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Resumo

A comunidade nativa de fungos micorrizicos arbusculares (FMA), pre-
sente em amostras de raiz e de solo rizosférico de 15 gendtipos de milho
contrastantes para eficiéncia no uso de fésforo, foi avaliada pela técnica
de eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). Foram am-
plificados fragmentos do DNA ribossomal com primers especificos para
as familias Acaulosporaceae e Glomeraceae. Os primers para a familia
Glomeraceae foram eficientes em diferenciar a estrutura da populacao de
fungos micorrizicos, indicando grande diversidade da comunidade entre
os gendtipos. No DGGE especifico para Glomeraceae, foram observadas
bandas exclusivas nas linhagens eficientes L228-3 e L3, ambas cultiva-
das sob baixo teor de fésforo, indicando uma associacao preferencial en-
tre os gendtipos e os simbiontes, que pode resultar em melhor eficiéncia
na aquisicdo de fésforo. Além disso, a presenca de Glomus clarum nestas
duas linhagens eficientes, cultivadas sob baixo P, indica uma possivel re-
lacao dessa espécie a tolerancia ao estresse de P nesse solo. Com relacao
a familia Acaulosporaceae, a técnica de DGGE detectou pouca variagao
entre os gendtipos cultivados em baixo P, além de menor diversidade de
fungos micorrizicos dessa familia colonizando as raizes de milho.

Termos para indexacao: Fungos micorrizicos arbusculares (FMA),
DGGE, fésforo, milho
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Abstract

The native community of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) present
in samples of root and rhizosphere soil of 15 maize genotypes con-
trasting to phosphorus use efficiency was evaluated by denaturing
gradient gel electrophoresis (DGGE). Ribosomal DNA fragments were
amplified with specific primers for Acaulosporaceae and Glomeraceae
families. Primers for the family Glomeraceae were efficient to diffe-
rentiate the structure of the population of mycorrhizal fungi, indicating
great diversity of community among the genotypes. In DGGE Glome-
raceae specific, unique bands were observed in efficient lines L228-3
and L3, both grown under low phosphorus, indicating a preferential
association between maize genotypes and the symbiont, which can
result in better efficiency in the phosphorus acquisition. Moreover, the
presence of Glomus clarum in these two efficient lines cultivated un-
der low P indicates a possible relationship of this species to P toleran-
ce stress in soil. With regard to the family Acaulosporaceae, the DGGE
detected minor variation among genotypes grown in low B and low
diversity of mycorrhizal fungi of this family that colonize maize roots.

Index terms: Arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), DGGE, phosphorus, maize
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Introducao

Os solos do Cerrado brasileiro geralmente sédo altamente intemperiza-
dos, acidos e distréficos, expondo as plantas cultivadas nestes am-
bientes a varias formas de estresses durante seu ciclo de crescimento.
Um dos fatores limitantes da expansao agricola nestes solos é a alta
capacidade de fixacado de fésforo (P), resultando em uma baixa dispo-
nibilidade deste nutriente para as plantas (MARSCHNER et al., 2006).
Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tém uma importante funcao
na aquisicdo e na mobilizacao de nutrientes do solo, principalmente P,
pois formam uma extensa malha de hifas, que se estendem a partir das
raizes, permitindo a planta explorar um grande volume de solo, supe-
rando limitagcdes impostas pela baixa difusdo de fésforo no solo (SMI-
TH; READ, 2008).

O beneficio da associacao micorrizica depende da diversidade e da
identidade dos fungos, do genétipo da planta hospedeira e do teor de

P no solo (KLIRONOMOS et al., 2000; COSTA et al., 2005; PIVATO

et al., 2007). As plantas de milho, principalmente as cultivadas em
solos pouco férteis, utilizam interacdes micotréficas como recurso para
suprir sua demanda por nutrientes (CLARK; ZETO, 1996). Uma melhor
compreensdo da interacdo desses fungos com os gendtipos de milho
poderia representar uma estratégia para uma agricultura sustentavel em
sistemas com recursos limitados, apresentando grande potencial como
insumo biolégico para producao agricola (GOSLING et al., 2006).

