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RESUMO

Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) estdo relacionadas ao
desenvolvimento de plantas por meio da promogéo do crescimento (por meio da solubilizagéo
de fosfatos, producdo de fitohormonios ou fixacdo de nitrogénio) e protecdo contra
organismos patogénicos. Este estudo objetivou avaliar o potencial de isolados de rizobactérias
promoverem o enraizamento de estacas semilenhosas de oliveira, na Fazenda Experimental de
Maria da Fé-Epamig. As estacas provenientes de trés cultivares de oliveira, Grappolo 541,
Arbequina e Maria da Fé, foram submetidas a inoculacdo com as estirpes-tipo Azospirillum
brasilense (BR 11001%), Azospirillum amazonense (BR 11040"), Herbaspirillum seropedicae
(BR 11175") e Burkholderia brasilensis (BR 11340, os isolados bacterianos (n(imeros 32, 39,
42 e 48), com o hormdnio sintético (AIB) e a testemunha (meio liquido Dygs sem inoculagéo
e sem AIB), sendo realizadas 10 repeti¢bes por tratamento de cada cultivar, totalizando 300
unidades experimentais. No experimento de quantificacdo de producdo de AIA realizado em
laboratério, os isolados e estirpes-tipo apresentaram producdo de AlA variando de 199,8 a
1.406,46 pg mL?, sendo o isolado bacteriano 39 com maior producéo de AIA. Apés 150
dias de inoculacdo das estacas, os isolados bacterianos 39 e 42 apresentaram maior potencial
de sobrevivéncia na cultivar Grapollo 541. Além disso, o isolado 39 proporcionou a maior
porcentagem de estacas com calo, enquanto o isolado 42 promoveu a maior porcentagem de
enraizamento, demonstrando que ambos promoveram o mesmo efeito do horménio AIB nesta
cultivar, incrementando a taxa de sobrevivéncia das estacas, formacdo de calos e
enraizamento. No entanto a inoculacdo e o uso de AIB na cultivar Maria da Fé
proporcionaram alta porcentagem média de estacas mortas, ndo sendo recomendados para
essa cultivar. Nenhum tratamento apresentou efeito significativo em relagdo as variaveis em

estudo da cultivar de oliveira Arbequina.

Palavras-chave: indculo, rizobactérias promotoras de crescimento de plantas, fitohorménios,
AlB.



ABSTRACT

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are related to plant development by
promoting growth (through solubilizing phosphates, producing phytohormones or fixing
nitrogen) and protection against pathogenic organisms. This study aimed to evaluate the
potential of rhizobacteria isolate to promote rooting of semi-hardwood cuttings olive in
Experimental Farm of Maria da Fe-Epamig. The cuttings from the three cultivars of olive,
Grappolo 541, Arbequina and Maria da Fé, were inoculated with the reference strains
Azospirillum brasilense (BR 11001Y, A. amazonense (BR 11040%), Herbaspirillum
seropedicae (BR 11175") and Burkholderia brasiliensis (BR 11340"), or with bacterial isolates
(32, 39, 42 and 48), with the synthetic hormone (IBA) and the control (without inoculation
Dygs liquid medium and without IBA), being performed 10 repetitions by treating each
cultivar, totaling 300 experimental units. In the experiment to quantify the production of AIA
conducted in laboratory, the bacterial isolates and the reference strains showed production of
IAA ranging from 199.8 to 1406.46 mg L™, and the bacterial isolate 39 had the great
production of 1AA. After 150 days of cuttings inoculation, the bacterial isolates 39 and 42 had
shown higher survival potential in the cultivar Grapollo 541. Besides that, the isolated 39
promoted the highest percentage of cuttings with callus, and the isolated 42 promoted higher
rooting percentage, demonstrating that both promoted the same effect of the IBA hormone in
this cultivar, increasing the survival rate of the cuttings, callus formation and rooting.
However the inoculation and the use of IBA in cultivar Maria da Fé provided high average
percentage of dead cuttings, not being recommended for this cultivar. No treatment had

shown a significant effect on the variables in the olive cultivar Arbequina.

Keywords: inoculum, plant growth-promoting rhizobacteria, phytohormones, IBA
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1 INTRODUCAO

O cultivo de oliveira (Olea europaea L.) é praticado em varias regibes do mundo,
mas a sua producdo estd concentrada principalmente nos paises europeus, sendo a base da
agricultura da regido Mediterranea da Europa (OLIVEIRA et al., 2010a). As condicdes
climaticas mais amenas, caracteristicas dos paises da Unido Europeia, sdo favoraveis ao
cultivo de oliveira.

No Brasil, a oliveira foi introduzida nas regides sul e sudeste e, a partir de entéo, 0s
estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Minas Gerais apresentaram cultivo de oliveira
e extracdo de azeite. No estado de Minas Gerais, existem plantios comerciais, especificamente
na regido sul, a qual apresenta épocas com indices de temperaturas baixas suficientes para a
quebra de dorméncia das plantas, propiciando a producdo de azeitonas (SILVA, 2011).

A propagacao por sementes nao € indicada para a producdo comercial de mudas,
embora as sementes dos frutos de oliveira sejam viaveis. Isto ocorre em razdo das plantas
provenientes da propagacéo por sementes serem distintas da planta-mae e apresentarem longo
periodo juvenil (FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005; HARTMANN et al.,
2002). Desta forma, a técnica mais indicada para a promocdo do processo de formacdo de
mudas, mantendo as caracteristicas genéticas das plantas-matrizes, uniformidade, porte
reduzido e precocidade de producdo, é a propagacao vegetativa (PASQUAL et al., 2001).

A estaquia é um método de propagacao vegetativa bem disseminado na producdo de
mudas de oliveira, porém sua eficiéncia depende da capacidade de formacdo de raizes
adventicias de cada espécie, da qualidade do sistema radicular formado e do desenvolvimento
posterior da planta propagada (FACHINELLO HOFFMANN; NACHTIGAL,2005). Nesse
sentido, o principal método de propagacdo da oliveira é a estaquia obtida de ramos
semilenhosos (OLIVEIRA et al., 2008).

A fim de proporcionar uma melhoria no percentual de enraizamento de estacas em
condicdes naturais, tornaram-se necessarias técnicas auxiliares, como o uso de reguladores de
crescimento (MAYER, 2001). Os reguladores de crescimento podem ser compostos naturais
(hormonios vegetais) ou substancias sintéticas (hormonio sintético). E embora a auxina
natural amplamente encontrada nas plantas seja o acido indolil-3 acético (AlA), a utilizacdo
de auxinas sintéticas € muito comum na agricultura, tais como o &cido indolbutirico (AIB)
que, aplicado de forma exdgena no vegetal, possui acdo similar a do hormonio vegetal
(SIMAO, 1998).
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A manipulacdo do horménio sintético AIB permite aumentar a produtividade de
algumas espécies vegetais e, consequentemente, a obtencado de maiores lucros. Contudo, a sua
aplicacdo pode ndo promover incrementos ao enraizamento (SOUZA JUNIOR; WENDLING,
2003), pois em certas concentracdes pode causar toxidez ao vegetal ou efeito inibitério do
enraizamento (TOFANELLI, 1999; WENDLING; XAVIER, 2005; XAVIER; WENDLING;
SILVA, 2009).

Por outro lado, a utilizagcdo de rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
(RPCP) pode constituir uma estratégia para maximizar o processo de propagacao vegetativa,
uma vez que 0 uso destes microrganismos tem possibilitado aliar o biocontrole de
fitopatogénos com a indugdo do enraizamento adventicio e promogdo do crescimento vegetal
por meio da producdo de fitohormoénios (NOWAK et al., 1998; MELO et al., 2000; MELLO
et al., 2002; WEBER et al., 2003; THOMAS, 2004; AYYADURAI et al., 2006; GRAVEL;
ANTOUN; TWEDDEL, 2007).

Existem muitos estudos sobre o cultivo de oliveira no Brasil relacionados a
producdo, a0 manejo e ao enraizamento de estacas de oliveira utilizando o horménio sintético
AIB (PIO et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2009; BERTONCINI, 2012; SILVA et al, 2012;
CAPELLARO, 2013) porém, em relacéo a utilizagdo de microrganismos do solo na producao
de oliveira no pais, ainda é pouco comum. No mundo, a proibicdo de formulagdes sintéticas
de reguladores de crescimento vegetal, como o AIB, na inducdo de enraizamento da
agricultura organica da Comunidade Europeia, incentivou estudos sobre sistemas alternativos
para melhorar a porcentagem de enraizamento natural das plantas (CENTENO; GOMEZ-
DEL-CAMPO, 2008; ERTUK et al.,, 2010), incluindo a inoculagdo de RPCP no
enraizamento de oliveira (MONTERO-CALASANZ et al., 2013).

O desenvolvimento de inoculantes com RPCP pode contribuir com a agricultura
sustentavel, ndo s6 no ambito de reduzir a necessidade de uso de fertilizantes e pesticidas
quimicos no campo (ADESEMOYE; KLOEPPER, 2009), devido as propriedades
biofertilizantes e biopesticidas das rizobactérias (MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010;
BHATTACHARYYA; JHA, 2012), mas também aliando a capacidade fitoestimuladora
destes microrganismos na indugdo do enraizamento adventicio, ja que os efeitos ambientais
do hormonio sintético AIB ndo sdo suficientemente conhecidos (BEYOND PESTICIDES,
2013). No presente estudo, a inoculacdo de rizobactérias no processo de propagagao
vegetativa da oliveira pode servir como uma opcdo alternativa natural de reguladores de

crescimento na producao de mudas de oliveira, no sul de Minas Gerais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial de isolados de rizobactérias promoverem o enraizamento de estacas de

oliveira.

2.2 Objetivos Especificos

* Quantificar a producdo do fitohorménio acido indolacético (AlA) em isolados pertencentes a
Reserva Biologica Serra dos Toledos (Itajuba — MG) e estirpes-tipo de rizobactérias.
« Analisar o enraizamento de estacas semilenhosas de cultivares de oliveira ap6s a inoculacao

de rizobactérias, em condicGes controladas, comparando ao efeito do horménio sintético AIB.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Aspectos gerais sobre oliveira (Olea europea L.)

A oliveira, Olea europaea L., pertence a familia botanica Oleaceae, sendo a maioria
das plantas desta familia arvores e arbustos, e nela estdo incluidos cerca de 30 géneros
(BARRANCO et al., 2004).

A espécie Olea europaea L. subdivide-se nas subespécies: Olea euromediterranea
oleaster ou Olea oleaster, Olea euromediterranea sativa ou Olea sativa, Olea europaea
laperrini e Olea europaea da subespécie cuspidata (SARAMAGO, 2009). Dentre estas
subespécies, a Olea euromediterranea sativa é a oliveira cultivada e difundida na América
(OLIVEIRA, 2001).

Nativa da regido do Mediterraneo, a oliveira foi uma das primeiras arvores a serem
domesticadas, havendo uma longa histdria de seu cultivo na regido mediterrénica de Valéncia,
na Espanha, além de muitas variedades locais existentes na éarea (RUIZ-DOMINGUEZ;
RAIGON; PROHENS, 2013). Foi originada de uma regido geografica que ocupa desde o sul
do Céaucaso até as altas planicies do Ird, Palestina e a zona costeira da Siria, estendendo-se
pelo Chipre até o Egito, povoando todos o0s paises que margeiam o Mediterraneo
(COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO, 2009).

Esta espécie de oliveira é amplamente cultivada em areas semiaridas do
Mediterraneo, onde longos periodos de déficit hidrico no solo estdo normalmente presentes
durante a estacdo seca (MELGAR et al, 2008). O clima mediterrdneo € caracterizado por
apresentar elevadas temperaturas e baixo indice pluviométrico durante os meses do verdo.
Porém, a acumulacdo de frio durante o inverno do clima mediterraneo é indispensavel para
que a oliveira saia da dorméncia e atinja florescimento uniforme (COUTINHO; RIBEIRO;
CAPPELLARO, 2009).

