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RESUMO

A olivicultura brasileira se instituiu por volta do século XIX, nas regides altas da Serra
da Mantiqueira, Minas Gerais e, posteriormente, para o Sul do Brasil. Entretanto, o
cultivo em escala comercial ainda n&o se estabeleceu, em virtude da falta de inves-
timentos em estudos relacionados ao manejo do solo, mudancas climaticas, dificul-
dades de floracéo e frutificacdo da espécie e outros fatores que interferem, de forma
direta, na producao desta cultura. Devido a esses aspectos, 0 pais importa de pai-
ses tradicionalmente produtores quase todo azeite e azeitona consumidos. Diante da
necessidade de estudos alternativos relacionados a producao de mudas de oliveira,
este trabalho teve como objetivo analisar o potencial biotecnoldgico da coinoculacéo
de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e rizobactérias no crescimento de mu-
das, em condi¢gbes controladas. Para isso, conduziram-se trés experimentos simul-
taneamente, em delineamento inteiramente casualizado, esquema fatorial (3x3+1),
sendo um para cada cultivar de oliveira (Arbequina, Maria da Fé e Grappolo 541),
com 3 isolados de rizobactérias (Pseudomonas sp., Paenibacillus spl. e Paenibaci-
llus sp2.) combinados com 3 espécies de FMAs (Acaulospora scrobiculata, Gigaspo-
ra rosea e Rhizophagus clarus) e um controle total (sem fungo e sem bactéria), com
trés repeticdes por tratamento, totalizando 90 unidades experimentais. Foram avali-
ados, apos 12 meses de conducgédo, a altura, diametro do caule, numero de folhas,
matéria fresca de raiz, matéria seca da parte aérea, teor e acimulo de N e P, inten-
sidade e porcentagem de colonizacdo radicular, comprimento de micélio extrarradi-
cular ativo e total e nUmero de esporos. Os resultados foram analisados pelo teste
de Skott e Knott e correlacdo de Pearson. Houve efeito da coinoculacdo para cada
cultivar, sendo para a cultivar Arbequina maior producdo de matéria seca na parte
aérea e para a cultivar Maria da Fé acumulos significativos de nitrogénio na parte
aérea. Quanto aos fungos micorrizicos arbusculares, destacou-se Acaulospora scro-
biculata para todas as cultivares. A analise de correlacdo de Pearson confirmou que
o efeito no crescimento das mudas esteve diretamente relacionado com a formacao

de micorriza.

Palavras-chave: Olivicultura. Micorriza. Bactérias promotoras de crescimento de

plantas. Inoculante.



ABSTRACT

Brazilian olive cultivation was instituted around the 19th century, in the high regions
of the Serra da Mantiqueira, Minas Gerais and, later, to the South of Brazil. However,
commercial scale cultivation has not yet been established due to the lack of invest-
ments in studies related to soil management, climatic changes, flowering difficulties
and fruiting of the species and other factors that directly interfere its production. Due
to these aspects, the country imports from traditionally producing countries almost all
olive oil and olive consumed. In view of the need for alternative studies related to the
production of olive tree seedlings, this work aimed to analyze the biotechnological
potential of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) and rhizobacteria in the growth of
seedlings under controlled conditions. For this, three experiments were conducted
simultaneously in a completely randomized design, with factorial arranje (3x3+1), one
for each olive cultivar (Arbequina, Maria da Fé and Grappolo 541), with three rhizo-
bacterial isolates (Pseudomonas sp., Paenibacillus spl. and Paenibacillus sp2.)
combined with 3 species of AMF (Acaulospora scrobiculata, Gigaspora rosea and
Rhizophagus clarus) and a total control (without fungus and without bacteria), with
three replicates per treatment, totaling 90 experimental units. The height, stem diam-
eter, number of leaves, fresh root matter, shoot dry matter, N and P concentration
and accumulation, intensity and percentage of root colonization, active and total ex-
trarradicular mycelium length, and number of spores were determined after 12
months. The results were analyzed by the Skott and Knott test and Pearson's corre-
lation. There was effect of the co-inoculation for each cultivar, with greater aerial
shoot dry matter production by Arbequina cultivar, and significant accumulations of
nitrogen in the aerial part by Maria da Fé cultivar. Regarding the arbuscular mycor-
rhizal fungi, Acaulospora scrobiculata showed outstanding effect. Pearson's correla-
tion analysis confirmed that the effect on seedling growth was directly related to my-

corrhiza formation.

Key-words: Olive cultivation. Mycorrhiza. Plan growth promoting bacteria. Inoculant.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Mecanismos usados pelos FMAs e RBPC na melhoria do crescimento de
0] = ] ¢= LRSS 29
Figura 2- Plantio das estacas das trés cultivares de oliveira em canteiros de
PPOPBGAGED. ...ttt 32
Figura 3 - Transplantio das estacas de oliveira para sacos de polietileno de 1,5 kg
contendo uma parte de areia e duas partes de substrato. ..........cccccceeeveiieiieiiiiiiinnnnn. 33
Figura 4 - A. Coinoculagdo dos microrganismos: Inoculacdo dos esporos das
espécies de FMAS; B. Inoculacdo das rizobactérias. ...........ccccceeeeeeeieei e 34
Figura 5 — Medicbes da altura (A) e diametro do caule (B) das mudas de oliveira...35
Figura 6 — A. Solo sendo colocado nos sacos plasticos; B. Raizes sendo separadas
em sacos plasticos; C. Detalhe do papel toalha na abertura de cada saco plastico
com o solo; D. Amostras de solo em camara fria. ... 36
Figura 7 — A. Lavagem das raizes em agua corrente; B. Raizes dispostas sobre
bancada em papeis toalhas para secagem em temperatura ambiente; C. Pesagem

das raizes em temperatura ambiente; D. Armazenamento das raizes em alcool 70%.

Figura 8- A. Parte aérea das plantas em estufa; B. Parte aérea das plantas sendo
pesada apis secagem €m EStUFAL.........oooviiiiiii i 38
Figura 9 — A. Raizes colocadas em cassetes; B. Amostras das raizes com KOH em
(oF=T o] Lo e g o - P 39
Figura 10 - Disposi¢cdo dos segmentos de raizes em lamina de microscopia para
observacdo em microscopio No aumento de 100X. ........ceevveeeeirieieiiiiiiiee e eee e, 39
Figura 11 — Estruturas fangicas de FMA observadas nas diferentes cultivares de
oliveira no aumento de 100X. Estruturas indicadas por setas. ESP. Esporos; H. Hifas;
RV S T =] (o U] = T 40
Figura 12 - Amostras de raizes em placa quadriculada para analise da porcentagem
de COoloNIZAGAOD MICOITIZICA. ...cceeee e 41
Figura 13 — A. Amostras de solo umido nos cadinhos metalicos; B. Pesagem de
amostra com solo em balanca analitica antes da secagem em estufa; C. Cadinhos
com as amostras em estufa de secagem; D. Pesagem de amostra com solo em

balanca analitica depois da secagem em estufa. ...........cccccuvummiiiiiiiiiiiiiii. 42


file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188142
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188142
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188144
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188144
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188144
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188145
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188145
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188145
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188145
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188146
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188146
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188147
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188147
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188149
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188149
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188149
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188151
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188151
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188151
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188151

Figura 14 — A. Pesagem do solo; B. Adicdo de 500 mL de agua; C. Suspensédo
sendo mexida; D. Peneiramento em peneiras de malha de 0,500 mm e 0,250 mm
(=70 0 10 U o 11 To> T o T 2P 43
Figura 15 — A. Agitacdo por 30 s; B. Retirada de 500 mL da amostra com uma
proveta; C. Peneiramento em peneira de malha 0,045 mm; D. Recolhimento de 11
mL da amostra; E e F. Transferéncia do retido para frascos de vidro........................ 44
Figura 16 - A e B. Filtracdo a vacuo em membrana de triacetato de celulose; C.
Colocacédo da membrana em lamina de vidro; D. Demarcacdo dos campos de 8x8
para 0DSErvaga0 €M MICTOSCOPIBL .. .uuuuuuuuiiiutiiiiiiiiiitiieiia bbb enaneeee 45
Figura 17- A. Volume de 50 mL de solo; B. Substrato sendo colocado em um
béquer; C. Agua sendo colocada no béquer; D. Agitacdo uniforme com bastio de
vidro; E. Peneirameto; F e G. Resultado do peneiramento sendo transferido para
tubos de centrifuga; H. Centrifugacédo a 3000 rpm por 3 Minutos. ..........ccevvvveeeeeeenn.. a7
Figura 18- A. Descarte do sobrenadante; B. Adicdo de sacarose 50%; C. Agitacao
da suspenséo de sacarose e esporos; D. Centrifugacdo a 2000 rpm por 2 minutos;
E.Transferéncia para peneira de malha 0,045mm; F e G. Lavagem seguida da
transferéncia para um recipiente de vidro; H. Observacdo dos esporos em lupa
microscopica em aumMeNto AE 40X, ......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e e 48
Figura 19 - Efeito da interacdo entre FMAs e rizobactérias na cultivar de oliveira
Arbequina, sobre: A-Altura; B-Diametro; C-Matéria fresca de raiz; D-Matéria seca
parte aérea; E-Teor de P; F-Acumulo de P; G-MET.. .....ccccooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee, 50
Figura 20- Efeito dos FMAs na cultivar Arbequina, sobre: A-Numero de folhas; B-
Teor de N; C-Acumulo de N; D-Intensidade de colonizagéo radicular; E-Porcentagem
de colonizacéao radicular; F-NUMero de @SPOr0S...........cceevuruivuuiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeaennnnns 53
Figura 21- Efeito da interacdo entre FMAs e rizobactérias na cultivar de oliveira

Maria da Fé, sobre: A-Numero de folhas; B-Teor de N; C-AcUmulo de N; D-

Figura 22 - Efeito dos FMAs na cultivar de oliveira Maria da Fé, sobre: A-Altura; B-
Diametro; C-Matéria seca parte aérea; D-Teor de P; E-Acumulo de P; F-Intensidade
de COIONIZAGAOD FATICUIAN. .........uuiiiiiiiiiiiiii et e 60
Figura 23 - Efeito isolado entre FMASs e rizobactérias na cultivar de oliveira Maria da

Fé, sobre: A-Matéria fresca de raiz; B-NUMero de eSporos.. .........ccoevvvvieeeeeeeeeeeennnns 61


file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188152
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188152
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188152
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188153
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188153
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188153
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188154
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188154
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188154
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188155
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188155
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188155
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188155
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188156
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188156
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188156
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188156
file:///D:/Downloads/Materiais%20para%20o%20desenvolvimento%20do%20projeto%20de%20dissertação%20para%20o%20mestrado/DISSERTAÇÃO-COMECEI%20A%20ESCREVER/Versões%20Dissertação%20com%20todas%20as%20partes/DISSERTAÇÃO%20ROGERIO-V5-VERSÃO%20FINAL%20-%20Cópia.docx%23_Toc508188156

Figura 24- Efeito da interagdo entre FMAs e rizobactérias na cultivar de oliveira
Grappolo 541, sobre: A-Diametro; B-Teor de N; C-Porcentagem de colonizacdo
radicular; D-MET; E-NUMEro de @SPOrOS.. .....iiiieeeeieeeeiiiiiieeeeeeeeeeeninns e e e eeeeeeennnnnnnnns 64
Figura 25- Efeito dos FMAs na cultivar de oliveira Grappolo 541, sobre: A-Altura; B-
Numero de folhas; C-Matéria fresca de raiz; D-Matéria seca parte aérea; E-Teor de
P; F-Acumulo de N; G-Acumulo de P; H-Intensidade de colonizag&o radicular......... 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1-Matriz de correlacdo de Pearson para a cultivar Arbequina.......................
Tabela 2- Matriz de correlacédo de Pearson para cultivar Mariada Fé......................

Tabela 3- Matriz de correlagdo de Pearson para cultivar Grappolo 541 ...................



SUMARIO

L INTRODUGAO ..ottt eaennanas 14
2 OBIETIVOS ..o 16
P @ o] =110 T =T - | S 16
2.2 ObjetiVOS ESPECITICOS .uvvvreiiii i e e e e e 16
3 FUNDAMENTAGAO TEORICA ......coouieiieieeee et en e en e 17
3.1 Aspectos gerais da OlIVEIra ... 17
3.2 Produgao de mudas de OlIVEIra............coovviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 20
3.3 Importancia dos fungos micorrizicos arbusculares e sua interacdo com a
(o0 0T =W b= 0 11V = T - PP 22
3.4 Rizobactérias e sua relacdo com a cultura da oliveira .........cccccccevvvvveeeeeeennnnnn. 25
3.5 InteracBes de FMAs e rizobactérias em culturas diversas..........ccccccvvvvveeennnn.. 27
4 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt e ete et e e e eaeeae e 31

4.1 Montagem do experimento e enraizamento das mudas das cultivares de
oliveira coinoculadas com FMAs e rizobactérias na casa de vegetacdo da FEMF 31

4.2 Acompanhamento do crescimento e desenvolvimento das mudas das
cultivares de oliveira COINOCUIAAAS............uiiiieieiiiiiiiiiiie e 34

4.3 Desmontagem do experimento e preparo de amosStras ........cccccevvveeveeeeeeeeeeenn. 35
4.4 Intensidade de colonizacao radicular por fungos micorrizicos arbusculares....38

4.5 Porcentagem de colonizacao radicular por fungos micorrizicos arbusculares.41

4.6 Umidade das amostras de SUDSIIAt0...........ccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee 41
4.7 Preparo das amostras para extracdo do micélio extrarradicular total .............. 42
4.8 NUMEIO 8 ESPOIOS. ...cciiiiuiiiieeieeeee e e e e ettt e e e e e e e e assabee et eeaeeeseannnbaneeeeaaeeaaaanns 46
4.9 ANAlISES ESTALISHICAS. .. eiviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee ettt 48
5 RESULTADOS E DISCUSSAOD ......coviiiiiieieecieeeeeeee e 49
5.1 Cultivar ArbequINa..........cooooiiiiiiii 49
5.2 Cultivar Maria da Fé...........cooiiiiiiiieeeeeeeeeee e 57
5.3 Cultivar Grappolo 541 .......ccooiiiiiiiiiii 64
B CONCLUSOES ..ottt ettt 70

REFERENCIAS ..o oo ettt 71



14

1 INTRODUCAO

A olivicultura brasileira ainda € considerada um negocio recente quando em
comparacdo com a da maior parte dos paises da Europa, Asia, América do Norte e
Oriente Médio. Atualmente, o Brasil situa-se entre os 10 paises mais consumidores
de azeite do mundo, o0 que o torna um grande importador deste 6leo vegetal (IN-
TERNATIONAL OLIVE OIL COUNCIL, 2017).

