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RESUMO

As rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) sdo capazes de proporcionar o
melhor desenvolvimento vegetal por meio de diversos mecanismos. Um desses mecanismos
trata da produc¢do de reguladores de crescimento vegetal, como por exemplo, o acido
indolacético (AIA). Com isso, o objetivo do presente trabalho foi o isolamento, a caracterizacao
fenotipica e a avaliacao do potencial de producao de AIA de rizobactérias, obtidas da rizosfera
de oliveiras (Olea europaea L.), visando a sua aplica¢do na indu¢ao do enraizamento durante
a produc¢do de mudas. Para isso, amostras de rizosfera de 17 diferentes cultivares de oliveira,
do banco de germoplasma da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG),
em Maria da Fé - MG, foram utilizadas para o isolamento de RPCP em meios de cultura JNFb,
NFb e LGI, posteriormente caracterizadas fenotipicamente em meio batata-dextrose-agar e
submetidas ao teste de producdo de AIA. P6de-se observar efeito das cultivares no numero
de RPCP nos diferentes meios de cultura. Na caracterizagao fenotipica, os isolados de RPCP
apresentaram alta similaridade entre si (93% a 100%). Quanto a producdo de AlA, esses
isolados apresentaram indices relevantes (0,16 e 29,08 pg mL") quando comparados a outros
estudos, sendo aqueles obtidos no meio JNFb os maiores produtores. Pode-se concluir que 11
isolados (KRJ2, GLJ2, G57)2, MFJ1, ADJ2, G57N1, AUSAL3, FTJ1, AUSAN1, AUSAJ2, KRN1), com producdo
acima de 20 pyg mL" de AIA, apresentam potencial de utilizacdo em futuros testes na inducdo
de enraizamento de estacas de plantas de oliveira.
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ABSTRACT

Plant growth-promoting rhizobacteria (PGPR) are capable of enhancing plant development through
various mechanisms. One of them is the production of plant-growth regulators, e.g., indole acetic
acid (IAA). On this basis, this study proposes to isolate, phenotypically characterize and evaluate the
IAA production potential of rhizobacteria obtained from the rhizosphere of olive trees (Olea europaea
L.), aiming at its application in the induction of rooting during seedling production. Samples of the
rhizosphere of 17 olive cultivars from the germplasm bank of the Agricultural Research Corporation
of Minas Gerais (EPAMIG), in Maria da Fé - MG, Brazil, were used for isolation of PGPR in JNFb, NFb
and LGI culture media. Subsequently, they were characterized phenotypically in potato dextrose agar
and subjected to an IAA production trial. There was an effect of cultivars on the number of PGPR in
the different culture media. In phenotypic characterization, the PGPR isolates showed high similarity
to each other (93% to 100%). These isolates showed relevant IAA production rates (0.16 and 29.08 pg
mL") when compared with reports of other studies, and the isolates obtained in JNFb medium had the
highest IAA production. In conclusion, 11 isolates (KRJ2, GLJ2, G57J2, MFJ1, ADJ2, G57N1, AUSAL3, FTJ1,
AUSAN1, AUSAJ2 and KRN 1), with IAA production rates above 20 pyg mL", have potential for use in future
rooting induction trials in olive cuttings.

Keywords: Inoculant; Plant hormones; Seedlings

1 INTRODUCAO

A oliveira (Olea europaea L.) € uma planta caracteristica da regido Mediterranea,
com cultivo disperso para diversos paises, passando a ser conhecida pela producao
de azeitonas e azeite de oliva (SANTOS et al., 2015a). No Brasil, a olivicultura € uma
atividade em expansao, cujo cultivo em escala comercial teve inicio ha menos de uma
década (SILVA et al., 2012c). Atualmente, o pais é considerado um grande importador
de azeite de oliva e esta posicionado entre os maiores consumidores no mundo
(INTERNATIONAL OLIVE COUNCIL, 2018). Em Maria da Fé (MG), o Nucleo Tecnoldgico
da Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG) - Azeitona e Azeite,
vem desenvolvendo pesquisas com a oliveira objetivando reverter a dependéncia das
importacdes. O Nucleo possui um banco de germoplasma com diversos genoétipos
diferentes de oliveira, possibilitando que essas plantas sejam estudadas para
melhoramento genético e experimentos relacionados a tratos culturais e producao,

nas condi¢des edafoclimaticas de Minas Gerais (SILVA et al., 2012a). Tais bancos se
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caracterizam como patriménio genético das espécies, permitindo o estudo de diversas
cultivares, de origens diferentes, em mesmas condic¢des de cultivo (SILVA et al., 2012a).

