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Resumo

A diversidade genética de fungos micorrizicos arbusculares (FMA)
presentes na rizosfera de genétipos de milho tropicais, selecionados como
contrastantes para eficiéncia no uso de fosforo (P), foi avaliada pela
técnica de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE).
Fragmentos de DNA ribossémico (rDNA) foram amplificados por PCR,
utilizando primers especificos para as familias Acaulosporaceae e
Glomaceae de fungos micorrizicos. Na analise por DGGE, os primers para
as familias Acaulosporaceae e Glomaceae foram eficientes na
diferenciacéo das popula¢c@es micorrizicas. Os gendtipos de milho tiveram
uma maior influéncia na comunidade de FMA da rizosfera do que o nivel

1 Professora do UNIFEMM - Centro Universitario de Sete Lagoas. Av. Marechal Castelo Branco,
2765, Santo Anténio, 35701-242, Sete Lagoas, MG.

2 Pesquisadores da Embrapa Milho e Sorgo, CP 151, 35701-970, Sete Lagoas, MG.
eliane@cnpms.embrapa.br
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de P no solo. Os perfis de DGGE revelaram bandas que estavam
presentes somente nos genotipos eficientes no uso de P (L3 e HT3060),
sugerindo que alguns grupos de FMA foram estimulados por estes
genotipos. As espécies Acaulospora longula, A. rugosa, A. scrobiculata, A.
morrowiae e Glomus caledonium foram encontradas somente na rizosfera
dos gendtipos de milho eficientes no uso de P cultivados em solos com
baixo teor de fosforo. Uma maior diversidade micorrizica foi encontrada
nas amostras coletadas em solos de plantio direto, comparados com solos
de plantio convencional. A efetiva colonizagéo das raizes por FMA pode
aumentar a eficiéncia de uso de P de cultivares em solos sob baixo P,
influenciando a producéo de milho em solos acidos do Cerrado.

Palavras-chave: solos acidos, deficiéncia de P, fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), milho, PCR-DGGE.

Introducao

Os solos do Cerrado brasileiro apresentam elevada acidez e alta
capacidade de fixacao de fésforo (P), o que limita o crescimento das
plantas (HINSINGER, 2001; NOVAIS; SMYTH, 1999). Fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) tém uma funcdo importante na aquisicédo e
mobiliza¢do de nutrientes escassos e pouco moveis, como o P, pois
aumentam a area superficial das raizes, facilitando a absor¢éo de
nutrientes pelas plantas (VAN DER HEIJDEN et al., 1998; SMITH et al.,
2003; KOIDE; MOSSE, 2004; GOSLING et al., 2006).

O micélio dos fungos micorrizicos pode atingir até 3% da massa da raiz,
formando aproximadamente de 10 a 100 metros de micélio por cada
centimetro de raiz (CARDOSO; KUYPER, 2006). Como um sistema
simbidtico, o fungo recebe fontes de carbono da planta hospedeira e
fornece nutrientes as plantas. Os fungos micorrizicos também atuam na
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melhoria da estabilidade dos solos, uma vez que a hifa pode unir as
particulas do solo mecénica e quimicamente, através da exsudagédo da
proteina glomalina (VAN DER HEIJDER et al., 1998; WRIGHT et al., 2005).

A contribuicdo dos fungos micorrizicos para a aquisi¢cdo de nutrientes
apresenta diferencas marcantes entre as espécies e isolados de fungos e
0s gendtipos das plantas hospedeiras (ABBOTT; ROBSON, 1991;
MARSCHNER, 1995, 1998; KOIDE, 2000; SIQUEIRA et al., 2002;
WRIGHT et al., 2005). Efeitos positivos da associa¢cdo micorrizica ja foram
relatados, sob condi¢des de baixos teores de P, com aumento da producéo
da biomassa e melhor desenvolvimento e producéo de diversos cereais,
como sorgo (RAJU et al., 1990), trigo (MARSCHNER et al., 2006), aveia
(PLENCHETTE et al., 1983), cevada (BAON et al., 1992) e milho. A planta
de milho possui elevada taxa de crescimento e grande demanda por
nutrientes, apresentando frequentemente interacdo com fungos
micorrizicos, principalmente em solos pouco férteis (BRESSAN;
VASCONCELLOS, 2002; CLARK; ZETO, 1996; KAEPPLER et al., 2000;
KELLY et al., 2001; LIU et al., 2003; NURLAENY et al., 1996; WRIGHT et
al., 2005).