O cultivo da oliveira no Brasil foi iniciado nas areas mais altas da Serra da
Mantiqueira, em Minas Gerais, e vem estimulando produtores, visto que os benefi-
cios a base de produtos oriundos da oliveira, como azeite e azeitona, estdo sendo
cada vez mais difundidos a populacdo (BRASIL, 2012; VIEIRA NETO et al, 2011b).
A Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), por meio da Fa-
zenda Experimental de Maria da Fé (FEMF), ja vem desenvolvendo trabalhos com
diversas cultivares de oliveiras, com estudos desde enraizamento das estacas, me-
Ihores épocas de coleta e armazenamento destas e producédo de frutos (OLIVEIRA
et al., 2009a; SILVA et al., 2012a).

A maior parte dos estudos com oliveira no Brasil e em diversos paises do
mundo tem sido direcionada para producdo e manejo, enquanto poucos sao relacio-
nados a fatores de ordem bioldgica, que auxiliam na produtividade de culturas (VI-
EIRA; MELLONI; VIEIRA NETO, 2011). Dentre esses fatores de ordem bioldgica que
afetam a produtividade de culturas, encontram-se a atuacdo dos fungos micorrizicos
arbusculares e das rizobactérias, cujos efeitos séo registrados em literatura cientifica
ha anos. No Brasil, os trabalhos de Ferreira et al. (2015), Silva et al. (2017) e Vieira,
Melloni e Vieira Neto (2011) e foram os pioneiros com relacdo ao uso de microrga-
nismos na cultura da oliveira.

Internacionalmente, trabalhos com uso de microrganismos capazes de esta-
belecer interacdo com plantas de oliveira, como os fungos micorrizicos arbusculares,
sdo relatados em varios paises, principalmente no que diz respeito ao crescimento e
absorcdo de nutrientes (BATI; SANTILLI; LOMBARDO, 2015; BINET et al., 2007;
ESTAUN et al., 2003; MALIK; NUNEZ; MCKEEVER, 2017; TEKAYA et al., 2017),
protecdo contra patégenos (CASTILLO et al., 2006; MECHRI et al., 2015), aumento
de tolerancia em situagfes de estresse ambiental (CALVO-POLANCO et al., 2016;
MEDDAD-HAMZA et al., 2017; MEKAHLIA; BEDDIAR; CHENCHOUNI, 2013; POR-
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RAS SORIANO et al., 2009) e sobrevivéncia ap0s transplantio para o campo (BOM-
PADRE et al., 2014; MEDDAD-HAMZA et al., 2010; PORRAS PIEDRA et al., 2005).

De maneira semelhante, trabalhos com rizobactérias, outro grupo de micror-
ganismos que podem associar a oliveira, relatam o aumento da protecdo contra pa-
tdgenos com o uso de rizobactérias (ARANDA et al., 2011; SCHILIRO et al., 2012),
enraizamento de estacas (MONTERO-CALASANZ et al., 2013; PEYVANDI et al.,
2010) e crescimento de plantas pela producédo de hormoénios vegetais (EL TAWEEL,;
OMAR; SHAHEEN, 2014)

O estabelecimento da associacado micorrizica e de rizobactérias em oliveira
sao retratados positivamente, mas de maneira isolada. Por isso, ha a necessidade
de investigar o efeito desses microrganismos quando coinoculados em oliveira, pro-
cesso que ocorre naturalmente, o que abririam maiores possibilidades de producéo

sustentavel de olivais e postos de trabalho para agricultores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da coinoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares e ri-

zobactérias no crescimento e desenvolvimento de mudas de cultivares de oliveira.

2.2 Objetivos especificos

Determinar varidveis de crescimento e desenvolvimento, em mudas de culti-

vares de oliveira coinoculadas.

e Determinar variaveis microbiologicas relacionadas a formacéo de micorriza.

e Comparar o efeito da coinoculagéo no crescimento de mudas de cultivares de
oliveira.

e Analisar a relacdo entre as varidveis de crescimento e as microbiologicas, pa-

ra cada cultivar de oliveira.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos gerais da oliveira

A oliveira (Olea europaea L.) € uma planta de porte arboreo que pertence a
familia botanica Oleaceae, produz frutos comestiveis e apresenta um ciclo de vida
perene, destacando-se por sua longevidade (COUTINHO et al., 2015; SANTOS et
al., 2015). Os frutos s&o denominados azeitonas, sendo estes consumidos in natura,
como as azeitonas de mesa, ou usados para extracdo do azeite que, assim como as
azeitonas de mesa, sdo consumidos mundialmente (WREGE et al., 2009).

A origem da espécie compreende uma regido extensa do mediterraneo, que
vai desde o sul do Caucaso até o Egito (COUTINHO et al., 2015). Por ser uma plan-
ta de clima temperado e apresentar estrutura xerofitica, ou seja, com adaptacdes
para viver em ambientes de clima seco, se desenvolve satisfatoriamente até mesmo
em ambientes com baixos indices pluviomeétricos e verdes extensos (WREGE et al.,
20009).

Diferentes fatores climaticos influenciam no crescimento e desenvolvimento
dessa espécie, como temperatura, clima, umidade relativa e pluviometria. Neste con-
texto, apés o desenvolvimento de diversos trabalhos com plantio de oliveiras em pa-
ises do mediterraneo, verificou-se que a temperatura adequada para a ocorréncia de
frutificacéo efetiva, chamada de fruit set, deve ser de 25°C a 35°C, porém, as olivei-
ras tém capacidade de suportar temperaturas proximas a 40°C, sem que ocorram
gueimaduras nos ramos e folhas (ALBA; FLORES; WREGE, 2013). Temperaturas a
partir de 10°C dao inicio a floracéo e, entre 15°C e 20°C ocorre a plena floracdo da
espécie (NAVARRO; PARRA, 2008). No entanto, temperaturas abaixo de 12°C im-
pedem o seu crescimento (TAPIA et al., 2003).

Com relacdo a pluviometria, a espécie necessita de distribuicdo regular de
chuva, em média, de 650-800 mm por ano (ALBINANA, 2002; COUTINHO, 2007). A
umidade relativa na fase de frutificacdo deve ficar entre 60 a 80%, caso contrario hi
o comprometimento da viabilidade do estigma (WREGE et al., 2009). Descri¢coes
mais detalhadas sobre a influéncia dos fatores climaticos na espécie podem ser ob-
tidas em Alba, Flores e Wrege (2013) e Wrege et al. (2009).
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O plantio da oliveira, denominada olivicultura, tem sido realizado em todos os
continentes, em regides de clima subtropical ou temperado, como os paises do me-
diterraneo (COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO, 2009). Em paises de clima sub-
tropical, como a Argentina, Australia e Chile, o desenvolvimento dessa espécie tem
sido ampliado (TOFOLI et al., 2013). No Brasil, tal cultura se estabeleceu no inicio
do século XIX, em quase todos os estados, porém, com maior expressividade nas
regides Sudeste e Sul (Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Ca-
tarina e Rio Grande do Sul) (VIEIRA NETO et al., 2008). Atualmente, o pais se situa
entre os 10 maiores consumidores de azeite do mundo, o que o torna um grande
importador deste 6leo vegetal INTERNATIONAL OLIVE OIL COUNCIL, 2017).

Segundo Brasil (2012), de 2003 a 2012, o aumento no consumo de azeite de
oliva e azeitona no Brasil foi de 120% e 45% respectivamente. A elevacédo do con-
sumo desses produtos é justificada pela divulgacdo dos beneficios da dieta mediter-
ranea na saude humana, pela entrada de produtos no mercado interno com precos
mais acessiveis e aumento do poder aquisitivo de algumas classes sociais (BRASIL,
2012).

Os beneficios da dieta a base de azeite de oliva, comumente utilizada em pa-
ises do mediterraneo, sdo inimeros, principalmente atribuidos as fontes de vitami-
nas A, E e K, de minerais como calcio, ferro, magnésio, potassio e de aminoéacidos,
com diversos beneficios ao coracéo, pele, olhos, 0ssos e sistema imune (TOFOLI et
al., 2013). Além disso, a folha da oliveira apresenta diversos compostos fendlicos
que possuem efeitos antioxidantes, anti-hipertensivos, antiaterogénicos, anti-
inflamatorias, hipoglicémicas e hipocolesterolémicas (EL; KARAKAYA, 2009).

No Brasil, o cultivo de oliveira é um negécio agricola considerado recente e
em desenvolvimento, onde plantios comerciais foram iniciados na regido Sul do pais
e no estado de Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2009a). Assim, o pais necessita im-
portar todo o azeite de oliva e azeitona que consome, principalmente de paises co-
mo Portugal, Espanha, Italia, Grécia e paises sul-americanas como Argentina e Chi-
le para atender a demanda do mercado interno (BALLUS et al., 2014). Isso se deve
ao fato de a producao nacional de azeitona néo dispor de um volume suficiente para
atender a populacdo, além de menor expressividade e tecnologia para competir com
0s concorrentes internacionais (SILVA; MELLO, 2014).

Em vista disso, esse quadro de importacdes pelo Brasil, segundo os dados
da Companhia Nacional de Abastecimento/ CONAB (2016) gerou, em 2015, um gas-
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to de 277 milhdes de ddlares na importacdo de 58 mil toneladas de azeite de oliva.
Como decorréncia, o preco do azeite de oliva é considerado oneroso, o que faz com
gue a maioria da populacdo ndo tenha acesso a esse prestigiado 0leo vegetal sau-
davel (BALLUS et al., 2014).

Para diminuir esse quadro de total dependéncia de importacdes, diversos es-
tudos tém sido realizados desde 1940 e tiveram impulso a partir do ano 2000, tais
como os de zoneamentos agroclimaticos, edafoclimaticos (levando-se em conta as
particularidades de cada cultivar) e econdmicos realizados por instituicdes ligadas ao
Ministério da Agricultura. Os resultados estabeleram de algumas regifes brasileiras
com as melhores caracteristicas, aptiddes climaticas e edéficas satisfatérias para o
desenvolvimento de lavouras em larga escala (MELLO; PINHEIRO, 2012). Atual-
mente, existem areas pequenas de olivais plantadas no Rio Grande do Sul e em Mi-
nas Gerais (WREGE et al., 2015).

Até o ano de 2012, nas regides altas da Serra da Mantiqueira, local onde se
iniciou o cultivo de oliveira no Brasil, existiam aproximadamente 330 mil plantas de
oliveiras espalhadas entre 60 produtores e 55 municipios (SILVA et al., 2012b). Po-
rém, para atender completamente o mercado interno, com base no volume de azei-
tonas que sdo importadas anualmente, € necessario um plantio de 11 milhdes de
plantas, aproximadamente 62 mil hectares de oliveiras, o que requer bastante pes-
quisa sobre informacdes técnicas para sua producdo (OLIVEIRA et al., 2012; SILVA
et al., 2012c).

Em face disso, a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais —
EPAMIG, vem desenvolvendo pesquisas com a oliveira na Fazenda Experimental de
Maria da Fé (FEMF), sul de Minas Gerais, com o intuito de diminuir o volume de im-
portacdes, obtendo resultados promissores e possibilitando a insercédo de novas al-
ternativas agricolas para agricultura familiar, agregando valor ao produto e possibili-
tando a geracdo de empregos e renda (OLIVEIRA et al., 2009b). Além dessas van-
tagens, por ser uma planta arb6rea de grande longevidade, a oliveira propicia a con-
servacao de solos e mananciais d’agua, o que possibilita que regides de uso agrico-
la sejam preservadas, evitando o uso intenso do solo e admitindo a integragdo com
outras atividades agricolas, como a pastagem ou o plantio consorciado com culturas
de ciclo anual e de baixo porte (MESQUITA; FRAGUAS; PAULA, 2006).

Porém, para que a exploracdo racional da oliveira continue a progredir sao

necessarios mais investimentos em pesquisas. O insucesso do desenvolvimento da
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cultura no Brasil se deu até o presente momento por falta de tecnologias e estudos
apropriados sobre a espécie, relacionados a fisiologia da floracdo e frutificacdo da
espécie, a manipulacdo de tecnologias de producédo de azeite, a capacitacédo de téc-
nicos para realizacado de andlises laboratoriais fisico-quimicas e sensoriais da azei-
tona de mesa e azeite, do manejo adequado do solo e da planta (ALBA; FLORES;
WREGE, 2013).

No entanto, como resultados de alguns estudos, no sul de Minas Gerais, al-
gumas cultivares ja demonstraram potencial produtivo e comercial, como as varieda-
des Grappolo, que se destinam a extracdo de azeite, e a Ascolana, apropriada para
a producéo de azeitonas de mesa (MELLO; PINHEIRO, 2012). O estudo desenvolvi-
do por Ballus et al. (2014), para determinar o teor de algumas substancias quimicas
no azeite de oliva virgem brasileiro de 17 variedades de azeitonas cultivadas na re-
gido Sudeste do Brasil, mostrou a viabilidade de alguns azeites para o mercado co-
mercial, porém mais estudos de avaliagdes sensoriais do azeite sdo ainda necessa-
rios.

Como as areas tradicionais de cultivo desta cultura estdo estagnadas em ter-
mos de expansdo nos paises onde o cultivo € comum, como Espanha e paises me-
diterrdaneos da Europa, novas oportunidades estdo sendo abertas aos paises sul-
americanos (MESQUITA; OLIVEIRA; MESQUITA, 2006). Desse modo, a tendéncia
da olivicultura no Brasil, nos ultimos anos, foi a expansdo das areas cultivadas, com

um melhoramento das técnicas de cultivo, tendo em vista uma maior produtividade.

3.2 Producéo de mudas de oliveira

Produzir mudas de qualidade é essencial para a implantacdo de pomares da
cultura da oliveira, de maneira que estes atinjam rendimentos satisfatorios e que
atendam as demandas comerciais. Para formacdo de mudas, a estaquia € o método
de propagacdo mais utilizado no Brasil e nos paises europeus. A técnica vem sendo
melhorada a cada ano, particularmente para o enraizamento de estacas semilenho-
sas, mediante nebulizacao intermitente (CABALLERO; DEL RIO, 2006). Neste mé-
todo de propagacéao vegetativa, a planta apresenta um sistema radicular fasciculado,
exibindo trés fases distintas de multiplicacdo: enraizamento, em que ocorre a emis-
sao de raizes adventicias na base das estacas; a aclimatacéo, onde ocorre o funcio-

namento do sistema radicular obtido na fase de enraizamento e a fase de formacao
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de mudas em viveiros, em que se obtém plantas em sacos formados com um s
caule ou tronco (COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO, 2009).