Na producao de mudas de oliveira, outra forma de assegurar as caracteristicas
genéticas das espécies € pela propagacdo por estaquia. Dessa forma, permite-
se explorar o potencial das plantas por meio da regeneracdo de raizes através de
segmento de ramos, a qual leva a homogeneidade na producdo, pela producdo de
mudas bem formadas, uniformes e frutos com caracteristicas bem definidas (OLIVEIRA
etal.,2010). Na estaquia em oliveira, a aplicagdo de reguladores de crescimento, muitas
vezes, é fundamental para formacdo de raizes, os quais tém, por finalidade, o aumento
da porcentagem de estacas que formam raizes, acelerar sua iniciacdo, aumentar
numero e a qualidade das raizes formadas e uniformizar o enraizamento (OLIVEIRA
et al, 2010). Na auséncia desses reguladores, o enraizamento natural ndo ocorre
ou ocorre de forma desuniforme, prejudicando a produc¢dao comercial de mudas de
oliveira. Porém, a utilizacdo de formulac¢des sintéticas de reguladores de crescimento
vegetal na inducdo de enraizamento foi proibida, como o acido indolbutirico (AIB),
em paises da Europa e Estados Unidos e na agricultura organica. Com isso, estudos
utilizando sistemas alternativos para o melhoramento de enraizamento natural tém
sido incentivados (ERTURK et al., 2010).

Nesse sentido, a utilizacdo de microrganismos do solo na produg¢do pode ser
uma alternativa para promover o melhoramento do enraizamento natural dessa
espécie. Um exemplo desses microrganismos sao as rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas (RPCP), encontradas na rizosfera, em associagdo com as
raizes e em superficies radiculares, capazes de promover melhor desenvolvimento
das plantas, pela suplementacdo de nutrientes ou pela inibicdo ou reduc¢ao de
pragas e doencas por meio de antibiéticos e antifungicos (CARDOSO; ANDREOTE,
2016). Além dessas, outras formas de melhorar e promover o desenvolvimento
vegetal ocorrem por meio da mobilizacao de fosfato, inibicdo da sintese de etileno
na planta, producdo de sideréforos e outros oligoelementos para absor¢ao pelas

plantas (CANELLAS et al., 2015).
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As rizobactérias também sdo capazes de produzir reguladores de crescimento
vegetal, os fitormdnios, bem como auxinas, giberilinas, citocininas, entre outros (VEJAN
et al., 2016). O aumento da produtividade das culturas esta diretamente relacionado
a producao de horménios de crescimento vegetal pelas rizobactérias e, um exemplo
de hormadnio produzido por elas e que permite esse incremento na produtividade, é o
acido indolacético (AlA). O AIA é uma auxina produzida pelas rizobactérias que possui
capacidade de induzir o crescimento e formacdo de raizes e o aumento de pelos
radiculares, permitindo, assim, maior absorcdo de agua e de nutrientes presentes no
solo, favorecendo o crescimento vegetal (CABALLERO-MELLADO, 2006).

A partir das capacidades de promocdo de formacdo de raizes e de crescimento
das plantas por parte das rizobactérias, elas passaram a ser avaliadas em estacas de
oliveira (Olea europaea L.). No Brasil, Mariosa et al. (2017) e Silva et al. (2017) conduziram
0s primeiros trabalhos que estudaram essa capacidade das bactérias, resultados
positivos e promissores no enraizamento das estacas de oliveiras, quando comparados
com o AIB, comercialmente utilizado. Com isso, o presente estudo objetivou isolar
e caracterizar fenotipicamente rizobactérias promotoras do crescimento de plantas
presentes na rizosfera de oliveiras do banco de germoplasma do Nucleo Tecnologico
de Maria da Fé e analisar a produc¢ao de acido indolacético (AlA) dos isolados, a fim
de utiliza-los na inducao do enraizamento de estacas semilenhosas de oliveira (Olea

europaea L.).