Embora o volume de estudos sobre os FMA seja grande e seus efei-
tos positivos sobre a planta estarem estabelecidos, o conhecimento

da biologia e da relacédo ecoldgica desses fungos ainda é insuficiente.
Além disso, ha poucos estudos sobre a interacdao destes fungos com
gendtipos de milho contrastantes para eficiéncia no uso de P. As prin-
cipais limitacdes nas pesquisas envolvendo fungos micorrizicos sédo a
dificuldade de identificacdo morfoldgica e a incapacidade de crescimen-
to desses fungos em meio de cultura por serem biotréficos obrigatérios
(SILVA; COLOZZI FILHO, 2007).
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O desenvolvimento de técnicas de biologia molecular baseadas em ana-
lises do DNA possibilitou estudos ecoldgicos das populacdes nativas de
fungos micorrizicos presentes nas areas de cultivo. Dentre essas técni-
cas, analises por DGGE (eletroforese em gel de gradiente desnaturante)
e clonagem e sequenciamento de DNA ribossémico (rDNA) estdo entre
as mais utilizadas para estudar as variacdes intra e interespecificas e as
relacdes filogenéticas entre esses fungos (OPIK et al., 2003; SOUZA

et al., 2004; MA et al., 2005; LIANG et al., 2008, Ll et al., 2010). A
técnica de DGGE fornece os perfis genéticos de populacdes por meio
da separacdo de acordo com a sequéncia das bases dos fragmentos
amplificados permitindo uma avaliacao espacial e temporal da comu-
nidade de microrganismos no ambiente. A identidade das bandas mais
proeminentes pode ser determinada por eluicao, purificacdo e posterior
sequenciamento de DNA.

O objetivo do presente trabalho é caracterizar a populacao de FMA
presente em raizes e em solos rizosféricos de gendétipos de milho
contrastantes para eficiéncia no uso de fésforo, cultivados em solo de
Cerrado, com alta e baixa disponibilidade deste nutriente pela técnica
de DGGE.

Material e Métodos

Genétipos de milho cultivados

Foram utilizados 15 gendtipos de milho (Zea mays) sendo trés linha-
gens eficientes (L3, L161, L228-3), uma linhagem moderadamente
eficiente (L36), trés linhagens ineficientes (L22, L53, CATETO), trés
hibridos eficientes (BRS 1010, L3 x L22, BRS 3060) e cinco hibridos
ineficientes (L3 x L53, L36 x CATETO, HS20 x 22, HS5046 x 53,
HS26 x 1113-01) no uso de P, previamente selecionados dentro do
Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Milho e Sorgo. O ex-
perimento foi conduzido em um delineamento em blocos casualizados
completos, com trés repeticdes, em um latossolo vermelho distréfico,
fase cerrado, com baixo (3 mg Kg-1) e alto nivel de P (29 mg kg-1),
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sem limitacdo dos demais nutrientes. As raizes e amostras do solo
rizosférico de cinco plantas de cada repeticdao foram coletadas aos 60
dias apds o plantio, durante a fase de florescimento, e transportadas
até o laboratério. Nesse local, o solo rizosférico foi separado das raizes,
em seguida, peneirado para retirar os restos vegetais e armazenado

a 4°C. As raizes mais finas foram selecionadas, lavadas, envoltas em
papel aluminio, congeladas em N2 liquido e armazenadas a -80° C.

Extracdo do DNA total das raizes

O DNA total das raizes das plantas de milho foi extraido a partir de 5 g
do tecido de uma amostra composta por trés repeticdes, segundo pro-
tocolo descrito por Saghai-Maroof et al. (1984), com modificacées.

Extracdo do DNA total de solo rizosférico

O DNA foi extraido a partir de 500 mg de solo rizosférico utilizando o
Kit FastDNA SPIN Kit for soil (BIO 101 Inc., La Jolla, CA, USA), se-
guindo as instrucdes do fabricante.

