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Resumo – O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade funcional e genética de bactérias associadas 
à rizosfera de genótipos de milho contrastantes quanto à eficiência de uso de fósforo, por meio do teste 
de fontes de carbono no sistema EcoPlate e da eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) dos 
fragmentos amplificados dos genes 16S ribossomais (rDNA) das bactérias. Foram coletadas amostras de solo 
da rizosfera de linhagens e híbridos contrastantes quanto à eficiência de uso de fósforo, cultivados em Latossolo 
Vermelho-Escuro fase cerrado, com baixo e alto teor de P. Bactérias da rizosfera de híbridos e linhagens 
eficientes, sob estresse de P, analisadas pelo sistema EcoPlate, tenderam a se agrupar conforme a análise de 
componentes principais, o que indica que utilizaram fontes de carbono semelhantes. Não houve diferença na 
diversidade bacteriana, analisada pela DGGE, entre bactérias associadas a genótipos eficientes e ineficientes no 
uso de P. Com base no sequenciamento do 16S rDNA, foi verificado que a rizosfera de genótipos de milho sob 
estresse de P parece selecionar grupos específicos de bactérias. A estrutura populacional genética e metabólica 
de bactérias da rizosfera foi mais influenciada pelo teor de fósforo no solo do que pela eficiência das plantas 
em usar o fósforo.

Termos para indexação: Zea mays, deficiência de fósforo, ecologia microbiana, PCR‑DGGE, sistema EcoPlate.

Bacterial diversity in the rhizosphere of maize genotypes  
contrasting for phosphorus use efficiency

Abstract – The objective of this work was to evaluate the functional and genetic diversity of bacteria associated 
to the rhizosphere of maize genotypes contrasting for phosphorus use efficiency by means of the EcoPlate 
carbon source test and denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) of amplified 16S ribosomal DNA 
(rDNA) fragments of bacteria. Rhizosphere soil samples of maize genotypes (hybrids and lineages) contrasting 
for phosphorus use efficiency cultivated in an Oxisol with high and low P content were collected. Bacteria 
from the rhizosphere of P‑efficient maize genotypes under P stress conditions analyzed by the EcoPlate system 
tended to group together according to main components analysis, which indicates that these bacteria used 
similar carbon sources. Microbial diversity analyzed by DGGE did not differ between P‑efficient and inefficient 
maize genotypes. Based on the 16S rDNA fragment sequencing, the rhizosphere of maize genotypes growing 
on low‑P soils seemed to select specific bacteria species. The genetic and metabolic structure of the rhizosphere 
bacterial community was more strongly influenced by the level of P in the soil than by the genotypes with 
contrasting P‑use efficiency.

Index terms: Zea mays, phosphorus deficiency, microbial ecology, PCR‑DGGE, EcoPlate system. 

Introdução

Práticas de manejo dos componentes biológicos 
do solo, associadas ao uso de cultivares eficientes, 
constituem tecnologias importantes para uma 
agricultura sustentável. A tolerância de alguns cultivares 
aos estresses nutricionais, principalmente de fósforo, 
pode estar relacionada à ocorrência de determinados 

microrganismos na rizosfera das plantas (Hinsinger, 
2001; Marschner et al., 2006; Picard et al., 2008). 
O fósforo (P) é o nutriente menos móvel no solo e 
menos disponível para as plantas, e a sua deficiência 
no solo de cerrado tem sido um fator limitante para 
o crescimento da planta de milho (Novais & Smyth, 
1999; Hinsinger, 2001). Quando as plantas crescem 
em um meio deficiente em P, as raízes podem excretar 
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substâncias funcionais, que constituem um importante 
mecanismo de adaptação à variação de P no ambiente 
(Marschner et al., 2001, 2006; Li et al., 2004). 
A quantidade e a qualidade dos exsudatos liberados pela 
raiz também alteram a química do solo e influenciam a 
comunidade bacteriana que coloniza a rizosfera e utiliza 
esses exsudados como fonte de carbono (Grayston 
et al., 1998; Baudoin et al., 2001; Richardson et al., 
2009). A composição desses exsudatos pode variar 
com a idade e o genótipo da planta, o metabolismo, 
a condição nutricional, o tipo de estresse e outros 
fatores ambientais (Liu et al., 2004; Barea et al., 2005; 
Richardson et al., 2009).