2 MATERIAL E METODOS

Os isolados de rizobactérias utilizados neste trabalho foram obtidos da rizosfera
de oliveiras do banco de germoplasma de oliveira instalado no ano de 2005, 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 Képpen tipo Cwb, ou seja, clima temperado chuvoso (mesotérmico),
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também denominado subtropical de altitude. O solo da area de estudo é do tipo
Latossolo Vermelho, com textura média argilosa (SILVA et al., 2012b). O banco ocupa
uma area de 1,5 ha, apresenta 66 cultivares de oliveira e, em média, seis plantas por
cultivar, em espacamento de 7 x 6 m, sendo considerados uma importante fonte

genética e agrondmica do pais (SILVA et al., 2012b).
2.1 Selecao das Cultivares para Amostragem da Rizosfera

Inicialmente, foi realizada a selecdao das cultivares de oliveira das quais a
rizosfera seria amostrada e estudada. Entre as 66 cultivares presentes no banco de
germoplasma, selecionaram-se 17, considerando aspectos relacionados a diversidade
de pais de origem, quantidade (cultivares com mais de trés plantas disponiveis no
banco para servirem como trés repeticdes), vigor das plantas (livres de pragas e
doencas) e aptiddao comercial para cultivo e producdo. As selecionadas foram: Galega
(GAL), Negroa (NEG), Grapollo 541(GRA 541), Barnea (BAR), Leccino (LECC), Alto d'ouro
(ALT), Frantoio (FRA), Tafahi (TAF), Maria da Fé (MDF), Arbequina (ARBE), Ascolano 315
(ASC 315), Arbosana (ARBO), Ascolano USA (ACS USA), Grapollo (GRA), Grapollo 575
(GRA 575), Mission (MISS) e Koroneiki (KOR).

Apés a selecdo, amostras da rizosfera foram coletadas em agosto de 2017
para analise. As amostras foram obtidas com auxilio de enxada manual, desinfestada
utilizando alcool etilico 70% (v/v), em profundidade de 10 cm, realizados em trés pontos
ao redor de cada planta, com 20 cm de distancia da base, baseando-se no Manual de
Descricao e Coleta de Solo no Campo (SANTOS et al., 2015b). Foi utilizado no estudo
o delineamento inteiramente casualizado (DIC), sendo trés repeti¢cdes (3 plantas) por
cultivar, totalizando 51 unidades experimentais. Cada uma das amostras da rizosfera
coletadas foi acondicionada em sacos plasticos, identificada e peneirada em malha de
2 mm e, posteriormente, mantida em camara fria (4°C) para realizacdo das analises

microbiolégicas.
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2.2 Quantificacao e Isolamento das Rizobactérias

Para etapa de isolamento das rizobactérias, diluicdes sucessivas de 10 g das
amostras de rizosfera foram realizadas em solucao salina para diluicdo (DOBEREINER;
BALDANI; BALDANI, 1995), de 102a 10%, e foi inoculado 0,1 mL de cada suspensdo em
frascos contendo os meios de cultura semissélidos especificos, sendo trés repeti¢cdes
por diluicdo. Os meios de cultura semissoélidos utilizados foram: NFb para Azospirillum
spp,JNFb para Herbaspirillum spp. e o meio LGl para Azospirillum amazonense, conforme
Ddbereiner, Baldani e Baldani (1995). A escolha da utilizagdo desses meios de cultura
nas analises é devida a auséncia de meio especifico para isolamento de bactérias
produtoras de AIA, além do fato dos isolados apresentarem, adicionalmente, a
capacidade de fixagao biologica de N, em condi¢des onde ha limitacdo desse nutriente
(KUSS et al., 2007; SILVA et al., 2017). Para avaliar a densidade bacteriana, utilizou-se
o método do numero mais provavel (NMP) (HUNGRIA; ARAUJO, 1994). Os valores de
NMP por g de solo seco foram submetidos ao teste de compara¢ao de médias Scott-

Knott a 5% de significancia pelo programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2008).
2.3 Caracterizacao Fenotipica Cultural dos Isolados

