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Resumo — Os investimentos em pesquisas que possibilitam o uso de recur-
sos biolégicos na agricultura contribuem para uma produgao mais sustenta-
vel e economicamente viavel. O presente estudo teve como objetivo avaliar o
efeito da interagdo entre espécies de rizobactérias do género Bacillus e fungo
micorrizico arbuscular (FMA) Rhizoglomus clarum CNPMSO05 no gradiente de
desenvolvimento da folha e na biomassa e morfologia da raiz de plantulas de
milho (Zea mays L.). O experimento foi conduzido em casa de vegetacao na
Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas-MG, em 2019. Foram analisados em
plantulas de milho, com trés folhas totalmente desenvolvidas, o comprimento
e a largura de células epidermais na regiao do gradiente de desenvolvimento
da folha, a largura da folha, os pesos seco e fresco e caracteristica da mor-
fologia radicular (area, comprimento, didametro e volume). O delineamento
experimental foi em blocos casualizados com seis tratamentos e dois contro-
les, com dez repeticbes cada. As analises estatisticas mostraram diferencas
significativas entre os tratamentos empregando a micorriza e rizobactérias
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isoladamente ou em associagdo. Com relacao aos valores dos dados radi-
culares de biomassa, eles ndo superaram o controle. Quanto aos dados de
morfologia radicular, a maior area foi obtida no tratamento T2 (micorriza),
505 cm?. Para as caracteristicas de comprimento e volume, os tratamentos
envolvendo as rizobacterias isoladamente ou em associagcédo dessas tende-
ram a apresentar os maiores valores. Relativamente a analise foliar, todos os
tratamentos superaram o controle em relagdo ao comprimento final de célula,
alcancando ou até mesmo superando o controle positivo (acido giberélico). O
comprimento da zona de elongagéo foliar apresentou incremento em dois dos
seis tratamentos. Para as diferentes caracteristicas avaliadas em plantulas
de milho, aos 14 dias apoés plantio, os microrganismos empregados nesse
estudo influenciaram mais a elongacéo celular da folha do que biomassa e
morfologia de raiz.

Termos para indexagao: Bacillus sp., fungo micorrizico arbuscular (FMA)
Zea Mays L., plantula, morfologia radicular, comprimento e largura de célula.
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Interaction of mycorrhiza and rhizobacte-
ria in root development and in the elongation
gradient of maize leaf

Abstract — Investments in research that make possible the use of biological
resources in agriculture contribute to a more sustainable and economically
viable production. The present study aimed to evaluate the effect of the inter-
action of rhizobacteria species, genus Bacillus, and arbuscular mycorrhizal
fungus (AMF), Rhizoglomus clarum CNPMSO05, on the leaf development gra-
dient and on the biomass and root morphology of the maize seedlings (Zea
Mays L). The experiment was conducted in a greenhouse at Embrapa Milho e
Sorgo, Sete Lagoas, State of Minas Gerais, Brazil, in 2019. The maize seed-
lings with three expanded leaves were used to analyze the length and width
of epidermal cells in the developmental gradient along the leaf, radicular dry
and fresh weights and characteristic of root morphology (area, length, diam-
eter and volume). The experimental design was in randomized blocks with
six treatments and two controls, with ten repetitions each. Statistical analysis
showed significant differences between treatments using mycorrhiza and rhi-
zobacteria alone or in association. Regarding the biomass root data, they did
not exceed the control. As for the root morphology data, the largest area was
obtained with treatment T2 (mycorrhiza), 505 cm?. For root length and volume,
treatments involving rhizobacterias alone or in association tended to present
the highest values. Regarding leaf analysis, all treatments exceeded the con-
trol in relation to the final epidermal cell length, reaching or even surpassing
the positive control (gibberellic acid). The length of the leaf elongation zone
increased in two of the six treatments. For the different characteristics eval-
uated in maize seedlings, at 14 days after planting, the microorganisms had
more influence on leaf cell elongation than on root biomass and morphology.

