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RESUMO

A principal forma de propagacdo de videiras € 0 uso de estacas e mudas enxertadas,
enraizadas a partir de reguladores de crescimento sintéticos. Porém, os hormdnios sintéticos
utilizados podem prejudicar a organizacao celular, prejudicando o enraizamento, e ainda sdo
toxicos para os mamiferos. O uso de microrganismos promotores de crescimento tem se
mostrado mais seguros para utilizacdo e apresentaram resultados positivos no enraizamento de
estacas, no alto indice de pegamento, e no controle de pragas e doencas. O objetivo deste
trabalho é avaliar os efeitos no enraizamento de estacas de videira a partir de microrganismos
isolados da rizosfera de videiras. As bactérias foram isoladas de amostras de solo rizosférico
de videiras Syrah e Bocaina da estacdo experimental da EPAMIG em Caldas — MG, por meio
da técnica de diluicdo seriada. Os isolados foram cultivados em meio de cultura AN (&gar-
nutriente) e posteriormente preservados em glicerol 40% a -20°C. Foram aplicadas
suspensdes bacterianas a 1x108. Estacas de porta-enxerto de videira permaneceram
mergulhadas 24h em suspensdes bacterianas (1x108 UFC) de cada isolado bacteriano, e
posteriormente, foram transferidas para copos plasticos contendo substrato até enraizarem. O
controle positivo foi tratado com o horménio vegetal ANA (acido 1-naftaleno-acético), e o
controle negativo com agua destilada autoclavada. Os isolados BO05, SY30, SY18, e SY04
apresentaram percentual de enraizamento de 100%, valor acima do percentual de
enraizamento com o hormonio. Essas mesmas bactérias também atingiram 6timos valores de
peso de massa seca da parte aérea e peso de massa seca de raiz, sendo eles respectivamente,
3,425¢ e 3,189 do BOO05 para o primeiro screening e 0,80g e 0,45g do BOO05 no experimento
final, 2,199 e 1,86g do SY30, 0,679 e 0,579 SY18, e 0,649 e 0,559 do SY04. Os isolados
BOO05 e SY30 foram analisados superficialmente sobre Microscopia Eletrénica de Varredura e
foram descritos sendo morfologicamente diferentes, embora ambos sejam do tipo bastonetes.
BOO05 era menor em comprimento, mais turgido e com aspecto aveludado, enquanto que
SY30 possuia bastonete maior e a superficie rugosa e levemente deformada. Apesar das

diferengas, ambas podem ser do género Bacillus.

Palavras-chave: Vitis vinifera L.; Bacillus spp.; enraizamento.



ABSTRACT

The main method of propagating grapevines is through the use of cuttings and grafted
seedlings, rooted from synthetic growth regulators. However, the synthetic hormones used
can disrupt cellular organization, affecting root formation, and they are also toxic to
mammals. The use of growth-promoting microorganisms has proven to be safer for
application and has shown positive results in rooting cuttings, achieving a high rate of
success, and controlling pests and diseases. The objective of this study is to evaluate the
effects on grapevine cutting rooting using microorganisms isolated from vines rhizosphere.
Bacteria were isolated from rhizospheric soil samples of Syrah and Bocaina grapevines from
the EPAMIG experimental station in Caldas — MG, using the serial dilution technique. The
isolates were cultured in AN medium (nutrient agar) and subsequently preserved in 40%
glycerol at -20°C. Bacterial suspensions at 1x108 CFU were applied. Grapevine rootstock
cuttings were soaked for 24 hours in bacterial suspensions (1x108 CFU) of each bacterial
isolate and then transferred to plastic cups containing substrate until rooting occurred. The
positive control was treated with the plant hormone NAA (1-naphthaleneacetic acid), and the
negative control with autoclaved distilled water. The isolates BO05, SY 30, SY18, and SY04
showed a rooting percentage of 100%, a value higher than the rooting percentage with the
hormone. These same bacteria also achieved excellent values for shoot dry weight and root
dry weight, namely 3.425g and 3.18g for BOO05 in the initial screening, and 0.80g and 0.45g
for BOOS5 in the final experiment, 2.19g and 1.86g for SY 30, 0.67g and 0.57g for SY18, and
0.64g and 0.55¢g for SY04. The isolates BOO5 and SY 30 were superficially analyzed using
Scanning Electron Microscopy and were described as morphologically distinct, although both
belonged to the rod-shaped type. BO05 was shorter in length, more turgid, and had a velvety
appearance, while SY 30 had a larger rod shape with a rough and slightly deformed surface.
Despite the differences, both may belong to the Bacillus genus.

