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BACTERIAS DIAZOTROFICAS NAO SIMBIOTICAS E ENRAIZAMENTO DE ESTACAS
SEMILENHOSAS DE OLIVEIRA (Olea europaea L.)

NON-SYMBIOTIC DIAZOTROPHIC BACTERIA AND THE ROOTING OF OLIVE SEMI-
HARDWOOD CUTTINGS (Olea europaea L.)

Talita Filomena Silva! Rogério Melloni*> Eliane Guimaraes Pereira Melloni® Emerson Dias Gongalves*

RESUMO

Bactérias diazotroficas nao simbidticas (BDNS) atuam no desenvolvimento das plantas principalmente
por meio da fixagdo bioldgica de nitrogénio e pela produgdo e liberagdo de substancias reguladoras do
crescimento vegetal. Nao ha descrito na literatura internacional o efeito dessas bactérias no enraizamento
de estacas de oliveira, o qual tem sido proporcionado pelo uso de tratamento hormonal a base de acido
indolbutirico (AIB). Em vista disso, este trabalho objetivou avaliar a diversidade fisiologica de isolados
obtidos em amostras de solo da Reserva Biologica Serra dos Toledos (Itajuba - MG) e de estirpes-tipo de
BDNS, e o potencial de substituicdo do hormonio AIB no enraizamento de estacas semilenhosas de oliveira
na Fazenda Experimental de Maria da F¢ (FEMF-EPAMIG). Os isolados foram distribuidos em 5 grupos
(G1 a G5) de acordo com suas caracteristicas fenotipicas culturais baseadas em cor, didmetro e consisténcia
das coldnias, e as estirpes-tipo utilizadas foram Azospirillum brasilense (BR11001Y), Azospirillum
amazonense (BR11040Y), Herbaspirillum seropedicae (BR11175") e Burkholderia brasilensis (BR11340").
A diversidade fisiologica foi avaliada através de experimentos de solubilizagdo de fosfato, tolerancia
a diferentes condi¢cdes de pH, temperatura e producdo de acido indolacético (AIA). Para avaliacdo do
potencial de enraizamento nas estacas semilenhosas de oliveira foram utilizados as cultivares Ascolano
315, Arbequina e Grappolo 541, oriundas do banco de germoplasma da FEMF-EPAMIG. Aplicaram-se 33
tratamentos, nos quais as estacas foram inoculadas com os grupos de isolados bacterianos, com as estirpes-
tipo, sem inoculagdo (controle) e apenas com AIB, comercialmente utilizado na FEMF-EPAMIG. Apenas
dois isolados mostraram capacidade de solubilizaciao de fosfato. Os grupos de isolados e das estirpes-tipo
apresentaram exigéncias ambientais muito similares com amplas faixas de condi¢des 6timas de pH (5,0
a 9,0) e temperatura (15-35°C) para maximo crescimento. Os isolados e estirpes-tipo apresentaram uma
produgdo de AIA variando de 110,53 a 383,58 ug mL", sendo que os grupos dos isolados, em geral, ndo
diferiram significativamente dos valores obtidos pelas estirpes-tipo. Todos os grupos de isolados apresentam
potencial de enraizamento de estacas de oliveira, sendo aqueles dos grupos 1 e 4 mais indicados para a
cultivar Arbequina, grupo 2 para a Grappolo 541 e grupos 1 e 5 para a Ascolano 315, com desempenhos
semelhantes aquele proporcionado pelo AIB.

Palavras-chave: bactérias endofiticas; bactérias promotoras de crescimento; diversidade fisioldgica;
olivicultura.

ABSTRACT

Non-symbiotic diazotrophic bacteria (NSDB) influence plant growth mainly through biological nitrogen
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fixation and production and release of plant growth-regulating substances. The effect of these bacteria
on rooting of olive is not described in the international literature, which has been provided by the use
of hormonal treatment based on indole butyric acid (IBA). The purpose of this study was to evaluate
the physiological diversity of isolates obtained from soil samples of the Biological Reserve Serra dos
Toledos, Itajuba, MG state, and of reference strains of NSDB, and their potential of substitution of IBA
on rooting of olive semi-hardwood cuttings from the experimental farm ‘Maria da F¢’ (FEMF-EPAMIG).
The isolates were divided into five groups (G1 to GS5) according with cultural phenotypic characteristics
based on color, diameter and consistence of colonies, and reference strains used were Azospirillum
brasilense (BR11001Y), Azospirillum amazonense (BR11040"), Herbaspirillum seropedicae (BR11175")
and Burkholderia brasilensis (BR11340"). The diversity of physiological was performed using phosphate
solubilization, tolerance to different conditions of temperature and pH and production of indole acetic acid
(IAA). To evaluate the potential of semi-hardwood cuttings rooting in olive cultivars were used the cultivars
Ascolano 315, Arbequina and Grappolo 541, from the germoplasm blank of the FEMF-EPAMIG. There
were 33 treatments, and the cuttings were inoculated with the bacterial isolate groups, with the reference
strains, without inoculation (control) and only IBA, commercially used in rooting. Only two isolates
showed ability to solubilize phosphate. Groups of isolates and of reference strains showed very similar
environmental requirements, with wide ranges of optimum conditions of pH (5,0-9,0) and temperature
(15-35°C) for maximum growth. The isolates and reference strains showed a production IAA ranging from
110.53 to 383.58 ug mL!, and the groups of isolates generally did not differ significantly from the values
obtained by reference strains. All the groups of isolates present potential of rooting of olive cuttings, and
those of groups 1 and 4 are more indicated to Arbequina, group 2 to Grappolo 541 and groups 1 and 5 to
Ascolano 315, with performances similar to those obtained from IBA.