Condicdes de PCR utilizando primers especificos para FMA
Os fragmentos de rDNA dos fungos micorrizicos foram amplificados por
PCR, utilizando-se os primers universais para eucariotos NS1 e NS4
(WHITE et al., 1990), seguido de uma segunda reacao de nested-PCR,
com os primers NS31 universal (WHITE et al., 1990) e AM1 especifico
para FMA (HELGASON et al., 1998). Para reacao com os primers NS1
e NS4 foi utilizado um volume final de 25 uL, contendo 2 uL de DNA,
2,5 uL tampao 10X; 1,25 uL de MgCli2 (50 mM); 1,0 uL de dNTP’s
(2,5 mM cada); 2,0 uL de cada primer (5 uM); 0,3 uL de Tag DNA
polimerase Invitrogen (5 U/uL); 6,25 uL de dimetilsulféxido (DMSOQO)
20% e 7,7 uL de H20. As condicoes de PCR foram: 95°C por 3 min,
35 ciclos de 95°C por 30 seg, 51°C por 30 seg, 72°C por 2 min, com
um passo final de extensao de 72°C por 10 min.

Para a segunda reacdo, o produto obtido na primeira reacdo de PCR foi
diluido em &gua ultrapura na razao de 1:100 quando nao apresentavam
bandas na 12 PCR, ou na razao de 1:1000 quando as bandas apare-
ciam na primeira reacao. Foi utilizado um volume final de 50 yL con-
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tendo 2,0 yL de DNA (produto da 12 reacao), 5,0 yL de tampéo 10X;
2,5 uL de MgCI2 (50 mM); 2,0 uL de dNTP’s (2,5 mM cada); 4,0 uL de
cada primer (5 uM); 0,3 uL de Tag DNA polimerase (5 U/ulL); 12,5 uL
de DMSO 20% e 17,7 uL de H20. As condicdes de PCR foram: 94°C
por 3 min, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 59°C por 1 min, 72°C por 45
seg; seguidos de extensao final de 72°C por 5 min.

Para a obtencéao de produtos de amplificacdo especificos das familias
de FMA foi também utilizado o sistema de PCR em nested, sendo que
na primeira reacédo foram utilizados os primers universais NS5 e ITS4
(WHITE et al., 1990) e para a segunda reacdo, os primers especi-
ficos para familia Glomeraceae e Acaulosporaceae, GLOM1310 e
ACAU1660, respectivamente (REDECKER, 2000), juntamente com o
ITS2 (WHITE et al., 1990). Para o DGGE, um grampo de CG foi ane-
xado aos primers GLOM1310 e ACAU1660. A reacdo de PCR foram
a mesma descrita acima, exceto as condicdes no termociclador para
a segunda reacao, que foram as seguintes: 94°C por 1 min, 35 ciclos
de 94°C por 20 seg, 55°C por 35 seg, 72°C por 1 min; seguidos de
extensao de 72°C por 5 min. Os fragmentos amplificados foram se-
parados por eletroforese em gel de agarose 1,5% (m/v), corados com
brometo de etidio (1 ug mL-1) e as imagens visualizadas e captura-
das em um fotodocumentador Eagle Eye Il (Stratagene, La Jolla, CA,
USA) sob luz UV.

Eletroforese em gel de gradiente de desnaturacao (DGGE)
As andlises por DGGE foram realizadas em DCODETM (Universal
Mutation Detection System) BIORAD (Richmond, EUA), utilizando-
se géis de poliacrilamida 6%, com gradiente desnaturante (uréia e
formamida deionizada) de 30-45% para o par de primers NS31/AM1,
de 25-35% para GLOM 1310/IT2 e de 35-60% para ACAU1660/IT2.
Foram aplicados 40 yL de cada amostra de DNA e os fragmentos fo-
ram separados por eletroforese a 70 volts por 16 horas com tampao
de corrida TAE (40 mM Tris-acetato, 1 mM EDTA, pH 8,0) a 60° C.
Os géis foram corados com nitrato de prata segundo Creste et al.
(2001), fotografados, e as bandas mais informativas foram eluidas
do gel e purificadas.
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Eluicao e purificacao das bandas de DGGE