De acordo com Gosling et al. (2006), FMA podem ser utilizados na
agricultura para aumentar a producao das culturas enquanto minimizam os
requerimentos de fertilizantes quimicos. Apesar dos numerosos estudos
mostrando aumentos de producdo, a tecnologia das micorrizas ainda ndo é
rotineiramente aplicada na agricultura. Dentre as principais causas, estdo
problemas na identificacdo e no acompanhamento das espécies dos
fungos no campo, além do menor entendimento da biologia basica e da
incapacidade de crescer destes fungos biotroficos obrigatérios em meios
de cultura. A selecao de FMA apropriados, a producdo de inéculos em
gualidade e quantidade e o conhecimento da ecologia dos FMA séo etapas
criticas para a aplicacdo dessa tecnologia na agricultura (BAREA et al.,
2005a,b; GIANINAZZI et al., 2002; SIMON et al., 1992).

O desenvolvimento de técnicas baseadas em andlises do DNA favorece os
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estudos ecoldgicos das populacdes nativas de fungos micorrizicos
presentes nas areas de cultivo. Dessas técnicas, o sequenciamento de
rDNA (DNA riboss6mico) clonado e DGGE (eletroforese em gel de
gradiente desnaturante) (MUYZER; SMALLA, 1998) estdo entre as mais
utilizadas atualmente para estudar as variacoes intra e interespecificas e
as relacdes filogenéticas entre FMA (KOWALCHUK et al., 2002; OPIK et
al., 2003; SOUZA et al., 2004; MA et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢cdo da comunidade de
fungos micorrizicos nativa no solo rizosférico de gendétipos de milho
contrastantes na eficiéncia do uso de P, cultivados em solos com alto e
baixo teor de P disponivel. Um conjunto de primers que amplificam DNA
ribossémico das familias Acaulosporaceae e Glomaceae de FMA foi
utilizado para caracterizar a diversidade genética desses fungos.
Adicionalmente, o nimero de esporos no solo rizosférico e a taxa de
colonizacao das raizes dos genadtipos contrastantes por FMA foram
avaliados por microscopia.

Material e Métodos

2.1. Delineamento experimental e amostragem

O experimento foi realizado em uma area de Cerrado, durante o verao
2006-2007, na Embrapa Milho e Sorgo, localizada em Sete Lagoas, Minas
Gerais, Brasil, na latitude 19°28'S e longitude 44°15'W, a uma altitude de
732 m. O experimento foi um fatorial 2x8, com dois niveis de P no solo e
oito gendtipos, respectivamente, utilizando um delineamento em blocos
casualizados com trés repetic6es. Os gendtipos de milho consistiram de
trés hibridos eficientes (HT3060, HS228xL3, HS20x723), dois hibridos
ineficientes (HS2841x5046, HS26x1113), duas linhagens eficientes (L228,
L3) e uma linhagem ineficiente (L22), classificados em diferentes niveis de
eficiéncia de aquisi¢do de fosforo de acordo com Parentoni e Souza Junior
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(2008). As plantas foram cultivadas em dois sistemas de manejo
convencionais: fésforo elevado (P alto), com 29 mg Kg-%, e baixo teor de
fésforo (P baixo), com 3 mg kg-1.