Keywords: endophytic bacteria; growth-promoting bacteria; physiological diversity; oliviculture.

INTRODUCAO

As associagdes entre bactérias diazotroficas e plantas ndo leguminosas sdo denominadas
comumente de simbiose associativa ou fixacdo de nitrogénio associativa (BALDANI et al., 1997),
possuindo a capacidade de colonizar as raizes e outros tecidos internos das plantas sem, contudo,
causarem sintomas de doengas (REIS et al., 2006). Essas bactérias diazotroficas ndo simbiodticas (BDNS),
assim chamadas por Kennedy, Choudhury e Kecskés (2004), podem desempenhar importante papel no
crescimento e desenvolvimento das plantas, pois além de incorporarem nitrogénio por meio da fixagdo
biologica (BALDANI et al., 2002), produzem e liberam substincias reguladoras do crescimento vegetal
(DOBBELAERE; VANDERLEYDEN; OKON, 2003), atuam na solubiliza¢do de fosfatos (SHUKLA et
al., 2008), podem aumentar os teores de C orgéanico e do N do solo, além de contribuirem com a retengao
de nutrientes na rizosfera das plantas (YADAV et al., 2009). Entre as BDNS mais estudadas destacam-se
aquelas pertencentes aos géneros Azospirillum, Herbaspirillum e Burkholderia. As bactérias diazotroficas
associativas como Herbaspirillum e Burkholderia t€m grande potencial de fixacao biologica de nitrogénio
em associa¢ao com plantas nao leguminosas, como arroz, milho, cana-de-agtcar, entre outras (FERREIRA;
GUIMARAES; BALDANI, 2011). Trabalhos envolvendo a producdo de inoculantes sdo diversos,
destacando aquele desenvolvido por Guimaraes, Baldani e Jacob-Neto (2013) sobre a manutencdo da
viabilidade celular das bactérias diazotrdficas ndo simbioticas.

A inoculagdo de bactérias diazotroficas responde diferentemente ao genotipo da planta, ao tipo
de solo ¢ ao ambiente (OLIVEIRA et al., 2006; VITORAZI FILHO et al., 2012). Schultz et al. (2012)
¢ Pereira et al. (2013), avaliando o efeito da inoculacdo de diferentes variedades de cana-de-agticar com
bactérias diazotroficas individuais e em mistura, observaram grande variacdo no acumulo de biomassa
vegetal e auséncia de respostas em algumas variedades. No entanto, estudos feitos por Oliveira et al. (2006),
avaliando a quantificacdo da fixagcdo bioldgica de nitrogénio pela populagcdo natural de bactérias e pelo
efeito da inoculacdo de misturas bacterianas, mostraram resposta positiva sobre a fixa¢ao bioldgica, com
contribui¢des médias entre 30 e 60% do nitrogénio acumulado na planta.