Foi utilizado o método “Crush and Soak” (SAMBROOK et al., 1989)
para o isolamento dos fragmentos de DNA do gel de poliacrilamida. Os
fragmentos do gel contendo as bandas de interesse foram cortados
com o uso de um estilete e em seguida transferidos para um microtu-
bo de 1,5 mL. Foram adicionados 100 uL de tampao de eluicédo (0,5

M acetato de amoénio; 10 mM acetato de magnésio; 1 mM EDTA, pH
8,0 e 0,1% SDS) e com o auxilio de um pistilo o gel foi esmagado. Em
seguida, os microtubos foram incubados a 37°C por aproximadamente
3 horas. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 16.000 x
g por 15 min e o sobrenadante transferido para novo microtubo. Apéds
transferéncia, 0,5 volumes de tampéao de eluicdao foram adicionados
aos tubos contendo os fragmentos e novamente centrifugados por 2
min a 16.000 x g. O sobrenadante foi retirado e misturado ao que foi
coletado anteriormente, transferido para um filtro Millipore e centrifu-
gado por 1 min. O filtrado foi transferido para um novo microtubo de
1,5 mL, adicionados 250 uL de etanol 95% e mantido a -20° C por 30
min. Os microtubos foram centrifugados por 15 mina 13.800 xge o
precipitado lavado com 100 yL de etanol 70%. Em seguida o DNA foi
seco e ressuspendido em 10 uL de agua ultrapura.

Sequenciamento dos fragmentos purificados do gel

de DGGE

O DNA purificado foi utilizado como molde para uma reacao de PCR nas
mesmas condicdes descritas acima. Os produtos do PCR foram visuali-
zados em gel de agarose 1,5% (m/v), corado com brometo de etideo (1
t#g mL-1). Em seguida as bandas foram cortadas e purificadas usando
QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) segundo instru-
coes do fabricante e sequenciadas utilizando o Kit “Big Dye Terminatior
v3.1. Cycle Sequencing” (Applied Biosystems, Foster City, CA), em um
sequenciador de DNA ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems).

Analise dos dados

Os padrées de bandas obtidos do DGGE foram comparados através do
programa Statistica 6.0 utilizando UPGMA (“Unweighted Pair Group
With Mathematical Averages”).
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Os dados das sequéncias de nucleotideos foram comparados com as
informacdes disponiveis no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
usando o programa BlastN (ALTSCHUL et al., 1997).

Resultados e Discussao

PCR

A amplificacdo do DNA dos fungos micorrizicos presentes nas raizes e
no solo rizosférico dos genétipos de milho utilizando os pares de pri-
mers NS31/AM1, GLOM1310/ITS2 e ACAU1660/ITS2 resultaram em
fragmentos de 580, 600 e 445 pares de bases, respectivamente.

DGGE especifico de FMA das raizes de milho

A anaélise por DGGE dos fragmentos amplificados com os primers
NS31/AM1 das raizes de 15 gendtipos de milho cultivados sob baixo P
resultou em padrdoes de bandas muito semelhantes, demonstrando que
este par de primers nao foi eficiente para diferenciar as populacdes de
FMA entre os genétipos de milho (dados ndo mostrados).

DGGE da familia Glomeraceae

Raiz

O DGGE dos fragmentos amplificados com os primers GLOM1310 e
ITS2 das raizes de sete linhagens e oito hibridos cultivados sob baixo