As amostras foram compostas de raizes e de solo aderido as raizes de
cinco plantas aleatérias dentro de cada parcela, para cada uma das trés
repeticdes, 60 dias apls a semeadura, durante a fase de florescimento. As
raizes foram agitadas para separar o solo rizosférico. Foram também
coletadas amostras do solo (bulk) entre as linhas, tanto no nivel de baixa
guanto de alta concentracdo de P dos tratamentos descritos acima.
Amostras adicionais foram retiradas de um campo de plantio direto de
milho e de vegetagdo de Cerrado nativo como controles. As amostras
utilizadas para extracdo de DNA foram transportadas a 4°C o até o
laborat6rio, onde foram peneiradas para remover 0s restos vegetais e
armazenadas a -20°C até a extracdo do DNA.

2.2. Coloracéo e avaliacdo de FMA nas raizes

Raizes individuais de cada genotipo foram separadas aleatoriamente,
cortadas em fragmentos de 1 cm de comprimento e clarificadas com KOH
5% (m/v) por uma hora, seguida pela acidificacdo com HCI 1% (v/v)
durante a noite. Apos a coloragdo com azul de tripan 0,05% (m/v) em
lactoglicerol acido por 20 minutos, uma centena de fragmentos de raizes
de cada amostra foi analisada para a presenca de micélios de FMA sob
lupa. A porcentagem de colonizacao foi avaliada utilizando o método de
interseccao de linha de grade descrito por Giovannetti e Mosse (1980).

2.3. Isolamento e contagem de esporos

Esporos de fungos micorrizicos arbusculares foram extraidos de amostras
de solo rizosférico de cada gendétipo, em triplicata, a partir 100 g de solo
rizosférico, por centrifugacdo em gradiente de sacarose e coletados em
peneiras de 250, 125, 63 e 32 mm de malha, de acordo com a metodologia
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descrita por Clapp et al. (1996).

2.4. Extracdo de DNA total da comunidade e de esporos

O DNA foi extraido a partir de 500 mg de solo rizosférico de uma amostra
composta por trés repeti¢coes, utilizando o protocolo descrito no kit de
extracdo de DNA do solo (FastDNA SPIN kit for soil, Bio 101 Inc., La Jolla,
CA, USA). DNA dos esporos de Acaulospora morrowiae, A. serobienta,
Gigaspora margarita, Glomus clarum, GI. etunicatum e Scutellospora sp.
foi usado como controle em todos os géis de gradientes desnaturantes
(DGGE). DNA dos esporos foi extraido diretamente dos esporos em
culturas armadilha utilizando o FastDNA kit SPIN, de acordo com o
protocolo modificado descrito por Chellius e Triplett (1999).

2.5. Condicbes de PCR

A amplificacao de fragmentos do gene 18S ribossomal de FMA foi
realizada por uma reacédo de nested PCR utilizando os primers universais
de fungos, NS5 e ITS4 (WHITE et al., 1990) na primeira etapa e os primers
ACAU1660 e GLOM1310 (REDECKER et al., 2000), especificos das
familias Acaulosporaceae e Glomaceae, respectivamente, na segunda
etapa. Para o DGGE, um grampo de CG foi anexado aos primers
ACAU1660 e GLOM1310 (MUYZER; SMALLA, 1998). Reacdes de
amplificacdo foram realizadas em um volume final de 50 uL com 50 uM de
cada dNTP, 2,5 mM MgCI,, 20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI, 1% (v/v)
formamida, 0,2 uM de cada primer, 20 ng de DNA e 1 unidade de Taq DNA
polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As condi¢Bes de PCR foram:
95 °C por 2 minutos, seguido por 40 ciclos para a primeira etapa e 25
ciclos de segunda etapa a 94 °C por 20 segundos, 55 °C por 35 segundos,
72 °C por 1 minuto e uma etapa de extensdao final a 72 °C por 5 minutos.
Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% (m/v), corado com brometo de etidio (1 g mL-t) e as imagens
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visualizadas e capturadas em um fotodocumentador Eagle Eye Il
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) sob luz UV.