Para o processo de enraizamento, utilizam-se estacas medindo de 12 a 15 cm
de comprimento aproximadamente, com um ndmero variado de entrends, com dois a
trés pares de folhas em sua parte apical, sendo indispensavel um tratamento hor-
monal antes de se realizar o plantio das estacas (CABALLERO; DEL RiO, 2006). O
tipo de tratamento hormonal mais utilizado para o enraizamento de estacas consiste
em imergir a base das estacas, por 5 s, em uma solucdo de &cido indolbutirico (AIB)
diluida em alcool etilico e agua 50%, na concentra¢do de 3.000 a 4.000 mg/L (OLI-
VEIRA et al., 2008).

De acordo com o trabalho de Silva et al. (2012b), diferentes fatores interfe-
rem no processo de enraizamento de estacas de oliveira, dentre eles o periodo do
ano em que se coletam as estacas e a eficiéncia genética das cultivares. Tais auto-
res observaram que o enraizamento das estacas difere entre as cultivares, sendo
gue o més de abril propicia um melhor enraizamento para algumas cultivares estu-
dadas no Brasil.

O éxito do desenvolvimento comercial dessa cultura no Brasil depende da ap-
tiddo ao local de plantio, o uso de mudas sadias e o0 uso de diferentes cultivares de
oliveiras intercaladas ou com auxilio de agentes polinizadores (OLIVEIRA; ANTU-
NES; SCHUCH, 2006). Além disso, é imprescindivel o auxilio de politicas publicas,
com incentivos governamentais ao desenvolvimento de olivais em territério nacional,
para que, assim, estes possam atender a demanda comercial interna, diminuindo
gastos com importacGes de azeitonas de mesa e seus derivados.

Como o mercado consumidor esta cada vez mais exigente, a busca por pro-
dutos de alta qualidade esta cada vez maior, principalmente pelos que cumprem as
exigéncias ambientais e visem uma producédo sustentavel, desde o inicio de sua ca-
deia produtiva até sua disposicao final. Neste contexto, o uso de tecnologias micro-
biolégicas na producdo de mudas de oliveiras, em especial envolvendo grupos fun-
cionais, como os fungos micorrizicos arbusculares e as rizobactérias, podem ser
uma alternativa e ferramenta de gestdo ambiental frente ao uso de insumos agrico-
las quimicos. Além do que, 0 uso de bactérias e fungos coinoculados tem se mos-
trado como alternativa eficaz diante da enorme degradabilidade em que se encon-
tram os solos agricultaveis, além de possibilitar uma reducdo quanto ao uso extensi-
vo de fertilizantes quimicos (RASHID et al., 2016).
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Diante disso, a inoculacdo de microrganismos benéficos pode favorecer des-
de a fase de enraizamento de estacas até o crescimento das mudas e maior sobre-
vivéncia do crescimento quando do transplantio para o campo. Tais possibilidades de
praticas de manejo contribuem para a expansao da olivicultura pelo pais, em zonas
favoraveis, como o sul de Minas Gerais, 0 que permite o incentivo a agricultura fami-

liar, oferta do produto no mercado interno e reducdo de gastos com importacao.

3.3 Importancia dos fungos micorrizicos arbusculares e sua interacdo com a

cultura da oliveira

Em principio, o solo comporta pequena disponibilidade de nutrientes, a qual é
compensada pela presenca de zonas que apresentam elevada atividade biol6gica
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Algumas dessas zonas, chamadas de “hot spots”,
sao favorecidas pela matéria organica ou pela rizosfera, que recebe influéncia dos
exsudatos liberados pelas raizes das plantas (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Os microrganismos que vivem ha rizosfera sdo chamados microrganismos ri-
zosféricos e desempenham papel importante em ciclos biogeoquimicos de nutrientes
(ANDREOTE; GUMIERE; DURRER, 2014). Os fungos micorrizicos arbusculares
(FMAs) fazem parte dessa ampla gama de microrganismos que vivem na rizosfera.
Esses fungos desempenham papeis essenciais na natureza, apresentando estrutu-
ras denominadas hifas, que atuam como uma extensédo do sistema radicular das
plantas e auxiliam na absorcdo efetiva de nutrientes, principalmente o fésforo e
agua, além de atuarem na estruturacao do solo, na tolerancia a estresses abidticos e
resisténcia a doencas em plantas (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

Os diversos efeitos benéficos dos FMAs sdo essenciais para a manutencao
dos sistemas florestais e agricolas, exercendo influéncia direta no crescimento de
plantas (SUGAI; COLLIER; SAGGIN-JUNIOR, 2011). As interacdes desses fungos
com as raizes das plantas hospedeiras determinam os beneficios resultantes dessa
associacdo, dependendo das condicfes edafoclimaticas (CAMPOS; ANDRADE;
CASSIOLATO, 2010). Nesse sentido, os FMAs apresentam a capacidade de tornar
as plantas mais habeis em lidar com estresses bidticos e abibticos, como aumento
da tolerancia a espécies reativas de oxigénio, que sdo moléculas instaveis resultan-
tes do processo de fotossintese e respiracdo que alteram o metabolismo da planta
em condig¢des de estresse ambiental (FOLLI-PEREIRA et al., 2012).



23

Neste contexto, trabalhos relatam efeitos benéficos no crescimento e desen-
volvimento vegetal com a associacdo de FMAs em diversas culturas, como pornun-
cia (Manihot sp.) (NASCIMENTO et al., 2016); jenipapeiro (Genipa americana L.)
(SOARES et al., 2012); pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) (SABOYA et al., 2012),
pessegueiro cv. Okinawa (Prunus persica (L.) Batsch) (NUNES et al. 2011); mamoei-
ro (Carica papaya) (ALMEIDA et al., 2016); amendoim forrageiro (Arachis pintoi
Krap. & Greg.) (MIRANDA; SILVA; SAGGIN JUNIOR, 2016); acerola (Malpighia
emarginata D.C.) (BALOTA; MACHINESKI; STENZEL, 2011). As associa¢cdes micor-
rizicas sdo também retratadas em diversos trabalhos como indutoras de tolerancia a
patdgenos. Sousa et al. (2010), por exemplo, verificaram que os FMAs das espécies
Glomus clarum e Gigaspora albida atuaram na reducdo de um nematéide do género
Meloidogyne, em mudas de tomateiro.

Na cultura da oliveira também existem diversos trabalhos internacionais com
relacdo a associagcdo micorrizica. Na Espanha, por exemplo, Montes-Borrego, Metsis
e Landa (2014) examinaram a estrutura e a diversidade de FMAs na rizosfera de
azeitonas cultivadas e silvestres na comunidade de Andaluzia. Os autores utilizaram
duas abordagens moleculares independentes, concluindo que os FMAs exercem
grande especificidade com as oliveiras, o que pode facilitar o processo de producao
de mudas micorrizadas em viveiro. Mekahlia, Beddiar e Chenchouni (2013) avalia-
ram a colonizacéao radicular por FMAs em oliveiras ao longo de um gradiente climati-
co (subumido, semi-arido e arido) no norte da Argélia, verificando que as raizes de
oliveira eram colonizadas por FMAs nos trés tipos de clima, independentemente da
estacdo ou dos anos de estudo (2010-2012). Sidhoum e Fortas (2013), também na
Argélia, apos inocularem FMAs em estacas herbaceas da oliveira cultivar “Sigoise”
em condi¢des controladas, verificaram uma melhora significativa no crescimento das
plantas.

Na Tunisia, Mechri et al. (2014) determinaram as alteracdes quali e quantita-
tivas dos carboidratos da rizosfera de oliveira (cv. Meski) ap0s a inoculacdo com o
FMA Glomus intraradices e o efeito dessa inoculagédo na comunidade microbiana da
rizosfera. Os autores verificaram que o micélio do FMA em estudo apresentava es-
truturas que absorviam os acglcares da rizosfera, translocando-os para oliveira, além
de terem induzido mudancas significativas na comunidade microbiana. Mechri et al.
(2015), também na Tunisia, verificaram que a micorrizagdo com Rhizophagus irregu-

laris em raizes de oliveira (Olea europaea L.) teve efeito siginificativo sobre o conte-
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udo de fenois e flavondides nas raizes, fator importante na capacidade antioxidante
da planta, principalmente nas condic¢des climaticas do mediterraneo.

Resultados semelhantes foram encontrados por Tekaya et al. (2017), na Tu-
nisia, ao estudarem a capacidade do fungo Rhizophagus irregularis modificar os per-
fis de comunidades microbianas na rizosfera de oliveira, com reflexos na absorcao
de nutrientes. Os autores verificaram que a inoculacdo com esse FMA promoveu
maior taxa de fotossintese na planta e de carboidratos nas raizes, fazendo com que
houvesse um grande volume de micélio que contribuiu para um melhor estado nutri-
cional da planta. Da mesma forma, na Argentina, os trabalhos de Bompadre et al.
(2014) mostraram que o FMA Rhizophagus irregularis foi eficiente no desenvolvi-
mento de mudas de oliveira na fase de viveiro, facilitando o transplantio para o cam-
po.

Melhorias significativas foram observadas na composic¢ao de polifendis nas fo-
Ihas de oliveira da cultivar Arbequina, com a inoculagéo de FMAS, o que possibilitou
uma melhoria na qualidade das folhas utilizadas em tratamentos fitoterapicos (MA-
LIK; NUNEZ; MCKEEVER, 2017). Bati, Santilli e Lombardo (2015) comprovaram
que, além dos FMAs aumentarem o crescimento e melhorarem a absor¢géo de P em
plantulas de oliveira, contribuem para a protecdo contra manganés (Mn), um micro-
nutriente téxico as plantas quando em excesso no solo. Enquanto Meddad-Hamza et
al. (2017), avaliaram como 0s aspectos climaticos afetam o desenvolvimento de de-
terminados FMAs na rizosfera de oliveiras. Esses autores verificaram que os climas
umidos e subumidos favorecem a micorrizagdo de mudas de oliveiras, o que possibi-
lita a expansdo dessa cultura para paises que apresentam clima semelhante, como
o Brasil.

Como visto em diversos paises europeus e do mediterraneo, ha estudos de-
monstrando a viabilidade dos FMAs no crescimento e desenvolvimento de mudas de
oliveira. Porém, tais estudos ainda s&o incipientes, principalmente nas condicbes
edafocliméaticas brasileiras, o que justifica o presente trabalho.

No Brasil, os poucos trabalhos disponiveis séo de Vieira, Melloni e Vieira Neto
(2011), que constataram a associagao micorrizica em diferentes cultivares de oliveira
e de Ferreira et al. (2015), que evidenciaram a importante funcéo desses fungos no

crescimento de mudas ja enraizadas, ambos no sul do estado de Minas Gerais.
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3.4 Rizobactérias e suarelacdo com a cultura da oliveira

As rizobactérias promotoras do crescimento em plantas (RBPC), proporcio-
nam as plantas um melhor desenvolvimento, por meio de diferentes mecanismos,
podendo ser pela suplementacdo de nutrientes pouco disponiveis ou pela inibicdo do
desenvolvimento de pragas e patdgenos de plantas, com a producédo de antibacteri-
cidas e antifungicos (CARDOSO; ANDREOTE, 2016). Sabe-se ainda que essas ri-
zobactérias produzem reguladores de crescimento de vegetais, os fitorménios, tais
como auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico (CAMELO; VERA,
BONILLA, 2011; DODD et al., 2010; SILVA et al., 2016; VEJAN et al., 2016).

Segundo Vafadar, Amooaghaie e Otroshy (2014), as rizobactérias promovem
o desenvolvimento das plantas gracas a producdo de fitormdnios, mobilizacdo de
fosfato, inibicdo da sintese de etileno na planta, indugéo a resisténcia sistémica con-
tra patdgenos, producdo de sideréforos e antibiéticos. Carvalho et al. (2009) de-
monstraram como o0 uso de metabdlitos produzidos por rizobactérias pode auxiliar no
crescimento de plantas. Estes autores constataram que trés tipos de rizobactérias
cultivadas em meio TSB (tryptic soy broth) produziram substancias capazes de esti-
mular o crescimento das primeiras folhas do embrido de plantas de trigo, caracteris-
ticas que podem ser exploradas em outras plantas.

Héa outros trabalhos relatando o estimulo no crescimento de plantas e sua
produtividade pela aplicacdo de rizobactérias. Pais et al. (2016) obtiveram resultados
positivos apds o isolamento e caracterizacdo de bactérias oriundas de solos sob cul-
tivo de cucurbitaceas e posterior aplicacdo no desenvolvimento de plantulas de me-
lancia, onde alguns isolados aumentaram o comprimento da parte aérea. Resultados
benéficos também foram observados no cultivo de cenoura a partir de rizobactérias
isoladas da rizosfera de crotalaria, em que alguns dos isolados permitiram maior
produtividade (KOZUSNY-ANDREANI; AGIADO; ANDREANI JUNIOR, 2014).

O aumento da produtividade de culturas esta diretamente relacionado a pro-
ducédo de horménios de crescimento vegetal pelas rizobactérias. A producéao da au-
xina do tipo acido indolacético (AlA) permite o crescimento das raizes e o aumento
de pélos radiculares. Com isso, a absor¢édo de agua e nutrientes do solo melhoram
e, em consequéncia, o crescimento vegetal (CABALLERO-MELLADO, 2006). Essas
auxinas vém sendo usadas para proporcionar maior formacao de raizes em espeé-

cies ornamentais, florestais, medicinais e em frutiferas (VALMORBIDA et al., 2008).
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Fachinello (2005) explicou que o uso de reguladores vegetais, como auxinas, citoci-
ninas, giberelinas, entre outros, apresenta forte influéncia no processo de formacéao
de raizes em estacas e tém como objetivo proporcionar um inicio mais rapido e au-
mentar o nimero e a qualidade das raizes estabelecidas.

Nessa mesma linha, Neves et al. (2006) ressaltaram que a produgcéo comer-
cial de mudas por estaquia depende da eficiéncia de enraizamento de cada espécie,
da condicdo do sistema radicular formado e do crescimento sequente da planta.
Além disso, Oliveira et al. (2009b) ressaltaram que a temperatura, luminosidade,
umidade, tipo de substrato, lesdo na base da estaca e o tipo e a época de coleta séo
fatores que influenciam no processo de enraizamento. A exemplo disso, Spassin et
al. (2016) demonstraram que, dependendo do periodo da coleta das miniestacas de
Eucalyptus dunnii, as rizobactérias apresentaram efeitos benéficos ou deletérios so-
bre a sobrevivéncia das mesmas.