Index terms: Bacillus sp., Arbuscular mycorrhizal fungus (AMF), Zea mays
L., seedling, root morphology, cell length and width.
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Introducao

A necessidade da preservacao dos recursos naturais manifesta a impor-
tancia do investimento em pesquisas que fagam da produgdo agricola uma
atividade sustentavel. Paulo e Serra (2015) apontam que a demanda mun-
dial por alimentos é alta, e os fertilizantes quimicos sao utilizados para que
se produzam alimentos suficientes para supri-la. Entretanto eles s&o consti-
tuidos por nitratos e fosfatos, que ao serem usados nas plantagdes podem
ser arrastados pela agua da chuva para os rios ou se infiltrarem na terra,
alcangando os lengois freaticos (Paulo; Serra, 2015). Isso resulta, segundo
os autores, em um fendmeno denominado eutrofizagdo, no qual o excesso
de nutrientes causa aumento de algas e plantas aquaticas, impedindo a pas-
sagem da luz solar, prejudicando o processo de fotossintese, o que diminui
a concentracdo de oxigénio na agua. As bactérias aerdbicas presentes na
agua também consomem parte do oxigénio dissolvido, fazendo com que falte
oxigénio para outras espécies, provocando sua morte (Paulo; Serra, 2015).

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) fazem parte
de uma gama de microrganismos que s&o benéficos ao solo e podem auxiliar
no desenvolvimento das plantas, porque podem colonizar o sistema radicular
e suprir parte da demanda por nutrientes como nitrogénio, fésforo e ferro,
além de produzir horménios de crescimento ou eliminar patdégenos do solo
(Melo, 1998).

Dentre as RPCP encontra-se o género Bacillus, pertencente a fami-
lia Bacilliaceae. Elas possuem forma de bastonete, sdo bactérias Gram-
positivas, formam esporos, e podem ser aerdbias ou anaerdbias facultativas
(Corréa, 2009).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) estabelecem associa¢des sim-
bidticas mutualisticas com raizes da maioria das espécies de plantas (Wang;
Qiu, 2006, Tawaraya 2003). Plantas em simbiose micorrizica apresentam, em
geral, maior capacidade de aquisicdo de agua e nutrientes (Tawaraya 2003).
O micélio fungico expande a area de solo explorada pelas raizes, ocorrendo
maior obtengao de nutrientes em um volume de solo maior, o qual ndo seria
alcancado sem as micorrizas (Souza et al., 2015; Berbara et al., 2006). As
plantas, por sua vez, fornecem aos fungos compostos organicos (agucares e
lipidios) em troca de agua e nutrientes (Bertolazi et al., 2010).
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O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inoculagdo de rizobactérias
do género Bacillus e FMA Rhizoglomus clarum no desenvolvimento radicular
e foliar de plantulas de milho (Zea mays L).

Material e Métodos

O experimento foi conduzido na Embrapa Milho e Sorgo, por um periodo
de quatorze dias, em condigbes de casa de vegetacdo, com sistema de con-
trole de temperatura e umidade, em que as médias de temperatura e umida-
de relativa foram 31 °C e 42,5%, respectivamente. As unidades experimen-
tais utilizadas foram tubetes contendo 250 g de solo de cerrado devidamente
autoclavado. Foi utilizado o hibrido simples de milho DKB 345 PRO e oito
tratamentos (Tabela 1). No plantio foram utilizadas duas sementes por tubete,
que foram implantadas verticalmente em covetas de 3 cm de profundidade.

O inoculante micorrizico foi produzido em cultivo monoxénico asséptico
com a estirpe Rhizoglomus clarum CNPMS05, segundo metodologia descrita
por Souza e Berbara (1999).

As rizobactérias empregadas s&o do género Bacillus e pertencem a cole-
¢ao da Embrapa Milho e Sorgo, com as seguintes identificagdes: rizobactéria
1 (Bacillus sp) e rizobactéria 2 (Bacillus sp., PSI06). A inoculacdo com as
rizobactérias foi efetuada através da aplicacédo de 0,5 mL de suspenséo de
células contendo 10® UFC/ ml (unidades formadoras de col6nias) sobre as
sementes, em cada tubete. O tratamento T5 (associagao das duas rizobacté-
rias) recebeu na coveta 0,5 mL de solugdo com a rizobactéria 1 e 0,5 mL de
solugdo com a rizobactéria 2.

Nos tratamentos T, e T, o fungo micorrizico arbuscular (FMA Rhizoglomus
clarum CNPMSO05) foi adicionado no fundo das covetas, em seguida foram
colocadas as sementes, e por ultimo foi colocada a solugdo contendo a
rizobactéria.