A composição da comunidade bacteriana na 
rizosfera pode afetar a disponibilidade de P para as 
plantas (Marschner et al., 2006). Com o aumento de 
práticas agrícolas com baixos insumos, há crescente 
interesse no manejo das comunidades bacterianas 
do solo para incrementar o crescimento das plantas. 
No entanto, poucos estudos que demonstrem a 
eficiência na adaptabilidade a condições de estresse de 
P, relacionados à população bacteriana rizosférica, têm 
sido conduzidos em cultivares de milho.

O conhecimento sobre a estrutura e a função dos 
microrganismos associados às plantas agrícolas 
tropicais ainda é incipiente. Essa limitação é, em parte, 
devida às dificuldades metodológicas na identificação 
dos microrganismos e da incapacidade de se isolar 
populações representativas. Além disso, menos de 20% 
dos microrganismos do solo podem ser cultivados em 
laboratório (Prosser, 2002), e aqueles que conseguem 
crescer em meio de cultura não são necessariamente 
metabólicos ou numericamente dominantes no meio de 
origem (Nannipieri et al., 2003). 

Métodos que avaliam a diversidade metabólica e 
métodos moleculares têm sido utilizados para  alcançar 
maior número de espécies e avaliar melhor a estrutura 
da comunidade bacteriana (Kirk et al., 2004). Entre 
eles pode-se citar a diversidade funcional com o 
sistema EcoPlate (Biolog, Inc., Hayward, CA, EUA), 
que mede a intensidade de utilização de diferentes 
fontes de carbono pelas bactérias e produz um 
padrão metabólico (Garland & Mills, 1991; Garland, 
1996; Gomez et al., 2006), os métodos moleculares, 
como a análise do rDNA ribossomal (16S rDNA) 
para bactérias, a partir da amplificação por PCR, e a 
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE). 
Esta última técnica permite identificar polimorfismo 

nos fragmentos de mesmo tamanho do DNA obtido de 
amostras da microbiota do solo (Muyzer et al., 1993). 
Alguns estudos têm sido realizados na rizosfera de 
milho,  entretanto, nenhum deles analisou a população 
bacteriana da rizosfera dessa planta em condições de 
estresse de P no solo (Gomes et al., 2001; Mota et al., 
2002, 2008; Silva et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade 
funcional e genética de bactérias totais da rizosfera 
de cultivares de milho eficientes e ineficientes no 
uso de P, em solos com alta ou baixa disponibilidade 
desse elemento, por meio do sistema EcoPlate  e da 
eletroforese em gel de gradiente desnaturante (DGGE) 
dos fragmentos amplificados dos genes 16S ribossomais 
(rDNA) de bactérias.

Material e Métodos

Amostras de solo rizosférico foram coletadas em 
um Latossolo Vermelho‑Escuro fase cerrado durante o 
início do florescimento do milho. Os experimentos de 
campo foram realizados na Embrapa Milho e Sorgo, 
Sete Lagoas, MG, em delineamento inteiramente 
casualizado, com três repetições. As amostras de solo 
rizosférico foram constituídas da porção de solo aderida 
à raiz de cinco plantas de cada híbrido e linhagem de 
milho, eficientes (E) e ineficientes (I) na utilização de 
P, em locais com dois teores de P (alto, 29 mg dm-3; 
baixo, 3 mg dm-3). Os híbridos utilizados foram HT 
(E), HS1 (E), HS2 (E), HS3 (I) e HS4 (I); as linhagens, 
L3 (E), L228 (E), L22 (I). Foram coletadas também, 
para comparação, amostras de solo não rizosférico 
de área de baixo teor de P (NR), solo não rizosférico 
da área de alto teor de P (NRP), solo da rizosfera do 
híbrido triplo em plantio direto [HT (E) PD], solo 
não rizosférico do plantio direto (NRD) e vegetação 
natural de cerrado (Mata). O solo da área experimental 
apresentou as seguintes características: 29, 3 e 0,16 mg dm-3 
de alto teor de P e baixos teores de P e K, respectivamente 
(Mehlich I); pH 5,2 (relação solo:água, 1:2,5); 30 g kg-1 
de matéria orgânica; 0,25, 2,29 e 0,36 cmolc kg-1 de Al, 
Ca e Mg, respectivamente (extrator KCl 1 N); análise 
granulométrica de 550, 110 e 340 g kg-1 de argila, silte e 
areia, respectivamente. As amostras de solo para extração 
de DNA foram mantidas a ‑20oC.