2.6. Analise de produtos de PCR por DGGE

A analise por DGGE foi realizada utilizando DCode Universal Mutation
Detection System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Um volume
de 20 uL da reacao de PCR foi aplicada em gel de poliacrilamida em
tampé&o TAE 1X (20 mM tris-acetato [pH 7,4], 10 mM de acetato de sodio,
0,5 mM EDTA dissadico). Os gradientes de desnaturagéo foram de 35-60%
para ACAU1660/ITS2 e 25-50% para GLOM1310/ITS2. Estes gradientes
foram formados com 6% (m/v) de solugéo estoque de acrilamida contendo
entre 0 e 100% de desnaturantes [7 M uréia e 40% (v/v) formamida
deionizada]. Os fragmentos foram separados por eletroforese a 75 V por
16 horas em tampdo TAE 0,50 X a uma temperatura constante de 60 °C.
Os géis foram corados com nitrato de prata de acordo com Creste et al.
(2001) e as imagens foram captadas digitalmente por uma camera digital
Nikon.

2.7. Sequenciamento dos fragmentos purificados do gel de DGGE e
alinhamento das sequéncias

Os fragmentos de DNA amplificados foram recuperados utilizando um
segundo gel de DGGE preparado nas mesmas condi¢des, porém corado
com brometo de etidio. As bandas de DNA mais proeminentes foram
eluidas do gel e utilizadas como molde para uma reagédo de PCR adicional
nas mesmas condicdes. Os produtos da PCR foram separados em gel de
agarose 1,5% (m/v), purificados usando “QiaQuick Gel Extraction Kit”
(Qiagen, Hilden, Alemanha) e sequenciados com o kit "Big Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequence"” (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
utilizando o equipamento ABI 3100 (Applied Biosystems). Os dados da
sequéncia de nucleotideos foram comparados com sequéncias

11
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depositadas no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando o programa
Blast N (ALTSCHUL et al., 1997).

2.8. Andlise dos dados

Os valores de porcentagem de colonizagéo radicular e contagem de
esporos foram transformados utilizando arco seno antes da analise fatorial
de variancia (ANOVA) entre as cultivares de milho e os niveis de fosforo.
Teste Tukey a 5% de significancia foi aplicado para comparacao de
médias, quando apropriado.

Os padrbes de bandeamento de DGGE foram avaliados por analise de
agrupamento e as diferencas entre os perfis das comunidades de FMA
foram visualizadas em um dendrograma construido pelo método de
UPGMA (unweighted pair group with mathematical average method)
utilizando o programa Statistica versao 6,0.

3. Resultados

3.1. Colonizacg&o micorrizica e nUmero de esporos

A presenca de fungos micorrizicos nativos nos solos avaliados variou entre
0s gendtipos de milho e os niveis de P (Figuras 1A e 1B). Os gendétipos
eficientes apresentaram maior taxa de coloniza¢@o micorrizica em
comparacao com os ineficientes para ambos os niveis de P no solo. A
linhagem eficiente L3, sob estresse de P, apresentou um aumento na
infeccao por FMA de cerca de 20% quando comparado com o solo com
alto P.



Andlise da Diversidade Micorrizica na Rizosfera de Genétipos de Milho (Zea mays L.)

Contrastantes para Eficiéncia no Uso de P Utilizando Eletroforese em Gel de Gradiente 13

Desnaturante (DGGE)

=
o
S

100

IS @ -3
S S S

N
S

Porcentagem de colonizag&o radicular (%)
Porcentagem de colonizagéo radicular (%)

o
o

|
[

1

@
o

Numero de espécies .100g solo
@
o
.