Keywords: Vitis vinifera L.; Bacillus spp.; rooting.
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1. INTRODUCAO

O processo de aquisicdo de mudas de videira pode ser feito por dois procedimentos, a
estaquia e a enxertia, que proporcionam bons resultados em campo apés o plantio. Entretanto,
para a garantia desses resultados, toda a etapa de producdo deve ser feita com rigoroso
cuidado afim de manter a qualidade por toda a cadeia produtiva. Seguindo o protocolo da
EMBRAPA (2010) Para realizagdo das mudas, deve-se primeiro coletar as estacas de enxerto
e porta enxerto que foram retiradas de plantas matrizes em propagadas em viveiros, tomando
0 cuidado para que ambas tenham o didmetro semelhantes e que as estacas coletadas sejam
bem lignificadas.

O método da enxertia € seguindo o modelo proposto por Regina et al (2012), em que se
armazena os enxertos por 30 dias em camara fria a 3°C antes de realizar o procedimento.
Normalmente se usa a garfagem, e depois de prontas o material € parafinado e envolvido em
faixas para serem armazenados em camaras aquecidas para auxiliar na cicatrizacdo dos calos.
Esses materiais sdo entdo chamados de mudas e podem ser selecionadas para serem plantadas
em campo. Espera-se entdo, que as mudas sejam capazes de enraizar para garantir sua
sustentacdo em campo e aquisicdo de dgua e nutrientes necessarios. Porém, mudas de videira
possuem baixo percentual de enraizamento, sendo necessario 0 uso de hormonios sintéticos
para estimular a emissao de raizes. Mesmo com esse tratamento, 0 enraizamento das mudas
em campo limita-se a apenas 50%.

E muito comum a utilizagdo de horménios sintéticos, como o &cido indol-3-butirico
(AIB), ou o acido 1-naftalenoacético (ANA), para promover o0 enraizamento das estacas
colhidas ou mudas produzidas. Entretanto, por serem produtos sintéticos, doses erradas
podem resultar em toxicidade ou causar o efeito contrario nas plantas, prejudicando o
enraizamento (SINGH; CHEEK; HAIGLER, 2009). Dessa forma, nos ultimos anos tém
crescido o numero de estudos envolvendo a utilizagdo de microrganismos promotores de
crescimento de plantas (MPCP), que além de estimularem o enraizamento a partir da sintese
de hormonio, sdo capazes de disponibilizar nutrientes inorganicos para as plantas e controlar
pragas e doencas (ABHILASH et al., 2016).

Foram isoladas bactérias diretamente do solo rizosférico de plantas de videiras da regido
de Caldas, MG, na Estacdo Experimental da EPAMIG (Empresa de Pesquisa Agropecudria de
Minas Gerais). Este trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de isolados bacterianos no
enraizamento e promocdo de crescimento de mudas de videira, a fim de buscar alternativas

aos reguladores de crescimento sintéticos utilizados na cultura.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Producéao de mudas de videira

A estaquia e a enxertia sdo dois processos utilizados para a aquisicdo de mudas de
videira. Sao as mais utilizadas e costumam proporcionar bons resultados em campo apés
implementacdo. Entretanto, é necessario cuidados desde a implantagdo das matrizes em
campo, até a aquisicao das estacas que serdo utilizadas para a propagacao.

De acordo com o protocolo descrito pela EMBRAPA (2010), a primeira etapa para a
producdo de mudas de videira é a selecdo dos ramos para obtencéo das estacas. As estacas
de porta enxerto devem ser lignificadas, entre 8 e 12 mm de didmetro e 1,20 cm de
comprimento, deve ser cortado da porgdo intermediaria da matriz e conter de 12 a 15
gemas. As estacas do enxerto sdo coletadas durante a poda de producdo ou a fase de
repouso vegetativo, escolhendo aquelas cujo diametro se assemelha com os diametros do
porta enxerto.

O material coletado é amarrado em feixes e transportados para o viveiro. Pode-se,
entdo, alocar os ramos em reservatdrios com agua até 20cm de altura por oito dias, ou que
seja realizado a parafinagem das extremidades das estacas, e alocadas em camaras frias
com temperaturas entre 2 e 5 °C e umidade relativa entre 90 e 95%. Caso seja necessario
sair da area de producdo de mudas, 0s segmentos devem ser armazenados em caixas de
isopor para transporte.