Para determinação da diversidade funcional 
bacteriana, foi utilizada a metodologia descrita 
por Zak et al. (1994). As amostras de solo foram 
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suspendidas em 90 mL de solução salina (0,85% NaCl) 
e agitadas em um agitador de bancada (modelo 113, 
ICELL, Brasil) durante 30 min. Cerca de 5 mL dessa 
suspensão foram centrifugados a 1.900 g (Super T21, 
Sorvall, EUA) durante 15 min. Alíquotas de 120 μL do 
sobrenadante foram transferidas para cada cavidade das 
placas EcoPlate (Biolog, Inc., Hayward, CA, EUA), 
que foram incubadas no escuro durante cinco dias, a 
25°C. A suspensão de células bacterianas foi padronizada 
inicialmente por meio de diluições seriadas, e cada cavidade 
das microplacas continha cerca de 104 células por mililitro. 
Essa concentração de células foi padronizada pela leitura 
da densidade de células em espectrofotômetro (Lambda 
Bio, PerkinElmer, EUA) e pela contagem em placas. 
Cada placa é composta por três grupos de 31 substratos 
diferentes (ácidos carboxílicos, carboidratos, polímeros, 
aminoácidos, amidos), além do controle (cavidade 
sem substrato). A leitura das placas foi realizada por 
meio da medida da cor desenvolvida pela oxidação de 
substratos durante a respiração dos microrganismos em 
um espectrofotômetro leitor de placas (Labsystems, 
MultSkan, MS, EUA), em 590 nm, nos intervalos de 
24, 48, 72, 96 e 120 horas. A leitura de 72 horas foi 
utilizada para cálculos dos componentes da diversidade 
funcional por representar o tempo médio entre as 
leituras realizadas. Os componentes da diversidade 
funcional, atividade total, diversidade metabólica e 
índice de Shannon (H) foram estimados de acordo com 
Zak et al. (1994). Os valores da atividade total foram 
transformados utilizando-se a média das leituras dos 
31 substratos de cada amostra e repetição por AWCD 
(Average Well Colour Development), por meio da 
divisão da atividade de utilização dos substratos – 
leitura em absorbância (nm) da cor desenvolvida – em 
cada cavidade pelo valor médio da leitura da placa 
inteira (Garland & Mills, 1991). Os valores acima 
de zero foram considerados como reação positiva, 
e evidenciam a utilização de substratos e os valores 
negativos, a ausência de uso do substrato.

O delineamento experimental foi o inteiramente 
casualizado com três repetições, dez tratamentos 
de híbridos e nove tratamentos para as linhagens. 
A análise estatística foi realizada com o teste de 
Tukey, para detectar diferenças entre as médias. 
Os dados de utilização de substratos (S) e da atividade 
total (transformada) foram utilizados para análise 
de agrupamento (UPGA, Unweighted Pair‑Group 
Average) com o coeficiente de distância euclidiana e a 

análise de componentes principais (PCA) por meio do 
software Statistica, versão 6.0.