N
N
S

=

1N}

S
L

N
S

N

S
L

Numero de espécies .100 g solo

HT3060  HS228xL3 HS21x723 HS2841x5046 HS26x1113 [ L22 1228 L3
E
]

Hibridos de milho Linhagens de milho
Figura 1. Colonizacao de raizes de milho cultivado sob baixo (3 mg kg-1) e alto (29
mg kg?) teor de P no solo por fungos micorrizicos arbusculares. Cada coluna de
dados representa uma média de trés repeticdes; barras de erro representam o
erro padréo no nivel de 5%. As letras E e | referem-se a gendtipos eficientes e
ineficientes, respectivamente

O numero de esporos de FMA presentes na rizosfera também variou entre
os diferentes gendtipos de milho e os niveis de P (Figuras 1C e 1D). Para
os hibridos, o nimero de esporos foi maior nos solos de baixo P, exceto
para o hibrido ineficiente HS26x1113 (Figura 1C). No entanto, para a
linhagem L3, o niumero total de esporos foi superior nos solos com alto P,
em comparacado com os solos com baixo P (Figura 1D).
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3.2. DGGE das familias Acaulosporaceae e Glomaceae

Os primers ACAU1660/ITS2 e GLOM1310/ITS2 amplificaram produtos de
PCR com o tamanho esperado de 445 e 645 pares de bases,
respectivamente. Os fragmentos de rDNA amplificados por PCR das
familias Acaulosporaceae e Glomaceae diferenciaram todas as amostras
da rizosfera (Figuras 2 e 3), sendo comum a presenca de bandas
mudltiplas, indicando a presenca de variabilidade de ribotipo nos solos
rizosféricos examinados.

O padréo de bandas de DGGE especifico para Acaulosporaceae da
rizosfera de hibridos de milho revelou um grupo maior com a maioria dos
hibridos eficiente em uma distancia genética de 0,26, exceto para o
HT3060, sob baixo P (Figura 2A). Além disso, os dois hibridos ineficientes
ficaram em grupos diferentes, dependendo do nivel de P no solo, ambos a
uma distancia genética de 0,21.

Um maior nimero de bandas de Acaulosporaceae foi observado entre as
linhagens de milho, mas sem um fator discriminatério claro na analise de
agrupamento (Figura 2B). Contudo, sob baixo P, tanto as amostras do bulk
do solo quanto da linhagem L22 foram agrupadas em uma distancia
genética de 0,06, apoiada por um bootstrap de 90%, indicando que L22,
provavelmente, ndo influenciou a comunidade de FMA. A amostra com o
padrédo de bandas mais distinto foi Acaulosporaceae de Cerrado nativo,
sugerindo que o cultivo do milho afetou a comunidade de fungos
micorrizicos dessa familia. Além disso, as amostras do sistema de plantio
direto foram agrupadas em 0,11 de distancia genética com um apoio de
bootstrap de 87%, diferentemente das amostras da rizosfera do plantio
convencional.

As analises das sequéncias de DNA nao confirmaram a especificidade dos
primers da familia Acaulosporaceae, uma vez que espécies do filo
Ascomycota e da familia Glomaceae foram também identificadas (Tabela
1).
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Algumas espécies de Acaulospora scrobiculata, A. morrowiae, A. rugosa e
A. longula foram encontradas na rizosfera dos genétipos de milho P
eficientes, L3 e HT3060, em baixo P (Figura 2 e Tabela 1). A banda 8 da
Figura 2 foi encontrada na rizosfera da maioria dos hibridos, mas sua
sequéncia de DNA nédo se alinhou com qualquer sequéncia depositada no
GenBank, indicando que ela pertence a uma espécie desconhecida.
Bandas de diferentes tamanhos visualizadas em algumas linhas de DGGE
foram identificadas como pertencentes a mesma espécie, como as bandas
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Tabela 1. Espécies de fungos micorrizicos arbusculares presentes na rizosfera de
milho identificadas no gel de DGGE