A propagacdo do porta enxerto é realizada a partir de estacas no campo definitivo. O
enraizamento pode ocorrer também em tubetes antes de ser transportado para o viveiro,
permitindo maior praticidade no manejo dos tratos culturais ocupa menor volume durante
o transporte. O maior pegamento das estacas ocorre em segmentos mais lignificados,
devido ao acumulo de substancias de reserva armazenadas nos ramos. Ja a propagacao da
cultivar copa € feita a partir da enxertia de garfagem de fenda cheia. O garfo deve ter
diametro semelhante ao porta enxerto, para garantir contato entre os cdmbios e favorecer a
cicatrizacdo, indicando sucesso no procedimento. Apos cicatrizagdo, as novas mudas sao
levadas ao campo para propagacgéo da copa.

A producdo das mudas enxertadas pode ser em viveiro, denominada enxertia de mesa,
ou diretamente em porta-enxertos ja enraizados em campo. A partir da descricdo de
Regina et al (2012), a enxertia de mesa envolve a armazenagem dos segmentos adquiridos
em camara fria a 3°C por pelo menos 30 dias antes de se iniciar a enxertia. Ap6s 0

periodo, realiza-se a enxertia convencional, geralmente pelo método de garfagem simples,



e em seguida o material é parafinado e armazenado em caixas. Os ramos ja enxertados sao
enviados para cdmaras aquecidas a temperaturas controladas de até 30°C, para auxiliar na
cicatrizacdo do enxerto e formacdo do calo. Apds 15 dias, os calos ja sdo visiveis, e
podem ser estratificados e aclimatados. Os enxertos sdo entdo selecionados, é realizada
uma nova parafinagem e o material obtido passa a se chamar muda, devido a unido de
enxerto e porta-enxerto (REGINA; SOUZA; DIAS, 2012).

Ap0s o plantio, espera-se que essas plantas enraizem. No entanto o enraizamento € um
fator limitante na cultura da videira. O bom enraizamento vai garantir que a planta possa
adquirir os nutrientes necessario para 0 crescimento e obviamente para uma maior
producéo no futuro. No que diz respeito a essa questdo, mudas de videira apresentam um
baixo percentual de pegamento, sendo na ordem de 50%. Ainda assim, essa taxa de
enraizamento é dependente da utilizacdo de hormdnios sintéticos que possam auxiliar a

planta na emissao de raizes.

2.2. Microrganismos promotores de crescimento

E muito comum a utilizacdo de auxinas sintéticas para estimular o enraizamento. O
mais utilizado € o acido indol-3-butirico (AIB), encontrado naturalmente nas plantas,
porém em menores concentraces. Dependendo da dose utilizada, o horménio é capaz de
promover enraizamento, favorece o estabelecimento em campo, e estimula formacéo de
gemas e seu crescimento (SINGH, 2002). Outro regulador utilizado é o Acido 1-
naftalenoacético (ANA), utilizado para estimular enraizamento de estacas e de folhas na
cultura de tecidos e apresenta melhor atividade se comparada com o horménio vegetal
AIlA (&cido indolacético). Entretanto, o hormdnio ANA em doses elevadas mostrou ser
prejudicial, uma vez que seu residual retarda o inicio da formacdo da parede celular
secundaria, assim como podem suprimir a sintese de celulose que compde a parede,
reduzem a estabilidade e fluidez da membrana plasmatica e enfraquecem as interacdes
lipidicas. Esses efeitos podem acontecer mais intensamente em células vegetais, mas
também sdo vistas em células animais (HAC-WYDRO; FLASINSKI, 2015; SINGH;
CHEEK; HAIGLER, 2009).

Entretanto, as recentes procuras por métodos mais sustentaveis de cultivo tém sido um
estimulo a utilizagdo de Microrganismos Promotores de Crescimento de Plantas (MPCP).
Os MPCPs sdo microrganismos, em sua maioria bactérias, que sobrevivem em solo

rizosférico e auxiliam as plantas ou o ambiente com diversas fungdes, dispensando o uso
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de produtos sintéticos e evitando contaminagGes ambientais. Além disso, 0 uso de
MPCP’s ¢ acessivel para pequenos produtores e podem ser usados para regulagdo de
crescimento, controle de pragas e doencas, biorremediacao de solo contaminado, auxiliam
na produtividade e producdo de alimentos biofortificados, e promove a ciclagem de
nutrientes (ABHILASH et al., 2016).