Com relacéo a cultura da oliveira também h& estudos abordando o uso de ri-
zobactérias como promotoras de enraizamento. No Brasil, o trabalho de Silva (2011)
foi o pioneiro com relacédo a inoculacdo de bactérias diazotréficas ndo simbidticas,
na cultura da oliveira. Nesse caso, alguns isolados apresentaram potencial de enrai-
zamento de estacas de oliveira, com comportamento similar ao proporcionado pelo
uso do horménio sintético acido indolbutirico (AIB). O mesmo ocorreu com 0s traba-
Ihos de Mariosa (2014), a partir dos resultados do trabalho de Silva (2011), em que
alguns isolados de rizobactérias permitiram um maior enraizamento de estacas de
oliveira.

Os trabalhos de Montero-Calasanz et al. (2013), na Espanha, demonstraram
o potencial de alguns isolados de rizobactérias produtoras de auxinas na inducdo do
enraizamento de estacas semilenhosas de algumas cultivares de oliveira, em um
sistema de agricultura organica. Tais autores constataram que, em condi¢cdes de
viveiro, todas as estirpes de rizobactérias testadas foram eficientes no processo de
enraizamento de estacas de cultivares de oliveira, quando comparadas ao controle
tratado com AIB, o que mostrou a viabilidade do uso dessas bactérias em um siste-
ma de agricultura organica. Schiliro et al. (2012), na Espanha, comprovaram que a
rizobactéria Pseudomonas fluorescens PICF7 agiu no biocontrole efetivo em raizes
de oliveira contra a doencga conhecida como verticilose, desencadeando uma prote-

ca0 maior nessas raizes, pela ativacdo e modulacao de diversas vias de defesa.
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No Egito, os trabalhos de El Taweel, Omar e Shaheen (2014) também encon-
traram resultados benéficos da inoculacdo de Bacillus polymyxa sobre o crescimento
vegetativo, o rendimento, a qualidade do fruto e os teores de nutrientes foliares em
oliveira 'Manzanillo'. J& Peyvandi et al. (2010), no Ird, estudaram a formacéo e arqui-
tetura radicular de oliveiras inoculadas com Pseudomonas fluorescens, observando
uma melhora consideravel no comprimento e no numero de raizes adventicias e la-
terais quando comparados ao controle, apenas com AIB.

Como visto, o uso de rizobactérias em cultivares de oliveira é retratado em al-
guns trabalhos, porém ainda s&o incipientes. Tal fato justifica o presente trabalho, na
tentativa de melhor compreender papel de alguns isolados de rizobactérias no enrai-
zamento de estacas e no crescimento de mudas de oliveira, nas condi¢des climati-

cas do Brasil.

3.5 Interagdes de FMASs e rizobactérias em culturas diversas

Entender as associacdes estabelecidas no meio edéfico, principalmente entre
os diversos tipos de microrganismos e as plantas, € de grande importancia para a
ciéncia. O uso controlado desses microrganismos presentes na microbiota natural do
solo pode reduzir o uso de fertilizantes quimicos, ja que aumenta a eficiéncia da bio-
disponibilidade de nutrientes e outras atividades relacionadas a promoc¢ao de cres-
cimento de plantas (SAXENA; CHANDRA; NAIM, 2013).

Entre esses microrganismos, os FMAs e as rizobactérias ganharam mais im-
portancia nas ultimas duas décadas, conforme apresentado anteriormente. Os me-
canismos moleculares que controlam as interacdes rizosféricas benéficas no solo
sdo complexos (DHAWI; DATTA; RAMAKRISHNA, 2015). Até o momento, sabe-se
que os esporos produzidos pelos FMAs podem fornecer alimento e abrigo para as
bactérias que colonizam as suas superficies, protegendo-as de fatores de estresse
ambiental, como dessecacéao, radiacao, predacéo e salinidade (LEVY et al., 2009).

As rizobactérias estdo entre os grupos microbianos que podem favorecer a
germinacao de esporos de FMAs devido a produgcdo de alguns compostos como
diéxido de carbono, etileno, amoniaco, aminas, alcoois, compostos de enxofre, entre
outros (XAVIER; GERMIDA, 2003). Estes compostos influenciam a fisiologia das
plantas por meio da elevacdo da permeabilidade das células das raizes, viabilizando
a penetracéo do fungo e a formagao da micorriza nas plantas (VIVAS et al., 2003).
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Além disso, no processo de penetracdo das hifas infectivas dos FMAs, pode
ocorrer maior exsudacao de nutrientes pela planta, o que intensifica o crescimento
das bactérias ali presentes (PAULA; REIS; DOBEREINER, 1991). Por outro lado, as
bactérias associadas aos esporos de FMAs podem provocar a intensificacdo e a ra-
pida colonizacdo do hospedeiro pelo fungo (BHOWMIK; SINGH, 2004). Os compos-
tos exsudados pelas hifas de FMAs, como a glicoproteina glomalina, também inter-
vém na constituicdo da comunidade microbiana na regido hifosférica (BOMBERG et
al., 2003).

Diversos trabalhos mostram resultados positivos da coinoculacdo de FMAs e
rizobactérias em diferentes espécies vegetais. Dhawi, Datta e Ramakrishna (2015)
mostraram que algumas combinacdes de FMAs com rizobactérias aumentaram a
absorcao de nutrientes pelo milho e seu crescimento, quando comparadas ao trata-
mento controle. Resultados semelhantes foram encontrados por Kumar et al. (2015),
ao avaliarem a combinacdo de uma mistura de 6 espécies de FMAs (Acaulospora
morrowae, Gigaspora margarita, Glomus constrictum, Glomus mossae, Glomus
aggregatum e Scutellospora calospora) com 4 rizobactérias, isoladamente ou com-
binadas (Azotobacter chroococcum, Pseudomonas aeruginosa, Azospirillum brasi-
lense e Streptomyces sp.), sobre o crescimento e desenvolvimento do milho. Quan-
do combinadas todas as espécies de FMAs com todas as espécies de rizobactérias,
observou-se uma taxa de crescimento de 82% na altura do milho em relacdo ao con-
trole (sem inoculagéo).

O estudo de Krishnamoorthy et al. (2016) também envolveu a coinoculacdo
de rizobactérias e FMAs em milho. Porém, neste trabalho, os autores tiveram o obje-
tivo de avaliar se as interacfes planta-fungo-bactéria melhorariam a tolerancia do
milho ao estresse salino, resultando, ao final, em uma combinacdo que aliviou dras-
ticamente a reducéo induzida pelo sal nas plantas, no tratamento controle.

Além de trabalhos retratando melhorias no crescimento e absorcdo de nutri-
entes em plantas e protecdo destas contra o estresse salino, a inoculagdo simulta-
nea de FMAs e rizobactérias em plantas permite a protecdo destas contra patoge-
nos, funcionando como biocontroles naturais. A exemplo disso, os trabalhos de Her-
nandez-Montiel et al. (2013) objetivaram determinar a capacidade de um complexo
formado por varias espécies de FMAs combinadas com Pseudomonas putida (e
também separadamente) em controlar a podriddo radicular do mamé&o causada por

Fusarium oxysporum. A combinagdo do complexo micorrizico (composto pela mistu-
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ra dos FMAs Glomus intraradices, Glomus mosseae, Glomus etunicatum e Gigaspo-
ra albida) com a rizobactéria Pseudomonas sp. se mostrou eficaz no biocontrole da
doenca, possibilitando diminuir o uso de fungicidas quimicos.

A coinoculacdo de FMA e bactérias, além de promover as plantas os benefi-
cios j& citados, pode auxiliar a planta a tolerar periodos de seca. A exemplo disso, 0
trabalho de Armada et al. (2016), na Espanha, ao investigarem a coinoculacdo da
rizobactéria Bacilus thuringiensis com espécies micorrizicas, e também individual-
mente, em plantas de Lavandula dentata, verificaram que a combinacdo de tais mi-
crorganismos aumentou o crescimento da planta em estudo, pela redugéo do meta-
bolismo oxidativo dos lipidios o que indica atenuacéo do estresse pela seca. Fatores
ambientais estressantes, tanto abiéticos como bidticos, tém contribuido para uma
baixa producdo agricola em virtude de desequilibrios hormonais e nutricionais nas
plantas, susceptibilidade a doengas e varios outros, o que pode ser melhorado com
a aplicagdo de inoculantes microbianos (NADEEM et al., 2014) (Figura 1).
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Figura 1- Mecanismos usados pelos FMAs e RBPC na melhoria do crescimento de plantas. Traduzi-
do de Nadeem et al. (2014).
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A inoculagdo mista de microrganismos também € retratada no trabalho de
Bona et al. (2016), na Italia. A coinoculacdo de FMA e rizobactérias sobre a qualida-
de de frutos de tomateiro promoveu melhorias na producédo de flores e frutos e nas
concentracdes de vitamina e agucares. Inoculagdo conjunta de FMA e rizobactérias
também é retratada em literatura como maneira viavel para restauracao sustentavel
de solos degradados, ja que estes microrganismos apresentam potencial de restabe-
lecer a fertilidade do solo por meio de varios processos, como 0 aumento da biodis-
ponibilidade de nutrientes (RASHID et al., 2016).

Como visto, a literatura cientifica retrata claramente os efeitos benéficos da
coinoculacdo de FMAs e rizobactérias em diversas culturas. Porém, em oliveira, ha
apenas o trabalho de Mridha et al. (2013) que analisou o estado atual sobre o papel
das micorrizas e das rizobactérias no crescimento de plantas de oliveira. Assim, re-
forca-se a importancia do presente estudo na tentativa de registrar os efeitos da coi-
noculacdo de FMAs e rizobactérias em mudas de oliveira, contribuindo para o me-
Ihor conhecimento da olivicultura, que se inicia no enraizamento e producédo de mu-
das, processos esses dependentes do potencial biotecnolégico de grupos microbia-

nos especificos como os FMAs e rizobactérias.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho faz parte do projeto CAG-FAPEMIG APQ 02152-14 e foi
conduzido de agosto de 2015 a setembro de 2016, na casa de vegetagao da Univer-
sidade Federal de Itajuba (Unifei), em Itajuba (MG).

As cultivares de oliveira utilizadas nesse trabalho foram a Arbequina, Grappo-
lo 541 (MGS GRAP541) e Maria da Fé (MGS MARIENSE), cuja escolha foi devida a
sua importancia regional. Tais cultivares pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) da FEMF-EPAMIG, localizada no municipio de Maria da Fé, sul de Minas Ge-
rais (22° 18' Sul e 45° 23' Oeste, altitude média de 1.276 m), que possui classifica-
cdo climatica de Koppen tipo Cwb, ou seja, clima temperado chuvoso (mesotérmico),
também denominado subtropical de altitude (SILVA et al., 2012c).

Os isolados das rizobactérias Pseudomonas sp., Paenibacillus spl. e Paeni-
bacillus sp2. foram identificados pelo Laboratério de Biotecnologia do Solo da Em-
brapa Soja e obtidos por Silva (2011), a partir de amostras de solo coletadas na Re-
serva Biologica Serra dos Toledos, localizada em Itajubd/MG. Esses isolados foram
selecionados por apresentarem as maiores producdes de &cido indolacético (AlA),
conforme Silva et al. (2017). Ja os fungos micorrizicos arbusculares (FMASs), Acau-
lospora scrobiculata, Gigaspora rosea e Rhizophagus clarus, foram selecionados em
vista de sua grande dispersdo ambiental e baixa especificidade natural aos hospe-
deiros, oriundos da colecdo pertencente a Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, Esalq/USP.

4.1 Montagem do experimento e enraizamento das mudas das cultivares de
oliveira coinoculadas com FMAs e rizobactérias na casa de vegetacdo da FEMF

Conduziram-se 3 experimentos simultaneamente em Delineamento Inteira-
mente Casualizado (DIC), com esquema fatorial 3x3+1, por cultivar de oliveira (Ar-
bequina, Maria da Fé e Grappolo 541), avaliando-se os 3 isolados de rizobactérias
combinados com 3 espécies de FMAs, com trés repeti¢cdes por tratamento e um con-
trole total (sem inoculacéo), totalizando 30 unidades experimentais (U.E.) por expe-
rimento. As estacas das trés cultivares de oliveira foram tratadas com solucdo de
acido indolbutirico (AIB) diluida em alcool etilico e agua 50%, a uma concentracao

de 3000 mgL*. Em seqguida, as estacas foram plantadas em bancadas (canteiros) de
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propagacdo a uma profundidade de quatro a cinco centimetros em areia de textura
meédia, lavada e desinfestada com hipoclorito de sodio 1% na casa de vegetacdo da
FEMF (Epamig) (Figura 2).

Figura 2- Plantio das estacas das trés cultivares de oliveira em canteiros de propagacéao.

ApoOs o enraizamento, foram escolhidas as estacas e uniformizadas quanto ao
tamanho, idade e niumero de folhas, e transplantadas (Figura 3) em sacos para mu-
das de polietileno com capacidade de 1,5 kg, cujo substrato foi composto de uma
parte de areia de rio lavada e duas partes de solo de um horizonte A, proveniente de
um Latossolo Vermelho distrofico tipico, peneirado em malha de 2 mm e esteriliza-
dos em autoclave (1 h a 121°C), em dois dias alternados. Esta fase do experimento
foi conduzida na casa de vegetacéo da Unifei.
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Figura 3 - Transplantio das estacas de oliveira para sacos de polietileno de 1,5 kg contendo uma
parte de areia e duas partes de substrato.

Cada saco recebeu apenas uma estaca enraizada, constituindo uma unidade
experimental. A infestacdo do substrato com propagulos de FMAs (Figura 4A) e sus-
pensao de rizobactérias selecionadas (Figura 4B) foi realizada uma semana apés o
transplantio das estacas enraizadas para os sacos de polietilieno com capacidade de
1,5 kg. Para isso, foram utilizados esporos das diferentes espécies de FMAs, aplica-
dos ao lado das raizes, proximo ao colo das plantas. Cerca de 100 esporos por plan-
ta foram separados por peneiramento Umido, seguindo metodologia de Gerdemann
e Nicolson (1963). A suspensao bacteriana foi realizada conforme metodologia pro-
posta por Silva (2011), adicionando células bacterianas na fase de melhor cresci-
mento exponencial e concentracdes de 10° células mL* de inoculante ao meio Dygs,
submetido a agitagdo em temperatura ambiente (28°C), por trés dias, aplicando-se

em seguida, 10 mL de inoculante por amostra.
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Figura 4 - A. Coinoculacéo dos microrganismos: Inoculacdo dos esporos das espécies de FMAs; B.
Inoculacdo das rizobactérias.