O controle nao recebeu inoculagéo alguma, servindo como testemunha do
crescimento natural da plantula. Em razdo de promover aumento no compri-
mento da zona de elongagéo da folha de milho, por meio do aumento no com-
primento da célula com concomitante redugéo na largura (Souza; MacAdam,
2001), o acido giberélico, horménio vegetal estimulador do crescimento e de-
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senvolvimento da planta, que atua juntamente com fatores ambientais como
a luz, a temperatura e a agua, foi utilizado como controle positivo (Gupta;
Chakrabarty, 2013). Em nosso estudo, o acido giberélico foi utilizado como
controle positivo em relagao a dados foliares, por causar aumento no compri-
mento da zona de elongacgao foliar, uma vez que promove fortemente o cres-
cimento da parte aérea com pouco efeito no alongamento da raiz (Tanimoto,
1990).

Tabela 1. Identificagdo dos tratamentos

Identificacao Tratamento

Controle (sem inoculagéo)
Fungo micorrizico arbuscular (FMA)
FMA + Rizobactéria 2
FMA + Rizobactéria 1
Rizobactéria 1 + Rizobactéria 2

Rizobactéria 2
Rizobactéria 1

Acido giberélico (sem inoculagzo)

o AW N s

~N o

e e e I I

®

A irrigagéo foi feita empregando uma abordagem pratica e simples. A pri-
meira irrigagdo ocorreu imediatamente antes do plantio, aplicando-se agua
ultrapura, em pequenas quantidades, até que as primeiras gotas drenassem
pela base dos tubetes. Dessa forma, assumiu-se que a umidade do solo den-
tro dos tubetes se encontrava na capacidade de campo. As irrigagdes foram
entdo realizadas diariamente, empregando o mesmo critério, ou seja, elevar
o solo a capacidade de campo, aplicando-se agua lentamente.

No segundo dia, o tratamento T, recebeu a solugdo de acido giberelico
na concentragdo de 3,6x10° M (Souza; MacAdam, 2001). O tratamento T,
recebeu essa solugédo no segundo, sexto e décimo dia, com mesmo volume
de irrigacéo do restante dos tratamentos; nos outros dias, ele recebeu agua
ultrapura como os demais.

No terceiro dia cada tubete recebeu 20 mL de solug¢ao nutritiva (Magnavaca
et al., 1987), sendo a concentragéo de P reduzida para 25% da concentragao
original.
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Os tubetes foram dispostos em mesa prépria sob o delineamento de blo-
cos casualizados. Essa mesa era rotacionada diariamente, visando garantir
que todos os tratamentos recebessem as mesmas condigdes de luminosida-
de dentro da casa de vegetacéo.

O experimento foi colhido no décimo quarto dia apds plantio, sendo cada
plantula cortada bem rente ao solo quando apresentava trés folhas totalmen-
te desenvolvidas. Na colheita, folhas e raizes foram preparadas para as ana-
lises posteriores.

As folhas foram retiradas uma a uma, de fora para dentro, e a folha in-
terna, quarta folha, foi utilizada para as analises e tomada dos dados. Da
folha de interesse cortou-se um fragmento de 11 cm a partir da base, tendo
a ligula como referéncia, o qual foi mantido em alcool etilico 96 °GL e a 4 °C
por 24 h para remog¢ao dos pigmentos. Apds as 24 h trocou-se a solugéo de
alcool etilico que permaneceu até o preparo da folha para analise microscé-
pica (Sprangers et al., 2016). As raizes foram retiradas dos tubetes, lavadas
em agua corrente e conservadas em etanol 96%.

As medigbes de comprimento e largura de células epidermais da folha,
parte abaxial, foram realizadas em microscépio 6tico, marca Olympus BX60,
nas magnificagdes de 200x ou 400x, dependendo do comprimento da célula.
Os fragmentos de folha foram montados em lamina, adicionados de glicerina
a 30%, cobertos com laminula, a qual foi selada com esmalte. O procedimen-
to foi realizado em cinco repeti¢cdes de cada tratamento, iniciando-se na base
da folha, tendo como referéncia a ligula, a medigdo do comprimento e lar-
gura das células, perfazendo o total de 6 cm. As medigbes foram realizadas
nas células das fileiras adjacentes a fileira de células estomatais, de forma a
selecionar consistentemente o mesmo tipo de célula, conforme descrito por
Sprangers et al. (2016). Essa mesma folha foi a utilizada para a medi¢ao da
caracteristica largura de folha, a qual foi tomada na parte mediana.