O DNA total da população de bactérias foi extraído 
a partir de 500 mg de solo das amostras descritas, 
com uso do protocolo do kit FastDNA SPIN Kit for 
Soil (Qbiogene, BIO 101 Systems, Carlsbad, CA, 
EUA). Os fragmentos de DNA foram amplificados 
com os iniciadores universais para bactérias F968 com 
grampo CG e R1401 (Nübel et al., 1996). A reação de 
amplificação (PCR) continha um total de 50 µL (uma 
unidade) de Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carslbad, 
CA, EUA), 50 μmol L-1 de cada dNTP, 2,5 mmol L-1 de 
MgCl2, 20 mmol L-1 de Tris‑HCl (pH 8,4), 50 mmol L-1 de 
KCl, 0,5 µL de formamida deionizada e 0,2 μmol L-1 de 
cada iniciador. O PCR foi realizado em um termociclador 
modelo 9700 (PerkinElmer, EUA) usando‑se: 94ºC por 
2 min, seguido de 30 ciclos de 94ºC por 1 min, 55ºC 
por 1 min e 72ºC por 2 min, com uma extensão final de 
10 min a 72ºC. Os produtos de PCR foram aplicados 
em gel com 6% de poliacrilamida, com gradiente 
de desnaturantes de 45 a 65%. Os gradientes foram 
formados a partir de soluções estoque de poliacrilamida 
(6%) que continha 0 e 100% de desnaturantes (ureia e 
formamida deionizada). A eletroforese foi realizada em 
uma unidade de DGGE D-Code (Biorad, Richmond, 
EUA) durante 16 horas a 60°C e 70 V, em tampão 
TAE 1X (40 mmol L-1 Tris‑Acetato, 1 mmol L-1 EDTA, 
pH 8,0). Após a eletroforese, o gel foi corado com 
prata de acordo com a metodologia de Creste et al. 
(2001) e fotografado em câmera digital. Como DNA 
controle da DGGE, foram utilizadas as espécies de 
bactérias Escherichia coli, Rhizobium leguminosarum, 
Agrobacterium tumefaciens, Azospirillum sp. e 
Bacillus thuringiensis.

Após a DGGE, os padrões de bandas obtidos foram 
comparados com uso da análise de agrupamento 
(UPGA, Unweighted Pair‑Group Average). As bandas 
mais proeminentes foram eluídas do gel de DGGE 
e novamente amplificadas por PCR para posterior 
identificação das espécies. O produto do PCR foi 
aplicado em um gel de agarose 1,5% (m/v), corado 
com brometo de etídio (1 μg mL−1) e visualizado em 
um transluminador de UV Eagle Eye II (Stratagene, 
La Jolla, CA, EUA). O produto de PCR foi extraído 
do gel e purificado com uso do Kit QIAquick Gel 
Extraction (Qiagen, Hilden, Alemanha) e, em seguida, 
sequenciado com o kit Big Dye Terminator versão 3.1 
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) em um 
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sequenciador ABI Prism 3100 (Applied Biosystems). 
As sequências obtidas foram identificadas usando o 
programa BlastN (Altschul et al., 1997) com o banco de 
dados Genbank (Blast, 2009) e o programa Seqmatch 
com o banco de dados RDPII (Cole et al., 2003).

Resultados e Discussão

A atividade de utilização dos substratos medida 
pelo desenvolvimento de cor (expressa em AWCD) foi 
diferente ao longo do tempo de incubação para cada 
amostra de extrato microbiano (Figura 1). A partir de 
48 horas de incubação, apareceram distinções entre os 
extratos microbianos das rizosferas.

Observou-se que os extratos bacterianos da 
rizosfera dos híbridos HS1 (E) e HS2 (E), cultivados 
em condições de baixo teor de P no solo, apresentaram 

maior atividade de utilização dos substratos que os 
demais durante o período de incubação das amostras 
(Figura 1 A). Em estudo realizado em condições de 
casa de vegetação, Brasil (2003) obteve resultados 
semelhantes de atividade metabólica microbiana na 
rizosfera desses mesmos genótipos, o que sugere que 
essa característica é inerente ao híbrido. As linhagens 
consideradas como eficientes no uso de P também 
apresentaram maior atividade de utilização de substratos 
(Figura 1 B) com baixo P. No entanto, o solo rizosférico 
da linhagem L22 (I) apresentou a mesma diversidade 
de bactérias (H) em condições de baixo P no solo 
(Tabela 1). Isto significa que as bactérias de linhagens 
eficientes da rizosfera utilizaram os mesmos substratos 
que as bacterias de linhagem ineficiente, porém com 
maior intensidade de utilização, demonstrada pelo 
desenvolvimento de cor. Estudos anteriores mostraram 