e alto teor de P no solo resultou em véarias bandas em todas as amos-
tras, indicando grande diversidade da populacao micorrizica (Figura 1).
Foi analisado um total de 33 bandas no gel contendo as linhagens e 36
bandas no gel contendo hibridos. Bandas exclusivas foram encontradas
nos gendtipos eficientes L228-3 e L3 (Figura 1-1), ambos cultivados em
baixo teor de P, porém, somente a banda correspondente a Glomus
clarum foi identificada por sequenciamento (banda 5, Figura 1-1). Essas
bandas podem estar relacionadas a uma associacado preferencial entre
espécies de FMA e esses gendtipos. Diversos trabalhos tém demons-
trado que, apesar da auséncia de especificidade hospedeira, hd uma
variacao nas espécies de FMA que colonizam a planta e os seus bene-
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ficios ao hospedeiro em funcao do gendtipo da planta (KLIRONOMOS
et al., 2000; JANSA et al., 2005; PIVATO et al., 2007). A variacao
da comunidade fungica pode ser atribuida a composicdo da exsudacao
radicular dos genétipos de milho sob deficiéncia de P (MARSCHNER,
1998). O gendtipo ineficiente L22 (Figura 1-1), também cultivado em
baixo P, apresentou uma banda exclusiva, podendo estar relacionado
com o estresse de P no solo.
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Figura 1. DGGE dos fragmentos amplificados com os primers GLOM1310/ITS2, especificos para a
familia Glomeraceae de FMA, utilizando DNA extraido de raizes. O dendrograma mostra o agrupa-
mento das linhagens (I) e dos hibridos (ll) eficientes-E e ineficientes-I no uso de fésforo, cultivados
sob baixo-B e alto-A teor de P. As setas indicam as bandas exclusivas e os niumeros, as bandas que
foram eluidas e sequenciadas.

Os perfis das bandas no gel de DGGE foram usados para construcao
de dendrogramas de linhagens (Figura 1-1) e hibridos (Figura 1-11). O
dendrograma das linhagens indicou que, a uma distancia de 0,4%,
houve um agrupamento de quase todas as linhagens cultivadas em



Anélise Molecular de Fungos Micorrizicos Arbusculares em Raizes de Milho 13

alto P e o agrupamento de todas as linhagens cultivadas em baixo

P (Figura 1-I). Somente as linhagens L53 e L36, sob alto P, foram
agrupadas junto com as linhagens cultivadas em baixo P. Pode-se
considerar que, no caso das linhagens, o agrupamento da populacao
de fungos micorrizicos foi influenciado pela disponibilidade de P no
solo, enquanto a eficiéncia no uso de P nao foi o fator determinante
do agrupamento. Quanto aos hibridos, nao foi dectado nenhum fator
determinante do agrupamento, uma vez que 0S grupos apresentaram
gendtipos tanto eficientes quanto ineficientes, cultivados sob alto e
baixo P. Em 0,31% de distancia genética foi observada uma tendén-
cia dos hibridos de se agruparem quanto a eficiéncia no uso de P,
porém nao de forma conclusiva.

A andlise das sequéncias de DNA confirma a especificidade dos pri-
mers para a familia Glomeraceae, uma vez que todas as espécies
identificadas pertencem a esta familia (Tabela 1). Uma mesma amostra
apresentou bandas diferentes, pertencentes a uma mesma espécie,
indicando a ocorréncia de uma variacao intraespecifica.

As bandas 4 e 5 (Tabela 1, Figura 1-I) da linhagem eficiente L3 cultiva-
da em baixo fésforo e as bandas 13 e 14 (Figura 1-ll) do hibrido inefi-
ciente HS26 X 1113-01, também cultivado em baixo P foram identifi-
cadas como pertencentes a espécie G. clarum (Tabela 1). Estes dados
sugerem que as diferentes bandas produzidas por G. clarum ocorreram
devido a variacoes entre as copias do rDNA. Essa heterogeneidade
parece ser comum entre os FMA, pelo fato de nucleos geneticamente
diferentes poderem coexistir dentro de cada esporo. Resultados se-
melhantes foram obtidos por Oliveira et al. (2009) em amostras de
rizosfera de milho, onde trés bandas diferentes em uma mesma amos-
tra foram identificadas como G. coremioides. Estudos realizados por
Kowalchuk et al. (2002) com o género Glomus e por de Souza et al.
(2004) com espécies do género Gigaspora, também relataram varia-
coOes intraespecificas.