A oliveira (Olea europaea L.) cultivada € uma arvore de tamanho médio e formato arredondado,
cujo porte, densidade da copa, comprimento de entrends e cor da madeira variam em funcao da variedade
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e de condigdes de cultivo (OLIVEIRA; ABRAHAO, 2006). Um dos métodos mais utilizados atualmente
para a sua propagacdo ¢ através do enraizamento de estacas semilenhosas sob nebuliza¢ao, com tratamento
hormonal antes do plantio (CABALLERO; DEL RiO, 2006). A oliveira origina-se de regides cujo tipo
climatico € caracterizado por inverno chuvoso e verao seco (WALTER; BRECKLE, 1991). A introdugao
da oliveira em habitat diferente do seu original, mais especificamente no sul de Minas Gerais, regido que
se caracteriza por estacdes climaticas bem definidas, pode causar disturbios na planta e com isso influenciar
seu processo de crescimento, desenvolvimento, bem como sua produgdo. Dessa forma, o uso de variedades
melhoradas, associadas com técnicas de manejo desenvolvidas nas condi¢des brasileiras, ¢ um dos fatores
que pode maximizar o processo fotossintético e possibilitar o desenvolvimento adequado das plantas de
oliveira, além de melhorar a producdo (LIVRAMENTO; OLIVEIRA, 2006). No entanto, a maioria dos
estudos de oliveira no Brasil e no mundo tem sido direcionada a producdo e ao manejo, e poucos relacionados
com os microrganismos do solo e seus processos, sendo que os microrganismos podem contribuir para a
melhoria dos processos de produg@o de maneira geral. O estudo da inoculagdo de BDNS no enraizamento
de estacas semilenhosas de oliveira € pioneiro e de suma importancia na produg¢do de mudas e disseminagao
da cultura no Brasil. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a diversidade fisiologica e o potencial de
utilizagdo de isolados dessas bactérias no enraizamento de estacas semilenhosas de oliveira, importante fase
da producao de mudas.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido nas dependéncias da Fazenda Experimental de Maria da F¢é, MG,
(FEMF-EPAMIG) e os ensaios microbioldgicos no laboratorio de Microbiologia da Universidade Federal
de Itajuba - MG, em meados de 2010 e 2011. Foram utilizados 17 isolados de BDNS, obtidos de amostras
de solo da Reserva Bioldgica Serra dos Toledos, Itajuba - MG, em setembro/2006 e abril/2007 (SILVA;
MELLONTI, 2011) e quatro estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001Y), Azospirillum amazonense
(BR 11040, Herbaspirillum seropedicae (BR 11175") e Burkholderia brasilensis (BR 11340"), provenientes
da Embrapa-Seropédica, RJ.

A técnica de crescimento bacteriano esteve de acordo com Baldotto et al. (2010), com modificagoes.
Porgdes das coldnias dos tubos eppendorf dos isolados bacterianos selecionados e das estirpes-tipo foram
transferidas para erlenmeyers contendo meio liquido Dygs (RODRIGUES NETO; MALAVOLTA
JUNIOR; VICTOR, 1986) e submetidos a agitagdo em temperatura ambiente por trés dias, sendo este o
tempo necessario para que atingissem a fase logaritmica (NOBREGA et al., 2004).

Para o teste de solubilizacao de fosfato, aliquotas de 2 pL. das suspensdes bacterianas (BALDOTTO
etal.,2010) dos isolados e estirpes-tipo de BDNS foram colocadas em miniplacas de Petri contendo meio de
cultura GES sélido (SYLVESTER-BRADLEY et al., 1982). A formacdo do halo translticido que se forma
em torno de colonias bacterianas solubilizadoras foi considerada como resultado positivo (MEHNAZ et al.,
2010). Todo o processo de inoculagdo foi realizado em triplicata e as placas incubadas a 28°C por trés dias

O teste de crescimento em diferentes condi¢cdes de pH seguiu conforme Florentino et al. (2010),
onde aliquotas de 0,1 mL das suspensdes bacterianas dos isolados e estirpes-tipo foram inoculadas em
miniplacas de Petri contendo meio Dygs so6lido e espalhadas com al¢a de Drigalsky. O meio Dygs teve as
condi¢des de pH alteradas pela adicdo de NaOH ou HCIL, a fim de se obterem os seguintes valores: 4,0;
5,0; 6,0; 7,0; 8,0; ¢ 9,0 (WEI et al., 2008). O controle foi feito utilizando-se o meio Dygs com pH 6,4,
sem modificagdes, conforme proposto por Rodrigues Neto, Malavolta Junior e Victor (1986). A tolerancia
as condi¢des de pH foi observada através da porcentagem de crescimento bacteriano em relagdo a area
superficial do meio de cultura. Assim como o proposto em Trannin et al. (2001), foram atribuidos valores as
médias dos percentuais de crescimento, para cada condicdo de pH: 0 (auséncia de crescimento), 1 (1-19%), 2
(20-39%), 3 (40-59%), 4 (60-79%) e 5 (80-100%). Para avaliacdo da faixa 6tima de crescimento bacteriano
por grupo, considerou-se o somatdrio das notas atribuidas para cada valor de pH. Valor igual ou acima de
85% do somatorio total das notas foi considerado condigdo 6tima para crescimento. O procedimento e a
avaliagdo da porcentagem de crescimento foram os mesmos realizados com os diferentes valores de pH,
temperaturas de 10°C, 15°C e 20°C, complementares aquelas utilizadas por Florentino et al. (2010), ou seja,
35°C, 40°C e 45°C.
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A quantificacdo da produgdo de AIA pelos isolados de BDNS obtidas de amostras de solo da Reserva
Bioldgica Serra dos Toledos, Itajuba - MG (SILVA; MELLONI, 2011) foi feita conforme metodologia de
Kuss et al. (2007), em que aliquotas de 0,5 mL de solugdo 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.
Apos esse periodo, 15 mL de cada uma das culturas homogeneizadas foram transferidos para tubos e
centrifugados a 10.000 rpm por 15 minutos. Do sobrenadante obtido, 3 mL foram vertidos em frascos, aos
quais foram adicionados 2 mL de reagente de Salkowski (SARWAR; KREMER, 1995). Os frascos foram
armazenados em ambiente escuro por 30 minutos para desenvolvimento de cor, que se apresenta em tons
rosa-avermelhados mais intensos quando ha maior quantidade de acido indolacético, sendo a intensidade da
cor determinada em espectrofotometro a 530 nm (SILVA, 2010). Assim como em Galdiano Junior (2009),
a concentracao dos compostos inddlicos foi estimada com uma curva padrao, previamente preparada com
quantidades conhecidas do hormdnio, as quais foram obtidas por meio de dilui¢des de uma solugdo 1,0 mg
mL! de acido 3-indolacético comercial padrao (Sigma-Aldrich®), ¢ 2 mL do reagente de Salkowski em
cada frasco. A equagdo obtida da curva padrio foi y = 0,0024x + 0,0144 (R?=0,9952). Os dados expressos
em pg mL! foram submetidos a analise de variancia (incluindo normalidade dos residuos e homogeneidade
de variancias) e ao teste de Tukey a 5% de significancia para comparagao de médias através do programa R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009) e seu complementar Tinn R.