Espécies
Banda Microrganismos? Acesso
DGGE! (% similaridade) Grupo filogenético Genbank
Acaulosporaceae
1 Acaulospora scrobiculata (88%) Acaulosporaceae AJ306442
2 A. morrowiae (88%) Acaulosporaceae AJ242500
3 Glomus intraradices (94%) Glomaceae AF185692
4 G. intraradices (97%) Glomaceae AF185692
5 Glomus sp. 0191 (98%) Glomaceae AY174693
6 A. rugosa (93%) Acaulosporaceae AZ14005
7 Ajellomyces capsulatus? (100%)  Ajellomycetaceae AF322387
8 Clone de solo -
9 Archaeospora sp. (93%) Archaeosporaceae AF452636
10 A. longula (89%) Acaulosporaceae AJ306439
11 Archaeospora sp. (94%) Archaeosporaceae AF452636
12 G. intraradices (100%) Glomaceae AF185692
13 Archaeospora sp. (94%) Archaeosporaceae AY174699
14 G. intraradices (96%) Glomaceae AF185692
15 Glomus sp. (98%) Glomaceae AF452626
16 A. morrowiae (88%) Acaulosporaceae AJ242500
Glomaceae
17 Glomus caledonium (98%) Glomaceae GCA17653
18 Glomus mosseae (91%) Glomaceae GMSUSMA
19 Glomus sp. clone 0171 (94%) Glomaceae AY174691.1
20 Glomus sp. clone W3347 (98%) Glomaceae GMA301857
21 Glomus sp. clone 0171 (96%) Glomaceae AY174691.1
22 Glomus sp. clone W3347 (96%)  Glomaceae GMA301857
23 Glomus sp. clone 0171 (95%) Glomaceae AY174691.1
24 G. coremioides (95%) Glomaceae SC0249715
25 G. coremioides (96%) Glomaceae SC0249715
26 G. coremioides (98%) Glomaceae SC0249715
27 Glomus sp. 5014hb25 (90%) Glomaceae AF480158.1
28 G. manihotis (93%) Glomaceae GMA17648
29 Glomus sp. clone 0171 (96%) Glomaceae AY174691.1
30 Glomus sp.clone W3347 (92%) Glomaceae GMA301857
31 Glomus sp. 5014b24 (93%) Glomaceae AF480157.1
32 G. mosseae (98%) Glomaceae GMSUSMA
33 Glomus sp. 5014b25 (93%) Glomaceae AF480157.1
34 Glomus sp. clone 0171 (95%) Glomaceae AY174691.1

1 |dentificagdo das bandas de DGGE segundo as Figuras 2, 3 e 4 2 Espécie da ordem
Ascomycota
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Figura 2. Gel de PCR-DGGE mostrando o padrao de bandas obtido para a familia
Acaulosporaceae, de fungos micorrizicos arbusculares, do solo rizosférico e
respectivos dendrogramas de hibridos (A) e linhagens de milho (B). Controle:
produtos de PCR de esporos de Acaulospora morrowiae e A. serobienta. Os
nameros indicam as bandas identificadas na Tabela 1. Analises de bootstrap foram
feitas com 10.000 repeticbes
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Figura 3. Gel de PCR-DGGE mostrando o padrao de bandas obtido para a familia
Glomaceae, de fungos micorrizicos arbusculares, do solo rizosférico e respectivos
dendrogramas de hibridos (A) e linhagens de milho (B). Controle: produtos de

PCR de esporos de Glomus clarum e G. etunicatum. Os nimeros indicam as

bandas identificadas na Tabela 1. Analises de bootstrap foram feitas com 10.000

repetices
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3 e 4, que correspondem a G. intraradices (Tabela 1, Figura 2).