A oliveira é bem adaptada a Bacia do Mediterrdneo, caracterizando-se pela
rusticidade, ndo exigindo solos férteis, nem regime hidrico especial (WIESMAN, 2009;
BERTONCINI, 2012). Contudo, cultivos comerciais exigem solos bem aerados e férteis
(BERTONCINI, 2012).

Segundo Raport (1998, p.35), a oliveira é uma arvore de porte médio, cujo
sistema radicular esta relacionado com a origem da arvore; se for por meio
da germinacdo de sementes, o sistema radicular é caracterizado por uma raiz
pivotante central, mas se for a partir de estacas, forma-se um sistema
radicular fasciculado. Nos ramos semilenhosos, em cada no, inserem-se duas
folhas opostas, em cujo ponto de inser¢cdo encontram-se as gemas que, em
funcdo do estimulo externo que recebem, podem transformar-se em gemas
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de brotacdo ou de florescimento. A flor é constituida por quatro sépalas
verdes e por quatro pétalas brancas, as quais formam a corola. O fruto,
denominado azeitona, é uma drupa de tamanho pegueno e forma elipsoidal,
cujas dimensGes podem apresentar entre 1 a 4 cm de comprimento e
didmetro de 0,6 a 2 cm com acumulacdo de azeite nas células do mesocarpo.

O processo de crescimento e amadurecimento da azeitona pode demorar cerca de 5
meses em condic¢des climaticas normais (GHANBARI et al., 2012), sendo o tamanho dos
frutos, na sua globalidade, influenciado por diversos fatores, como a disponibilidade de agua,
a temperatura ou as diferencas genéticas entre as cultivares (HAMMAMI; MANRIQUE;
RAPOPORT, 2011).

A azeitona ndo pode ser consumida na sua forma natural devido ao seu amargor,
resultante, principalmente, da elevada concentragdo de oleuropeina (BOURQUELOT;
VENTILESCO, 1908; PANIZZI; SCARPATI; ORIENTE, 1960), necessitando de
transformacdes que a tornem palatavel (FERNANDEZ DIEZ et al., 1985) e, por meio deste
fruto da oliveira, obtém-se diversos produtos, sendo 0s principais o azeite e as azeitonas de
mesa.

Apesar de todas as cultivares de oliveira poderem ser utilizadas para a producao de
azeitonas de mesa, algumas possuem propriedades mais adequadas, levando em consideragédo
o tamanho do fruto, o seu sabor, forma, firmeza, relacdo polpa/caroco e facilidade de
desprendimento da polpa do respectivo carogo (REJANO et al., 2010).

As azeitonas de mesa sdo atualmente o vegetal fermentado mais importante
produzido nos paises desenvolvidos, sendo muito apreciadas por ambas as suas caracteristicas
sensoriais e valor nutritivo, e sua utilizacdo é extensa em todos os mercados do mundo
(TOFALO et al., 2013).

O azeite de oliva também é apreciado por suas caracteristicas organolépticas, bem
como por sua alta estabilidade para cozinhar (CASAL et al., 2010; INGLESE et al, 2011.).
Além disso, a demanda esta aumentando devido a ampla e crescente evidéncia dos beneficios
para a saude humana do consumo de azeite de oliva resultante de seu alto teor de fenois
(PEREZ-JIMENEZ et al., 2007), sendo uma fonte rica de antioxidantes naturais
(CANTARELLI, 1961; MONTEDORO; CANTARELLI, 1969; PAPADOPOULOS;
BOSKAU, 1991)

Estes efeitos benéficos do azeite de oliva podem ser devido aos seus componentes,
tais como os compostos fenolicos, tocoferol, carotenoides, que demonstraram possuir
propriedades antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria (VISIOLI; GALLI, 1998;
CICERALE et al., 2012).
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Os cultivares comerciais Arberquina, Arbosana e Koroneiki tém sido testados com
sucesso no Brasil para extracdo de azeite, e o cultivar Ascolana para a producdo de azeitonas
de mesa (COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO, 2009).

Conforme Vieira Neto et al. (2008), a oliveira foi introduzida no Brasil no inicio do
século XX, nas regides sul e sudeste. Hoje existem &reas com plantios comerciais nos estados
do Rio Grande do Sul (Bagé, Cachoeira do Sul, Cagapava do Sul, Dom Pedrito, Encruzilhada
do Sul, Rio Grande, Santana do Livramento e Vacaria), Minas Gerais (Maria da Fé) e em
Santa Catarina (COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO, 2009). Recentemente iniciou-se o
cultivo de oliveiras nas areas mais altas da Serra da Mantiqueira, 0 que tem aumentado o
interesse dos produtores do Brasil (VIEIRA NETO et al., 2010).

Na América do Sul, a Argentina e o Chile sdo os principais produtores e
exportadores de azeitona de mesa e azeite, respectivamente, com 100 mil e 10 mil hectares
plantados (SILVA et al, 2012).

O Brasil é totalmente dependente da importacdo de azeitonas de mesa e azeites, com
0 seu consumo sendo suprido pela Comunidade Econémica Europeia, e pelos paises
Argentina, Chile e Peru (EMBRAPA, 2011).

De acordo com dados estatisticos recentes do Conselho Oleicola Internacional — COI
(2013), o Brasil € um dos maiores mercados consumidores de produtos de oliveira (Olea
europeae L.). As importacGes brasileiras de azeite e bagaco de azeitona foram de 74.873,8
toneladas em 2012/13, sendo os paises da Unido Europeia responsavel por 88% desta
tonelagem, onde Portugal lidera como maior fornecedor (57 %), seguido pela Espanha (25
%), Italia (6 %) e Grécia (1%). A porcentagem restante de 12 % das importagdes brasileiras
foi fornecida pela Argentina (9 %), seguida do Chile (2 %) e diversos outros paises (1 %).

Em relacdo ao mercado de azeitonas de mesa na temporada de 2012/13, o Brasil
importou 109.051,1 toneladas. A reparticdo desta tonelagem em volume e pais de origem
revela que a Argentina é a principal fonte do Brasil, fornecendo 75 % de suas importacgdes.
Em seguida, vem a Espanha com uma quota de 13%, Peru com 11 % e Egito com 1 % (10C,
2013).

Algumas justificativas para o consumo dos produtos de oliveira adquirir cada vez
mais relevancia no mercado brasileiro, além do mercado mundial sdo: o aumento do poder
aquisitivo de algumas classes sociais, associado com produtos derivados de oliveira de precos
mais acessiveis no mercado brasileiro e a divulgacdo dos beneficios do consumo do azeite de
oliva para a saude (BERTONCINI, 2012).
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3.2 Método de propagacdo em oliveira

O processo de propagacdo vegetativa de plantas ocorre por meio da divisdo e
diferenciacdo de células, sem a participacdo de d6rgdos sexuais, sendo, portanto, designada
como propagacdo assexuada (PIMENTEL, 2010). Consiste na multiplicacdo de individuos a
partir de porgdes vegetativas das plantas em razdo da capacidade de regeneracdo dos 0rgaos
vegetativos (HARTMANN et al., 2002).

Existem varios métodos de propagacédo vegetativa de plantas, sendo que os principais
métodos utilizados comercialmente sdo a estaquia, a micropopagacdo, a microestaquia,
miniestaquia e a enxertia (FERRARI; GROSSI; WENDLING, 2004).

A estaquia € 0 método de propagacdo mais utilizado na producdo de mudas de
oliveira (COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO, 2009; NETO et al., 2010), sendo uma
técnica que promove 0 enraizamento de partes da planta que podem ser ramos, raizes ou
folhas retirados de uma planta original, constituindo-se a estaca, o material vegetal que ira
gerar uma nova planta semelhante a aquela que Ihe deu origem.

Até o final do século XX, o método de multiplicacdo da oliveira por estaquia
utilizava estacas lenhosas de 50 a 60 cm de comprimento, enterradas diretamente na area do
plantio. No entanto, esse método apresentou desvantagens, como a necessidade de grande
quantidade de material vegetativo e maior tempo para a formacdo da muda, onerando o custo
inicial da cultura. Posteriormente, passou-se a utilizar propagulos menores com 25 a 30 cm de
comprimento, visando a melhoria na eficiéncia da estaquia e a reducdo do gasto com materiais
vegetativos (CABALLERO; DEL RI10, 2006).

Atualmente, as oliveiras vém sendo propagadas por meio de estacas semilenhosas
com 12 cm de comprimento, dotadas de quatro folhas e enraizadas sob nebulizacédo
intermitente com mecanismos que permitem o aquecimento do substrato, instalados em casa
de vegetacdo, possibilitando notaveis avancos no enraizamento das estacas de oliveira
(CABALLERO; DELRIO, 2006; OLIVEIRA et al., 2012), a0 empregar menor espaco,
melhor qualidade e rapidez na obtencdo das plantas em relacdo aos outros métodos, o que
permite baixar os custos de producdo (COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO, 2009).

Esse sistema de enraizamento com estacas semilenhosas de oliveira realizado nos
ultimos 20 anos, na maior parte dos paises oleicolas, resume-se em trés fases: o enraizamento,
durante o qual se tem a emisséo de raizes adventicias na base das estacas; a aclimatagédo, onde
se promove a funcionalidade do sistema radicular obtido, e, finalmente, a formacéo das mudas
em viveiro (COUTINHO; RIBEIRO; CAPPELLARO, 2009).
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No entanto, mesmo com toda essa tecnologia, o percentual de enraizamento com
estacas semilenhosas ainda é considerado baixo, a exemplo do trabalho desenvolvido por
Oliveira et al. (2010b) que registraram apenas 12,7 % de enraizamento de estacas
semilenhosas da oliveira ‘Arbequina’, tratando as estacas em solucdo de 3 g L™ de &cido
indolbutirico (AIB) e utilizando como substrato a perlita (OLIVEIRA et al., 2012).

Os principais fatores envolvidos no enraizamento de estacas sdo o balango hormonal;
a constituicdo genética da planta matriz (potencial e variabilidade genética dentro da espécie);
a maturacdo/juvenilidade dos propagulos; a época do ano de coleta; fatores abioticos
(temperatura, luz, umidade); o uso de reguladores de crescimento e a qualidade do substrato
(FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005; XAVIER et al., 2009).

Na estaquia, muitas vezes, a aplicacdo dos reguladores de crescimento é decisiva
para a formacdo de raizes e tem por finalidade aumentar a porcentagem de estacas que
formam raizes, acelerar sua iniciagdo, aumentar o nimero e a qualidade das raizes formadas e
uniformizar o enraizamento (FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005).

3.3 Fitohorménio

Fitohormdnios ou hormonios vegetais sdo reguladores naturais de crescimento das
plantas. Sdo compostos organicos sintetizados no proprio vegetal, os quais, em baixas
concentracdes, promovem, inibem ou modificam processos morfologicos e fisioldgicos do
mesmo (CASTRO; VIEIRA, 2001).

O termo regulador de crescimento é normalmente empregado para compostos
naturais (fitohorménio e substancias naturais de crescimento) ou sintéticos (hormonio
sintético e regulador sintético) que exibem atividade no controle do crescimento e
desenvolvimento da planta (CASTRO; SANTQOS; STIPP, 2012).

Os fitohormonios vegetais podem ser classificados como auxinas, giberelinas,
citocininas, etileno e acido abscisico (TAIZ; ZEIGER, 2004; KERBAUY, 2008). O grupo de
reguladores de crescimento usado com maior frequéncia na inducéo de enraizamento € o das
auxinas (HINOJOSA, 2000).

3.3.1 Auxina

As auxinas naturais sdo substancias produzidas pelas plantas e destinam-se a

regulacdo de processos fisiologicos, como o crescimento e a multiplicacdo celular,
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influenciando fortemente a diferenciacdo e crescimento de 6rgdos novos, em particular, de
raizes (HEEDE; LECOURT, 1989).