A anadlise morfolégica das raizes foi feita através do sistema WinRhizo
(WinRhizo, 2019), acoplado a um aparelho de aquisigéo de imagem (Scanner
- Epson Expression 10000 XL, Epson America, Inc., USA), sendo determina-
dos a area superficial, o comprimento, o volume e o diametro.

Foram realizadas também analises da biomassa das raizes, pesos fresco
e seco, das plantulas. Para determinagédo do peso fresco, as raizes foram
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retiradas do alcool e transferidas para tubos com agua ultrapura, na qual per-
maneceram de um dia para o outro. No dia seguinte, as raizes foram secas
em papel toalha, e o peso fresco foi obtido por meio de pesagem em balanga
analitica. As raizes foram armazenadas em envelopes de papel, e 0 peso
seco foi obtido apdés secagem em estufa a 80 °C por trés dias.

Para a analise estatistica dos dados, foi utilizado o delineamento experi-
mental em blocos casualizados com os oito tratamentos. Inicialmente foram
consideradas 10 plantas como repeti¢cdes para cada tratamento, mas em ra-
zao da ocorréncia de valores atipicos, algumas repeticdes foram excluidas
com uso do método de Grubbs (GraphPad Software, 2020). Foram analisa-
das as seguintes variaveis: pesos fresco e seco das raizes, largura da folha,
e os dados de morfologia obtidos por meio do WinRhizo. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, e as médias foram comparadas pelo teste
LSD, a 5% de probabilidade. As analises foram executadas utilizando-se o
programa Sisvar (Ferreira, 2011).

Resultados e Discussao

Para a caracteristica largura da folha (Tabela 2) houve diferenca signifi-
cativa entre os tratamentos, e no teste de médias o tratamento T, (micorri-
za) apresentou o menor valor para largura de folha de plantulas, 1,16 cm,
sendo que os demais tratamentos nao diferiram entre si. Em estudos com
Glomus tortuosum em milho, Xu et al. (2016) mencionam que a largura da
folha aumentou consideravelmente. Entretanto, os dados foram obtidos de
plantas de milho de sete semanas, e em nosso estudo eram de duas sema-
nas. Provavelmente, esse menor periodo de tempo nao foi suficiente para
se verificar alteragéo nessa caracteristica. Estudos envolvendo largura foliar
sado importantes, uma vez que Guimaraes et al. (2002) verificaram que, em
alguns hibridos de milho, a area foliar de folhas avulsas correspondia a %
do produto entre a largura maxima da folha e seu comprimento. Além disso,
equagdes matematicas que correlacionam comprimento e largura de folhas
com a area real servem como estimadores eficientes do desenvolvimento
foliar das plantas de milho (Mondo et al., 2009).
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Tabela 2. Largura foliar em resposta a inoculagéo com rizobactérias (Bacillus sp) e
FMA Rhizoglomus clarum .

1,64 a,
1,16 a,
1,72 a,
1,58 a,
1,72 a,
1,58 a,
1,64 a,
8 1,50 a, a,
CV% 20,57

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si pelo teste LSD a 5% de
probabilidade. A identificacdo dos tratamentos esta descrita na Tabela 1.

@w N

R R T =
N~ o o »