Para o experimento de enraizamento de estacas semilenhosas de oliveira com a inoculagido de
BDNS, os isolados foram distribuidos em 5 grupos, sendo dois grupos com 4 isolados e trés grupos com
3 isolados. Os grupos e seus isolados foram: G1 (isolados 8, 14 e 16), G2 (isolados 17, 38 e 39), G3
(isolados 31 e 32), G4 (isolados 42 e 43) e G5 (isolados 47 e 48). A distribuicdo foi feita enquadrando-se
isolados que se encontravam dentro de um mesmo grande grupo no dendrograma de similaridade em Silva
e Melloni (2011). O experimento foi instalado em casa de vegetacao (unidade de producdo de mudas de
oliveira por estacas enraizadas) da Fazenda Experimental de Maria da Fé - MG, pertencente a Empresa de
Pesquisa Agropecudria de Minas Gerais (FEMF-EPAMIG). O experimento foi montado com delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 11 x 3 x 5, sendo 11 fontes produtoras de hormoénio (5 grupos
de bactérias + 4 estirpes-tipo + 1 controle + 1 horménio), 3 cultivares de oliveira (Grappolo 541, Arbequina
e Ascolano 315) e 5 repeti¢des. Tendo em vista que o acido indolbutirico (AIB) ¢ comumente empregado
na Fazenda Experimental de Maria da Fé (FEMF-EPAMIG) como horménio sintético para estimular e
acelerar o enraizamento de estacas (OLIVEIRA et al., 2010a; 2010b), utilizou-se este como uma forma
de comparacdo ao tratamento de inoculagcdo com as bactérias selecionadas. O controle foi realizado para
comparagdo do enraizamento sem inoculacao de bactérias e sem aplicagdo do hormonio AIB.

Os cultivares de oliveira do banco de germoplasma da FEMF-EPAMIG utilizados foram Grappolo
541, Arbequina e Ascolano 315. As estacas foram preparadas conforme Oliveira et al. (2010a) e transportadas
ao laboratorio onde as estacas foram desinfestadas de acordo com Andrade ¢ Hamakawa (1994). A técnica
de inoculagdo e o tratamento controle foram feitos com base em Baldotto et al. (2010), com modificagdes.
As suspensdes das bactérias dos cinco grupos montados e das quatro estirpes-tipo foram colocadas em
tubos de ensaio, nos quais as estacas tiveram seus caules imersos por 60 minutos, sendo este o dobro do
tempo deixado em Baldotto et al. (2010), para assegurar o maior tempo de contato da suspensao bacteriana
com o caule da estaca.

No tratamento controle, as estacas tiveram seus caules imersos em meio liquido Dygs autoclavado
também por 60 minutos. No tratamento hormdnio ndo houve imersao das estacas em meio de cultura. Neste
caso, as bases das estacas foram mergulhadas em 4acido indolbutirico (AIB) com concentragdo de 3 g L
em solu¢do 50% de agua destilada e 50% de élcool, por cinco segundos, conforme as recomendagdes de
Oliveira et al. (2010a).