O éacido indol-3-acético (AlA) é a auxina natural mais conhecida (HARTMANN et
al., 2002). Sua funcéo esta relacionada ao alongamento de células, estimulando a sintese ou
desinibindo a acdo de enzimas que atuam sobre as microfibrilas da parede celular, o que
resulta em aumento da plasticidade da membrana; ao passo que € responsavel pela formagédo
de raizes adventicias no caule e aumento da extensdo nas raizes (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As substancias auxinicas formam-se naturalmente nas partes das plantas em
crescimento ativo, tais como gomos e folhas jovens, sendo posteriormente transportadas,
através do floema, para a base das estacas, onde se concentram e, deste modo, juntamente
com outras substancias nutritivas, estimulam a formacdo das raizes (HARTMANN et al.,
2002; MONTEGUTI et al., 2008).

As auxinas que ndo existem na natureza denominam-se auxinas sintéticas e
desempenham um papel semelhante as naturais. Como exemplos tém-se os &cidos indol-3-
butirico (AIB), naftalenoacético (ANA), 2,4 - diclorofenoxiacético, naftoxiacético e tri-
iodobenzdico (MEYER et al., 1983). As auxinas sintéticas sdo usadas como moléculas ativas
em solucBes comerciais para a horticultura como elas promovem a iniciagdo de raizes
adventicias e a sincronizacéao da floracéo e frutificagdo (SAUER; ROBERT; KLEINE-VEHN,
2013).

Espécies vegetais cujas estacas ndo enraizam bem em condi¢des naturais, quando
tratadas com é&cido indol-3-acético (AIA) ou seus analogos sintéticos emitem raizes com
facilidade. Tratar as estacas com reguladores de crescimento, além de estimular a iniciacdo
radicular, promove o aumento da porcentagem de estacas enraizadas, acelera o tempo de
formacdo das raizes e, consequentemente, diminui a permanéncia das estacas no leito de
enraizamento (BORTOLINI, 2006).

As auxinas AIA e o AIB, dentre as outras, sdo mais amplamente usadas para o
enraizamento de estacas, por serem 0s compostos mais eficazes no estimulo da iniciagdo de
raizes adventicias em estacas de muitas espécies (HARTMANN et al.,, 2002). Esses
reguladores tém sido usados e pesquisados para varias espécies frutiferas e florestais (COSTA
JUNIOR; SCARPARE FILHO; BASTOS, 2003; CARVALHO; CUNHA; RODRIGUES,
2005). Tais reguladores podem vir a ser toxicos quando aplicados em altas concentracGes
(XAVIER; WENDLING; SILVA 2009; SAUER; ROBERT; KLEINE-VEHN, 2013), devido
a estas propriedades, muitos compostos com atividade de auxina, tém sido desenvolvidos e
utilizados como herbicidas (GROSSMANN, 2010).
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Porém, de uso geral, a aplicacdo exdgena de reguladores de crescimento sintético
como o AIB, é uma das formas mais estudadas no favorecimento do balan¢o hormonal para o
enraizamento, por se tratar de uma substancia fotoestavel, de acédo localizada e menos sensivel
a degradacdo por acdo da luz, em comparacdo as demais auxinas sintéticas, podendo, em
muitas espécies de dificil enraizamento, viabilizar a produgdo de mudas por meio da estaquia,
elevando o teor de auxina no tecido (FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005).

3.4 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas

As rizobactérias sao bactérias que habitam a rizosfera, com capacidade de colonizar
as raizes das plantas na presenca da microbiota natural do solo (GRAY; SMITH, 2005). A
rizosfera, por sua vez, € a zona do solo ao redor da raiz que se encontra sob influéncia direta
do sistema radicular, sendo rica em nutrientes, devido ao acimulo de uma variedade de
compostos organicos liberados pelas raizes por exsudacdo e deposicdo. O crescimento e
atividade de microrganismos sdo intensos na rizosfera, porque 0s compostos organicos
liberados pelas raizes podem ser utilizados como fonte de energia e carbono
(DOBELLAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003).

A interacdo entre rizobactérias e raizes de plantas pode ser benéfica, prejudicial ou
neutra (WHIPPS, 2001). Aquelas que exercem efeito benéfico no desenvolvimento de plantas
através da promocdo do crescimento e, ou, protecdo contra organismos patogénicos sdo
chamadas de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) ou bactérias
promotoras do crescimento de plantas (BPCP) (KLOEPPER et al., 1990).

Os primeiros estudos na década de 1950 comecaram com o foco em bactérias
fixadoras de nitrogénio. Desde entdo, um grande nimero de RPCP pertencentes a diferentes
classes e géneros de bactérias com caracteristicas multifuncionais foram descritas
(RODRIGUEZ-DIAZ et al., 2008). As RCPC mais conhecidas incluem membros dos géneros
Azospirillum, Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Enterobacter, Klebsiella, Burkholderia,
Serratia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum, Azoarcus, Arthrobacter e Rhizobium (STURZ;
NOWAK, 2000; ROSENBLUETH; MARTINEZ-ROMERO, 2006; HARDOIM; VAN
OVERBEEK; ELSAS, 2008).

As RPCP foram submetidas a inimeras investigacfes envolvendo biotecnologia,
aplicacdes na agricultura, horticultura, silvicultura e protecdo ambiental (ZAHIR; ARSHAD,;
FRANKENBERGER et al., 2004). Dependendo do seu modo de acdo, as RPCP podem ser

classificadas como: biofertilizantes, correspondem a fixacdo biologica de nitrogénio e
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utilizacdo de formas insoltveis de fdsforo, fitoestimuladoras, afetam o crescimento das
plantas pela producdo de fitohormoénios e biopesticidas, promovem o controle de agentes
fitopatogénicos, principalmente pela producdo de antibi6ticos e metabdlitos antiflngicos,
havendo certas rizobactérias com aplicacBes sobrepostas (MARTINEZ-VIVEROS et al.,
2010; BHATTACHARYYA,; JHA, 2012).

O objetivo principal do desenvolvimento biotecnolégico com base em RPCP tem
sido desenvolver inoculantes do solo que podem contribuir com a agricultura sustentavel,
diminuindo assim a necessidade de uso de fertilizantes e pesticidas quimicos (ADESEMOYE;
KLOEPPER, 2009). As RPCP também tém sido usadas para remediar solos contaminados
(ZHUANG et al., 2007) e em associacdo com espécies vegetais podem ajudar a promover a
utilizacdo mais eficiente das plantas nas praticas de fitorremediacdo (MA et al., 2011).

De acordo com a relacdo das RPCP com as plantas, elas podem ser simbidticas ou de
vida livre (KHAN, 2005). Em geral elas também podem ser separadas em: rizobactérias
extracelular (de vida livre), que vivem no solo préximo a raiz, no rizoplano, ou nos espacos
intercelulares no cortex da raiz; e rizobactérias intracelulares (simbioticas), que vivem dentro
das células das raizes, geralmente em estruturas especializadas, os nédulos (GRAY; SMITH,
2005).

O modo de agdo das RPCP pode ser dividido em mecanismos que diretamente
beneficiam o crescimento das plantas e mecanismos que indiretamente promovem o
crescimento vegetal (AHMAD, F.; AHMAD, I.; KHAN, 2008). Os mecanismos diretos
podem ser via producdo ou alteracdo da concentracdo de fitohormoénios, aumento do “status”
nutricional da planta por meio da solubilizacdo de fosforo e fixacdo bioldgica de nitrogénio
(GLICK et al., 1999; ZAHIR; ARSHAD; FRANKENBERGER, 2004; SAHARAN; NEHRA,
2011). Enquanto gue os mecanismos indiretos estdo relacionados com o biocontrole de pragas
e doencas, pela inducdo de resisténcia sistémica aos patdgenos de plantas, producdo de
antibidticos e captacdo de ferro através da producdo de sider6foros que sequestram e
disponibilizam os ions férricos para o vegetal (LUGTENBERG; KAMILOVA, 2009;
SAHARAN; NEHRA, 2011).

A produgdo de fitormonios por RPCP é considerada um dos mecanismos mais
importantes pelos quais muitas rizobactérias promovem o crescimento de plantas (SPAEPEN;
VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). Estudos tém demonstrado que as RPCP podem
estimular o crescimento de plantas através da capacidade de produzir hormonios vegetais
como auxinas, giberelinas, citocinas e etileno (DODD et al., 2010; CAMELO; VERA,;
BONILLA, 2011).
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O acido indol-3-acético (AIA) é o hormdnio vegetal mais comum e melhor
caracterizado. Estima-se que 80 % das bacteérias isoladas da rizosfera séo capazes de sintetizar
esta auxina natural (PATTEN; GLICK, 1996), a qual € responsavel pela divisdo, expansao e
diferenciacdo das células e tecidos vegetais e estimula o alongamento das raizes
(MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010).

As rizobactérias podem sintetizar o AIA a partir de diversas vias metabdlicas
dependentes do aminodacido triptofano (trp), e também por vias independentes de triptofano
(SPAEPEN; VANDERLEYDEN; REMANS, 2007). As vias biossintéticas de AIA
dependentes do triptofano amplamente conhecidas e que ocorrem nas rizobactérias incluem: a
via da indol-3-piruvato (IPyA ), onde o triptofano € convertido a IPyA através de uma
transaminacdo por uma trp aminotransferase ou de uma oxidacdo por uma L-aminoacido
oxidase, e em seguida, o IPyA é descarboxilado através da indol-3-piruvato descarboxilase
(IPDC) a indol-3-acetaldeido (IAAld), o qual € oxidado a AIA pela IAAld oxidase ou pela
aldeido-desidrogenase. A via da indol-3- acetamida (IAM), consiste em duas etapas, sendo 0
triptofano metabolizado a IAM através de uma trp-monooxigenase, que posteriormente €
convertida a AIA por uma IAM hidrolase (amidase). E a via da indol-3-acetonitrila (IAN) na
qual algumas nitrilases catalisam a conversdo de IAN a AIA (BACA; ELMERICH, 2007).

O AIA ¢ produzido durante todos os estagios de crescimento da cultura bacteriana e
bem depois da fase estacionaria (MALHOTRA; SRIVASTAVA, 2009). Esta caracteristica
faz a rizobactéria especialmente qualificada para a promocdo do crescimento de plantas,
permanecendo o efeito do AIA durante semanas ou meses ap0s a inoculacdo bacteriana na
muda vegetal (BASHAN; DE-BASHAN, 2010).

A inoculacdo com RPCP produtoras de AIA tem sido usada para estimular a
germinacdo de sementes, para acelerar o crescimento das raizes, modificar a arquitetura do
sistema radicular, e para aumentar a biomassa de raizes (MARTINEZ-VIVEROS et al.,
2010).

Entre as espécies de RPCP, as rizobactérias do género Azospirillum sdo as produtoras
de AIA mais conhecidas e estudadas (DOBBELAERE et al., 1999). Podem ser isoladas a
partir da superficie ou do interior das raizes de uma ampla variedade de espécies de plantas
monocotileddneas, incluindo milho, arroz, cana-de-agUcar, sorgo, trigo e aveia (BASHAN;
HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004) e dicotiledéneas (MAGALHAES; DOBEREINER, 1984;
VELAZQUEZ; HERNANDEZ, 1999).

A espécie Azospirillum brasilense tem sido isolada de raizes e caules de arroz e
plantas de cana-de-agucar (LADHA; BARAQUIO; WATANABE, 1982; JAMES et al., 2000;
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REIS et al., 2000), enquanto que a espécie Azospirillum amazonese tem sido isolada de
cereais, gramineas forrageiras e palmeiras no Brasil (MAGALHAES, et al., 1983;
MAGALHAES; DOBEREINER, 1984; BALDANI et al., 1997). Os primeiros relatorios com
a Azospirillum brasilense mostraram que esta rizobactéria produziu menos de 2 ug mL™ de
AIA em meio N-livre (NFb), e até 24 pg mL™ de AIA em meio NH4 suplementado com
triptofano (TIEN; GASKINS; HUBELL, 1979), e isto ocorre porque a adi¢do exdgena deste
aminoacido no meio de cultura pode aumentar a biossintese de auxina pelas rizobactérias
(BASHAN; DE-BASHAN, 2010).