Figura 1. Soma da atividade total/AWCD (leitura em 590 nanômetros) de utilização de fontes de carbono do extrato microbiano em 
cada amostra de solo rizosférico de híbridos e linhagens cultivadas com alto e baixo  teores de P no solo. A, híbridos cultivados com 
alto teor de P; B, híbridos cultivados com baixo teor de P; C,  linhagens cultivadas com alto teor de P; D, linhagens cultivadas com 
baixo teor de P. Os híbridos: HT (E) ♦, HS1 (E) , HS2 (E) ▲, HS3 (I) x, HS4 (I) □, NRP (solo não rizosférico com alto teor de P) 
●, e NR (solo rizosférico com baixo teor de P) ○. As Linhagens: L3 (E)♦, L228 (E) , L22 (I) ▲, e testemunhas NRP e NR, 
x. E, refere‑se a genótipos eficientes no uso de P; I, refere‑se a genótipos ineficientes.
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correlação entre a densidade de células e a taxa de 
desenvolvimento de cor (Garland & Mills, 1991; 
Gomez et al., 2006). Segundo Marschner et al. (2001), 
a alta taxa de liberação de carbono orgânico pelas 
raízes favorece o aumento da densidade populacional 
de microrganismos na rizosfera, especialmente de 
bactérias, em relação ao restante do solo. Portanto, 
pode‑se sugerir que, na rizosfera de L3 (E) e L228 (E), 
ocorreu maior liberação de fontes de carbono, que 
favoreceram maior densidade de células de bactérias 
em situação de estresse de P. Vários estudos têm 
demonstrado que diferentes genótipos de planta 
influenciam a comunidade microbiana presente na 
rizosfera em razão da diferença na sinalização emitida 
pelas raízes como exsudatos, especialmente quando 
as plantas ou genótipos se encontram em situação de 
estresse mineral, como o de P (Hinsinger, 2001; Barea 
et al., 2005; Marschner et al., 2006).

O índice de diversidade de Shannon (H) indica 
maior diversidade em amostras com maior variedade 
de utilização de diferentes fontes de carbono. A escala 
de H para as placas EcoPlate varia de 0 a 4 (Zak 
et al., 1994). Na rizosfera dos genótipos estudados, 
as amostras coletadas apresentaram valores de H 
próximos de 3, com diferença significativa (p<0,05) 
entre genótipos eficientes e ineficientes e entre teores 
de P para cada cultivar. Houve efeito rizosférico na 
diversidade de espécies de bactérias para todos os 
genótipos com baixo P, exceto para HS4 (I). De maneira 

geral, amostras de solo com alto P tiveram menor 
diversidade metabólica da comunidade bacteriana quando 
comparadas às de baixo P, independentemente do genótipo 
(Tabela 1), o que é evidência de que a dosagem de P no solo 
pode ter influenciado a redução da atividade metabólica de 
bactérias nesses ambientes. Para o híbrido HT (E) isso não 
ocorreu, uma vez que a atividade metabólica de utilização 
de fontes de carbono e a diversidade funcional foram 
maiores com alto teor de P.

As comunidades bacterianas tiveram perfil distinto 
de utilização das fontes de carbono dependentemente 
da origem, como revelou a análise de agrupamento 
(Figura 2). A comunidade proveniente da rizosfera do 
híbrido HT em plantio direto (HT E PD) foi distinta da 
comunidade da rizosfera de HT em plantio convencional 
[HT (E) e HT(E) P], o que revela o efeito do tipo de 
cultivo sobre a diversidade funcional das bactérias na 
rizosfera de milho. Houve a formação de dois principais 
grupos funcionais de bactérias: um proveniente de solos 
rizosféricos com alto teor de P e outro predominante 
em solos com baixo teor de P, provenientes da rizosfera 
de genótipos eficientes, principalmente as linhagens 
eficientes, as quais se agruparam com a mata, sítio de 
alta diversidade microbiana. Amostras de rizosfera 
de híbridos (HT e HS2) e linhagens eficientes (L3 e 
L228) tenderam a agrupar‑se (Figuras 3 A e B), o que 
indica que as bactérias pertencentes a essas amostras 
fazem uso semelhante de fontes de carbono. A estrutura 
populacional das bactérias da rizosfera dos genótipos de 
milho foi mais influenciada pelo teor de P no solo do que 
pela eficiência da planta em utilizar esse elemento.