O dendrograma baseado no padrédo de bandas de DGGE especifico de
Glomaceae gerou um grupo a uma distancia genética de 0,18, que incluiu
hibridos eficientes e ineficientes cultivados em solos com alto P (Figura
3A). No entanto, nos solos com baixo P, ndo foram agrupados, exceto 0s
dois hibridos eficientes (HT3060 e HS228xL3) que formaram um
agrupamento, com valor de bootstrap de 83%. O maior grupo de bandas
de DGGE especificas de Glomus foi observado na rizosfera de hibridos de
milho em solos de baixo P. As populacdes de FMA de dois diferentes
hibridos eficientes, em baixo P, (HT3060 e HS228xL3) foram agrupadas
em uma distancia genética de 0,16 (bootstrap 83%) (Figura 3B), em
contraste com os hibridos ineficientes a P.

A disponibilidade de P no solo parece ser um possivel fator de
agrupamento das populacdes de Glomaceae da rizosfera das linhagens de
milho, que foram agrupadas a uma distancia genética de 0,08 em baixo P
e apoiadas por um bootstrap de 82% (Figura 3B). As linhagens eficientes
L228 e L3 no solo de alto P também foram agrupadas a uma distancia
genética de 0,23 (bootstrap 65%). Além disso, os perfis da rizosfera
obtidos em solos de alto P mostraram bandas exclusivas que n&o foram
visualizadas em solos de baixo P (bandas 30 e 32, Figura 3B).

A andlise da sequéncia de DNA (Tabela 1) confirmou as identidades de
todos os fragmentos de DGGE de Glomaceae como pertencentes ao
género Glomus, com algumas bandas exclusivamente presentes na
rizosfera dos gendtipos de milho eficientes (Figura 3), tais como G.
caledonium em HS228xL3 (baixo P). No entanto, a similaridade de
algumas sequéncias nao foi suficientemente alta (91%) para confirmar as
espécies, como demonstrado na Tabela 1 para G. mosseae.
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4. Discussao

O resultado do PCR-DGGE das familias Acaulosporaceae e Glomaceae da
rizosfera dos genétipos de milho, juntamente com a analise visual da
colonizacao de FMA, mostrou que tanto os gendtipos de milho quanto o
nivel de P no solo influenciaram a densidade da populacao total (nUmero
de esporos e colonizacao das raizes), bem como as espécies de FMA
(bandas de DGGE).

Poucas diferengas foram encontradas na densidade de esporos entre o0s
genatipos eficientes e ineficientes a P avaliados. Em contrapartida, os
perfis de PCR-DGGE de Acaulosporaceae e Glomaceae mostraram
bandas exclusivas, encontradas apenas nos genotipos eficientes em baixo
P. Em geral, estes resultados mostraram que a colonizagdo micorrizica das
raizes e os perfis de DGGE da maioria dos genétipos de milho eficientes
foram diferentes dos gendtipos ineficientes, sugerindo que o nivel de
eficiéncia dos gendtipos de milho a P pode ser influenciado pela
comunidade de FMA na rizosfera. As diferengas na ocorréncia de espécies
de FMA podem depender da exsudacao radicular dos genétipos de milho
sob estresse de P. Segundo Lynch e Whipps (1990), Marschner (1998) e
Barea et al. (2005b), os exsudatos das raizes sdo determinantes da
diversidade de microrganismos na rizosfera. Plantas cultivadas em solos
com deficiéncia de P podem exsudar substancias funcionais, tais como
acidos organicos, acido jasmonico, fosfatases e compostos fendlicos, que
podem estimular a colonizagéo e o crescimento da micorriza (GIANINAZZI-
PEARSON et al., 1989; SIQUEIRA et al., 1991; MARSCHNER, 1998;
LAMBAIS, 2000; HINSINGER, 2001; KOIDE; MOSSE, 2004) e influenciar a
especificidade FMA-hospedeiro.

