos dessa cultura (Figuras 2,4 e 6) foram similares aos
encontrados para o milho (Figuras 1,3 e 5). Sob deficiéncia de P, as raizes
do milho exibem extensas alteragdes morfologicas e fisiolégicas (Zhu et
al., 2005, 2010; Zhang et al., 2012; Postma et al., 2014; Miguel et al., 2015)
relacionadas ao aumento da eficiéncia na aquisicdo de P. Os gendtipos
de milho eficientes tém maior razdo raiz/parte aérea, maior densidade de
raizes, o que favorece a colonizagdo de microrganismos e maior liberagéo de
exsudados do que os gendtipos ineficientes para P (Bates; Lynch, 2001; Liu
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et al., 2004; Zhu; Lynch, 2004; Zhu et al., 2005; Corrales et al., 2007; Lynch,
2011).

Portanto, a dose de P parece ser o fato determinante no agrupamento
das comunidades microbianas para os genétipos estudados. Para entender
melhor a alteracdo da comunidade microbiana serdo necessarios estudos
relacionados a identificacdo dos tdxons de cada grupo encontrado e analise
do seu papel funcional no ambiente.
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Figura 3. Andlise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando
a medida de distancia de Jaccard para diversidade genética da comunidade bacte-
riana da rizosfera de gendtipos de milho cultivados em solos com diferentes niveis de
fosforo.

® Solo n&o rizosférico; M0 Kg ha™' de fésforo; + 50 Kg ha' de fésforo; ®100 Kg ha' de
fésforo.
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Figura 4. Analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando
a medida de distancia de Jaccard para diversidade genética da comunidade bacteria-
na da rizosfera de gendtipos de sorgo cultivados em solos com diferentes niveis de
fésforo.
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Figura 5. Andlise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando
a medida de distancia de Jaccard para diversidade genética da comunidade de fungos
micorrizicos arbusculares presentes na rizosfera de genétipos de milho cultivados em
solo com diferentes niveis de fésforo.

® Solo n&o rizosférico; ™0 Kg ha' de fésforo; + 50 Kg ha' de fésforo; ®100 Kg ha de
fosforo.
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Figura 6. Analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) utilizando
a medida de distancia de Jaccard para diversidade genética da comunidade de fun-
gos micorrizicos arbusculares da rizosfera de genotipos de sorgo cultivados em solos

com diferentes niveis de fésforo.
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Conclusao

A dose de P foi o fator que mais influenciou a estrutura da comunidade
microbiana de bactérias e fungos micorrizicos do solo, seguida pela fonte de
P, considerando todos os gendtipos de milho e sorgo estudados.
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