Das 15 bandas sequenciadas, somente a banda 6 (Figura 1-1), perten-
cente a linhagem eficiente L228-3 cultivada em baixo P, identificou



14

Anélise Molecular de Fungos Micorrizicos Arbusculares em Raizes de Milho

G. intraradices (Tabela 1). Apesar do nimero de sequéncias identifi-
cadas nao ser representativo da comunidade de fungos presente nos

gendtipos, a espécie G. clarum apareceu somente nos gendtipos de

milho cultivados sob baixo P, podendo estar relacionada a tolerancia ao

estresse de P nesse solo.

Tabela 1. Espécies de FMA presentes em raizes e solo rizosférico de gendétipos

de milho identificadas no gel de DGGE
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Rizosfera

O DGGE especifico para familia Glomeraceae da rizosfera dos gendétipos

AM384926
AM992840
AM992840
FN423697
FN423697

AM980857

AM992840
AM942491
AM942491
AY744275
AM942491
FN423697
FN423697
FN423697
AM992840
AM992820
FN423697
X96826

AM992819

Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae

Glomeraceae
Glomeraceae

Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae
Glomeraceae

Glomeraceae

Glomeraceae

Glomus (96 %)
Glomus (99%)
Glomus (100%)
G. clarum (98%)
G. clarum (99%)

G. intraradices
(99%)

Glomus (91%)
Glomus (100%)
Glomus (97 %)
Glomus (100%)
Glomus (99%)
G.clarum (99%)
G.clarum (100%)
G.clarum (100%)
Glomus (100%)
Glomus (97 %)
G. clarum (96%)

G.mosseae (96%)

Glomus (93%)

2e-145
0.0
0.0
1le-167
4e-177

4e-172

3e-114
4e-177
4e-163
2e-176
3e-174
9e-169
7e-175
2e-171
4e-172
0.0

0.0

0.0

0.0

de milho com baixa e alta disponibilidade de P apresentou diferencia-
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cdo no padrao de bandas, porém com um nuimero de bandas menor em
relacdo ao DGGE das raizes (Figura 2). Esse resultado pode ser atribu-
ido a qualidade do DNA, uma vez que a extracdo de DNA microbiano
de amostras ambientais como o solo pode apresentar algumas dificul-
dades, pois podem existir compostos inibidores que comprometem a
eficiéncia da PCR.

No DGGE das linhagens, foi obtido um total de 32 bandas, sendo que
uma delas foi especifica nas linhagens L22 e CATETO (Figura 2-I),
ambas ineficientes e sob condicoes de alto teor de P. Nao foi possivel o
sequenciamento dessas bandas, o que dificulta um melhor entendimen-
to. Porém, nao deve ser descartada uma possivel associacdo entre os
fungos e esses gendtipos.

No DGGE dos hibridos, foram analisadas 27 bandas, sendo vérias ex-
clusivas de determinados gendtipos. No dendrograma das linhagens,
o agrupamento dos gendétipos nao foi influenciado nem pela dispo-
nibilidade, nem pela eficiéncia no uso de P, uma vez que os grupos
apresentaram tanto gendtipos eficientes, quanto ineficientes sob
condicdes de alto e baixo teor de P (Figura 2-I). O agrupamento dos
hibridos deixa

claro que a disponibilidade de P nao foi o fator determinante para sua
formacdo. Em 0,27% de distancia genética, houve um agrupamento
de quase todos os gendtipos ineficientes no uso de P, indicando que a
eficiéncia dos gendtipos no uso de P pode ter influenciado a formacao
dos grupos (Figura 2-II).

No solo rizosférico, das bandas retiradas dos géis, somente 5 fragmen-
tos foram identificados, sendo um deles correspondente a G. mosseae
(banda 18, Tabelal), presente na linhagem ineficiente L53 (Figura 2-I)
sob alto P.

Para compreender melhor esses resultados, novas analises de DGGE
devem ser feitas utilizando novos pares de primers, porém, com uma
nova estratégia capaz de recuperar uma maior quantidade de bandas
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dos géis para identificacdo das espécies. Além disso, a visualizacdo da
colonizacao micorrizica por microscopia como uma técnica complemen-
tar pode ajudar no estudo das diferencas da populacao dos FMA.