Os efeitos da inoculagdo com rizobactérias do género Azospirillum spp. estdo
relacionados, principalmente, ao crescimento ou a morfologia das raizes, aumentando o
numero de raizes laterais e pélos radiculares, levando a ampliacdo da superficie radicular, o
que resulta em uma melhor absorcéo de nutrientes e de agua, podendo ser o principal fator de
aumento do crescimento vegetal (BOTTINI; CASSAN; PICCOLLI, 2004).

Dobbelaere et al. (2001) também avaliaram o efeito da inoculacdo do género
Azospirillum spp. sobre o crescimento de algumas plantas agronomicamente importantes, e
observaram um aumento significativo no peso seco de ambos 0s sistemas, radicular e aéreo,
das plantas inoculadas com RPCP, resultando em um melhor desenvolvimento e floragéo.

Em alguns estudos, Azospirillum é utilizada como inoculante bacteriano, por si s6 ou
em combinacdo com outros microrganismos, incluindo outra RPCP, fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) e rizobios (BASHAN; HOLGUIN; DE-BASHAN, 2004).

A espécie Herbaspirillum seropedicae foi isolada das raizes de cereais quando
procuravam identificar novos isolados do género Azospirillum spp. (BALDANI et al., 1984).
Podendo a rizobactéria Herbaspirillum seropedicae, por sua vez, ser isolada de muitas
gramineas, tais como milho, sorgo e arroz (BALDANI et al., 1986), além de apresentar baixa
sobrevivéncia em solo natural (BALDANI et al., 1996).

Um novo género de rizobactérias esta sendo objeto de estudos, Burkholderia, que foi
reclassificado a partir de linhagens antes incluidas no género Pseudomonas (YABBUCHI,
KOSAKO et al., 1992). Diferentes espécies do género Burkholderia foram isoladas do interior
das raizes, colmos e folhas de cana-de-agucar, batata-doce, mandioca e arroz (BALDANI,
1996). Estudos posteriores estabeleceram que a grande maioria destes isolados fosse, na
verdade, parte de uma nova espécie deste género, chamada Burkholderia brasilensis (PERIN;
SIMOES-ARAUJO; REIS, 2006), além de outras ja descritas a partir de isolados presentes na
rizosfera de café e milho, raizes e colmos de milho e cana-de-agUcar e rizosfera de cana-de-
acucar (REIS et al., 2004).
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A inoculacdo de RPCP tem sido amplamente estudada nas Ultimas décadas, e testada
em alguns paises, demonstrando bom potencial para o agronegocio (KENNEDY;
CHOUDHURY; KECSKES, 2004). Como por exemplo, em arroz (ACEBO et al., 2007),
trigo (LEMOS et al., 2013), banana (WEBER et al., 2001), cana-de-acucar (BENEDUZI et al,
2013), milho (HUNGRIA et al., 2010), entre outras culturas de importancia econdmica.

Segundo Hungria et al. (2010), no Brasil, considerando apenas a substituicdo parcial
(50 %) do N-fertilizante, exigidos pelas culturas de milho e de trigo, pelas estirpes de
Azospirillum, resultaria em uma economia estimada em 1,2 bilhGes de dolares por ano em
fertilizantes nitrogenados. E estes trabalhos tém-se desenvolvido de forma gradual e
crescente, destinando o aumento do desempenho das culturas, e a diminuicdo do uso
excessivo de fertilizantes minerais e produtos quimicos, consequentemente reduzindo a
contaminacdo ambiental (PARRA; CUEVAS, 2002).

Inoculantes comerciais contendo RPCP pertencentes aos géneros Agrobacterium,
Azospirillum, Bulkholderia, Pseudomonas, Streptomyces e Bacillus ja foram lan¢ados no
mercado mundial para o uso da comunidade agricola, com potencial fertilizante, controle de
doencas vegetais e gerenciamento de pragas, tais como, Diegall, Galltrol-A, Zea-Nit, Azo-
Green, Epic, Quantum 4000, Victus, Mycostop, entre outros (BHATTACHARYYA; JHA,
2012).

Os efeitos proporcionados pela inoculacdo de RPCP sobre o enraizamento e
crescimento de plantas, inclusive para a producdo de mudas, também tém sido descritos em
muitos estudos, tais como em eucalipto (MAFIA et al., 2007; MAFIA et al., 2009), kiwi
(ERTUK et al., 2010), uva (SABIR, 2013), tomate (RIBAUDO et al., 2006; MARTINEZ et
al., 2013), oliveira (MONTERO-CALASANZ et al., 2013), entre outros.

Dentre esses estudos, resultados indicaram que a inocula¢do de mudas de tomate com
Azospirillum brasilense FT 326 promoveu o desenvolvimento das plantas, como revelado
pelo aumento da parte aérea e biomassa radicular, altura da parte aérea, e da superficie total
de raizes (RIBAUDO et al., 2006). Ja as rizobactérias dos géneros Bacillus e Comamonas,
entre as RPCP utilizadas no enraizamento de estacas de kiwi, obtiveram os maiores indices de
enraizamento de estacas semilenhosas e lenhosas de kiwi, maximizando a produgéo de mudas
clonais enraizadas em viveiro (ERTUK et al., 2010), enquanto que a inoculacéo isoladamente
ou em combinagdo de rizobactérias dos géneros Bacillus e Pseudomonas estimulou a
formagéo de tecido caloso ao redor do ponto de enxerto de uva, e ajudou significativamente as
plantas jovens a sobreviver (SABIR, 2013). Na indugdo do enraizamento de estacas

semilenhosas de oliveira, todos os tratamentos inoculados com as rizobactérias Azospirillum
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brasilense Cd, Pantoea sp. AG9, Chryseobacterium sp. AG13, Chryseobacterium sp. CT348 e
Pseudomonas sp. CT364 apresentaram um enraizamento significativamente maior do que o
observado no tratamento com a auxina sintética AIB, houve aumento no nimero de raizes
adventicias e no comprimento médio total de raizes, sendo que apenas a estirpe Pantoea sp.
AG9 produziu altas porcentagens de enraizamento independente do modo de inoculagao, e em
todas as cultivares testadas (MONTERO-CALASANZ et al., 2013). Os resultados obtidos por
estes estudos sugerem a potencialidade das RPCP para substituir o uso de auxinas sintéticas
na producao de material propagativo (ERTUK et al., 2010; SABIR, 2013).

No Brasil, ainda ndo existem restricdes legais quanto a utilizagdo do horménio
sintético, acido indol-3-butirico (AIB), na agricultura organica e nem na convencional. Porém,
todas as formulac@es sintéticas de reguladores de crescimento vegetal, como o AlB, ndo séo
autorizadas na inducdo de enraizamento da agricultura organica da Comunidade Europeia e
dos Estados Unidos, de modo que, é necessario encontrar um sistema alternativo para
melhorar a porcentagem de enraizamento natural das plantas (ERTURK et al., 2010;
MONTERO-CALASANZ et al., 2013).

De acordo com o Regulamento n® 834/2007 e o Regulamento n° 889/2008 da
Comunidade Europeia, 0 uso de produtos quimicos sintéticos nos sistemas de agricultura
organica é proibido. Na lista nacional do National Organic Program (NOP) dos Estados
Unidos, também ndo existe atualmente qualquer substancia permitida com capacidade de
inducdo de raizes. Se o AIB ¢é utilizado na producdo de mudas, os produtores devem cultivar
as plantas um ano sob condic¢des organicas antes de a cultura poder ser certificada organica
(TECHNICAL SERVICES BRANCH FOR THE USDA NATIONAL ORGANIC
PROGRAM, 2011).

Além de horménio sintético, o AIB é registrado como pesticida bioguimico pela
Environmental Protection Agency (EPA) dos Estados Unidos, sendo seu registro obrigatorio
neste 6rgdo para poder usa-lo no cultivo de plantas, além de exigir que todos seus
componentes sejam divulgados na demonstracdo da formula (TECHNICAL SERVICES
BRANCH FOR THE USDA NATIONAL ORGANIC PROGRAM, 2011).

O papel dos mecanismos do horménio sintético AIB no crescimento e
desenvolvimento das plantas ndo estd bem compreendido e ainda esta em debate, assim como
seus efeitos ambientais e na salde ndo sdo suficientemente conhecidas (BEYOND
PESTICIDES, 2013). Portanto, as aplicacGes ecoldgicas na agricultura ganharam maior
relevancia, em particular na horticultura e producdo de viveiro, sendo que a utilizacdo das

rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RCPC) pode ser uma potencial
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ferramenta para a multiplicagdo de material vegetal em viveiro, substituindo o uso de auxinas
sintéticas, resultando na obtencdo de material propagativo organico (ERTURK et al., 2010;
MONTERO-CALASANZ et al., 2013).
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4 METODOLOGIA
4.1 Descricéo do protocolo experimental

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo de polietileno, na unidade de
producdo de mudas de oliveira por estacas enraizadas, da Fazenda Experimental de Maria da
Fe/MG, pertencente a Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (FEMF-
EPAMIG), no periodo de abril a setembro de 2013.

As oliveiras utilizadas neste trabalho pertencem ao Banco Ativo de Germoplasma
(BAG) situado na Fazenda Experimental da EPAMIG, em Maria da Fé, Sul de Minas Gerais,
a 22° 18 de latitude Sul e 45° 23’ de longitude Oeste, altitude média de 1.276 metros e
classificacdo climatica de Koppen tipo Cwb, ou seja, clima temperado chuvoso
(mesotérmico), também denominado subtropical de altitude e solo do tipo Latossolo
Vermelho com textura média argilosa.

O experimento foi instalado utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 10x3, sendo 9 fontes produtoras de horménio (4 isolados de bactérias + 4
estirpes-tipo + 1 hormonio sintético — AIB) e 1 testemunha (sem inoculacdo e sem AIB), 3
cultivares de oliveira, com 10 repeticdes, totalizando 300 unidades experimentais.

As trés cultivares de oliveira, Grappolo 541, Arbequina e Maria da Fé, constituintes
dos tratamentos, foram submetidas a inoculacdo com as estirpes-tipo, Azospirillum brasilense
(BR 11001"), Azospirillum amazonense (BR 11040"), Herbaspirillum seropedicae (BR
11175" e Burkholderia brasilensis (BR 11340"), e com os isolados bacterianos 32, 39, 42 e
48 (SILVA; MELLONI, 2011).

Tendo em vista que o acido indolbutirico (AIB) é comumente empregado na FEMF
como hormdnio sintético para estimular e acelerar o enraizamento de estacas (OLIVEIRA et
al., 2010a; OLIVEIRA et al., 2010b), este foi utilizado como uma forma de comparagédo ao
tratamento de inoculacdo com os isolados selecionados e estirpes-tipo.

A testemunha, composta pelo meio de cultura Dygs sem inoculacdo de bactérias, foi
utilizada para comparagdo do enraizamento de estacas de oliveira inoculadas com as
rizobacterias e com aplicagdo do horménio AlB.

Cada unidade experimental foi constituida por um copo plastico, com 8 cm de
didametro por 10 cm de altura, e capacidade total de 300 mL, sendo preenchido com areia, e
contendo cada um, duas estacas representantes de cada cultivar, resultando em 600 estacas de

oliveira no total.



30

Os trezentos copos contendo as estacas inoculadas com os isolados, as estirpes-tipo e
os tratamentos controle e com horménio foram colocados no interior da casa de vegetacao
com sistema de nebulizacdo intermitente (automatizada por temporizador regulado para
acionar as 6 h e desligar as 22 h, sendo as nebuliza¢cbes acionadas a cada cinco minutos por
um periodo de 10 segundos), em bancadas contendo areia com fundo aquecido servindo como
suporte aos copos, sendo as estacas deixadas eretas.