4.2 Acompanhamento do crescimento e desenvolvimento das mudas das culti-

vares de oliveira coinoculadas

O desenvolvimento das mudas foi acompanhado por 12 meses em casa de
vegetacdo da Universidade Federal de Itajuba - UNIFEI e avaliado por meio das se-
guintes variaveis respostas: altura da base até a ultima folha (Figura 5A), com auxilio
de uma régua graduada; diametro do colo (Figura 5B), com auxilio de um paquime-
tro digital; contagem do numero de folhas a partir de 1 cm de comprimento; matéria
fresca da parte radicular; matéria seca da parte aérea; teor de fésforo e nitrogénio da
parte aérea; acumulo de fésforo e nitrogénio da parte aérea aos 12 meses. Quanto
as variaveis microbiologicas, foram quantificadas: a intensidade e porcentagem de
colonizagdo micorrizica (BETHLENFALVAY; PACOVSKY; BROWN, 1981; GIOVAN-
NETTI; MOSSE, 1980; PHILLIPS; HAYMAN, 1970), comprimento de micélio extrar-
radicular total (MELLONI; CARDOSO, 1999) e numero de esporos de FMAs (GER-
DEMANN; NICOLSON, 1963).
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Figura 5 — Medicdes da altura (A) e didmetro do caule (B) das mudas de oliveira.

4.3 Desmontagem do experimento e preparo de amostras

Aos 12 meses, 0 experimento foi desmontado na casa de vegetacdo da Uni-
versidade Federal de Itajubd - UNIFEI. Os substratos foram colocados individual-
mente em sacos plasticos transparentes, de 2 kg (Figura 6A), ndo esterilizados e
devidamente enumerados. As raizes foram separadas do substrato e colocadas em
sacos plasticos de 500 g (Figura 6B), devidamente enumerados. Colocou-se papel
toalha na abertura de cada saco plastico e amarrou-se levemente com um barbante
a fim de permitir a troca de ar interno-externo (Figura 6C). Em seguida, foram arma-
zenados e conservados em camara fria a 6°C até as analises microbiologicas (Figu-
ra 6D).
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Figura 6 — A. Solo sendo colocado nos sacos plasticos; B. Raizes sendo separadas em sacos plasti-
cos; C. Detalhe do papel toalha na abertura de cada saco plastico com o solo; D. Amostras de solo
em camara fria.

Os sacos plasticos contendo as raizes foram levados para o laboratério de so-
los do Centro de Estudos em Qualidade Ambiental (Cequam), da Universidade Fe-
deral de Itajuba, onde as raizes foram colocadas em peneiras de plastico e lavadas
em agua corrente para retirada do excesso de particulas de solo e material organico
(Figura 7A). Posteriormente, essas raizes foram dispostas em bancadas, sobre pa-
peis toalha, para retirada do excesso de umidade, em temperatura ambiente (Figura
7B). Em seguida, as raizes foram pesadas em balanca analitica (Figura 7C) e colo-
cadas em recipientes plasticos enumerados contendo solucédo de alcool etilico 70%,

até a andlise da colonizacdo micorrizica (Figura 7D).
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Figura 7 — A. Lavagem das raizes em agua corrente; B. Raizes dispostas sobre bancada em papeis
toalhas para secagem em temperatura ambiente; C. Pesagem das raizes em temperatura ambiente;
D. Armazenamento das raizes em &lcool 70%.

A parte aérea das 90 amostras foi cortada rente ao colo das plantas e coloca-
da em sacos de papel, ndo esterilizados e devidamente enumerados. No laboratério
de solos do Centro de Estudos em Qualidade Ambiental (CEQUAM), com auxilio de
caixas, foram colocadas em estufa de secagem por 72 horas a temperatura de 60°C
(Figura 8A). Ap6s a secagem, cada amostra foi pesada em balanca analitica (Figura
8B) e, posteriormente, acondicionada em caixas para serem enviadas para Universi-
dade Federal de Lavras (Ufla), para determinacdo dos teores de fésforo e nitrogénio
da parte aérea.
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Figura 8- A. Parte aérea das plantas em estufa; B. Parte aérea das plantas sendo pesada apds seca-

gem em estufa.

4.4 Intensidade de colonizacéao radicular por fungos micorrizicos arbusculares

Para o preparo das amostras para avaliagdo da intensidade de colonizagéo
radicular, utilizou-se o método descrito por Phillips e Hayman (1970), com modifica-
cOes. Aproximadamente 1 g de raizes de cada amostra foram cortadas em pedacos
de aproximadamente 1 cm com auxilio de uma tesoura e colocadas em cassetes
(Figura 9A). Esses cassetes foram colocados em béqueres com solucado de KOH a
10% em banho-maria a 90°C, por 30 minutos para clarificacdo (Figura 9B). Em se-
guida, retirou-se essa solugdo de KOH, enxaguou-se em agua corrente e, posterior-
mente, colocou-se solugdo de HCI a 1% por 10 minutos para acidificar as raizes.
ApOs isso, as raizes foram lavadas em &gua corrente diversas vezes e coradas com
lactoglicerol e azul de tripano por meio de aquecimento em banho-maria a 90°C, por
10 minutos. Por fim, o corante foi descartado e as raizes foram retiradas dos casse-
tes e colocadas em recipientes enumerados. Posteriormente, utilizou-se uma solu-
cao de lactoglicerol incolor, composta por mistura de 500 mL de glicerina + 500 mL
de agua destilada + 5 mL de HCI para conservacao das raizes antes das observa-

¢cbes microscopicas.
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Figura 9 — A. Raizes colocadas em cassetes; B. Amostras das raizes com KOH em banho-maria.

Para a avaliacdo da intensidade de colonizacéo radicular, 10 segmentos de
raizes de cada amostra foram dispostos em lamina de microscopia (Figura 10), co-
bertas com laminulas e levadas ao microscopio 6ptico em aumento real de 100X,
atribuindo-se notas de 0 a 100 em cada segmento de raiz, conforme a ocupacgao da
area radicular pelas estruturas fungicas (BETHLENFALVAY; PACOVSKY; BROWN,

1981).

Figura 10 - Disposicdo dos segmentos de raizes em lamina de microscopia para observagao em
microscépio no aumento de 100x.
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As estruturas fangicas presentes nas raizes das plantas de oliveira foram ob-

servadas em microscopio com aumento de 100X (Figura 11).

Figura 11 — Estruturas flingicas de FMA observadas nas diferentes cultivares de oliveira no au-
mento de 100X. Estruturas indicadas por setas. ESP. Esporos; H. Hifas; VES. Vesiculas.
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4.5 Porcentagem de colonizacgao radicular por fungos micorrizicos arbuscula-

res

A porcentagem de colonizagéo radicular foi estimada pelo método da interse-
cdo em placa quadriculada (GIOVANNETTI; MOSSE, 1980), em lupa microscoépica
com aumento de 40X. As raizes de cada amostra, armazenadas em recipientes com
lactoglicerol incolor, foram dispostas sobre uma placa quadriculada (Figura 12). Ava-
liou-se a intersecdo de fragmentos de raizes com as linhas horizontais da placa, ob-
servando e registrando se a raiz apresentava ou ndo estruturas fangicas, com auxilio

de um contador manual.

- - - —

Figura 12 - Amostras de raizes em placa quadriculada para andlise da porcentagem de colonizagéo
micorrizica.

4.6 Umidade das amostras de substrato

A verificacdo da umidade das amostras do substrato foi feita pela pesagem de
cadinhos metalicos antes e apds secagem em estufa (Tecnal — TE 397/4) por 24 ho-
ras, por aproximadamente 105°C (EMBRAPA, 1997) (Figura 13). A umidade é utili-
zada para estabelecer a unidade da variavel microbiologica micélio extrarradicular

total (MET), especificados a seguir.
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Figura 13 — A. Amostras de solo umido nos cadinhos metalicos; B. Pesagem de amostra com solo
em balanga analitica antes da secagem em estufa; C. Cadinhos com as amostras em estufa de seca-
gem; D. Pesagem de amostra com solo em balanca analitica depois da secagem em estufa.

4.7 Preparo das amostras para extracdo do micélio extrarradicular total

A extracdo do micélio extrarradicular total de FMAs (MET) seguiu o método
proposto por Melloni e Cardoso (1999). Para cada amostra de substrato armazenado
em camara fria, retiraram-se 10 g (Figura 14A) aos quais foram adicionados 500 mL
de 4gua da torneira, em um béquer de 1 L (Figura 14B). A suspenséao foi agitada
com bastéo de vidro (Figura 14C), e peneirada em peneiras de malhas de 0,500 mm
e 0,250 mm para eliminacdo de impurezas grosseiras, cujo peneirado foi submetido

a agitacdo em um liquidificador (Figura 14D) (maior velocidade).
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Figura 14 — A. Pesagem do solo; B. Adicdo de 500 mL de agua; C. Suspenséo sendo mexida; D.
Peneiramento em peneiras de malha de 0,500 mm e 0,250 mm em liquidificador.

Apbs a agitacdo em liquidificador por 30 segundos (Figura 15A), manteve-se
em repouso por dois minutos, antes da retirada de aliquota de 500 mL em uma pro-
veta (Figura 15B). O contetdo da proveta foi peneirado na malha de 0,045 mm (Fi-
gura 15C), e 11 mL do retido foram recolhidos com auxilio de uma pipeta volumétrica
de 20 mL (Figura 15D) e distribuidos em dois frascos de vidro (5mL para cada fras-
co) (Figura 15E e 15F).
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Figura 15 — A. Agitacdo por 30 s; B. Retirada de 500 mL da amostra com uma proveta; C. Peneira-
mento em peneira de malha 0,045 mm; D. Recolhimento de 11 mL da amostra; E e F. Transferéncia
do retido para frascos de vidro.

O periodo de incubacao foi de 5 minutos, a temperatura ambiente. Em segui-
da, realizou-se uma filtragdo a vacuo em membrana de triacetato de celulose, qua-
driculada (linhas horizontais e verticais distanciadas de 3 mm), de 47 mm de diame-
tro e 0,45 uym de porosidade (Figura 16A e 16B). Esta foi seca ao ar e colocada so-
bre uma lamina de vidro de 25 cm? (Figura 16C), antes da demarcacdo dos campos
(Figura 16D) a serem avaliados em microscépio de fluorescéncia (Olympus System
Microscope Model BX40), conforme metodologia proposta por Melloni e Cardoso
(1999).
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Figura 16 - A e B. Filtragdo a vacuo em membrana de triacetato de celulose; C. Colocacdo da mem-
brana em lamina de vidro; D. Demarcagédo dos campos de 8x8 para observa¢cdo em microscopia.

Para a observacdo em microscopio de epifluorescéncia, acoplou-se na ocular
do microscopio um dispositivo (descrito na literatura internacional como “eye piece
whipple disc”, ocular reticulada) com area de 100 mm? (no aumento de 10 vezes),
composto de 10 linhas verticais e 10 horizontais. A area correspondente ao reticula-
do foi sobreposta a cada campo da membrana, num total de 64 campos (8 x 8). Em
cada campo, avaliou-se o numero de interse¢cfes de hifas com as linhas horizontais
do reticulado e aplicou-se a equacédo de Newman (1966), corrigindo o valor obtido de
acordo com o teor de agua presente no substrato, o aumento e os volumes das ali-
quotas utilizadas.

Para o MET foi necesséaria contagem da interse¢do sob luz branca. Apds a
contagem do namero de intersec¢des entre hifas e linhas horizontais do reticulado em
todos os campos demarcados da membrana e, de posse da quantidade de amostra
utilizada e das diluicdes sugeridas, o comprimento do MET foi obtido pelo uso da
equacao simplificada, apresentada em Melloni e Cardoso (1999):
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C=0,21387.n/10-U
em que
C = comprimento de micélio extrarradicular (ativo e total), em m g de substrato se-
co.
n = ndmero de interse¢des de hifas com as linhas horizontais do reticulado.

U = quantidade de agua presente em 10 g de substrato umido, em gramas.

4.8 NUmero de esporos

Para determinacdo do numero de esporos nas amostras utilizou-se o método
do peneiramento Umido descrito por Gerdemann e Nicolson (1963), com adapta-
¢cOes. Para isso, um volume de 50 mL de substrato umido foi recolhido de cada
amostra armazenada em camara fria, com auxilio de um béquer (Figura 17A). Em
seguida, este substrato foi submetido a trés lavagens, sendo colocado em béquer de
2000 mL (Figura 17B), e completado com 700 mL de agua corrente (Figura 17C),
agitado uniformemente com um bastédo de vidro (Figura 17D) e peneirado em penei-
ras de malhas 0,71 e 0,053 mm) (Figura 17E). O retido nessa ultima peneira foi
transferido para tubos de centrifuga (Falcon®), com auxilio de um funil e pisseta com
agua (Figura 17F e G). Em seguida, cada tubo contendo o retido foi submetido a
centrifugacéo, inicialmente por 3000 rpm (rotac6es por minutos) durante 3 minutos
(Figura 17H).
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Figura 17- A. Volume de 50 mL de solo; B. Substrato sendo colocado em um béquer; C. Agua sendo
colocada no béquer; D. Agitacdo uniforme com bastdo de vidro; E. Peneirameto; F e G. Resultado
do peneiramento sendo transferido para tubos de centrifuga; H. Centrifugacdo a 3000 rpm por 3
minutos.

Posteriormente, o sobrenadante foi descartado (Figura 18A), acrescentando-
se, em seguida, uma solucédo de sacarose 50% (Figura 18B). Posteriormente, agi-
tou-se a suspensao de esporos e sacarose 50% (Figura 18C) e submeteu-se a nova
centrifugacéo por 2 min a 2000 rpm (Figura 18D). O sobrenadante (contendo espo-
ros, menos densos que a solugcéo de sacarose) foi transferido para uma peneira de
malha de 0,045 mm (Figura 18E) e, em seguida, lavada em agua corrente (Figura
18F). O retido nesta peneira foi transferido para um recipiente de vidro pequeno com
auxilio de um funil e pisseta com agua (Figura 18G). A observacdo dos esporos foi
feita em lupa microscopica, em aumento real de 40X (Figura 18H), em placa concén-
trica de plastico (9 circunferéncias com depressdo em relacao a superficie da placa)
e a contagem do numero total de esporos foi realizada com auxilio de um contador
manual. O resultado foi expresso em numero de esporos por 50 mL de amostra de

substrato.
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Figura 18- A. Descarte do sobrenadante; B. Adicdo de sacarose 50%; C. Agitacdo da suspenséo de
sacarose e esporos; D. Centrifugagdo a 2000 rpm por 2 minutos; E.Transferéncia para peneira de
malha 0,045mm; F e G. Lavagem seguida da transferéncia para um recipiente de vidro; H. Observa-
¢do dos esporos em lupa microscopica em aumento de 40X.