No dendrograma dos microrganismos da rizosfera das 
linhagens de milho, utilizadas neste trabalho, observou-
se a formação de um grupo distinto, a dois pontos de 
distância genética que continha o solo rizosférico 
das linhagens eficientes e ineficientes cultivadas em 
solos com baixo teor de P e solo de mata de cerrado, 
considerado como de alta diversidade (Figura 4 A). 
Observou‑se, também, que o perfil genético da 
comunidade bacteriana do solo NR com baixo teor de 
P foi distinto do perfil genético da população bacteriana 
na rizosfera das linhagens nessa mesma condição de P 
no solo, o que indica que houve efeito rizosférico dessas 
linhagens, dependendo do teor de P no solo.

Não ocorreram diferenças, na diversidade 
microbiana, entre a rizosfera de linhagens eficientes e 
não eficientes (Figura 4 A), o que sugere que o teor 
de P no solo foi o fator determinante da diferença na 
estrutura da população bacteriana total da rizosfera 

Tabela 1. Diversidade metabólica (índice de Shannon, H) de 
bactérias de amostras de solo rizosférico de cinco híbridos 
de milho e três linhagens eficientes (E) e ineficientes (I) no 
uso de P, em 72 horas de incubação em solo não rizosférico 
da área de baixo P (NR) e de alto teor de P (NRP) e mata(1).

(1)Médias seguidas de letras iguais não diferem entre si pelo teste de Tukey, 
a 5% de probabilidade. (2)P, genótipos cultivados em teor alto de P; sem a 
letra P, genótipos cultivados em teor baixo de P.
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de linhagens de milho contrastantes no uso de P. Essa 
ausência de diferença da comunidade microbiana entre 
linhagens de plantas observada por DGGE também foi 

encontrada por Gomes et al. (2001), Mota et al. (2002, 
2008) e Silva et al. (2003), ao estudar a diversidade 
e a dinâmica de comunidades bacterianas na rizosfera 
de cultivares de milho no Cerrado, usando TGGE 
e DGGE. Mota et al. (2008) encontraram diferenças 
no padrão de bandas de DGGE ao estudar a rizosfera 
de linhagens de milho em condições de estresse de 
alumínio comparadas com linhagens cultivadas sem 
estresse desse elemento. Semelhanças na composição 
da comunidade bacteriana de amostras de solo 

Figura 2. Análise de agrupamento (UPGA) da comunidade 
bacteriana dos solos, conforme a utilização dos substratos 
de cada tratamento (72 horas de incubação). Os solos foram 
cultivados com híbridos – HT (E), HS1 (E), HS2 (E), HS3 
(I), HS4 (I) HT (E) – e linhagens – L3 (E), L228 (E), L22 
(I) – de milho com elevada eficiência (E) ou  ineficiência 
(I) no uso de P, em condições de elevado (P) ou de baixo 
suprimento desse nutriente (ausência da letra P). NR, solo 
não rizosférico com baixo P; NRP, solo não rizosférico da 
com alto teor de P; NRD, solo não rizosférico de plantio 
direto; PD, plantio direto.

Figura 3. Análise bidimensional dos híbridos (A) e análise 
tridimensional das linhagens (B) por componentes principais 
(PCA), conforme a utilização de substratos após 72 horas de 
incubação. Híbridos e linhagens eficientes (E) ou ineficientes 
(I) no uso do fósforo. P, alto teor de P no solo.
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rizosférico de linhagens eficientes foram observadas na 
análise de componentes principais do perfil metabólico 
(Figura 3 B). Isso indica que podem ter ocorrido 
mudanças nas densidades populacionais de grupos 
específicos metabolicamente ativos sem alteração da 
densidade total na rizosfera desses genótipos. O padrão 
de bandas gerado na DGGE, pela população microbiana 

presente na rizosfera dos híbridos, revelou um perfil 
semelhante de bandas que indica não existir diferenças 
entre híbridos eficientes e ineficientes e entre os teores 
de P (Figura 4 B).