_|

CV% - Coeficiente de variagéo

A Anova (dados ndo mostrados) apresentou diferenga significativa para
peso fresco de raiz, e pelo teste de médias verifica-se que os tratamentos T,
(micorriza), T, (micorriza + rizobactéria1) foram os que apresentaram signi-
ficativamente os menores valores, respectivamente, 0,22 g e 0,28 g (Tabela
3). Diferenga significativa foi também apresentada para peso seco, e por
meio do teste de médias verifica-se que os tratamentos T, (micorriza), T,
(micorriza + rizobactéria 2), T, (micorriza + rizobactéria 1) apresentaram os
menores valores, respectivamente, 0,033g, 0,037g e 0,030g. Entretanto as
rizobactérias quando utilizadas isoladamente, ou em associagéo, tratamen-
tos T,, T, e T,, tenderam a apresentar valores mais elevados, sendo a maior
média de 0,052g, tratamento T, (rizobactéria 1). Nos tratamentos onde se
empregou a micorriza, os pesos seco e fresco apresentaram valores me-
nores. Trabalhos com milho avaliando biomassa de raiz em tratamento com
micorriza, e que apresentaram aumentos, foram conduzidos por sete ou mais
semanas (Salgado et al., 2017), periodo de tempo muito superior ao empre-
gado nesse trabalho, que foi de 2 semanas. Possivelmente, esse periodo nao
foi suficiente para se verificar consideravel aumento nos pesos fresco e seco
de raiz, principalmente nos tratamentos envolvendo micorriza, cujos valores
foram inferiores ao controle.

A Anova (dados ndo mostrados) apresentou diferengas significativas para
as caracteristicas de raiz avaliadas por meio do WinRhizo: area, comprimen-
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to, diametro e volume de raiz (Tabela 3). O teste de médias mostra que, em
relagéo a area de raiz, o tratamento T, (micorriza) apresentou o maior valor,
505 cm?, sendo superior ao controle. Entretanto, n&o diferindo de T, (micorri-
za+rizobactéria 2), T, (rizobacteria1+rizobacteria2) e T, (rizobactéria 1), cujos
valores variaram, respectivamente, 455, 423 e 431 cm?. Contudo, o menor
valor foi apresentado por T, (micorriza + rizobactéria 1), 340 cm?. Verifica-se
que os valores isolados da micorriza (T,) e da rizobactéria 1 (T,) foram supe-
riores em relagdo ao valor destes tratamentos utilizando-as conjuntamente
(T,)- Quanto ao diametro, os tratamentos T, (rizobactéria 1+ rizobactéria 2)
e T, (acido giberélico) apresentaram os menores valores, 0,378 mm e 0,365
mm, sendo que os demais nao diferiram do controle ndo inoculado. O de-
senvolvimento da area radicular esta ligado diretamente com a eficiéncia da
planta na aquisicdo de nutrientes e agua do solo (Souza et al., 2018), sen-
do as raizes finas sobretudo importantes na ciclagem da agua, nutrientes e
carbono.

Importante verificar na Tabela 3 que tanto para as rizobactérias isolada-
mente quanto para a associagédo de ambas, os valores de comprimento e
volume de raiz tenderam a ser maiores. Os valores médios observados de
comprimento e volume de raiz foram, respectivamente, 764 cm e 0,879 cm?®
para T, 713 cm e 0,904 cm® para T e 758 cm e 0,952 cm?® para T,. Souza
et al. (2018), utilizando rizobactéria do género Bacillus em milho em con-
dicbes hidropdnicas, verificaram aumento da area de superficie radicular.
Similarmente, Velloso (2019), empregando Bacillus thuringienses B116 e B.
megaterium B119, verificou aumento da area de raizes grossas, em genoti-
pos de milho, contudo em condig&o de estresse hidrico.
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Avaliar o efeito dos microrganismos no comprimento da zona de elon-
gacgéo foliar &€ extremamente importante, uma vez que o crescimento é go-
vernado pela elongacédo celular e taxa de divisao celular (Sprangers et al.,
2016). Os graficos de comprimento (Figura 1) das células epidermais ao
longo da regido de desenvolvimento foliar foram elaborados empregando o
programa tablecurve-2D (Systat Software Inc., San Jose, Califérnia). A curva
gerada por esse programa, e que melhor se ajustou aos dados biolégicos,
facilitando identificar a regido de cessamento da elongacao celular foi Eq
8189 EMGCum (a, b, ¢, d, e). Verifica-se no cabecalho dos graficos da Figura
1 que os coeficientes de determinagéo (r?) apresentaram valores elevados,
variando de 0,57 a 0,82.