As etapas do experimento que envolviam procedimentos em laboratorio foram

realizadas no Laboratorio de Microbiologia, da Universidade Federal de Itajuba-UNIFEI.

4.2 Selecdo dos isolados de rizobactérias

Foram empregados quatro isolados de rizobactérias, representados pelos nimeros 32,
39, 42 e 48, obtidos a partir de amostras de solo coletadas da Reserva Bioldgica Serra dos
Toledos, localizada em Itajubd/MG.

Silva e Melloni (2011) avaliaram a densidade e diversidade fenotipica dos diversos
grupos bacterianos provenientes das amostras de solo da Reserva Bioldgica Serra dos
Toledos, entre os quais 0s isolados de rizobactéria selecionados neste estudo sao pertencentes.

Os isolados bacterianos 32, 39, 42 e 48 foram selecionados de acordo com a
capacidade em produzir &cido indolacético (AlA), sendo estes 0s quais apresentaram as
maiores concentragdes de AlA, segundo trabalho preliminar realizado por Silva (2011).

As estirpes-tipo utilizadas para servirem como referenciais de parametro neste estudo
foram Azospirillum brasilense (BR 11001"), Azospirillum amazonense (BR 11040,
Herbaspirillum seropedicae (BR 11175" e Burkholderia brasilensis (BR 11340,
provenientes da Embrapa-Seropédica, RJ.

4.3 Teste de viabilidade dos isolados em meios de cultura especificos

Os isolados que estavam devidamente numerados e armazenados em tubos
eppendorf, em meio batata sélido (DOBEREINER et al., 1995), foram transferidos para
miniplacas de Petri contendo meios de cultura especificos com consisténcia solida, as quais
foram incubadas em estufa a 28°C, durante dez dias.

Os meios usados foram os de origem de cada isolado, sendo NFb para Azospirillum
spp. e JNFb para Herbaspirillum spp., conforme descrito em Dobereiner et al., (1995), e 0
meio Fam para Azospirillum amazonense, descrito em Magalhaes (1983).
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As colbnias isoladas nos meios sélidos foram transferidas novamente para 0s
mesmos meios de cultura, porém com consisténcia semi-sélida, sendo este processo realizado
em triplicata, e as culturas mantidas sob incubacéo por quinze dias a 28°C, conforme Melloni
et al. (2004).

Os isolados foram considerados vidveis quando apresentaram crescimento
bacteriano, devido & formacdo de fina pelicula caracteristica dessas bactérias proxima a

superficie do meio, em toda a triplicata (Figura 1).

Figura 1 - Crescimento das colénias em meio de cultura semi-sélido: NFb, Fam e JNFb.

4.4 Producao de acido indolacético pelo método colorimétrico dos isolados e estirpes-tipo

Inimeras variagOes para o teste de Salkowski (MAYER, 1958) sdo comumente
encontradas na literatura para a deteccdo de compostos ind6licos produzidos por bactérias,
entre eles, o AIA (KUSS et al., 2007; GALDIANO JUNIOR, 2009).

Os isolados e as estirpes-tipo dos tubos eppendorf foram transferidos para
erlenmeyers contendo meio liquido Dygs (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA; VICTOR,
1986) (Tabela 1), e submetidos a agitacdo em temperatura ambiente por trés dias. Com uso do
espectrofotbmetro a 600 nm, foi determinada a densidade Optica (DO), em triplicata, da
suspensdo de cada isolado (por meio dos valores de absorbancia), acrescentando-se solucao
salina 0,85 %, até se obter, ap6s agitacdo do frasco, DO = 0,5 em 5 mL de suspensao (KUSS

et al., 2007) (Figura 2). Para a realizacao da leitura utilizou-se solucéo salina como branco.
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Tabela 1 — Composi¢cao do Meio de cultura Dygs

Ingredientes Concentracéao
Glucose 2000 mg L™
Peptona bacterioldgica 1500 mg L™
Acido malico 2000 mg L™
Extrato de levedura 2000 mg L™
Acido glutamico 1500 mg L™*
K,HPO4 500 mg L™
MgSO, « 7TH,0 500 mg L™
Agar 15gL*

Faixa de pH entre 6 a 6,5

Figura 2 - Determinacdo da densidade Optica: suspensdo bacteriana com solugdo salina em
frasco (a) e leitura da absorbancia para obten¢do de DO = 0,5 (b).

Conforme metodologia de Kuss et al. (2007), aliquotas de 0,5 mL de solucdo de cada
um dos isolados e estirpes, ajustadas para DO 0,5, foram colocadas para crescimento em meio

liquido Dygs e agitadas por 72 horas a 30 °C (Figura 3).

Figura 3 - Crescimento com densidade Optica ajustada: retirando 0,5 mL de suspensdo
bacteriana e colocando em erlenmeyer contendo meio Dygs liquido (a), e agitacéo a 30°C (b).
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ApOs esse periodo, 15 mL de cada uma das culturas homogeneizadas foram
transferidas para tubos e centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos. Do sobrenadante obtido,
3 mL foram vertidos em frascos, acrescentando-se 2 mL de reagente de Salkowski (2 mL de
FeCl3 0,5 mol L™ + 98 ml de HCIO4 35%) (SARWAR; KREMER, 1995). Os frascos com o
sobrenadante e o reagente de Salkowski foram armazenados em ambiente escuro por 30
minutos para desenvolvimento de cor, que se apresenta em tons de rosa avermelhado mais
intenso, quando h& mais quantidade de acido indolacético. A intensidade da cor foi
determinada em espectrofotdmetro a 530 nm (SILVA, 2010) e para a realizacdo da leitura foi
utilizado como branco o meio liquido Dygs esterilizado, com adicdo do reagente de
Salkowski, sem inoculacdo e dagua destilada. O meio de cultura Dygs utilizado para
quantificacdo da producdo de AIA ndo recebeu adicdo de triptofano, uma vez que este meio
possui extrato de levedura o qual e uma fonte rica de aminoacidos, inclusive de triptofano
(YAMADA et al., 2003). O processo de quantificacdo de acido indolacético encontra-se
representado na Figura 4.

SO00 0O

Figura 4 - Método colorimétrico: centrifugando os tubos contendo cada um 15 mL de suspensdo
bacteriana (a), retirando 3 mL do sobrenadante presente no tubo apds a centrifugagdo (b),
frascos contendo a adi¢do de 3 ml do sobrenadante com 2 mL do reagente de Salkowski (c) e
leitura da absorbancia dos frascos com coloragédo em tons de roseo (d).



34

Assim como em Galdiano Janior (2009), a concentragdo dos compostos indélicos foi
estimada com uma curva-padrdo, previamente preparada com meio liquido Dygs esterilizado
ndo inoculado; quantidades conhecidas do hormonio, as quais foram obtidas por meio de
diluicdes de uma solugdo 1 mg L™ de 4cido-3-indolacético comercial, e 2 mL do reagente de

Salkowsky em cada frasco (Figura 5).

Figura 5 - Determinacéo da curva padréo de AlA: frascos contendo diferentes concentragdes de
AlA e apresentando coloragdo de acordo com a concentragdo de AlA colocada (a) e leitura da
absorbancia em espectrofotometro (b).

A reta padrdo para comparacdo da absorbancia colorimétrica da quantidade de AIA
produzido pelos isolados bacterianos e pelas estirpes-tipo constou de oito concentracfes de
AIlA comercial (0, 0,5, 50, 100, 200, 300, 400, 500 pg mL™, respectivamente) e gerou a
equacdo y = 0,0005x + 0,0041, com R2? = 0,9926 (Figura 6).

0,3
y = 0,0005x+ 0,0041

0,25 RZ=0,9926 _— @
0,2
¢
0,15 /
0,1
0,05
0 / T T T T T ]
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Absorbancia a 530 nm

pug AIA

Figura 6 - Equacao da reta dos padrdes de concentrac6es de AIA comercial.
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O ensaio colorimétrico com o emprego da solucdo de Salkowski permitiu identificar
e quantificar os isolados capazes de produzir auxinas pela manifestacdo de cor em tons de

roseo (Figura 7).

Figura 7 - Coloracéo de isolados e estirpes-tipo com producéao de AlA.

4.5 Crescimento individual dos isolados e das estirpes-tipo

A técnica de crescimento bacteriano foi feita conforme Baldotto et al. (2010) com
modificacdes. Isolados bacterianos selecionados e estirpes-tipo, armazenadas em tubos
eppendorf, foram transferidas para erlenmeyers contendo meio liquido Dygs e submetidas a
agitacdo a 28 °C por trés dias, sendo este 0 tempo necessario para que atingissem a fase
logaritmica (NOBREGA et al., 2004). O processo de crescimento bacteriano dos isolados e
estirpes-tipo € apresentado na Figura 8.

O crescimento individual obtido em meio liquido Dygs pelos isolados bacterianos e

pelas estirpes-tipo na fase logaritmica constituiram os in6culos.

Figura 8 - Crescimento bacteriano: transferéncia de porc¢ao da col6nia de cada isolado e estirpe-
tipo para o meio liquido Dygs em erlenmeyer (a), agitacdo em temperatura ambiente (b), vista
geral dos inoculos em erlenmeyers (c).
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4.6 Avaliacédo da densidade bacteriana do in6culo

A partir de cada erlenmeyer contendo meio liquido Dygs, os isolados bacterianos e
as estirpes-tipo, foram realizadas diluigdes sucessivas, onde se coletava 1 mL da diluigdo
anterior e o colocava em 9 mL de solucdo salina (0,85 %), desde a diluicdo 10 até a diluicdo
de 107 (Figura 9). Todos os tubos foram submetidos & agitacéo, proporcionando a diluic&o

desejada.

Figura 9 - Preparo das dilui¢bes do indculo: vista geral do erlenmeyers contendo o indculo e dos
tubos com a solugéo salina (a), coletando-se 1 mL do tubo, e passando para a dilui¢cdo seguinte

(b).

Para a analise da densidade bacteriana, 0,1 mL das diluicdes 10 a 10" foram
inoculadas em miniplacas de Petri contendo meio Dygs solido e espalhadas com alca de
Drigalsky. O processo foi feito em triplicata, e as placas foram incubadas a 28 °C por trés dias
(Figura 10).

Figura 10 - Inoculacéo para avaliacdo da densidade do indculo: vista geral dos tubos de ensaio
com as diluicdes dos indculos e passados a miniplaca de Petri (a), e incubacéo das placas (b).
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Ap0s o crescimento, foi selecionada a diluicdo com o crescimento mais indicado para

a contagem (acima de 30 e abaixo de 300 coldnias), realizando-se a contagem das coldnias

para cada triplicata, a fim de se ter uma média do nimero de coldnias em cada inoculo (Figura
11).

Figura 11 - Crescimento e contagem de col6nias: crescimento no isolado 39 (a), e contagem de
coldnias na triplicata da diluicdo com crescimento adequado 9 (b).

O total de unidades formadoras de colénias (UFC) de cada in6culo contendo o0s
isolados de bactérias selecionados e as estirpes-tipo estudadas encontra-se na Tabela 2. Os
isolados e as estirpes-tipo apresentaram valores de densidade bacteriana na ordem 10" a 10°.
De acordo com Martinez-Viveros et al. (2010), em geral, as suspensfes bacterianas de
rizobactérias sdo preparadas a densidades de 10%-10° UFC mL™ para imersdo de raiz e

inoculacédo do solo.