Variabilidade na resposta micorrizica entre diferentes cultivares de milho
também foi observada por Kaeppler et al. (2000) e Wright et al. (2005).
Além disso, outros autores mostraram aumento da produtividade de milho
com a colonizacdo micorrizica (CLARK; ZETO, 1996; KAEPPLER et al.,
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2000; WRIGHT et al., 2005), além do efeito do genétipo e/ou tipo de solo
sobre as comunidades de bactérias e fungos (GOMES et al., 2001, 2003;
MOTA et al., 2002). Este é o primeiro relato da diversidade e estrutura da
comunidade de FMA nos solos do Cerrado com esses gendtipos de milho
contrastantes para eficiéncia a P. O entendimento dos mecanismos de
aquisicdo de P pode ser util no delineamento de estratégias em programas
de melhoramento de milho para a sele¢édo de gendtipos que favorecam
maiores populagdes de FMA (ALVES et al., 1999; PICARD et al., 2008).
Além disso, estudos de caracterizacao da composi¢cdo da comunidade de
FMA, incluindo genes que controlam mecanismos de sinalizac&o dos
hospedeiros, sdo necessarios.

O PCR-DGGE especifico de Acaulosporaceae foi eficiente na
diferenciacéo de populacdes de FMA nas amostras de rizosfera de milho
avaliadas neste estudo. No entanto, a analise da sequéncia de DNA nao
confirmou a identidade de algumas bandas, sendo identificadas espécies
de outros grupos de fungos e outras familias de Glomeromycota.

As populagdes das familias micorrizicas estudadas foram afetadas pelo
sistema de cultivo. Efetivas diferencas foram encontradas entre plantio
convencional e plantio direto, formando grupos separados por perfis de
DGGE de Acaulosporaceae e Glomaceae. Além disso, bandas especificas
(33 na Figura 3B, por exemplo) foram obtidas do sistema de plantio direto
para todas as familias avaliadas. Maiores populacdes micorrizicas em
milho no sistema plantio direto foram também encontrados por Jansa et al.
(2003). Kabir (2005) avaliou a densidade de hifas de FMA e os teores de
nutrientes em milho cultivado sob plantio direto e convencional por 11 anos
e verificou que o comprimento e densidade das hifas na rizosfera de milho
foram maiores no plantio direto. Essas diferengas nas comunidades de
FMAs que colonizam raizes de milho no plantio direto e no convencional
podem ser devidas a: (1) rompimento das hifas causado pelo trato
convencional, (2) mudancas no contetido de matéria organica e nutrientes
do solo, (3) mudancgas na atividade microbiana e/ou (4) mudancas em
populagdes de plantas daninhas em resposta ao sistema de preparo do
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solo. Espécies de FMA diferem na sua eficiéncia simbidtica (SMITH et al.,
2003) e, assim, quaisquer mudancgas induzidas na estrutura da
comunidade de FMA podem levar a mudancas na absorcéo de nutrientes
e/ou na produtividade das culturas. Perfis genéticos de DGGE baseados
nos fragmentos de rDNA amplificados foram eficazes no estudo de
estruturas das comunidades micorrizicas na rizosfera de milho. Esta
analise foi apoiada pelo sequenciamento de DNA, pela visualizacéo da
colonizagdo micorrizica e pela contagem de esporos. Estes resultados
mostram claramente que os gendtipos de milho e o nivel de P no solo
podem influenciar as popula¢des micorrizicas, indicando que alguns
grupos de FMA podem ser favorecidos por genoétipos de milho eficientes.

Compreender a estrutura da comunidade de FMA nativos no sistema
radicular das culturas é um pré-requisito para um manejo efetivo em
sistemas agricolas sustentaveis, principalmente em solos acidos com baixo
P, normalmente encontrados no Cerrado brasileiro. A produtividade do
milho pode depender da eficiéncia simbidtica da coloniza¢éo micorrizica e
da cultivar de milho. O uso e compreensao do controle genético da
exsudacéo de compostos de sinalizacdo de micorrizas pela planta
hospedeira e a utilizacdo destes compostos (metabdlitos) podem ser Uteis
ao manejo das populagdes de FMA nativos.
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