4.9 Anéalises estatisticas

Para cada variavel, realizou-se o teste de Shapiro Wilk a 5 % de probabilidade
para verificar o pressuposto de normalidade. Para os dados que nao seguiram o
pressuposto da normalidade, foi aplicada a transformacdo Vx+1 (STORCK et al.,
2016). Posteriormente, realizou-se a analise de variancia (ANOVA) para verificar se
houve diferenca entre as fontes de variacdo avaliadas (niveis dos fatores rizobacté-
rias e FMAS). Para os atributos que apresentaram significancia, realizou-se a compa-
racdo de médias pelo teste Skott e Knott a 5% de probabilidade. Para estas anali-
ses, foi utilizado o programa estatistico R Core Team (2017), com o pacote estatisti-
co ExpDes.pt (FERREIRA; CAVALCANTI; NOGUEIRA, 2011). Para avaliar a intera-
cdo entre as variaveis foi feita a andlise de correlacdo de Pearson pelo software Ex-
cel®, sendo os valores considerados significativos de acordo com Triola (2008).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram apresentados por cultivar de oliveira, de modo a facilitar
0 entendimento, uma vez que ha muitas variaveis analisadas e interagfes significati-
vas. Devido a inexisténcia de estudos de coinoculacdo de FMAs e rizobactérias em
cultivares de oliveiras publicados em literatura nacional e internacional, consideran-
do um periodo de pesquisa de 14 anos (de 2003 a 2017), os resultados foram discu-
tidos com base em outras culturas, mesmo sabendo-se que existe variacao da res-
posta da interagdo de microrganismos em diferentes hospedeiros (CARDOSO; AN-
DREOTE, 2016; MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

5.1 Cultivar Arbequina

As variaveis altura, diametro do colo, matéria fresca de raiz, matéria seca da
parte aérea, teor e acumulo de fésforo e micélio extrarradicular total apresentaram
interacdo entre FMAs e das rizobactérias (Figura 19). Esses resultados corroboram
os encontrados por Kumar et al. (2015), ao estudarem a interacéo entre FMAS e ri-
zobactérias na cultura do milho (Zea mays). Tais autores estudaram quatro espécies
de rizobactérias (Azotobacter chroococcum, Pseudomonas aeruginosa, Azospirillum
brasilense e Streptomyces sp.), combinadas ou isoladas com uma mistura de solo
rizosférico contendo esporos de seis espécies de FMAs (Acaulospora morrowae,
Gigaspora margarita, Glomus constrictum, Glomus mossae, Glomus aggregatum e
Scutellospora calospora). Os resultados desses autores mostraram que a inoculagéo
com todas as rizobactérias e FMAs dobrou os valores de matéria seca da parte aé-
rea, raiz e altura, quando comparada ao controle, o que resultou em uma maior pro-
dutividade. Esse aumento pode ter sido devido a capacidade das rizobactérias au-
mentarem o efeito micorrizico, uma vez que os parametros fisico-quimicos (liberacao
de exsudatos radiculares, acidificacao pela liberacdo de prétons, secrecao de fitor-
monios pelas rizobactérias, entre outros) sdo regulados por essa interacao e, conse-
guentemente, afetam o crescimento da planta, conclusdes estas que também podem

ser replicadas para essa cultivar de oliveira.
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Figura 19 - Efeito da interacdo entre FMAs e rizobactérias na cultivar de oliveira Arbequina, sobre: A-
Altura; B-Diametro; C-Matéria fresca de raiz; D-Matéria seca parte aérea; E-Teor de P; F-Acumulo de
P; G-MET. Médias seguidas das mesmas letras mailsculas nos grupos e minldsculas entre os grupos
nao diferem entre si pelo teste de Skott e Knott a 5% de probabilidade.
*Rc = Rhizophagus clarus.; As = Acaulospora scrobiculata.; Gr = Gigaspora rosea.; Ps.sp. = Pseudo-
monas sp.; Pa.spl. = Paenibacillus spl.; Pa.sp2. = Paenibacillus sp2.
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Para a altura (Figura 19A), ndo houve diferenca estatistica entre o fatorial
(26,3 cm), com a combinacéo entre as rizobactérias e os FMAs, e o controle (24,7
cm), sem inoculacdo. J4 em relacdo a coinoculacdo FMAs e rizobactérias, a combi-
nacdo do FMA A. scrobiculata + Paenibacillus sp2. proporcionou a maior altura (39
cm) e nao diferiu estatisticamente quando este mesmo FMA foi combinado com as
rizobactérias Pseudomonas sp. (33,2 cm) e Paenibacillus spl. (31,3 cm).

Assim como para a altura, o diametro do colo (Figura 19B) também né&o apre-
sentou diferenca estatistica entre o fatorial (3,2 cm) e o controle (3,0 cm). No que se
refere a coinoculacédo, as combinacfes A. scrobiculata + Paenibacillus sp2. (4,3
cm), A. scrobiculata + Pseudomonas sp. (3,9 cm) e R. clarus + Paenibacillus spl.
(4,3 cm) nao diferiram estatisticamente entre si e foram superiores as demais combi-
nacoes.

Com relacao a matéria fresca de raiz (Figura 19C), essa variavel também né&o
apresentou diferenca estatistica entre o fatorial (0,9 g planta!) e o controle (0,5 g
plantal). Quanto a coinoculacédo, as combinacdes do FMA A. scrobiculata com as
rizobactérias Pseudomonas sp. (1,4 g plantal), Paenibacillus spl. (0,8 g planta) e
Paenibacillus sp2. (1,6 g plantal) e G. rosea + Paenibacillus spl. (1,2 g planta)
promoveram 0s maiores valores de massa de matéria fresca de raiz e nao diferiram
estatisticamente entre si. Esses resultados corroboram os encontrados nos trabalhos
de Rodriguez-Romero, Guerra, Jaizme-Vega (2005), ao estudarem os efeitos do
FMA Glomus manihotis e um consorcio de rizobactérias Bacillus spp. sobre o cres-
cimento e nutricdo de bananeira durante a fase de formacdo das mudas. Os autores
verificaram um aumento siginificativo nessas variaveis, como matéria fresca de raiz,
matéria seca da parte aérea e altura, significativamente maiores que o controle, sem
inoculacdo. Estes autores justificaram os beneficios da dupla inoculacéo proporcio-
nados as mudas de bananeira como resultados da alta especificidade em termos de
compatibilidade funcional envolvida nas intera¢cdes microbianas da rizosfera.

Para matéria seca da parte aérea (Figura 19D), o fatorial promoveu maior va-
lor (2,4 g planta’!) do que o controle (0,9 g planta?), diferindo estatisticamente deste.
Quanto a coinoculagéo, as combinagdes do FMA A. scrobiculata + Paenibacillus sp2.
(5,8 g planta!) e A. scrobiculata + Pseudomonas sp. (4,9 g planta ') promoveram os
maiores valores de massa seca da parte aérea e ndo diferiram estatisticamente en-
tre si. Um maior peso de matéria seca total foi observado no trabalho de Kim et al.

(2010), com um experimento que avaliou o crescimento de pimenta vermelha (Cap-



52

sicum annum L.) inoculada com duas cepas de Methylobacterium oryzae e um con-
sércio de trés espécies de FMAs (Acaulospora longula, Glomus clarum e Glomus
intraradices). Tais autores verificaram que a coinoculagdo promoveu maior matéria
seca da parte aérea das mudas de pimenta, do que a inoculagdo separada, quando
comparado ao controle, sem inoculagao.

O teor de fésforo (Figura 19E) ndo apresentou diferenca estatistica entre o fa-
torial (1,1 g kg*) e o controle (0,7 g kgt). Em relacdo a coinoculacédo, a combinagéo
do FMA A. scrobiculata + Paenibacillus spl. promoveu o maior teor de fésforo (2,7 g
kg™1), diferindo estatisticamente de todas as demais combinacdes.

Quanto ao acumulo de fosforo (Figura 19F), o fatorial proporcionou maiores
incrementos de fésforo (3,3 g planta!) do que o controle (0,6 g plantal), diferindo
estatisticamente deste. J4 acerca da coinoculacdo, as combinacdes dos FMAs A.
scrobiculata + Paenibacillus spl1. (9,8 g plantal) e A. scrobiculata + Paenibacillus
sp2. (9,0 g planta'!), promoveram os maiores acumulos de fésforo, ndo diferindo es-
tatisticamente entre si. Nos trabalhos de Kim et al. (2010), anteriormente citados,
verificou-se também um maior acumulo de nutrientes (todos os macro e micronutri-
entes) nas raizes e parte aérea de plantas de pimenta coinoculadas.

Em relacdo as variaveis microbiolégicas, o micélio extrarradicular total (Figura
19G) nédo apresentou diferenca estatistica entre o fatorial (1,2 m g*) e o controle (1,0
m g1). Quanto a coinoculagéo, a combinacdo do FMA G. rosea + Paenibacillus sp2.,
promoveu maior comprimento do micélio extrarradicular total (2,4 m g?), diferindo
estatisticamente de todas as outras combinacdes. Valadares, Mescolotti e Cardoso
(2016) afirmam que durante a colonizacdo micorrizica pelo fungo, o grande volume
de micélio é capaz de explorar regides onde as raizes das plantas ndo conseguem
chegar, absorvendo nutrientes essenciais as plantas, como fosforo, e também otimi-
zando o uso da agua e a estabilidade dos agregados do solo. Para o presente estu-
do com oliveira, a quantidade produzida de micélio nos tratamentos nao diferiu esta-
tisticamente do controle, onde a presenca de fungos ndo micorrizicos (hifas septa-
das) também foi evidenciada. No entanto, pode-se verificar que a quantidade de mi-
célio do controle néo foi suficiente para aumentar o acumulo de P na planta (Figura
19F) e nem promover formacdo de massa seca da parte aérea (Figura 19D), como
observado para os tratamentos de coinoculagéo.

N&o houve efeito da interagdo de FMAs e rizobactérias para a variavel nume-
ro de folhas, mas somente o efeito dos FMAs isoladamente. O mesmo se deu para
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as variaveis de teor e acumulo de nitrogénio, intensidade e porcentagem de coloni-

zacao radicular e nimero de esporos (Figura 20).
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Figura 20- Efeito dos FMAs na cultivar Arbequina, sobre: A-Numero de folhas; B-Teor de N; C-
Acumulo de N; D-Intensidade de colonizagéo radicular; E-Porcentagem de colonizagéo radicular; F-
NUmero de esporos. Médias seguidas da mesma letra nos grupos nao diferem entre si pelo teste de
Skott e Knott a 5% de probabilidade.

Esses resultados corroboram os encontrados por Lima et al. (2011), em mu-
das de mamoeiro, avaliando a inoculacdo com bactérias diazotroficas (Stenotropho-
monas maltophilia e Azospirillum sp.) e FMAs (Glomus clarum + Gigaspora margari-
ta). Tais autores verificaram que apenas os FMAs em estudo (Glomus clarum + Gi-
gaspora margarita promoveram crescimento e desenvolvimento, independentemente

da presenca da bactéria. Segundos esses autores, possivelmente pode haver uma
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competicdo entre microrganismos quando coinoculados em solo com baixa disponi-
bilidade de P, o que interferiria no desenvolvimento das plantas.

Para todas essas variaveis supracitadas (Figura 20) (nimero de folhas, teor e
acumulo de nitrogénio, intensidade e porcentagem de colonizac&o radicular e nime-
ro de esporos) em que houve apenas efeito do FMA, ndo houve diferenca estatistica
entre o fatorial e o controle, sem inoculacdo. Quanto ao efeito isolado do FMA, para
todas essas Vvaridveis, destacou-se a inoculacdo com A. scrobiculata,
independentemente da presenca das rizobactérias, exceto para o numero de
esporos, cujo FMA G. rosea proporcionou maior numero de esporos e diferiu
estatisticamente dos demais FMAs.

Apesar de nao ter havido efeito da coinoculacao para a porcentagem de colo-
nizacdo, o efeito do FMA sobre tal variavel pode ser observado. Meddad-Hamza et
al. (2010), ao avaliarem o potencial de colonizacdo de Glomus mossae e Glomus
intraradices sobre o crescimento de cultivares de oliveira Aglandou micropropaga-
das, verificaram que ambos os FMAs tiveram dependéncia micorrizica de 73,9% e
67,3% respectivamente. Esse resultado evidencia alta afinidade destes fungos com
a cultivar, j& que sua inoculacado promoveu melhor crescimento das mudas, verifica-
do nas variaveis analisadas, quando comparado com o controle, sem inoculagéo.
Ferreira (2014), ao avaliar o efeito da inoculcdo dos mesmos FMAs em estudo na
producado de trés cultivares de oliveira, Arbequina, Grappolo 541 e Maria da Fé, ob-
servaram porcentagem de colonizacdo em torno de 60,4% na cultivar Arbequina,
resultados semelhantes aos encontrados neste presente trabalho (55%).

Ja sdo bem conhecidos os efeitos dos FMAs sobre o desenvolvimento de di-
versas culturas, até mesmo em oliveira, apesar de mais escassos para essa cultura.
Seifi et al. (2014) investigaram a inoculagdo micorrizica utilizando duas espécies de
FMAs (Glomus mosseae e Glomus intraradices) sobre variaveis de crescimento e
fitoquimicas de cultivares de oliveira Koroneiki e Valanolia. Os resultados foram dife-
renciados para as cultivares em relacéo as variaveis, sendo a porcentagem de colo-
nizacao radicular maior nas plantas inoculadas com Glomus intraradices, com efeitos
positivos da inoculacdo micorrizica em todas as variaveis. Os autores afirmaram que
a inoculacdo de FMAs em oliveiras na fase de viveiro pode ser considerada uma
forma simples e efetiva de aumentar o crescimento de mudas, permitindo a produ-
cao de plantas saudaveis e vigorosas. Esse resultado pode ser replicado aos obtidos

no presente trabalho, uma vez que quando do efeito do FMA, as variaveis de nume-
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ro de folhas, teor e acumulo de nitrogénio, intensidade e porcentagem de coloniza-
cao radicular apresentaram valores maiores estatisticamente com a inoculacdo do
FMA A. scrobiculata.