Em relagdo a média da largura e comprimento das células epidermais ao
final da zona de elongacéo foliar (dados nao mostrados), os resultados foram,
respectivamente: T, controle n&o inoculado (29 e 157 ym), T,-micorriza (29 e
200 pm), T,-micorriza + rizobactéria 2 (28 e 192 ym), T,-micorriza + rizobac-
téria 1 (32 e 186 um), T_-rizobactéria 1 + rizobactéria 2 (34 e 204 um), T-
rizobactéria 2 (31 e 202 uym), T -rizobactéria 1(26 e 197 ym) e T -acido gibe-
rélico, controle positivo (23 e 188 um). Verifica-se que todos os tratamentos
superaram o controle em relagdo ao comprimento final de célula, alcangando
o controle positivo (acido giberélico). Em plantulas de milho, cultivadas em
solo com acido giberélico, Souza e MacAdam (2001) verificaram aumento
no comprimento e na redugdo na largura de células epidermais na zona de
elongacéo celular. O mesmo foi obtido nesse trabalho, em que o tratamento
com acido giberélico (T,) foi utilizado como controle positivo por aumentar o
comprimento da célula, permitindo demonstrar que os microrganismos em-
pregados nesse estudo superaram o controle.

Na Figura 1, considerando o ponto de inflexdo, a partir do qual a curva
nao mais apresenta crescimento (seta vermelha), os valores do comprimento
da zona de elongagéo celular nos diferentes tratamentos foram, aproximada-
mente, T, controle (2,60 cm), T,-micorriza (2,80 cm), T,-micorriza + rizobac-
téria 2 (2,60 cm), T,-micorriza + rizobactéria 1 (3,50 cm), T -rizobactéria 1 + ri-
zobactéria 2 (4,50 cm), T-rizobactéria 2 (2,60 cm), T_-rizobactéria 1(2,60 cm)
e T,-acido giberélico, controle positivo (4,20 cm). Em relag&o ao controle, os
tratamentos T, (micorriza + rizobactéria 1) e T, (rizobactéria 1 + rizobactéria 2)
foram os que se destacaram, sendo que a associagao das duas rizobactérias,
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Figura 1. Graficos de distancia da base da folha, tendo a ligula como referéncia x
comprimento da célula em resposta a inoculagdo com rizobactérias do género Bacillus
e com FMA Rhizoglomus clarum CNPMSO05. Seta vermelha indica o ponto de inflexdo
na curva de crescimento, a partir do qual ndo se tem mais crescimento no sentido do
comprimento da célula.
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T,, foi superior ao controle positivo (Figura 1). Em milho e arroz, Ahmad et al.
(2017) obtiveram aumento no comprimento da parte aérea e de raiz no trata-
mento com B. subtilis estirpe 330-2. Crescimento no sentido da expanséo e
caracteristicas relacionadas a este, como comprimento final, area ou volume
de diferentes érgaos, determinam importantes fun¢des da planta como a in-
terceptacao de luz e transpiracado por meio da area foliar e extragdo de agua
via comprimento de raiz (Dignat et al., 2013).

Para determinadas caracteristicas, principalmente na zona do gradiente
de desenvolvimento foliar, os microrganismos empregados nesse estudo fo-
ram capazes de influenciar a elongacéo celular.

Conclusoes

Nesse estudo, com plantulas de milho, verificou-se que a inoculagdo com
micorriza foi capaz de aumentar a area de raiz, e a inoculagédo com as ri-
zobactérias, isoladamente ou em associagéo, tendeu a apresentar maiores
valores para comprimento e volume de raiz. Em relagao a biomassa de raiz,
pesos seco e fresco foram menores nos tratamentos envolvendo micorriza.
Este resultado se deve, provavelmente, ao fato de que o periodo de 14 dias
apo6s plantio, para colheita do experimento, ndo tenha sido suficiente para
permitir as plantulas expressarem efeito da micorriza nessa caracteristica.

Relativamente a média do comprimento das células epidermais ao final da
zona de elongacao foliar, verificou-se que todos os tratamentos foram supe-
riores ao controle, alcangando o controle positivo (acido giberélico), permitin-
do demonstrar incremento nessa caracteristica em razdo dos microrganismos
empregados nesse estudo. E os tratamentos, T, (micorriza + rizobactéria 1)
e T, (rizobactéria 1 + rizobactéria 2) apresentaram aumento no comprimento
da zona de elongagéo foliar, em relagéo ao controle, sendo que o T, superou
o controle positivo.
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