As estacas foram plantadas individualmente em copos contendo perlita, esterilizada em autoclave
a 121°C por 1 h e seca em estufa a 170°C por 1 h, substrato normalmente empregado para o enraizamento
de estacas de oliveira (DEL RiO; CABALLERO, 2005). Nos tratamentos dos grupos de bactérias e
estirpes-tipo, o substrato foi infestado com meio bacteriano restante no tubo de ensaio, apos imersao das
estacas, conforme Mello et al. (2002). Imediatamente ap6s o plantio, as estacas foram irrigadas para serem
transportadas até a FEMF. A casa de vegetacdo da FEMF apresenta temperatura controlada em 25 + 2°C,
com sistema de nebulizacdo intermitente, os copos foram distribuidos de acordo com os tratamentos.
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Apos seis meses foi feita a retirada das estacas da perlita, sendo verificados em todos os tratamentos
os seguintes atributos: porcentagem de estacas mortas (sem formagao de calo e raizes), de estacas com calo
e de estacas com calo enraizadas; nimero médio de raizes; comprimento médio de raizes; porcentagem de
estacas com folhas verdes; nimero médio de folhas verdes; porcentagem de estacas com brotagao; nimero
médio de brotagdes e comprimento médio de brotagdes, conforme trabalhos de Pio et al. (2005), Oliveira
et al. (2010a; 2010b) e Vieira Neto et al. (2010). Os resultados dos atributos avaliados foram submetidos
a andlise de componentes principais, utilizando-se o programa PC-ORD 3.12 (MCCUNE; MEFFORD,
1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Somente os isolados bacterianos de numeros 32 e 47, pertencentes aos grupos G3 e G5,
respectivamente, apresentaram formacdo do halo transparente em torno da col6nia, caracterizando
solubilizacdo de fosfato, que pode influenciar o mecanismo de promocdo de crescimento das bactérias as
plantas (BISWAS; LADHA; DAZZ, 2000). Segundo Pedrinho (2009), para que a quantidade de fosforo
liberado por bactérias solubilizadoras fosse suficiente para promover o crescimento vegetal, dever-se-ia
promover a inoculacdo desses microrganismos em concentracdes elevadas. Neste estudo, em virtude da
diversidade de isolados de bactérias em um mesmo grupo, a densidade especifica daquelas solubilizadoras
pode ndo ter sido suficiente para promover o crescimento das plantas.

As notas referentes ao percentual de crescimento médio de cada isolado bacteriano e estirpe-tipo
para cada valor de pH e temperatura, indicaram que houve variacdo no comportamento do crescimento
entre os isolados dentro de um mesmo grupo, mostrando assim a diversidade fisiologica de cada um destes
perante as condigOes analisadas. Tendo em vista que a temperatura média da casa de vegetacao ¢ de 25°C,
os resultados mostraram que os isolados possuem capacidade de crescimento nesse ambiente. As amplas
faixas das condi¢des 6timas de pH e temperatura para maximo crescimento dos grupos de isolados e das
estirpes-tipo (Tabela 1) indicaram que os grupos apresentaram exigé€ncias ambientais muito similares
quanto ao maximo crescimento. Esta caracteristica garante melhor adaptagdo as diferentes condicdes
edafoclimaticas a que a oliveira pode ser submetida, além de facilitar o cultivo e produgdo de in6culo de
BDNS em laboratorio.

Os resultados da producdo de AIA (Figura 1) mostraram varia¢ao nos isolados bacterianos dentro
dos grupos e entre estes. Os isolados de niimeros 13, 26, 30, 33 e 50 ndo apresentaram produgdo de AIA.
Os valores obtidos nas estirpes-tipo Azospirillum brasilense e Herbaspirillum seropedicae foram superiores
as mesmas estirpes-tipo testadas em Kuss et al. (2007) com producédo de 5,04 ug mL"! para Azospirillum

TABELA 1: Faixa de crescimento ideal de pH e temperatura dos agrupamentos analisados de Bactérias
diazotroficas ndo simbioticas.

TABLE 1: Range of growth pH and optimum temperature of clusters of non-symbiotic diazotrophic
bacteria analyzed.

Condi¢édo 6tima de crescimento

Agrupamento pH Temperatura (°C)
Gl 5,0-6,4 15-40
G2 5,0-8,0 15-35
G3 5,0-7,0 15-40
G4 5,0-9,0 15-45
G5 5,0-9,0 15-35
Estirpes-tipo 5,0-9,0 15-35