Em virtude da variabilidade de resposta da cultivar a inoculagdo ou coinocula-
cdo, os resultados foram submetidos a analise de correlacdo, cujos resultados en-
contram-se na tabela 1. Houve correlacdo positiva significativa entre a porcentagem
de colonizacéao radicular e as variaveis de altura, nimero de folhas, producdo de ma-
téria fresca de raiz e matéria seca da parte aérea, teor e acumulo de nitrogénio e
fosforo e intensidade de colonizagéo radicular. Esse resultado mostra que o efeito no
crescimento esteve relacionado com a formacao de micorriza e seus beneficios.

Uma correlacdo direta entre a colonizacdo pelo FMA e variaveis de cresci-
mento foram também observadas nos trabalhos de Meddad Hamza et al. (2010),
com a inoculacdo dos FMAs G. Mosseae e G. intraradices, na cultivar de oliveira
Aglandou. Tais autores afirmaram que a micorrizagdo permitiu que a planta apresen-
tasse melhorias em variaveis de crescimento, possibilitando melhor nutricdo e, con-
sequentemente, melhor desenvolvimento, inclusive em situacfes de estresse como
transplantio. Dessa forma, pelos resultados obtidos para a cultivar de oliveira Arbe-
quina, no presente trabalho, confirmou-se o efeito benéfico da simbiose entre as es-
pécies de FMAs e as rizobactérias para maior crescimento (altura, diametro, matéria
fresca de raiz, matéria seca da parte aérea, teor e acumulo de P, micélio extrarradi-

cular total), conforme demonstrado anteriormente (na figura 19).



Tabela 1-Matriz de correlacédo de Pearson para a cultivar Arbequina

Altura Diametro Nfolhas  Mfr Mspa TeorN TeorP AcuN AcuP Icr Pcr MET Nesp

Altura 1

Didametro  0.615+* 1

Nfolhas  0.544~*  0.515+* 1

Mfr 0.557~*  0.395* 0.493+* 1

Mspa 0.726*~  0.781~* 0.732+* 0.551~* 1

TeorN 0.193 -0.162 0.145 0.333 -0.038 1

TeorP 0.363* 0.071 0.360 0.309 0.294 0.461* 1

AcuN 0.829~*  0.634~* 0.651~* 0.486~* 0.827~* 0.290 0.486~* 1

AcuP 0.717+*  0.420* 0.565+* 0.397* 0.676~* 0.451* 0.721~* 0.866~* 1

Icr 0.486*~  0.290 0.602~* 0.473~* 0.453* 0.251 0.357 0.536~*  0.539~* 1

Pcr 0.639+*  0.357 0.416* 0.376* 0.452* 0.394* 0.526~* 0.781~* 0.794~* 0.638~* 1

MET -0.319 -0.084 -0.130 -0.166  -0.292  0.025 -0.196 -0.422 -0.351 -0.308 -0.363 1

Nesp 0.172 -0.008 0.017 0.150 0.088 0.019 -0.172 0.056 0.037 0.360 0.049 0.002 1

Nfolhas-nimero de folhas; Mfr-matéria fresca de raiz; Mspa-Matéria seca parte aérea; TeorN-Teor de nitrogénio; TeorP-Teor de fosforo; AcuN-Acimulo de
nitrogénio; AcuP-acumulo de fésforo; Icr-Intensidade de colonizacéo radicular; Pcr-Porcentagem de colonizacao radicular; MET-Micélio extrarradicular total;
Nesp-Numero de esporos.

Nota: Valores menores que -0,463 e maiores que 0,463 () e menores de -0,361 e maiores que 0,361 (*) mostram correlages negativas e positivas significa-
tivas a 1% e 5% respectivamente (TRIOLA, 2008).

9%
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A interacdo entre bactérias e fungos micorrizicos ainda é mal compreendida,
mas ja é retratada, h4 décadas, na literatura. Sabe-se que a atividade dos FMAs é
afetada diretamente pela acdo das bactérias presentes na rizosfera, ocorrendo uma
interacdo entre ambos 0s simbiontes, com uma melhora do estabelecimento micorri-
zico proporcionado pelas bactérias, uma vez que as bactérias desencadeiam ou
aceleram a germinacao de esporos, esclerécios ou qualquer outra forma de propa-
gulo fangico que esteja em estado de dorméncia (NAZIR et al., 2010).

Bianciotto et al. (1996) discutiram diferentes hipoteses para explicar o meca-
nismo de interacdo entre bactérias e FMAs, onde numa primeira etapa ocorre uma
interacdo mediada por parametros fisicos quimicos gerais, como atracao eletrostéti-
ca. J& numa segunda etapa pode ocorrer uma espécie de ligagdo com maior estabi-
lidade, com producéo de polimeros extracelulares bacterianos. Além disso, as bacteé-
rias podem se beneficiar da simbiose com o fungo micorrizico por meio da liberacéo
de nutrientes por células fangicas mortas, ou as hifas fungicas que crescem ativa-
mente lancam nutrientes no solo, ou ainda, por meio de bactérias dentro das pro-
prias hifas fungicas e também esporos (LEVEAU; PRESTON, 2008).

5.2 Cultivar Maria da Fé

Houve efeito dos tratamentos para cada uma das variaveis analisadas. Para
as variaveis numero de folhas, teor e acumulo de nitrogénio, porcentagem de coloni-
zacao radicular e micélio extrarradicular ativo e total houve efeito da interacdo dos
FMAs com as rizobactérias (Figura 21).

Resultados semelhantes, em que houve efeito da coinoculacdo sobre varia-
veis de crescimento, foram encontrados por Aguirre-Medina e Moreno (2016), ao
estudarem o efeito da inoculacéo isolada ou combinada do FMA Rhizophagus intra-
radices com as rizobactérias Pseudomonas fluorescens e Azospirillum brasilense,
sobre o crescimento, produtividade e colonizacdo de pimenta (Capsicum annuum
L.). Dependendo da combinagdao, tais autores encontraram frutos maiores de pimen-
ta ou maior numero de frutos, onde esses resultados foram associados a capacidade

de colonizacgéo e interacdo de microrganismos com a planta.



58

91.3Aa

357A
27.0Ab 28.7Ab

29.0Aa
17.3A

Nimero de folhas (planta )
c38885883888

§ NG o IR e s wae R > ) NG KRR B ONE e > @
Q""R o* (;R'\r Sl I G o ff& S & Q”"R Rl o5 o> o?’Qq, o o ';’& &
S R% R & Qg «‘Q Q% 9 « %% R A woie® Q (,‘2 ke < I
) °
Fes Fee oo e e doa 5
Tratamentos A Tratamentos
120 _ 80
©
—_ S 70
% 100 95.6 Aa §
= T 60
= = 50.1Aa
s 80 ° 5
= s
= ~N 40
5" £
o 5 30
2 324A 8
E 2
E 20 17.2B E 10
=
s 0
0 H :
® 2 ise
s & o“\( S L7 Q27 q?
Q_o" © ¢ Q€ &
C &
Tratamentos
Tratamentos c D
35
29Aa
= 3
o
& 25 22Aa 23A
K]
g 2
‘E, 15 13pp  14Aa s
E 1 0.7BaSB 0.7Ba 0.7Bb
o }
s N g 5N NG > )
P K K rg-%Q R ~¢ e‘é} K "& < &°
&L Q%7 g 2 QP Q? L2 ¥ Q? «® S
Q.‘) q&x QS" Yf’ v.‘;‘ v?x & 0‘! 0’\’
Tratamentos E

Figura 21- Efeito da interagdo entre FMAs e rizobactérias na cultivar de oliveira Maria da Fé, sobre:
A-Numero de folhas; B-Teor de N; C-Acumulo de N; D-Porcentagem de colonizacdo radicular; E-MET.
Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nos grupos e mindsculas entre os grupos nao dife-
rem entre si pelo teste de Skott e Knott a 5% de probabilidade.

*Rc = Rhizophagus clarus.; As = Acaulospora scrobiculata.; Gr = Gigaspora rosea.; Ps.sp. = Pseudo-
monas sp.; Pa.spl.= Paenibacillus spl.; Pa.sp2. = Paenibacillus sp2.

O nuamero de folhas (Figura 21A) ndo apresentou diferencga estatistica entre o
fatorial (35,7) e o controle (17,3). J4 para coinoculagdo, a combinacdo do FMA A.
scrobiculata + Paenibacillus sp2. (91,3) e A. scrobiculata + Pseudomonas sp. (80,3)
nao diferiram estatisticamente entre si e promoveram 0s maiores valores de niumero

de folhas.
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O teor de nitrogénio (Figura 21B) né&o diferiu entre o fatorial (9,3 g kg') e o
controle (8,8 g kg*). Com respeito a coinoculacdo, a combinagéo do FMA G. rosea +
Paenibacillus spl. (11,2 g kg'') e do FMA A. scrobiculata + Paenibacillus sp2. (10,8 g
kg?) proporcionaram os maiores teores de nitrogénio, e foram estatisticamente
iguais, diferindo dos demais tratamentos.

O acumulo de nitrogénio (Figura 21C) diferiu entre o fatorial e o controle, onde
o fatorial (32,4 g planta™!) apresentou maior acimulo de nitrogénio do que o controle
(17,2 g planta), diferindo estatisticamente deste. Quanto a coinoculag¢éo, a combi-
nacdo do FMA A. scrobiculata + Paenibacillus sp2. (95,6 g planta!) proporcionou o
maior incremento de nitrogénio, diferindo estatisticamente das demais combinagoes.

Para a porcentagem de colonizacao radicular (Figura 21D), o fatorial apresen-
tou maior porcentagem de colonizacédo (12,8%) do que o controle (4,3%), diferindo
estatisticamente deste. No que diz respeito a coinoculagédo, a combinacdo do FMA
A. scrobiculata + Paenibacillus sp2. proporcionou uma maior porcentagem de coloni-
zacao (50,1%), diferindo estatisticamente das demais combinacdes. Similarmente a
esses resultados, Oliveira et al. (2010), ao trabalharem com inoculagcéo isolada e
combinada dos FMAs Glomus entunicatum e a mistura de Glomus etunicatum com
Gigaspora margarita com as rizobactérias Bacillus thuringiensis e Bacillus pumilus
em plantas de gengibre (Zingiber spectabile Griff), verificaram que a combinacao B.
pumillus + G.entunicatum/G.margarita favoreceu a coloniza¢do micorrizica no gengi-
bre, com valores médios de 60,3%. Esses autores justificaram que tal fato pode es-
tar relacionado a capacidade de algumas rizobactérias estimularem o crescimento
do micélio, propiciando a colonizacao radicular pelas hifas fingicas, o que também
pode ter acontecido para a cultivar de oliveira Maria da Fé em estudo.

O micélio extrarradicular total (Figura 21F) diferiu entre o fatorial e o controle,
em que o controle (2,3 m g*) apresentou valor superior ao fatorial (1,2 m g1). Assim,
verificou-se o crescimento intenso de fungos ndo micorrizicos no controle, mas nao
estiveram envolvidos no crescimento ou desenvolvimento das plantas de oliveira. No
que se refere a coinoculacdo, a combinacdo do FMA R. clarus + Paenibacillus sp2.
(2,9 m g1) e A. scrobiculata + Paenibacillus spl. (2,2 m g1) promoveram os maiores
comprimentos de micélio e ndo diferiram estatisticamente entre si.

N&o houve efeito da interacdo entre FMAS e rizobactérias para a variavel altu-

ra, mas apenas efeito para o FMA isoladamente. O mesmo se deu para as variaveis
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didametro do colo, matéria seca da parte aérea, teor e acumulo de foésforo e intensi-

dade de colonizagéo radicular (Figura 22).
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Figura 22 - Efeito dos FMAs na cultivar de oliveira Maria da Fé, sobre: A-Altura; B-Diametro; C-
Matéria seca parte aérea; D-Teor de P; E-Acumulo de P; F-Intensidade de colonizacdo radicular. Mé-
dias seguidas da mesma letra nos grupos néo diferem entre si pelo teste de Skott e Knott a 5% de
probabilidade.
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Para todas essas varidveis (Figura 22) (altura, didmetro, matéria seca parte
aérea, teor de P, acumulo de P), ndo houve diferenca estatistica entre o fatorial e o
controle, exceto para a intensidade de colonizac&o radicular. Com relacéo ao efeito
isolado do FMA, para todas essas variaveis destacou-se a inoculagdo com A.
scrobiculata. Para os demais FMAs (G. rosea e R. clarus) as médias nao diferiram
estatisticamente entre si, assim como salientado para cultivar Arbequina.

Resultados semelhantes foram encontrados por Constantino et al. (2008), ao
avaliarem o efeito de duas rizobactérias (Azotobacter chroococcum e Azospirillum
brasilense) combinados com varias espécies de FMAs sobre o crescimento e o ren-
dimento de pimenta chili (Capsicum chinense Jacquin). Os autores verificaram que,
na fase de viveiro, a aplicacdo isolada de cada microrganimo promoveu maior cres-
cimento e teor de nutrientes na cultura do que quando combinado. Segundo esses
autores, esse resultado pode ser atribuido a ndo competicdo de cada microrganimo
por compostos de carbono, o que ocorreria quando em combinagéo, em que a plan-
ta hospedeira, além de necessitar de nutrientes, ainda compartilharia com os micror-
ganismos simbiontes.

No que se refere as varidveis matéria fresca de raiz (Figura 23A) e nimero de
esporos (Figura 23B), também ndo houve diferenca estatistica entre o fatorial e o
controle. Nao houve efeito da interacdo entre as rizobactérias e FMAs, mas somente
efeitos isolados tanto das rizobactérias quanto dos FMAs, com destaque para o FMA
A. scrobiculata (2,5 g planta) e rizobactérias Pseudmonas sp. (1,8 g planta?) e Pa-
enibacillus sp2. (1,7 g planta!) para matéria fresca de raiz e FMA G. rosea (10,4 50
mL1) e rizobactérias Paenibacillus spl. (8,7 50 mLt) e Paenibacillus sp2. (5,9 50

mL'l) para o nimero de esporos.
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Figura 23 - Efeito isolado entre FMAs e rizobactérias na cultivar de oliveira Maria da Fé, sobre: A-
Matéria fresca de raiz; B-Numero de esporos. Médias seguidas da mesma letra nos grupos nao dife-
rem entre si pelo teste de Skott e Knott a 5% de probabilidade.