[2E)
%
28
12283
EL151B
ELB

[T
[
ICATETOB
ELIBIA

H22A
ICATETOA

WL3A s‘
122838

0 005 ot 015 02 02 03

Distancia Genética

(n

1-HS5046-B
1-HS5046-A
1-HS2022-B
1-HS2022-A
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-L36CAT-A
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I-L3L53-A
1-HS26-B
1-HS26-A
E-L3L22-B
E-L3L22-A
E-BRS3060-B
E-BRS3060-A
E-BRS1010-B
E-BRS1010-A

EBRS10104
EBRS10103
LS8
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FHS5046A
- L36CATA
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ELL28
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EBRSI0608
ELL2A
a5
+HS20224

0 005 01 015 02 0z 03 0% 04 045

Distancia Genética

Figura 2. DGGE dos fragmentos amplificados com os primers GLOM/ITS2, especificos para familia

Glomeraceae de FMA utilizando DNA extraido do solo rizosférico. O dendrograma mostra o agrupa-
mento das linhagens (I) e dos hibridos (ll) eficientes-E e ineficientes-I no uso de fésforo, cultivados
sob baixo-B e alto-A teor de P. As setas indicam as bandas exclusivas.

DGGE da familia Acaulosporaceae

Raiz

O padrao de bandas do DGGE especifico para raizes de Acaulosporace-
ae apresentou uma menor diversidade de fungos micorrizicos (Figura 3)
em comparacao com Glomeraceae. O padrdo de bandas mais distinto
foi observado no hibrido L3 X L22, eficiente no uso de fésforo, indi-
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cando diferencas na populacédo deste hibrido em relacdo aos demais
genotipos.

Foram analisadas 18 bandas, sendo apenas duas monomorficas,

ou seja, todos os gendtipos apresentaram este fragmento (Figura
3), sendo observada uma banda exclusiva nos hibridos BRS1010 e
L3 X L22 (Figura 3). O dendrograma baseado no padrado de bandas
gerado foi gerado, porém ele mostra somente uma pequena tendén-
cia ao agrupamento ter sido influenciado pela eficiéncia no uso de
P (Figura 3).

Nao foi avaliado o perfil de DGGE do solo rizosférico da familia Acau-
losporaceae porque nao foi obtido um gel com qualidade suficiente para
andlise.

1-HS2022 BRS10E

I-L36CAT LeLE

[F/] ) n

LBCAT

I-L3L53
I-HS26
E-L3L22
E-BRS3060
WSzl
E-BRS1010 o
1-L36 ) E
I-CATETO 00
1-L53 w0 ]
B2E

)
CATETO_!

BRSOE |

1-L22
E-Ll6l
E-L228-3
E-L3

Disténcia Genética

Figura 3. DGGE dos fragmentos amplificados com os primers ACAU1660/ITS2, especificos para fami-
lia Acaulosporaceae de FMA utilizando DNA extraido de raizes. O dendrograma mostra o agrupamento
das linhagens e dos hibridos eficientes-E e ineficientes-l no uso de fésforo, cultivados sob baixo teor
de P. As setas indicam as bandas exclusivas.

Conclusoes

A técnica PCR-DGGE foi eficiente no estudo da estrutura das comuni-
dades de fungos micorrizicos que colonizam as raizes e a rizosfera de
milho utilizando primers para familia Glomeraceae.
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A técnica PCR-DGGE especifico para Acaulosporaceae das raizes de
milho cultivadas em baixo P apresentou pouca variacdo entre os genéti-
pos, além de menor diversidade de fungos micorrizicos dessa familia.

Fragmentos presentes nas raizes das linhagens eficientes L228-3 e L3,
cultivadas em baixo P, no DGGE especifico para Glomeraceae, podem
estar relacionados com a eficiéncia destes genétipos.

A presenca de G. clarum nas raizes de gendtipos cultivados sob baixo
P no DGGE especifico para Glomeraceae indica uma possivel relacao
dessa espécie com a tolerancia ao estresse de P nesse solo.
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