Em que: G1 =isolados 8, 14 ¢ 16; G2 = isolados 17, 38 ¢ 39; G3 =isolados 31 ¢ 32; G4 = isolados 42 ¢ 43;
G5 = isolados 47 ¢ 48; Estirpes-tipo = Azospirillum brasilense, Azospirillum amazonense, Herbaspirillum
seropedicae e Burkholderia brasilensis.
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FIGURA 1: Produg@o de acido indolacético (AIA) pelos isolados de bactérias diazotroficas ndo simbidticas
obtidos de amostras de solo da Reserva Bioldgica Serra dos Toledos (Itajuba - MG), nos
diferentes grupos fenotipicos (G1: isolados 8, 14 e 16; G2: isolados 17, 38 e 39: G3: isolados
31 e 32; G4: isolados 42 e 43; G5: isolados 47 ¢ 48); ¢ estirpes-tipo (Azospirillum brasilense,
Azospirillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae ¢ Burkholderia brasilensis). Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

FIGURE 1: Production of indole acetic acid (IAA) by isolates of non-symbiotic diazotrophic bacteria, from
Biological Reserve ‘Serra dos Toledos’ (Itajuba-MG state), in different phenotypic groups
(G1:isolates 8, 14 ¢ 16; G2: isolates 17, 38 e 39: G3: isolates 31 e 32; G4: isolates 42 e 43; G5:
isolates 47 e 48; e strains (Azospirillum brasilense, Azospirillum amazonense, Herbaspirillum
seropedicae and Burkholderia brasilensis). Means followed by the same letter do not differ
significantly by Tukey test at 5% of significance level.

brasilense, e Galdiano Junior (2009) com produgédo de 42,5 e 105,7 ug mL™! para Azospirillum brasilense
e Herbaspirillum seropedicae, respectivamente. Apenas o isolado 8 do grupo G1 apresentou produgéo de
AIA abaixo do valor minimo das estirpes, mostrando que os grupos dos isolados em geral tiveram valores
estatisticamente iguais ou superiores aos obtidos pelas estirpes-tipo.

Os isolados e estirpes-tipo apresentaram uma produgdo de AIA variando de 110,53 a 383,58 ug
mL-!, sendo a maioria dos valores relativamente maiores a faixa encontrada nos isolados obtidos por Silva
(2010) em raizes de Brachiaria brizantha, que foi de 0,39 a 195 pg mL"!, e bem superiores aos isolados de
Kuss et al. (2007) em raizes de arroz, quando variaram de 2,79 a 13,47 ug mL"!, e de Galdiano Janior (2009)
em raizes de orquideas, variando de 0,4 a 100,8 ug mL"'.

Quanto a produgdo decrescente de AIA, destacam-se os isolados 32, 42 e 39, respectivamente,
pertencentes aos grupos 3, 4 € 2, com valores muito acima dos observados para estirpes-tipo em condigdes
diversas. Cabe lembrar que a produgdo de AIA foi avaliada de forma independente, mas que os isolados
foram combinados na forma de coquetel, cuja produgdo final de AIA ndo foi determinada. Tal fato deve ser
valorado no sentido de redirecionar novas pesquisas relacionadas a produgdo de indculo para enraizamento
de estacas de oliveira ou desenvolvimento de outras espécies vegetais.

De posse dos valores médios dos atributos relacionados a avaliagdo do potencial de enraizamento
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de estacas semilenhosas de oliveira pela inoculacdo de BDNS (Tabela 2), aplicou-se a analise multivariada,
com componentes principais apresentados na Figura 2.

Os componentes principais apresentados (Figuras 2a, 2b) compuseram 74,8% da variancia total
dos dados, sendo que o PC1 apresentou 42,3% da variancia, o PC2 18,4% e o PC3 14,1% do total. Os
tratamentos, em sua grande maioria, ocuparam posic¢des irregulares nos quadrantes, independentemente da
cultivar e inoculo. O comportamento das estacas inoculadas com as estirpes-tipo Azospirillum brasilense,
Azospirillum amazonense, Herbaspirillum seropedicae e Burkholderia brasilensis foi variado, ora
relacionado ao maior enraizamento, ora a producao de AIA (Figura 2).

No entanto, verifica-se que os tratamentos com hormoénio comercial AIB para as trés cultivares de
oliveira (ArbHrm, AscHrm e GrapHrm) ocuparam posi¢des proximas entre si (circulo em linha grossa), com
relacdo estreita aos atributos de enraizamento das estacas (destacados em retangulo) e inversa a producao de
AIA pelas bactérias estudadas (Figuras 2a, 2b). Os tratamentos que utilizaram grupos 1 (isolados 8, 14 e 16)
e 4 (isolados 42 e 43) para Arbequina e grupo 2 (isolados 17, 38 e 39) para Grappolo 541 se posicionaram
proximos aos atributos ligados ao enraizamento (Figura 2a), destacando-se como potencialmente capazes
de promoverem o calejamento e enraizamento das estacas, da mesma forma que aquelas tratadas com
hormoénio comercial AIB. Além desses, outros tratamentos entre cultivar de oliveira e grupos de isolados
com potencial de utilizagdo para enraizamento foram aqueles envolvendo Grappolo 541 inoculado com os
grupos 3 (isolados 31 e 32), 4 ou 5 (isolados 47 e 48), e Ascolano 315 inoculado com os grupos 1 ou 5 (Figura
2b). Esse comportamento corresponde, em parte, ao apresentado pelos atributos de enraizamento exposto
na Tabela 2, mas € contrario ao apresentado pelos isolados quanto a produgdo de AIA. Esse resultado sugere
que o potencial de enraizamento desses grupos bacterianos pode ndo estar associado diretamente e somente
a producdo de AIA (Figura 1) ou a resisténcia a diferentes condi¢des de pH e temperatura (Tabela 2), mas a
outros fatores ndo avaliados no presente trabalho.