Alguns géneros de bactérias sdo capazes de produzir fitorménios, que seriam
encontrados naturalmente nas plantas, capazes de auxiliar diretamente no
desenvolvimento vegetal. Alguns dos hormdnios produzidos sdo citocininas, giberelinas e
auxinas. As auxinas bacterianas (AlA), presentes na rizosfera, sdo absorvidas e estimulam
a boa formacdo de raizes adventicias nas estacas, favorecendo o crescimento e
desenvolvimento das plantas. Além disso, as auxinas afrouxam as células da parede
celular, permitindo a liberacdo de mais exsudatos radiculares que servem de fonte de
nutrientes para as bactérias, aumentando a atividade microbiana (GLICK, 2012; PARK et
al., 2021). A producdo do horménio ndo é dependente da concentragdo de carbono
existente no solo, entretanto, € necessario a presenca de aminoacidos como triptofano para
que a producdo de auxina seja satisfatéria (PARK et al., 2021).

Microrganismos também podem estar envolvidos em processos que auxiliam na
disponibilizacdo de outros compostos importantes para as plantas. Esses outros
mecanismos envolvem a elevada fixacdo de nitrogénio, dispensando o0 uso de
nitrogenados, e a solubilizacdo de fosforo, que favorecem a elevada nutricdo da planta e
evitam a perda do nutriente, uma vez que o fésforo inorganico presente em fertilizantes
fosfatados é retido no solo antes de ser absorvido pelas plantas. Sequestro de ferro, uma
vez que ambos microrganismos e plantas necessitam de alta concentragdo do elemento,
além de ajudar as plantas a suportarem situacfes de estresse. Em adicdo, individuos
MPCP sdo altamente competitivos, impossibilitando o crescimento de fitopatdgenos por

competicdo por nutrientes ou liberacdo de compostos antimicrobianos (GLICK, 2012).

2.3. Bactérias utilizadas para enraizamento

MPCPs que promovem o enraizamento envolvem bactérias de vida livre, bactérias
simbiontes com as raizes das plantas, bactérias endofiticas, e cianobactérias, todas com a
mesma finalidade utilizando mecanismos diretos e indiretos. Algumas mais comuns como
Bacillus spp., Pseudomonas spp., Agrobacterium spp., e outras, j& sdo comercializadas
mundialmente, mas ndo com o propoésito de enraizamento, e sim para controle de pragas e
doengas (GLICK, 2012).
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A maioria das bactérias estdo presentes na rizosfera, e sdo capazes de produzir auxina,
como é o caso de Azospirillum, Agrobacterium, Bacillus, Bradyrhizobium, Enterobacter,
Erwinia, Pseudomonas, e Rhizobium (PARK et al., 2021). Cada género pode possuir
mecanismos especificos que regulam esse processo.

Espécies de Pseudomonas, por exemplo, sdo capazes de sequestrar e solubilizar o
fésforo do solo, e tornam esse nutriente disponivel para as plantas por meio da conversao
em formas absorviveis. Sdo capazes de produzir citocininas e giberelinas em quantidades
adequadas para promover a divisao celular. E além disso, sdo altamente competitivas,
impedindo a sobrevivéncia de outros géneros de bactéria nas proximidades da rizosfera da
planta.

Espécies pertencentes aos géneros Rhizobium e Azospirillum sdo exemplos de
bactérias de vida livre capazes de se associar com as raizes de plantas, e com a capacidade
de fixar o nitrogénio da atmosfera, viabilizando a disponibilizagdo de formas mais
absorviveis desse nutriente para as plantas (GLICK, 2012; PREMACHANDRA; HUDEK;
BRAU, 2016).

Em experimentos conduzidos por Campisano et al. (2015) com estacas de videira
domesticadas e selvagens mostraram que o0s trés géneros mais abundantes encontrados
tanto em cultivares como em variedades selvagens foram Pseudomonas, Pantoea e
Bacillus, sendo que dos isolados extraidos e avaliados, apenas Bacillus apresentou a
atividade de promocdo de crescimento. Entretanto, o experimento citado ndo realizou a
analise de enraizamento em novas estacas de videira, e sim em sementes de Arabidopsis
thaliana. Até o presente momento, ndo h& estudos o suficiente sobre o uso de
microrganismos promotores crescimento para avaliar o enraizamento de estacas de

videira.