Tabela 2 - Densidade bacteriana dos indculos contendo isolados e estirpes-tipo

Numero do isolado/estirpes-tipo UFC (mL™)
32 1,25 10°
39 1,18 10°
42 1,07 10°
48 1,24 10°
Azospirillum brasilense (BR 11001 Y 1,54 10°
Azospirillum amazonense (BR 11040 ) 1,70 10’
Herbaspirillum seropedicae (BR 11175 ') 1,50 10’

Burkholderia brasilensis (BR 11340 ) 8,90 10’
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4.7 Preparo do substrato (areia)

A areia utilizada como substrato foi peneirada em malha de 2 mm, para retirar as
impurezas finas, e colocada em balde com &gua corrente, sendo realizadas véarias lavagens
sucessivas para retirada da matéria organica. A areia lavada foi esterilizada em autoclave
(Figura 12).
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Figura 12 - Esterilizacao: transferindo a areia para autoclave (a), e esterilizagdo em autoclave

(b).

4.8 Fertilizante

O fertilizante Nippoterra empregado no experimento é o mesmo utilizado pela FEMF
EPAMIG, e contém em sua composicdo 8 % de N, 6 % de P, 15 % de K, 0,2 % de Zn, 0,05 %
de Cu, 0,2 % de Fe, 0,5 % de Mn, 0,4 % de B e 0,05 % de Mo. Esse fertilizante vem
comprovando bons resultados no enraizamento e producdo de mudas de oliveira, segundo
Vieira Neto et al. (2010).

O calculo da quantidade do fertilizante pelo volume de areia, diluido a 25 ml L™, foi
feito conforme recomendagdes de Oliveira et al. (2010a), sendo adicionados, em cada copo,
uma suspensao de 9,4 mL ndo esterilizada. O fertilizante foi colocado em dosagem Unica, em

todos os copos dos tratamentos estudados, anteriormente ao estaqueamento (Figura 13).
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Figura 13 - Fertilizante organico: vista geral do fertilizante diluido em agua esterilizada (a),
medindo o fertilizante diluido e colocando em cada copo contendo areia (b).

4.9 Obtencéo das estacas

As cultivares de oliveira do banco de germoplasma da FEMF-EPAMIG utilizadas
foram Grappolo 541, Arbequina e Maria da Fé, uma vez que estes cultivares sdo de interesse
comercial e vém sendo cultivados e estudados na Fazenda Experimental.

As estacas foram obtidas de ramos sadios e com folhas bem desenvolvidas,
devidamente cortadas com aproximadamente 12 cm de comprimento, com quatro entrenos e
quatro folhas inteiras na regido apical, conforme Oliveira et al. (2010b).

Para o preparo das estacas foram realizados corte reto no apice e outro em bisel na
base da estaca, com a finalidade de aumentar a area de absorcéo, sendo que neste estudo, as

estacas foram obtidas em 18 de abril de 2013 (Figura 14).

Figura 14 - Vista geral das estacas das cultivares Arbequina e Maria da Fé.
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4.10 Desinfestacdo das estacas

O caule de todas as estacas foi desinfestado utilizando-se, primeiramente, alcool 70
%, ficando imersas as bases dos caules durante 10 segundos. Em seguida, as bases dos caules
ficaram imersas em solucdo de hipoclorito de sédio 1 % por 3 minutos (ANDRADE;
HAMAKAWA, 1994), e depois foram realizadas cinco lavagens sucessivas de toda a estaca

em agua destilada e esterilizada (Figura 15).

a

Figura 15 - Desinfestacdo das estacas: desinfestacao das estacas com alcool e hipoclorito de sédio
(a) e lavagens sucessivas com agua destilada (b).

4.11 Inoculagdo das bactérias nas estacas, tratamento controle e tratamento hormonio

A técnica de inoculacgdo e o tratamento controle foram feitos com base em Baldotto
et al. (2010), com modificaces.

As suspensBes dos quatro isolados e das quatro estirpes-tipo, apds agitacdo, foram
colocadas em copos de plastico distintos. Os caules das estacas ficaram imersos em 125 mL
de suspensdes bacterianas durante 60 minutos, sendo este o dobro do tempo deixado em
Baldotto et al. (2010), a fim de assegurar o maior tempo de contato da suspensdo bacteriana
com o caule da estaca, garantindo a infestacdo das estacas pelos in6culos bacterianos (Figura
16).
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Figura 16 - Inoculacéo dos isolados bacterianos e das estirpes-tipo nas estacas: vista geral das
estacas com caules imersos em suspensfes bacterianas (a), caules das estacas da cultivar
Grapollo imersas na estirpe-tipo Azospirillum brasilense (b).

No tratamento controle (Figura 17), as estacas de cada cultivar foram distribuidas
entre 0s copos plasticos contendo meio liquido Dygs autoclavado sem indculo bacteriano,
ficando imersas durante 60 minutos. No tratamento horménio ndo houve imersdo das estacas
em meio de cultura. Neste caso, as bases das estacas foram mergulhadas em &cido
indolbutirico (AIB) (Figura 17), com concentracdo de 3 g L™, por cinco segundos, conforme

as recomendac0es de Oliveira et al. (2010b).

b

Figura 17 - Imersdo no tratamento controle e no horménio AIB: base das estacas da cultivar
Grapollo imersas no meio liquido Dygs autoclavado sem inéculo (a) e imersdo da base das
estacas da cultivar Grapollo em solu¢do do hormdénio AIB (b).

4.12 Plantio das estacas

Foram plantadas duas estacas por copo, contendo areia com fertilizante, a uma
profundidade de 6 a 7 cm (Figura 18). Antes do plantio, em todos os copos foram feitos
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quatro pequenos furos no fundo, a fim de evitar o encharcamento do material devido a

nebulizacdo na casa de vegetacdo da FEMF-EPAMIG.

Figura 18 - Plantio das estacas: plantio de estacas da cultivar Grapollo que foram imersas em
um determinado tratamento em estudo (a), vista geral de estacas plantadas (b), vista geral de
estacas plantadas na bancada da casa de vegetacao (c).

4.13 Conducéo do experimento

Ao longo de 150 dias em que as estacas ficaram na casa de vegetacdo, foram
realizadas observacOes das condi¢cbes do experimento, registrando-se queda de folhas,
manutencdo da umidade foliar, formacdo de calo, enraizamento, brotagdes, umidade do

substrato e controle de doencas e pragas.

4.14 Variaveis analisadas

A coleta dos resultados foi realizada em dois periodos de tempo, com 120 dias e 150
dias apds a instalacdo do experimento, ao contrario de Oliveira et al. (2012) e Silva et al.
(2012), onde a mensuracdo das varidveis ocorreram aos 61 dias e 70 dias ap6s o
estaqueamento, respectivamente.

Decorridos 120 dias desde o estaqueamento, foi efetuada a primeira etapa da retirada
de uma das estacas de cada copo, sendo avaliadas em todos os tratamentos as seguintes
variaveis: porcentagem de estacas mortas (sem formacdo de calo e raizes), de estacas com
calo e de estacas com calo enraizadas; numero médio de raizes; comprimento médio de raizes
conforme trabalhos de Pio et al. (2005), Oliveira et al. (2010a), Oliveira et al. (2010b), Vieira
Neto et al. (2010) (Figura 19).
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A segunda etapa da coleta de dados foi realizada depois de 150 dias da instalacdo do
experimento, com um intervalo de 30 dias da primeira etapa, sendo verificadas em todos os
tratamentos as mesmas variaveis. A avaliacdo do potencial de enraizamento foi feita

visualmente e por meio de paguimetro analdgico.

c d e

Figura 19 - Variaveis analisadas: estacas com raiz com 120 dias (a), estacas com calo da cultivar
Grapollo com AIB aos 120 dias (b), estacas enraizadas e estacas calejadas com 150 dias da
cultivar Grapollo inoculadas com o isolado 39 (c), medindo comprimento de raiz (d), e estacas
mortas (e).

4.15 Andlise estatistica

As variaveis em estudo foram avaliadas separadamente por cultivar por meio da
analise de variancia (ANOVA) para o Modelo de Parcela-Subdividida. Quando a analise de
variancia mostrou efeito significativo, o Teste de Comparagdes Mdltiplas de Bonferroni foi
aplicado com nivel de significancia a 5 % para comparacao das médias.

Os programas estatisticos utilizados nas analises estatisticas foram o “Statistical
Analysis System” (SAS), versdo 9.2 e o “Statistical Package For The Social Sciences” (SPSS/
PASWSTAT), verséo 18.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Quantificacdo da producao de acido indolacético pelos isolados e estirpes-tipo

Os resultados de producéo de &cido indolacético (AlA) para os isolados e estirpes-
tipo de rizobactérias encontram-se na Figura 20, 0s quais mostraram variacdo na producao

entre as bactérias avaliadas.
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Figura 20 - Producao de acido indolacético (AlA) pelos isolados e estirpes-tipo.

Os isolados e estirpes-tipo apresentaram uma producdo de AIA variando de 199,8 a
1.406,46 pg mL™, sendo a maioria dos valores relativamente maior & faixa encontrada em
isolados obtidos de raizes de Brachiaria brizantha obtidos por Silva (2010), que foi de 0,39 a
195 ug mL™, e bem superiores aos isolados endofiticos obtidos de raizes de arroz de Kuss et
al. (2007), onde variaram de 2,79 a 13,47 pg mL™, e dos isolados obtidos do solo, da rizosfera
e endofiticos das orquidaceas investigadas por Galdiano Junior (2009), variando de 0,01 a
100,8 pug mL™.

Destaca-se que tanto as estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR11001%) e
Herbaspirillum seropedicae (BR 11175") como a Burkholderia brasilensis (BR 11340") e a
Azospirillum amazonense (BR 11040") apresentaram valores de producdo de AIA
relativamente maiores que os valores obtidos por estas mesmas estirpes-tipo no trabalho

preliminar realizado com estacas de oliveira em Silva (2011).
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Os valores de producdo de AIA obtidos nas estirpes-tipo Azospirillum brasilense
(BR11001") e Herbaspirillum seropedicae (BR 11175") foram superiores & mesma estirpe-tipo
testada em Kuss et al. (2007) com producdo de 5,04 ng mL™ para A. brasilense (BR11001'), e
as linhagens Abv5 e Brl1.417, que pertencem as espécies A. brasilense e H. seropedicae,
respectivamente, com produgdo de 42,5 e 105,7 ug mL™ em Galdiano Janior (2009).

Em relacdo a produgdo de AIA dos isolados apresentada neste estudo e os valores
destes mesmos isolados em Silva (2011), observa-se que a producdo de auxina do isolado
bacteriano 32 diminuiu de 383,58 pg mL™ para 270,46 pg mL™, e o mesmo fato ocorreu no
isolado 42, com o valor de produgio obtido de 374,69 pg mL™ decaindo para 199,8 pg mL™.
Estes isolados apresentaram producdo de AIA inferior ao averiguado anteriormente, e este
fato pode ser explicado pelo periodo e condi¢cBes de armazenamento, além das sucessivas
repicagens realizadas em meio de cultura, na auséncia de planta hospedeira ou rizosfera, cujas
razdes ainda ndo séo esclarecidas (GYANESHWAR et al., 2001). Tsavkelova et al. (2007)
mostraram que a producdo bacteriana de AIA pode ser reduzida ou mesmo nula apos a
estocagem e conservacdao em 6leo mineral durante seis meses. Os mesmos autores advertiram
gue a biosintese bacteriana de AIA pode ndo se manter constante.

Porém os isolados 39 e 48 tiveram uma producdo de AIA superior aos seus valores
de producdo obtidos em Silva (2011) com 1.406,6 pg mL™ ¢ 719,14 pg mL™ respectivamente
contra 350,39 ng mL™ e 301,50 ug mL™.