Recomenda-se que novos estudos de inoculagdo sejam realizados utilizando os isolados promissores
de enraizamento, tanto de forma independente (por exemplo, 32, 39 e 42, em funcdo dos valores de AIA
apresentados na Figura 1), quanto combinados na forma de coquetel, conforme também recomendado
por outros pesquisadores que estudam o potencial de indculo de BDNS no desenvolvimento de plantas
(GUIMARAES; BALDANI; JACOB-NETO, 2013; PEREIRA et al., 2013; SCHULTZ et al., 2012;
VITORAZI FILHO et al., 2012).

CONCLUSOES

Os isolados de bactérias diazotroficas ndo simbiodticas 8, 14, 16, 17, 31, 32, 38, 39, 42, 43, 47 ¢
48, obtidos de amostras de solo da Reserva Biologica Serra dos Toledos (Itajuba - MG), apresentaram alta
diversidade fisiologica, mostrando exigéncias ambientais com amplas faixas de condigdes 6timas de pH
(5,0 a2 9,0) e temperatura (15-35°C), solubilizacao de fosfato e producao de acido indolacético (110,53 a
383,58 ug mL™1).

Todos os grupos de isolados apresentaram potencial de enraizamento de estacas de oliveira, sendo
aqueles do grupo 1 (isolados 8, 14 e 16) e 4 (isolados 42 e 43) mais indicados para a cultivar Arbequina,
grupo 2 (isolados 17, 38 e 39) para a Grappolo 541 e grupos 1 e 5 (isolados 47 e 48) para a Ascolano 315,
com desempenhos semelhantes aquele proporcionado pelo uso do hormonio comercial 4cido indolbutirico.

O potencial de enraizamento de estacas das cultivares de oliveira ndo estd relacionado
exclusivamente a producdo do 4cido indolacético ou as demais caracteristicas dos isolados quanto a
solubilizacao de fosfato, exigéncia de pH ou de temperatura para crescimento. Dessa forma, novos estudos
sdo sugeridos utilizando os isolados de forma independente e em coquetel para que futuras recomendagdes
sejam indicadas para o processo de enraizamento de estacas de oliveira.
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TABELA 2: Médias dos atributos relacionados ao potencial de enraizamento de estacas semilenhosas de
oliveira pela inoculagdo de bactérias diazotrdficas ndo simbioticas.

TABLE 2: Averages of attributes related to the potential of rooting olive semi-hardwood cuttings by
inoculation of non-symbiotic diazotrophic bacteria.

Tratamentos Atributos

PEM  PEC PECE NMR CMR PEF NMF PEB NMB CMB
GrapGl 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
GrapG2 60 40 0 0 0 80 2,75 0 0 0
GrapG3 100 0 0 0 0 20 3 0 0 0
GrapG4 100 0 0 0 40 1 0 0 0
GrapG5 100 0 0 0 20 1 0 0 0
GrapAbr 60 40 50 1 0,48 0 0 40 2,5 1,15
GrapAam 20 80 75 3,33 2,29 60 1 80 1,25 1,19
GrapHsp 80 20 0 0 0 20 1 0 0 0
GrapBbr 40 60 67 1,5 1,1 20 4 60 1,67 1,66
GrapHrm 80 20 100 6,5 2,25 80 1,75 20 1 1,9
GrapCtr 80 20 0 0 0 40 2,5 0 0 0
ArbGl 60 40 100 4 1,72 40 2 20 1 1,05
ArbG2 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ArbG3 80 20 0 0 0 40 2 20 1 0,6
ArbG4 60 40 100 2 1,2 40 2 60 2,33 0,94
ArbG5 80 20 0 0 0 40 1,5 0 0 0
ArbAbr 40 60 33 6 5,98 80 3,5 0 0 0
ArbAam 100 0 0 0 0 20 2 40 2 1,2
ArbHsp 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ArbBbr 40 60 0 0 0 60 1,67 20 4 0,77
ArbHrm 80 20 100 3,5 2,96 80 2,75 0 0 0
ArbCtr 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AscGl 80 20 0 0 0 20 1 0 0 0
AscG2 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AscG3 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AscG4 60 40 0 0 0 0 0 0 0 0
AscG5 80 20 0 0 0 0 0 0 0 0
AscAbr 40 60 0 0 0 60 1 0 0 0
AscAam 40 60 33 1 12,78 80 1,75 0 0 0
AscHsp 40 60 0 0 0 60 1,67 20 2 1,48
AscBbr 60 40 0 0 0 20 2 0 0 0
AscHrm 80 20 100 2 1,18 20 1 0 0 0
AscCtr 80 20 0 0 0 40 1 20 1 1,42