Algumas bandas – A, C, H e J, respectivamente 
(Figura 4, Tabela 2) –, identificadas como bactérias 
da subdivisão Gammaproteobacteria, da ordem 

Figura 4. Perfis de DGGE das comunidades bacterianas do solo não rizosférico de linhagens (A) e híbridos (B) de milho, 
eficientes (E) ou ineficientes (I) no uso do P, cultivadas em alto (P) e baixo teores de P. O dendrograma foi construído pelo 
coeficiente de distância euclidiana e pelo método de UPGMA. As fileiras C contêm os controles do DGGE com DNA puro de 
bactérias. Solos: Mata, NR e NRP, não rizosférico em parcelas com baixo e alto teor de P. As bandas relacionadas nos géis de 
DGGE (letras A a L) são identificadas na Tabela 2.
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Desulfuromonadales, do gênero Ruminococcus e da 
espécie Bacillus algicola, aparecem na rizosfera de 
genótipos do solo com estresse de P e em alguns casos 
desaparecem ou se tornam mais fracas com alto teor de 
P. Essa diferença pode estar relacionada a mudanças na 
rizosfera desses genótipos, ocasionadas pelo estresse 
de P (Marschner et al., 2006), o que confirma os 
dados encontrados utilizando-se a técnica de Biolog. 
Os resultados do presente trabalho estão de acordo 
com os encontrados por Benizri et al. (2002) e Baudoin 
et al. (2003), que constataram mudanças na estrutura 
populacional de espécies de bactérias em estudos sobre 
o efeito da aplicação direta de exsudatos radiculares de 
milho na microbiota.

Como o PCR‑DGGE da região rDNA 16S avalia 
a comunidade bacteriana predominante existente na 
rizosfera, metabolicamente ativa ou não (Prosser, 
2002), mudanças no perfil metabólico de cada espécie 
podem ser responsáveis pelas diferenças constatadas 

entre linhagens eficientes e ineficientes usando o 
EcoPlate. Entretanto, o uso de EcoPlate também tem 
sido questionado por gerar resultados apenas da fração 
da comunidade representada pelos microrganismos de 
crescimento mais rápido e cultiváveis, o que reflete 
o potencial metabólico e não a diversidade in situ 
(Nannipieri et al., 2003; Kirk et al., 2004). Portanto, 
os resultados encontrados ressaltam a importância da 
utilização conjunta das duas técnicas, o que também foi 
sugerido por outros autores (Kirk et al., 2004), uma vez 
que, por meio do DGGE, foi possível avaliar grupos 
bacterianos não cultiváveis em meio de cultura por 
Biolog EcoPlate, o que possibilita maior entendimento 
da interação microrganismo‑planta. Estudos futuros 
com uso de iniciadores específicos de gêneros ou 
espécies de bactérias poderão ser realizados para o 
refinamento da análise de DGGE.

Os mecanismos da interação planta‑microrganismos 
para melhoria do uso de P, realizados neste estudo e 
em outros anteriores (Oliveira et al., 2009), fornecem 
subsídios para a seleção de genótipos eficientes nos 
programas de melhoramento genético de milho e 
contribui para o manejo efetivo de sistemas agrícolas 
no Cerrado brasileiro (Alves et al., 1999; Picard et al., 
2008).

Conclusões

1. A estrutura da comunidade bacteriana da rizosfera 
de genótipos de milho contrastantes no uso de fósforo 
é mais influenciada pelo teor de P no solo do que pelo 
genótipo.

2. Em plantas de milho cultivadas em solo com baixo 
suprimento de P, ocorre maior diversidade funcional 
de bactérias do que em solo sem deficiência desse 
elemento.

3. Não há diferença entre o padrão de bandas gerado 
pela técnica de DGGE para as linhagens eficientes e 
não eficientes.

4. A técnica de EcoPlate é mais eficiente que a de 
DGGE para detectar as diferenças na estrutura da 
população rizosférica de bactérias entre genótipos 
eficientes e ineficientes na aquisição de P.
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