A fase de caracterizacdo fenotipica cultural dos isolados de rizobactérias foi
baseada em Melloni et al. (2004). Os isolados dos meios sélidos foram transferidos
para agar-batata-dextrose, em triplicata, e realizada a caracterizacdo com relacdo ao
diametro, cor e consisténcia das coldnias (Tabela 1), sendo estabelecidos 7 cores, 5
didmetros e 4 tipos de consisténcia. Também foram caracterizadas fenotipicamente
em agar-batata-dextrose as estirpes-tipo Azospirillum amazonense (BR1104Q7),
Azospirillum brasilense (BR11001T), Azospirillum lipoferum (BR110807), Burkholderia
brasilensis (BR113407) e Herbaspirillum seropedicae (BR11175"), para realizar uma
comparacao com os isolados obtidos das rizosferas. Por meio da utilizacdo do
método Complete Linkage e Distancia Euclidiana (EVERITT, 1993), agruparam-se 0s
isolados e estirpes-tipo caracterizados em dendrogramas de similaridade, pelo

programa STATISTICA 10 (STATISTICA, 2010).
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Tabela 1 - Caracteristicas fenotipicas das rizobactérias avaliadas e seus respectivos

numeros utilizados no dendrograma de similaridade

Cor Diametro (mm) Consisténcia
Amarelo <1 Seca
Amarelo-cintilante 1,1-3 Pegajosa
Branco 3,1-5 Aquosa
Branco-cintilante 51-7 Rugosa
Centro amarelo borda branca >71

Centro branco borda amarela
Centro branco borda transparente

Fonte: Autores (2019)

2.4 Quantificacao da Producao de AIA

A etapa de quantificacao da produc¢ao de AlA dos isolados de rizobactérias foi
baseada na metodologia de Kuss et al. (2007). Para isso, os isolados foram colocados
para crescimento em erlenmeyers contendo 10 mL de meio liquido Dygs (RODRIGUES
NETO; MALAVOLTA JUNIOR; VICTOR, 1986) e por 72 horas em temperatura ambiente
foram submetidos a agitacao. Apds esse periodo, foram centrifugados a 3.000 rpm
por 10 min. Foi descartado o sobrenadante e adicionados 5 mL de solucdo salina
0,85% ao precipitado de células. Para ajuste da densidade 6tica (DO) das suspensdes,
utilizou-se o espectrofotdmetro (PerkinElmer, UV/VIS Spectrometer, Lambda 25) a
600 nm e, com base nos valores de absorbancia, foram ajustadas, acrescentando-
se aliquotas de solucdo salina até obter DO=0,5, utilizando a prépria solucdo salina
para leitura como branco.

Apos o ajuste da DO, foi inoculado 0,500 mL da suspensdo com os isolados
em 20 mL de meio liquido Dygs e agitados por mais 72 horas a 30°C. Em seguida,
foram centrifugados 15 mL de cada suspensao por 30 min a 3.600 rpm, até que ficasse
translucido. Apos a centrifugagdo, 3 mL do sobrenadante foram adicionados a 2 mL
de reagente Salkowski, preparado da seguinte forma: 1 mL de FeCL,6H,0 0,5M (1,35g

10 mL"), 50 mL de HCIO, (35%). Os frascos com a suspensdo foram armazenados em
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ambiente escuro por 30 min para desenvolvimento de cor, na qual quanto mais intenso
o tom de rosa-avermelhado maior a quantidade de acido indolacético. A intensidade
da cor foi determinada em espectrofotdmetro a 535 nm, utilizando meio liquido Dygs
autoclavado, com reagente Salkowski como branco para leitura.

Previamente, foi realizada a constru¢do da curva-padrao com a concentracao
dos compostos inddlicos para comparacdao com a produc¢do dos isolados e estirpes-
tipo segundo metodologia de Galdiano Junior (2009). Isso foi feito a partir de dilui¢cbes
da solu¢ao de 1 mg mL'de AIA comercial padrao (Sigma-Aldrich®), com a utiliza¢ao do
meio liquido Dygs esterilizado e quantidades conhecidas do hormonio, adicionadas 2
mL de reagente Salkowski para cada 3 mL da dilui¢cao. Foram utilizadas cinco diferentes
concentra¢des de AIA comercial (0, 50, 100, 200, 300 pg ml') para gerar a equacao.
Para formacao de cor, as diluices foram mantidas por 30 min em ambiente escuro e
a intensidade da cor determinada em espectrofotémetro a 535 nm (KUSS et al., 2007).
Os valores obtidos de absorbancia foram inseridos na equacdo resultante da curva-

padrdo para gerar os resultados expressos em pg mL' de cada isolado.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O NMP das RPCP na rizosfera de cada cultivar de oliveira, obtido pela formacao
de pelicula nos meios semissoélidos JNFb, NFb e LGI, estd apresentado na Tabela 2.