Em que: V Cultivar Grap (Grappolo 541), Arb (Arbequina), Asc (Ascolano 315) inoculado com isolados dos Grupos 1
a0 5; G1 =isolados 8, 14 ¢ 16; G2 =isolados 17, 38 € 39; G3 =isolados 31 € 32; G4 = isolados 42 € 43; G5 = isolados
47 e 48 ou com as estirpes-tipo Azospirillum brasilense (Abr), Azospirillum amazonense (Aam), Herbaspirillum
seropedicae (Hsp) e Burkholderia brasilensis (Bbr). Ctr (controle, ndo inoculado); PEM = Porcentagem de estacas
mortas (PEM), Porcentagem de estacas com calo (PEC), Porcentagem de estacas com calo enraizadas (PECE), Numero
médio de raizes (NMR), Comprimento médio de raizes (CMR), Porcentagem de estacas com folhas verdes (PEF),
Numero médio de folhas verdes (NMF), Porcentagem de estacas com brotagdo (PEB), Nimero médio de brotagoes
(NMB) e Comprimento médio de brotagdes (CMB).
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FIGURA 2: Resultado da analise de componentes principais (CP) para os atributos relacionados a
sobrevivéncia e desenvolvimento das estacas diante dos diferentes tratamentos (A ), sendo CP1
x CP2 (a) e CP2 x CP3 (b). Circulo em linha cheia grossa ao redor do tratamento indica imersao
das estacas no hormonio acido indolbutirico, circulo em linha tracejada indica os tratamentos com
inoculagdo de isolados com respostas semelhantes aquelas envolvendo as estirpes-tipo. Cultivar
Grap (Grappolo 541), Arb (Arbequina), Asc (Ascolano 315) inoculado com isolados dos Grupos
1 ao 5 (G1: isolados 8, 14 ¢ 16; G2: isolados 17, 38 ¢ 39: G3: isolados 31 e 32; G4: isolados 42
e 43; G5: isolados 47 e 48) ou com as estirpes-tipo Azospirillum brasilense (Abr), Azospirillum
amazonense (Aam), Herbaspirillum seropedicae (Hsp) e Burkholderia brasilensis (Bbr). Ctr
(controle, ndo inoculado). Tratamentos: Destaque em retangulo estdo diretamente relacionados
ao enraizamento (CMR — comprimento médio de raizes, NMR — nimero médio de raizes, PEC
— % de raizes com calo, PECE — % de raizes com calo enraizadas), AIA — producdo de acido
indolacético, CMB — comprimento médio de brotacdes, NMF — nimero médio de folhas verdes,
NMP — niimero médio de brotag¢des, PEB - % de estacas com brotacdo, PEF - % de estacas com
folhas verdes e PEM — % de raizes mortas.

FIGURE 2: Results of principal component analysis (PC) for attributes related to the survival and development
of the different treatments on cuttings (A ), with CP1 x CP2 (a) and CP2 x CP3 (b). Circle in thick
solid line indicates treatment around the immersion of the cuttings in hormone indolbutiric acid,
and the dashed line indicate the treatments inoculated with isolates with responses similar to
those involving strains. Grap (Grappolo 541), Arb (Arbequina), Asc (Ascolano 315) inoculated
with isolates from Groups 1 to 5 (G1: isolates 8, 14 ¢ 16; G2: isolates 17, 38 e 39: G3: isolates
31 e 32; G4: isolates 42 e 43; GS5: isolates 47 e 48) and strains of Azospirillum brasilense (Abr),
Azospirillum amazonense (Aam), Herbaspirillum seropedicae (Hsp) and Burkholderia brasilensis
(Bbr). Ctr (not inoculated). Treatments: Featured in rectangle are directly related to rooting (CMR
- average length of roots, NMR - average number of roots, PEC -% of roots with callus, PECE
-% of roots with callus rooted), AIA - production of indolacetic acid, CMB - average length of
sproutings, NMF - average number of green leaves, NMP - average number of sproutings, PEB
-% of cuttings with sproutings, PEF -% cuttings with green leaves and PEM -% of dead roots.
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