Em Montero-Calasanz et al. (2013), a rizobactéria A. brasilense Cd ATCC 29729
apresentou producéo de AIA entre 7,6 a 20 ug mL™, e as demais linhagens bacterianas
também utilizadas para inducdo do enraizamento de estacas semilenhosas de oliveira tiveram
a producdo de AIA variando entre 7 a 45 ug mL™, novamente abaixo dos valores obtidos no
presente estudo. Esse resultado mostra que, mesmo sem a adicdo do triptofano, um dos
precursores do AIA, e normalmente adicionado ao meio de cultura, os resultados
apresentaram valores superiores aos de muitos estudos que adicionaram triptofano, sendo que,

destes estudos comparados, o Unico sem adi¢éo foi o realizado por Kuss et al. (2007).
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5.2 Avaliagédo do potencial de enraizamento de estacas semilenhosas de oliveira com a

inoculacao de RPCP

Procedeu-se a comparacao das percentagens meédias de estacas mortas, calejadas e
enraizadas, nimero e comprimento médio de raizes entre os tratamentos contendo os indculos
bacterianos, o hormonio sintético AIB, e a testemunha/controle, por cultivares de oliveira,

Arbequina, Grapollo 541 e Maria da Fé.
5.2.1 Cultivar Arbequina

Por meio da analise de variancia, verificou-se que nenhum efeito foi significativo,
tanto para o fator tratamento quanto para o fator tempo, em relacdo as variaveis em estudo da

cultivar de oliveira Arbequina (Tabela 3).

Tabela 3 - Porcentagem da média de estacas mortas, com calo e enraizadas, nUmero médio e
comprimento médio de raizes por estacas de oliveira da cultivar ‘Arbequina’ coletadas com 120

e 150 dias.

Estacas  Estacas Estacas NUmero Comprimento
Tratamentos mortas comcalo com raiz médio de médio de
(%) (%) (%) raizes/estaca  raizes/estaca
(cm)
AI B 90 ns 10 ns 0 ns 0 ns 0 ns
Isolado 32 100™ 0" 0" 0" 0"
Isolado 39 80™ 20™ 0" 0" 0"
Isolado 42 100™ 0™ 0" 0" 0"
Isolado 48 95™ 0" 5™ 01" 0,02"™
Herbaspirillum seropedicae (BR11175) 80" 15" 0" 0™ 0"
Azospirillum brasilense (BR11001") 100" 0" 0" 0" 0™
Burkholderia brasilensis (BR11340") 95" 5% 0" 0™ 0™
Azospirillum amazonense (BR11040") 957 5% 0" e o
80"™ 15™ 5% 0,7™ 0,07™

Controle

ns — ndo significativo (p > 0,05).
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5.2.2 Cultivar Grapollo 541

Na cultivar de oliveira Grapollo 541, o efeito do fator tratamento foi significativo em
relacdo as variaveis da porcentagem média de estacas mortas, de estacas com calo e de estacas
enraizadas (Tabela 4). Apenas as estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001") e
Azospirillum amazonense (BR 11040") diferiram estatisticamente do tratamento Controle em
relacdo a porcentagem média de estacas mortas, apresentando um percentual elevado de 95 %
e 90 % de estacas mortas respectivamente, contra 45 % de estacas mortas do tratamento
Controle. Os valores médios percentuais de estacas mortas dos isolados bacterianos 32, 39, 42
e 48, do tratamento Controle e da estirpe-tipo Herbaspirillum seropedicae (BR 11175") ndo
foram diferentes estatisticamente do menor percentual medio de estacas mortas, obtido pelo
hormdnio AIB, com 30 % de estacas mortas de oliveira. Entre os inoculos em estudo, o
isolado 39 promoveu o menor percentual de estacas mortas, com 35 % de estacas mortas, e
este valor diferiu estatisticamente das estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001,
Azospirillum amazonense (BR 11040') e Burkholderia brasilensis (BR 11340"). O percentual
médio de 45 % de estacas mortas com o isolado bacteriano 42 também foi diferente
estatisticamente das estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001") e Azospirillum
amazonense (BR 11040").

Esse resultado indica que as estacas da cultivar Grapollo 541 inoculadas com os
isolados bacterianos 39 e 42 apresentaram maior potencial de sobrevivéncia e
desenvolvimento que as estacas inoculadas com as estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR
11001%) e Azospirillum amazonense (BR 11040"). Esses indculos em estudo apresentaram o
mesmo efeito do hormonio AIB nesta cultivar, incrementando a taxa de sobrevivéncia das
estacas, embora sem diferenca estatistica do tratamento Controle.

O tratamento com o hormonio sintético AIB proporcionou 0 maior percentual médio
de estacas calejadas entre os tratamentos da cultivar Grapollo 541, com 55 % de estacas com
calo. Esse valor difere estatisticamente da porcentagem média de estacas calejadas do
tratamento Controle, que promoveu 15 % de estacas com calo, dos tratamentos com 0s
isolados bacterianos 42 e 48, ambos com 20 % de estacas com calo, das estirpes-tipo
Burkholderia brasilensis (BR 11340") e Herbaspirillum seropedicae (BR 11175'), com
valores de 5 % e 10 % de estacas calejadas respectivamente, e das Azospirillum brasilense
(BR 11001") e Azospirillum amazonense (BR 11040", as quais ndo obtiveram estacas com
calo. Porém, a porcentagem média de estacas calejadas dos isolados 32 e 39 nédo foi
estatisticamente diferente do tratamento com AIB, tendo o mesmo efeito desse na formacao
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de calo das estacas de oliveira Grapollo 541. O isolado 32 promoveu 30 % de estacas com

calo, resultado estatisticamente diferente das estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR

11001") e Azospirillum amazonense (BR 11040, e o isolado 39 proporcionou 40 % de estacas

com calo, a maior porcentagem media entre os isolados e as estirpes-tipo, diferindo

estatisticamente das estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001'), Azospirillum

amazonense (BR 11040"), Burkholderia brasilensis (BR 11340") e Herbaspirllum seropedicae

(BR 11175").

Tabela 4 - Porcentagem da média de estacas mortas, com calo e enraizadas, numero médio e
comprimento médio de raizes por estacas de oliveira da cultivar ‘Grapollo 541’ coletadas com

120 e 150 dias.

Estacas  Estacas Estacas NUmero Comprimento
Tratamentos mortas comcalo com raiz médio de médio de raizes/
(%) (%) (%0) raizes/estaca estaca (cm)

AlIB 30d 55a 15 abc 570™ 0,20™

Isolado 32 65 bcd 30 abc 5cd 1,00™ 015"

Isolado 39 35d 40 ab 25 abc 1,85™ 0,36™

Isolado 42 45 cd 20 bed 35ab 1,55™ 0,69™

Isolado 48 60 bcd 20 bed 20 abc 0,70™ 0,41"™

Herbaspirillum seropedicae 60 bcd 10 cd 30 abc 1,15™ 0,84"™
(BR11175")

Azospirillum brasilense 95ab 0d 5cd 0,50™ 0,16™
(BR11001")

Burkholderia brasilensis 80 abc 5cd 15 abc 1,10™ 0,32"™
(BR11340"

Azospirillum amazonense 90 ab 0d 10 be 0,65™ 0,22"™
(BR11040"

Controle 45cd 15 bed 40 a 2,05™ 0,69™

Médias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Bonferroni a 5% de

significancia. ns — ndo significativo (p > 0,05).

A formacdo de calo na base das estacas esta intimamente relacionada com a

formagéo de raizes, por isto, a presenca de calos nas estacas indica diferenciacdes celulares
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conhecidas como estruturas indicadoras da formacdo dos primoérdios de raizes adventicias.
Algumas cultivares de oliveira necessitam de um tempo maior para que ocorra esta
diferenciacédo celular e suceda a formacéo de raizes adventicias apos o processo de formacéo
de calos (SILVA et al.,2012). Ambos os eventos ocorrem de maneira independente, porém
necessitam das mesmas condi¢Oes para sua ocorréncia (HAN et al., 2009).

No caso da porcentagem meédia de estacas enraizadas na cultivar de oliveira Grapollo
541, notou-se que a ndo inoculacdo (Controle) obteve a maior percentagem média de estacas
com raiz entre todos os tratamentos, com o valor de 40 %, diferindo estatisticamente das
estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001%) e Azospirillum amazonense (BR 11040,
cujos valores de porcentagem média de enraizamento foram 5 % e 10 %, e do isolado
bacteriano 32, com 5 % de estacas enraizadas. Entretanto, o isolado bacteriano 42 que
promoveu o maior valor médio de estacas enraizadas entre os inéculos, com 35 % de
enraizamento, obteve o mesmo efeito do tratamento Controle sob esta cultivar, e também do
tratamento com horménio AIB, o qual apresentou 15 % de estacas enraizadas, ja que ndo
houve diferencas estatisticas significativas entre estes tratamentos, sendo o resultado do
isolado 42 estatisticamente diferente, apenas do isolado 32 e da estirpe-tipo Azospirillum
brasilense (BR 11001").

O resultado da porcentagem média de enraizamento de estacas de oliveira obtido
pelos tratamentos com AIB, estirpes-tipo e pelos isolados bacterianos na cultivar Grapollo
541 foram inferiores as porcentagens de enraizamento apresentadas pelos isolados bacterianos
Pantoea sp. AG9, Chryseobacterium sp. AG13, Chryseobacterium sp. CT348, Pseudomonas
sp. CT364 e Azospirillum brasilense Cd (ATCC 29729) em trabalho de Montero-Calasanz et
al. (2013), com estacas semilenhosas de oliveira das cultivares Arbequina, Picual e
Hojiblanca, sob dois diferentes métodos de inoculacdo no ensaio de inverno. O isolado
Azospirillum brasilense Cd (ATCC 29729) obteve a maior porcentagem de enraizamento, com
73 % de estacas enraizadas na cultivar Hojiblanca, aplicado como inoculante sélido, embora
este método de inoculacdo tenha reduzido significativamente o enraizamento nas cultivares
Arbequina e Picual. Na cultivar Arbequina, a maior porcentagem de enraizamento foi de 71
%, obtido pelo isolado Chryseobacterium sp. CT348, aplicado como inoculo em meio de
cultura liquido como neste estudo, e a menor porcentagem de enraizamento foi de 6 %, na
cultivar Picual, obtido pelo isolado Chryseobacterium sp. AG13, aplicado também como
inéculo em meio de cultura liquido.

Em Montero-Calasanz et al. (2013), o isolado bacteriano Pantoea sp. AG9 foi o

unico que sempre produziu altas porcentagens de enraizamento, independente do método de
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inoculagdo e em todas as cultivares testadas, mesmo ndo sendo o melhor produtor de auxina,
sendo a sua eficacia provavelmente explicada por outros mecanismos. Da mesma forma,
nesse presente estudo com rizobactérias, observou-se que o isolado bacteriano 42 promoveu a
maior porcentagem média de enraizamento na cultivar Grapollo 541, quando comparada aos
demais isolados e estirpes-tipo (Tabela 4), embora ndo tenha sido o maior produtor de AIA
(Figura 20).

Fatores internos e externos a planta matriz ou as estacas podem interferir no processo
de enraizamento. Sao considerados fatores internos as condices fisiologicas da planta matriz,
a idade da planta ou das estacas, o tipo de estaca (apical, mediana ou basal; herbécea,
semilenhosa ou lenhosa), a época de coleta, o potencial genético de enraizamento, a sanidade
da planta, o balanco hormonal e a possibilidade de oxidacdo de compostos fenolicos
(FACHINELLO; HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005). Como fatores externos citam-se a
temperatura, a luz, a umidade, o substrato e os condicionamentos (leséo na base da estaca e a
aplicacdo de reguladores de crescimento). A interacdo entre fatores permite melhor explicar as
causas do enraizamento, ou seja, quanto mais dificil o enraizamento de uma espécie ou
cultivar maior sera a importancia dos fatores que afetam (FACHINELLO; HOFFMANN;
NACHTIGAL, 2005; OLIVEIRA et al., 2009), devendo, portanto, ser levados em
consideragao.