No meio JNFb, foram obtidas médias que variaram de log NMP 5,35 a 7,13 g
de solo seco, enquanto a variacdo no meio NFb foi de 4,53 a 6,88 e, no meio LGI, de
5,21 a 6,61. Sendo assim, foram observados maiores valores do numero de RPCP no
meio JNFb em cultivares de oliveira como Leccino, Frantoio, Alto D'oro, entre outras. E
possivel notar, também, variacdo no numero de rizobactérias por grama de solo seco
nas diferentes cultivares e em uma mesma cultivar, de acordo com o meio de cultura.
Na rizosfera da cultivar Leccino, por exemplo, obtiveram-se, no meio JNFb, 7,01 g
de solo seco, 5,25 g' de solo seco no meio NFb e 6,47 g' de solo seco no meio LGI.

As cultivares de oliveira promoveram os maiores NMP na soma dos valores obtidos
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em todos os meios de cultura como, por exemplo, Tafahi, Koroneiki, Ascolano USA e
Frantoio (Tabela 2), em relacao as demais. Pode-se explicar essa diferenca significativa
observada entre as cultivares a presenca de exsudatos radiculares que sdo capazes de

atrair microrganismos para regido rizosférica (VALE et al., 2005).

Tabela 2 - Rizobactérias isoladas de amostras de solo rizosférico de cultivares de

oliveira utilizando meio de cultura JNFb, NFb e LGl

Meios de Cultura

Cultivares JNFb NFb LGI Total
log NMP rizobactérias/g de solo seco

Galega 6,44 a 5,98 a 6,42 a 12,42
Negroa 572b 4,53 b 595a 10,25
Grapollo 541 5,88 b 453 b 6,29 a 10,41
Barnea 6,14 b 534b 5,53 a 11,48
Leccino 7,01 a 525b 6,47 a 12,26
Alto d'ouro 713 a 498 b 583 a 12,11
Frantoio 7,12 a 5,78 a 536a 12,9
Tafahi 6,49 a 6,86 a 5,96 a 13,35
Maria da Fé 6,60 a 593a 6,60 a 12,53
Arbequina 574 b 6,08 a 521 a 11,82
Ascolano 315 535b 543b 5,36 a 10,78
Arbosana 598 b 6,24 a 5,90 a 12,22
Ascolano USA 6,53 a 6,37 a 6,07 a 12,90
Grapollo 557b 6,45 a 6,61 a 12,02
Grapollo 575 6,52 a 5,79 a 6,43 a 12,31
Mission 592 b 573a 6,31 a 11,65
Koroneiki 597 b 6,88 a 587 a 12,85
(Ccci/ei;ol)cmnte de variacdo 769 11,66 1514

Fonte: Autores (2019)

Em que: Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente pelo teste
Scott-Knott a 5 % de significancia.

De forma geral, na analise dos dados foi observado efeito das cultivares no
numero de isolados para os meios de cultura JNFb e NFb (Tabela 2). Isso pode ser

explicado, principalmente, pela maior especificidade que o meio de cultura LGI
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apresenta e por ser indicado apenas para isolamento e quantificacdo de rizobactérias
da espécie A. amazonense, diferente dos demais meios que sdo capazes de quantificar
outras espécies ao mesmo tempo.

Baldani et al. (1999) destacaram a menor especificidade que o meio JNFb
apresenta, ja que esse meio permite o crescimento de outras rizobactérias do género
Azospirillum. Da mesma forma, Magalhdes e Dobereiner (1984) mostraram que
mesmo o meio NFb favoreca o desenvolvimento das espécies de Azospirillum outros
microrganismos diazotréficos também podem crescer nestes meios, o que pode ser a
justificativa para o ocorrido no presente estudo, ou seja, uma maior probabilidade de
isolamento de outras bactérias.

ApoOs a analise do NMP das RPCP nas diferentes rizosferas das oliveiras,
foram obtidos, na etapa de isolamento, 70 isolados de rizobactérias, os quais foram
caracterizados com base nos aspectos descritos na Tabela 1. De forma geral, foi
registrada alta homogeneidade fenotipica, independentemente do meio de cultura
utilizado, apresentando similaridade de 93 a 100% (Figura 1). Porém, mesmo com
a alta homogeneidade apresentada, os fendtipos utilizados para caracterizacao
foram suficientes para diferenciar os isolados obtidos nos respectivos meios de
cultura, importante nos ensaios posteriores de quantificagdo de AIA por grupo. As
caracteristicas fenotipicas mais observadas nos isolados obtidos nos diferentes meios
foram consisténcia pegajosa, coloracao branca e diametros entre 1 e 3 mm.