*Rc = Rhizophagus clarus.; As = Acaulospora scrobiculata.; Gr = Gigaspora rosea.; Ps.sp.= Pseudo-
monas sp.; Pa.spl.= Paenibacillus spl.; Pa.sp2. = Paenibacillus sp2.



62

Sala, Freitas e Silveira (2007), ao avaliarem o efeito da coinoculacdo de dois
isolados de bactérias diazotroficas com FMAs em trigo, tanto isoladamente quanto
coinoculados, verificaram que quando se inocularam as bactérias e os FMAs isola-
damente, houve um maior crescimento, acimulo e aproveitamento dos nutrientes
por plantas de trigo. Esse resultado, segundo os autores, pode ter sido em fungéo de
uma possivel competicdo por compostos fotossintetizantes entre FMAs e bactérias,
no periodo de colonizacdo das raizes.

A correlacdo de Pearson indicou relacdo positiva significativa entre a intensi-
dade de colonizacao radicular e as variaveis altura, didmetro, nimero de folhas, pro-
ducdo de matéria fresca de raiz e matéria seca da parte aérea, teor e acumulo de
fésforo e acumulo de nitrogénio (Tabela 2). J& a porcentagem de colonizacao radicu-
lar se correlacionou positivamente com as variaveis diametro, nimero de folhas, ma-
téria fresca de raiz, teor de fosforo, acumulo de nitrogénio e intensidade de coloniza-
céo radicular. Esses resultados demonstram que a micorrizagdo esteve diretamente
relacionada ao crescimento da planta, assim como também observado para a culti-
var anterior (Arbequina). Bati, Santili e Lombardo (2015), em seus trabalhos com o
objetivo de verificar a eficiéncia da simbiose de FMAs nativos e comerciais, confir-
maram a grande capacidade de FMAs estimularem o crescimento em plantas de
oliveira, melhorando a absor¢do de nutrientes, principalmente fosforo. Tais autores
verificaram um crescimento de 1,7 a 5 vezes maior com a inoculacédo, quando com-

parado ao controle ndo inoculado.



Tabela 2- Matriz de correlacdo de Pearson para cultivar Maria da Fé

Altura Diametro Nfolhas Mfr Mspa Teor N  TeorP AcuN AcuP Icr Pcr MET Nesp
Altura 1
Didmetro 0.525-* 1
Nfolhas 0.607«* 0.781le* 1
Mfr 0.690-~* 0.610-* 0.810«* 1
Mspa 0.826~* 0.669~*  0.779«* 0.858~* 1
Teor N -0.319 0.076 0.158 0.037 -0.078 1
TeorP 0.508-~* 0.558~*  0.578~* 0.389* 0.416* -0.207 1
AcuN 0.454* 0.677~* 0.835+* 0.685+* 0.671~* 0.107 0.521~* 1
AcuP 0.788+* 0.635+* 0.668«* 0.719«* 0.838«* -0.183 0.737~* 0.525~* 1

lcr 0.795+* 0.564~*  0.656~* 0.652~* 0.742~* -0.185 0.598~*  0.564~* 0.764~* 1

Pcr 0.145 0.609+*  0.648~* 0.405* 0.334 0.244 0.467~* 0.851~* 0.265 0.388* 1

MET 0.135 0.168 -0.146 -0.053 -0.014 -0.677 0.036 -0.016 -0.018 0.092 -0.003 1

Nesp -0.100 -0.301 -0.133 -0.181 -0.077 0.103 -0.174 -0.178 -0.127 0.032 -0.306 -0.284 1

Nfolhas-nimero de folhas; Mfr-matéria fresca de raiz; Mspa-Matéria seca parte aérea; TeorN-Teor de nitrogénio; TeorP-Teor de fosforo; AcuN-Acimulo de
nitrogénio; AcuP-acumulo de fésforo; Icr-Intensidade de colonizacéo radicular; Pcr-Porcentagem de colonizacao radicular; MET-Micélio extrarradicular total;
Nesp-Numero de esporos.

Nota: Valores menores que -0,463 e maiores que 0,463 (») e menores de -0,361 e maiores que 0,361 (*) mostram correlacdes negativas e positivas significa-
tivas a 1% e 5% respectivamente (TRIOLA, 2008).

€9
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5.3 Cultivar Grappolo 541

Houve efeito dos tratamentos para todas as variaveis analisadas. Para o dia-
metro do caule, teor de nitrogénio, porcentagem de coloniza¢do radicular, micélio
extrarradicular total e nUmero de esporos houve interacdo entre FMASs e rizobacté-
rias (Figura 24).
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Figura 24- Efeito da interac@o entre FMAs e rizobactérias na cultivar de oliveira Grappolo 541, sobre:
A-Diametro; B-Teor de N; C-Porcentagem de colonizacdo radicular; D-MET; E-NUmero de esporos.
Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas nos grupos e mindsculas entre os grupos nao dife-
rem entre si pelo teste de Skott e Knott a 5% de probabilidade.

*Rc = Rhizophagus clarus.; As = Acaulospora scrobiculata.; Gr = Gigaspora rosea.; Ps.sp. = Pseudo-
monas sp.; Pa.spl. = Paenibacillus spl.; Pa.sp2. = Paenibacillus sp2.
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Esses resultados corroboram os encontrados por Cosme e Wurst (2013), que
investigaram o efeito da interacdo do FMA R. intraradices com a rizobactéria P. fluo-
rescens em raizes de tabaco, onde verificaram que tal combinacdo melhorou o esta-
do nutricional das raizes dessa planta, o que, segundos 0s autores, pode ter sido em
funcéo da capacidade de P. fluorescens auxiliar a colonizagéo da planta pelo FMA,
dependendo dos niveis de citocinina presentes nesse hospedeiro.

O diametro do colo (Figura 24A) nao diferiu entre o fatorial (3,2 cm) e o con-
trole (3,6 cm). Ja para coinoculacédo, as combinacdes dos FMA R.clarus + Pseudo-
monas sp. (4,8 cm) e A. scrobiculata + Pseudomonas sp. (4,5 cm) promoveram 0s
maiores didmetros e ndo diferiram estatisticamente entre si.

Para o teor de nitrogénio (Figura 24B), o controle apresentou maior valor
(12,9 g kg') quando comparado ao fatorial (10,6 g kg'), diferindo estatisticamente
deste. J& com relacdo a coinoculagéo, as combinagdes do FMA A. scrobiculata com
as rizobactérias Pseudomonas sp. (12,4 g kg?), Paenibacillus spl. (12,1 g kg?) e
Paenibacillus sp2. (11,1 g kg?) proporcionaram os maiores teores de nitrogénio e
nao diferiram estatisticamente entre si.

Com relacdo a porcentagem de colonizagdo micorrizica (Figura 24C), assim
como para o teor de nitrogénio, o controle (16,0%) apresentou valor superior ao fato-
rial (9,3%), diferindo estatisticamente deste. Quanto a coinoculagédo, a combinagéo
do FMA A.scrobiculata + Paenibacillus sp2. (46,9%) proporcionou a maior porcenta-
gem de coloniza¢do micorrizica, diferindo estatisticamente das demais combinacdes.

A ocorréncia de estruturas fangicas nas raizes e na rizosfera de plantas con-
trole, sem inoculacdo, tem sido relatada em outros trabalhos cientificos. A mesma
pode ter sido resultado de uma possivel contaminacdo por fungos saprobios, acon-
tecida ao longo do enraizamento das estacas, por meio do vento ou pela agua utili-
zada para irrigacdo (WEBER; AMORIM, 1994), ja que o solo utilizado foi esterilizado,
assim como também observado por Costa et al. (2001), com mudas de aceroleira e
por Tekaya et al. (2017), em plantulas de oliveira. Para as cultivares de oliveira Arbe-
quina e Maria da Fé, essa ocorréncia de maiores valores de colonizagdo micorrizica
no controle ndo foram observadas.

O miceélio extrarradicular total (Figura 24D) diferiu entre o fatorial e o controle,
com o fatorial (1,7 g m g*) maior que o controle (1,0 m g?). No que se refere a coi-
noculagdo, a combinacdo do FMA R.clarus + Pseudomonas sp. (29 m g?) e
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A.scrobiculata + Paenibacillus sp2. (2,8 m g) promoveram os maiores comprimen-
tos de micélio total e diferiram estatisticamente das demais combinacdes.

O numero de esporos (Figura 24E) também diferiu entre o fatorial e o contro-
le, em que o fatorial (5,4 50 mL*) apresentou maior valor que o controle (0,7 50 mL"
1). No que diz respeito a coinoculagdo, a combinacéo do FMA G.rosea + Pseudomo-
nas sp. (18 50 mL1) promoveu o maior nimero de esporos, diferindo estatisticamen-
te das demais combinacgdes.

N&o houve efeito da interacdo entre FMAS e rizobactérias para a variavel altu-
ra, mas apenas efeito isolado para o FMA (Figura 25). O mesmo ocorreu para as
variaveis numero de folhas, matéria fresca de raiz, matéria seca da parte aérea, teor

e acumulo de fosforo, acimulo de nitrogénio e intensidade de colonizagédo radicular.
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Figura 25- Efeito dos FMAs na cultivar de oliveira Grappolo 541, sobre: A-Altura; B-Numero de folhas;
C-Matéria fresca de raiz; D-Matéria seca parte aérea; E-Teor de P; F-Acimulo de N; G-Acumulo de P;
H-Intensidade de colonizacéo radicular. Médias seguidas da mesma letra nos grupos ndo diferem
entre si pelo teste de Skott e Knott a 5% de probabilidade.
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Vitorazi Filho et al. (2012) encontraram resultados semelhantes ao avaliarem
os efeitos da inoculacdo de FMAs (Gigaspora margarita, Glomus clarum) e bactérias
diazotréficas (Burkholderia sp. + Burkholderia silvatlantica) no crescimento de mudas
de maracujazeiro-doce com diferentes doses de fésforo. Independentemente das
bactérias inoculadas, os FMAs promoveram acréscimos na altura, massa seca de
parte aérea, area foliar e diametro do caule.

Para as varidveis altura (Figura 25A), matéria fresca de raiz (Figura 25C) e
acumulo de nitrogénio (Figura 25F), o controle apresentou maiores valores, quando
comparado com o fatorial, diferindo estatisticamente deste. Para numero de folhas
(Figura 25B), matéria seca da parte aérea (Figura 25D), teor e acumulo de fésforo
(Figura 25E e 25G) e intensidade de colonizacao radicular (Figura 25H), ndo houve
diferencga estatistica entre o fatorial e o controle. Por meio dessa baixa colonizagao
micorrizica, sem diferenca estatistica com o controle, pode-se dizer que para essa
cultivar de oliveira, diferentemente do observado para Arbequina e Maria da Fé, o
papel da micorriza ndo ficou claro e evidente.

Quanto ao efeito isolado do FMA, para todas as variaveis altura, numero de
folhas, matéria fresca de raiz, matéria seca da parte aérea, teor e acumulo de fosfo-
ro, acimulo de nitrogénio e intensidade de colonizacéo radicular, apesar de baixa
micorrizacdo, destacou-se a inoculacdo com A. scrobiculata, conforme também
observado anteriormente para as cultivares Arbequina e Maria da Fé,
independentemente da presenca de rizobactérias.

Os resultados da andlise de correlacdo de Pearson entre as variaveis para
essa cultivar encontram-se na tabela 3. Houve correlacdo positiva significativa entre
a porcentagem de colonizacao radicular e altura, matéria seca da parte aérea, teor
de fésforo, acumulo de nitrogénio e fésforo e intensidade de colonizacao radicular.
Assim como salientado para as demais cultivares em estudo, a micorrizagdo, mesmo
podendo ser considerada baixa para essa cultivar de oliveira, também esteve dire-

tamente relacionada ao crescimento da planta.



Tabela 3- Matriz de correlacdo de Pearson para cultivar Grappolo 541

Altura Didmetro Nfolhas Mfr Mspa TeorN TeorP AcuN AcuP Icr Pcr MET Nesp
Altura 1
Diametro 0.140 1
Nfolhas 0.741-+* 0.233 1
Mfr 0.668~* 0.236 0.658~* 1
Mspa 0.679~*  0.242 0.758~*  0.626 1
TeorN 0.380* -0.213 0.341 0.488~* 0.149 1
TeorP 0.503-+*  -0.066 0.581~* 0.441 0.519~* 0.361* 1
AcuN 0.610~* 0.087 0.814~* 0.544~* 0.801~* 0.342 0.607~* 1
AcuP 0.414* -0.113 0.619-~* 0.294 0.610-*  0.205 0.853~* 0.750~* 1
Icr 0.325 0.245 0.437* 0.304 0.413* 0.121 0.166 0.424* 0.329 1
Pcr 0.365* 0.193 0.238 0.171 0.412* -0.008 0.444* 0.375* 0.571~* 0.465~* 1
MET -0.060 0.353 -0.027 -0.250 0.031 -0.366 0.184 0.092 0.267 0.010 0.491~* 1
Nesp -0.111 -0.254 -0.065 0.001 0.075 -0.285 -0.265 0.034 -0.093 0.020 -0.204 0.023 1

Nfolhas-nimero de folhas; Mfr-matéria fresca de raiz; Mspa-Matéria seca parte aérea; TeorN-Teor de nitrogénio; TeorP-Teor de fésforo; AcuN-Actimulo de
nitrogénio; AcuP-acumulo de fésforo; Icr-Intensidade de colonizacdo radicular; Pcr-Porcentagem de colonizacéo radicular; MET-Micélio extrarradicular total;
Nesp-Numero de esporos.
Nota: Valores menores que -0,463 e maiores que 0,463 (») e menores de -0,361 e maiores que 0,361 (*) mostram correlagfes negativas e positivas significa-
tivas a 1% e 5% respectivamente (TRIOLA, 2008).
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6 CONCLUSOES

A coinoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares e rizobactérias promove
efeito diferenciado no crescimento e desenvolvimento de mudas das cultivares de
oliveira Arbequina, Maria da Fé e Grappolo 541.

A combinacdo do FMA Acaulospora scrobiculata + rizobactéria Paenibacillus
sp2. é positiva e com potencial de uso para as cultivares, principalmente para a Ar-
bequina, por promover maior crescimento e producdo de massa seca da parte aérea
das mudas. O efeito no crescimento das mudas esta diretamente relacionado com a
formacdo de micorriza, em todas as cultivares, principalmente para a espécie Acau-

lospora scrobiculata.
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