Considerando o fator interno, tempo de coleta, pode-se dizer que a obtencdo e o
plantio das estacas das cultivares de oliveira em estudo ocorreram em abril, periodo em que
retomam seu crescimento e producdo de assimilados, o que favorece o0 processo de
enraizamento, pois as estacas possuem maior quantidade de substancias de reserva, com o fim
da fase produtiva das plantas de oliveira em meados de fevereiro e marco. Além disto, em
relacdo ao tipo de estaca, foram utilizadas estacas semilenhosas de oliveira e, segundo
Hartmann et al. (2002), as estacas herbaceas e semilenhosas geralmente enraizam com maior
facilidade e rapidez que as lenhosas, pois a menor lignificacdo dos tecidos facilita a passagem
das raizes formadas no periciclo.

Porém, de acordo com Baldani e Baldani (2005), o efeito da inoculacdo na
produtividade das plantas é dependente tanto do genotipo da planta quanto da estirpe da
bactéria utilizada, bem como das condi¢6es ambientais (KHALID; ARSHAD; ZAHIR 2004).
Assim, diferentes resultados na inoculagéo séo esperados quando se trabalha com diferentes
estirpes e diferentes genotipos.

E para manter as densidades celulares do inoculo bacteriano em condigoes

comercialmente utilizadas, muitas vezes & necessario reinocular em intervalos durante o
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periodo de producdo (HAYAT et al., 2010; MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010). No entanto,
esta ultima estratégia pode ser limitada pelo elevado custo de producdo do inoculo e pela
dificuldade em manter as células viaveis durante longos periodos de tempo de armazenagem
(MARTINEZ-VIVEROS et al., 2010). Mas este fato pode ter sido um dos motivos pelo qual o
isolado bacteriano 42 n&o tenha proporcionado enraizamento superior ao tratamento Controle
na cultivar Grapollo 541, j& que a inoculagdo de mudas no viveiro e antes do plantio pode
aumentar a estabilizacdo da comunidade de rizobactérias e sua persisténcia no campo. Esse
fato pode explicar também o resultado superior do tratamento Controle no enraizamento em
relagdo aos outros tratamentos com os isolados 32, 39, 48 e as estirpes-tipo, Azospirillum
brasilense (BR 11001%), Azospirillum amazonense (BR 11040"), Burkholderia brasilensis (BR
11340" e Herbaspirillum seropedicae (BR 11175"), considerando o comprometimento da
eficiéncia dos indculos a partir da queda da densidade da populacdo bacteriana ao longo do
tempo.

Constatou-se que o fator tratamento ndo apresentou efeito significativo sob as
variaveis, numero e comprimento médio de raizes, e que também o fator tempo néo
apresentou efeito significativo em relacdo a nenhuma das variaveis em estudo da cultivar
Grapollo 541.

5.2.3 Cultivar Maria da Fé

O efeito do fator tratamento sob a porcentagem média de estacas mortas e de estacas
com calo foi significativo na cultivar de oliveira Maria da Fé (Tabela 5). A porcentagem
média da mortandade de estacas foi alta em quase todos os tratamentos, sendo a menor
porcentagem de estacas mortas de 55 % no tratamento sem inoculacdo (Controle), o qual foi
diferente estatisticamente do tratamento com hormonio AIB, da estirpe-tipo Herbaspirillum
seropedicae (BR 11175"), ambos com a maior porcentagem de estacas mortas com 95 %, e do
isolado bacteriano 48, com 90 % de estacas mortas. Todos os isolados bacterianos em estudo
e todas as estirpes-tipo ndo diferiram estatisticamente do tratamento AIB, verificando-se o
mesmo efeito de redugdo na taxa sobrevivéncia do tratamento com hormonio sintético sobre
as estacas da cultivar Maria da Fé.

A alta taxa de estacas mortas dos tratamentos com os isolados 32, 39, 42 e 48 e com
as estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001"), Azospirillum amazonense (BR 11040"),
Burkholderia brasilensis (BR 11340') e Herbaspirllum seropedicae (BR 11175"), pode ser em

decorréncia de uma queda da densidade da populacdo bacteriana do inéculo ao longo do
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tempo durante fase de producdo de mudas em casa de vegetacdo, conforme jA comentado
anteriormente, comprometendo a eficiéncia dos indculos na promocao da sobrevivéncia das
estacas de oliveira Maria da Fé. Além disso, deve ser considerado tanto o genotipo da cultivar
quanto da estirpe da bactéria utilizada, ja que diferentes resultados do efeito da inoculacéo sdo
esperados quando se avaliam diferentes estirpes e diferentes genotipos. No presente caso, no
tratamento Controle (sem inoculagdo) obteve-se menor porcentagem de estacas mortas em

relacdo aos tratamentos com inoculacdo em estudo.

Tabela 5 - Porcentagem da média de estacas mortas e com calo de estacas de oliveira da cultivar
‘Maria da Fé’ coletadas com 120 e 150 dias.

Tratamento Estacas mortas (%) Estacas com calo (%)
AlIB 9% a 5b
Isolado 32 80 ab 20 ab
Isolado 39 80 ab 20 ab
Isolado 42 75 ab 25ab
Isolado 48 90a 10 b
Herbaspirillum seropedicae (BR11175") 9%a 5b
Azospirillum brasilense (BR11001) 7Sab 25ab
Burkholderia brasilensis (BR11340") 75ab 25ab
Azospirillum amazonense (BR11040°) 80 ab 20 ab
55b 45 a

Controle

Meédias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Bonferroni a 5% de
significancia.

O tratamento com horménio AIB, por sua vez, também promoveu elevada taxa de
mortandade das estacas Maria da Fé. Apesar de a concentracdo utilizada ser comercialmente
aceita e empregada, pode-se salientar que altas concentracbes podem causar toxidez ao
vegetal (TOFANELLI, 1999; WENDLING; XAVIER, 2005; XAVIER; WENDLING;
SILVA, 2009).

A maior porcentagem média de estacas calejadas na cultivar Maria da Fé, com 45 %

de estacas com calo, foi obtida quando ndo houve inoculagdo (Controle), e esse resultado
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diferiu estatisticamente do tratamento com AIB e da estirpe-tipo Herbaspirillum seropedicae
(BR 11175", os quais apresentaram a menor porcentagem média de estacas calejadas, com
apenas 5 %, e do isolado bacteriano 48 que obteve 10 % de estacas com calo. Em relacdo a
essa variavel, todos os isolados bacterianos em estudo e todas as estirpes-tipo ndo diferiram
estatisticamente do tratamento AIB, verificando-se 0 mesmo efeito na formacéo de calo do
tratamento com horménio sintético.

O isolado bacteriano 42 e as estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001") e
Burkholderia brasilensis (BR 11340") apresentaram a maior porcentagem de estacas
calejadas, na cultivar Maria da Fé, entre todos os isolados e estirpes-tipo, ambos com 25 % de
estacas com calo. Os resultados destas estirpes-tipo, incluindo da Azospirillum amazonense
(BR 11040, e do isolado 42 foram maiores que aqueles obtidos por eles em relacéo a essa
variavel na cultivar Grapollo 541.

A formacgdo de raizes adventicias em estacas pode ser direta e indiretamente
controlada por genes, sendo a potencialidade de uma estaca em formar raizes variavel com a
espécie e cultivar (SILVA et al., 2012). Por isso, a cultivar Maria da Fé ndo apresentou
estacas com raiz, e resultados favoraveis ao enraizamento como os obtidos pelos tratamentos
da cultivar Grapollo 541, tratando-se de uma cultivar que possui maior dificuldade de
enraizamento, de acordo com suas caracteristicas genéticas. Portanto, pode-se atribuir a maior
percentagem média de estacas calejadas no tratamento Controle também as dificuldades
intrinsecas da cultivar Maria da Fé em formar raizes, além da possibilidade da queda da
eficiéncia dos in6culos ao longo do tempo. No entanto, o fator tempo ndo apresentou efeito
significativo em relagdo a nenhuma das varidveis em estudo da cultivar Maria da Fé.

O isolado bacteriano 42, responsavel pela maior porcentagem média de enraizamento
na cultivar Grapollo 541, pertence ao grupo de bactérias que apresentaram potencial de
utilizagcdo no enraizamento da cultivar Arbequina no trabalho preliminar feito por Silva
(2011).

Em estudo de inoculagdo de RPCP em videira, Sabir et al. (2012) afirmaram que,
além do sucesso na formacdo de calos, a taxa de sobrevivéncia em viveiro e crescimento
inicial na vinha é essencial para uma utilizacdo rentavel na area agricola, da mesma forma
ocorrendo na producdo de mudas de oliveira. Portanto, a fim garantir a viabilidade do uso
comercial de indculos bacterianos no cultivo de oliveira, deve ser levado em consideragdo o
gendtipo do vegetal e da linhagem bacteriana, veiculando as rizobactérias em um material que
conserve as caracteristicas dos isolados e mantenha a populacédo bacteriana a niveis adequados

ao longo do tempo.
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6 CONCLUSOES

v Os isolados de rizobactérias pertencentes a Reserva Bioldgica Serra dos Toledos
(Itajubd-MG), assim como as estirpes-tipo analisadas, apresentaram producdo de AlA,
sendo os valores da ordem de 199,8 a 1.406,46 pg mL™, com destaque para o isolado

bacteriano 39, com a maior producéo.

v Na cultivar Grapollo 541, dentre os inoculos com rizobactérias, o isolado 39
proporcionou a maior porcentagem média de estacas calejadas, enquanto o isolado
bacteriano 42, embora ndo tenha sido o maior produtor de AlA, apresentou a maior

porcentagem média de enraizamento.

v A inoculacdo e o uso de AIB na cultivar Maria da Fé proporcionaram alta
porcentagem média de estacas mortas, ndo sendo, portanto, recomendados para essa

cultivar.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Por se tratar da continuidade de um trabalho realizado por Silva (2011), ainda inicial
em relacdo a utilizagdo de microrganismos do solo no enraizamento de oliveiras no Brasil, é
possivel que a metodologia de inoculacdo utilizada ainda néo seja a mais eficiente e necessite
de adaptac6es, a fim de incrementar as densidades celulares do inéculo bacteriano e manté-las
em condigdes de campo e ao longo do tempo.

Pode-se pensar na possibilidade de reinocular as bactérias em intervalos, durante o
periodo de producdo de mudas de oliveira, ja que a inoculagcdo de mudas no viveiro e antes do
plantio pode aumentar a estabilizacdo da comunidade de rizobactérias e sua persisténcia no
campo.

Além de garantir a viabilidade do uso comercial de indculos bacterianos no cultivo
de oliveira, devem ser levadas em consideracdo as caracteristicas genéticas do vegetal e da
linhagem bacteriana, ja que o efeito da inoculacdo é dependente de ambos, veiculando as
rizobactérias em um material que conserve as caracteristicas dos isolados e mantenha a
populacdo bacteriana a niveis adequados ao longo do tempo.

Nesse estudo, dentre as RPCP, os isolados bacterianos 39 e 42 apresentaram
beneficios ao enraizamento da cultivar Grapollo 541, a medida que promoveram maior
potencial de sobrevivéncia das estacas. O isolado 39 proporcionou maior porcentagem de
estacas com calo, e o isolado 42 promoveu maior porcentagem de enraizamento, obtendo
ambos 0 mesmo efeito do hormonio AlB.

O isolado bacteriano 42, responsavel pela maior porcentagem de enraizamento na
cultivar Grapollo 541, pertence ao grupo de bactérias que apresentaram potencial de
utilizacdo no enraizamento da cultivar Arbequina no trabalho feito por Silva (2011),
confirmando seu potencial no enraizamento de estacas de oliveira.

De acordo com os resultados obtidos pelo tratamento AIB, esse horménio ndo deve
ser indicado para utilizacdo na cultivar Maria da Fé, em virtude da taxa de mortalidade
apresentada pelas estacas de oliveira.

Assim, os resultados obtidos por esse estudo sugerem a potencialidade das RPCP

para substituir o uso de auxinas sintéticas na produgdo de material propagativo.
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