Ao avaliar a densidade e diversidade fenotipica de bactérias diazotroficas
endofiticas em solos de minera¢do de bauxita, em reabilitacao, Melloni et al. (2004)
registraram maior numero de isolados no meio JNFb, porém, foi indicada que estes
ndo mostravam maior similaridade a Herbaspirillum. No caso em questdo, as maiores
médias donumero de bactérias foram encontradas nomeiode culturaJNFb e, naanalise
de similaridade, mesmo com a alta homogeneidade, nem todos foram semelhantes a

estirpe-tipo Herbaspirillum seropedicae.
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Figura 1 - Dendrograma de similaridade construido com base nas caracteristicas

fenotipicas culturais de cor, consisténcia e diametro de col6nias
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Fonte: Autores (2019)

Em que: Os isolados foram comparados com estirpes-tipo de Azospirillum amazonense (BR11040T),
Burkholderia brasilense (BR11340"), Herbaspirillum seropedicae (BR11075"), Azospirillum lipoferum
(BR110807). Galega (GAL), Negroa (NEG), Grapollo 541(GRA 541), Barnea (BAR), Leccino (LECC), Alto
d'ouro (ALT), Frantoio (FRA), Tafahi (TAF), Maria da Fé (MDF), Arbequina (ARBE), Ascolano 315 (ASC
315), Arbosana (ARBO), Ascolano USA (ACS USA), Grapollo (GRA), Grapollo 575 (GRA 575), Mission
(MISS), Koroneiki (KOR).

ApOs a caracterizacdo, na avaliacdo da producdo de AlA por parte dos isolados,
as concentracdes produzidas variaram de 0,16 a 29,08 ug mL". Alguns isolados obtidos
no meio JNFb (Figura 2) quando comparados com os obtidos nos demais meios NFb e
LGI (Figuras 3 e 4, respectivamente) apresentaram maior concentracdo de AlA. Pode-se

considerar relevantes as concentracdes obtidas por parte de alguns isolados, ja que,
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no presente estudo, ndo foi utilizada a adi¢do de triptofano. O triptofano é considerado
o precursor de AlA, pois sua adicdo em meios de cultura promove aumento da sintese.
Entretanto, existem vias independentes de triptofano para a produc¢ao de AIA (KUSS

et al., 2007).

Figura 2 - Concentracdo de AIA produzido, em pg mL", pelas estirpes-tipo e isolados

obtidos pelo meio de cultura JNFb
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Em que: Galega (GAL), Negroa (NEG), Grapollo 541(GRA 541), Barnea (BAR), Leccino (LECC), Alto
d’'ouro (ALT), Frantoio (FRA), Tafahi (TAF), Maria da Fé (MDF), Arbequina (ARBE), Ascolano 315 (ASC
315), Arbosana (ARBO), Ascolano USA (ACS USA), Grapollo (GRA), Grapollo 575 (GRA 575), Mission
(MISS), Koroneiki (KOR).

A maioria dos trabalhos relacionados a producdo de AIA envolve a adicdo de
triptofano ao meio de cultura, contudo, como citado anteriormente, existem vias
independentes de producdo. Especificamente, em estudos como de Mariosa et al.
(2017) e Silva et al. (2017), nos quais este trabalho foi baseado, nao houve sua adi¢ao
ao meio de cultura e os isolados de rizobactérias continuaram produzindo AlA. Por

essa razdo, optou-se pela nao utilizagao.
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Figura 3 - Concentracdo de AIA produzido, em pyg mL", pelas estirpes-tipo e isolados

obtidos pelo meio de cultura NFb
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Fonte: Autores (2019)

Em que: Galega (GAL), Negroa (NEG), Grapollo 541(GRA 541), Barnea (BAR), Leccino
(LECC), Alto d'ouro (ALT), Frantoio (FRA), Tafahi (TAF), Maria da Fé (MDF), Arbequina
(ARBE), Ascolano 315 (ASC 315), Arbosana (ARBO), Ascolano USA (ACS USA), Grapollo
(GRA), Grapollo 575 (GRA 575), Mission (MISS), Koroneiki (KOR).

Figura 4 - Concentracdo de AIA produzido, em pyg mL"', pelas estirpes-tipo e isolados

obtidos pelo meio de cultura LGI
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Fonte: Autores (2019)

Em que: Galega (GAL), Negroa (NEG), Grapollo 541(GRA 541), Barnea (BAR), Leccino
(LECC), Alto d'ouro (ALT), Frantoio (FRA), Tafahi (TAF), Maria da Fé (MDF), Arbequina
(ARBE), Ascolano 315 (ASC 315), Arbosana (ARBO), Ascolano USA (ACS USA), Grapollo
(GRA), Grapollo 575 (GRA 575), Mission (MISS), Koroneiki (KOR).
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O estudo realizado por de Kuss et al. (2007) é outro exemplo em que ndo houve
adicao de triptofano. Com o objetivo de isolar e quantificar bactérias diazotréficas
associadas a raizes de diferentes variedades de arroz irrigado, e avaliar a producdo
de AIA e o potencial de FBN destas bactérias, os autores registraram uma producao
entre 2,79 e 13,47 ug mL". Em Chaves et al. (2015), o mesmo foi avaliado na auséncia
de triptofano, obtendo-se uma média de producdo pelas cinco estirpes estudadas
de 6,35 pg mL'. Ao comparar os resultados obtidos pelos autores citados, € possivel
verificar que sao inferiores aos do presente estudo, sendo assim um indicativo de que,
mesmo optando pela ndo utilizacao do triptofano, houve uma producao de AlA pelos
isolados considerada alta.

Outro exemplo e que permite considerar a boa producdo por parte dos isolados
obtidos no presente estudo, € a compara¢dao com estudos nos quais houve adicao de
triptofano e, ainda assim, apresentaram produc¢dao semelhante. Como no estudo de
Montero-Calasanz et al. (2013), com objetivo de avaliar a eficiéncia de enraizamento
em estacas de oliveira de Arbequina, Hojiblanca e Picual pela inoculacdo de diferentes
bactérias selecionadas através de suas caracteristicas fisiolégicas como promotoras
de crescimento. Nesse caso, foram registradas produc¢des de AlA entre 7,6 a 20 ug mL”
pela rizobactéria A. brasilense Cd ATCC 29729.

Florentino et al. (2017), ao avaliarem a producado in vitro de AlA por bactérias
diazotroficas cultivadas na presenca ou auséncia do triptofano e o efeito da sua
inoculacdo em sementes de alface (Lactuca sativa L.), observaram que a UNIFENAS
100-153 foi a maior produtora de AlA, independentemente da presenca de triptofano,
indicando maior versatilidade metabdlica. A producdo por parte dos outros isolados
variou de 3,99 a 46,97 pg mL' e 2,68 a 37,63 pyg mL"', nos meios contendo ou nao
triptofano, respectivamente.

Esses valores de AIA, obtidos nos estudos citados e no presente estudo, estao
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em conformidade com os apresentados por outros autores, 0s quais observaram
alta variacao na capacidade de produgdo deste fitormonio pelas estirpes bacterianas
(CHAVES et al., 2015). Cassan, Vanderleyden e Spaepen (2014) apontam que a producdo
de AIA é capaz de variar de 5 a 50 pyg mL", em condig¢des de cultivo, de acordo com
meio de cultivo e da estirpe testada.

Sendo assim, com base na producao de AlA pelos isolados, principalmente aos
que apresentaram producdo acima de 20 pg mL', os mesmos podem ser considerados
viaveis para utilizacdo em ensaios deinducdo de enraizamento de estacas semilenhosas
de oliveira. Especificamente, os isolados KRJ2, GL)2, G57)2, MFJ1, ADJ2, G57N1, AUSAL3,
FTJ1, AUSAN1T, AUSAJ2 e KRN1 apresentam potencial de utilizacdo como inoculantes no

enraizamento de estacas de oliveira durante a producao de mudas.

4 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que as cultivares de oliveira influenciam, diferentemente,
o0 numero de bactérias e as diferencas na caracterizacao fenotipica observada, apesar
da alta similaridade entre si.

Os isolados apresentam producao de AlA satisfatoria quando comparada com
outros estudos, mesmo na auséncia de triptofano, com destaque para aqueles obtidos
no meio JNFb, independentemente das cultivares de oliveira. Pela producdo superior a
20pugmL"deAlA, 11 deles (KRJ2, GLJ2, G57)2, MFJ1, ADJ2, G57N1, AUSAL3, FTJ1, AUSANT,
AUSAJ2, KRN1) apresentam potencial de utilizacdo na inducdo de enraizamento de

estacas de oliveira.
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