2.4. Bacillus spp. como promotores de enraizamento em plantas

O género Bacillus possui a maior variedade de mecanismos de acdo e ainda serve
como agente de controle biologico. Diversas espécies de Bacillus, como B. subtillis, B
subtilis var. amyloliquefaciens ou B. megaterium sdo comercializadas com o intuito de
controlar pragas e doengas em campo, afim de complementar ou evitar o uso de produtos
quimicos. Entretanto, sdo poucos os relatos da utilizacdo dessas bactérias como
promotores de enraizamento (GLICK, 2012).

Isolados de Bacillus sdo eficientes em solubilizar grandes quantidades de fosforo

inorganico do solo, tornando-o disponivel para as plantas. O mesmo acontece com o ferro,
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uma vez que essas bactérias sdo capazes de produzir sider6foros. Siderdforos sao
moléculas capazes de solubilizar e de se ligarem ao elemento ferro, sendo possivel
transporta-lo para dentro das células vegetais durante a absor¢do (PREMACHANDRA,;
HUDEK; BRAU, 2016). Além disso, esses microrganismos sao capazes de sintetizar ACC
deaminase, enzima capaz de controlar os niveis de etileno em valores baixos, permitindo a
maior concentracdo de hormoénios promotores e permitindo que a planta tenha mais
resiliéncia a situacdes de estresse (TAO et al., 2015; WAGI; AHMED, 2019)

A producdo de auxinas é uma caracteristica que o género mais se destaca. Em
condices ideias, a producdo de AIA é altamente satisfatdria, complementando-se com o
fitorménio j& produzido pela planta. Em condic¢des de solo deficiente, quando h4 falta de
triptofano, a producdo de auxina fica levemente reduzida, mas ainda é capaz de auxiliar do
enraizamento. Triptofano € um aminoacido liberado naturalmente pelos exsudatos das
raizes, logo, basta a planta estar bem nutrida e o solo rico em nutrientes que este serviré de
precursor do hormonio (WAGI; AHMED, 2019).

A combinacdo entre teores de auxina e ACC deaminase atuam de forma sinérgica nas
estacas, juntamente com as outras enzimas e modos de acdo. Dessa forma, permite o
crescimento e desenvolvimento das raizes, mesmo em situacdes de estresse ambiental
(WAGI; AHMED, 2019).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
Avaliar o efeito da aplicacéo de diferentes isolados bacterianos no enraizamento e

promocdao de crescimento em estacas de videira.

3.2. Objetivos especificos
Avaliar o potencial de isolados bacterianos no enraizamento de estacas de videiras.
Avaliar o potencial de isolados bacterianos em promover o crescimento de raizes de
estacas de videiras
Avaliar o potencial de isolados bacterianos em promover o crescimento da parte aérea

de estacas de videira

4. METODOLOGIA

4.1. Microrganismos e condicGes de cultivo Coleta dos Microrganismos

Foram coletadas amostras de solo rizosférico de mudas enxertadas de duas cultivares
de videira, “Syrah” e “Bocaina”, da estagdo experimental da EPAMIG (Empresa de
Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais), localizada no municipio de Caldas, Minas
Gerais. As amostras de solo foram armazenadas em sacos plasticos, acondicionadas em
recipiente com gelo e levadas o Laboratério de Fitopatologia Molecular do Departamento
de Fitopatologia, localizado na Universidade Federal de Lavras. As amostras foram

mantidas a 4°C até o momento de isolamento

4.2. I1solamento das Bactérias do Solo

As amostras de solo coletadas foram utilizadas para realizacdo do isolamento de
bactérias esporogénicas. O isolamento dessas bactérias foi realizado por meio da técnica
de diluicdo seriada, conforme descrito por SILVA (2014). Foram pesados 5g de cada
amostra de solo, e esse material foi mantido em estufa a 80°C durante 5h. Depois dessa
etapa, 1g de solo de cada amostra foi transferido para tubos Falcon contendo 9mL de
solucéo salina (0,85% de NaCl). Esse material foi agitado durante 1 minuto no Vortex e
incubador em banho maria a 80°C por 12 minutos e posteriormente transportados para um
recipiente com gelo por 5 minutos. O solo suspenso em solucgdo salina foi novamente

agitado em Vortex por 1 minuto e foram feitas dilui¢es até a concentragio 107,
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Aliquotas del00uL da suspensdo foram transferidas para placas de Petri contendo
meio de cultura AN (Agar-Nutriente). Essas aliquotas foram espalhadas nas placas com
auxilio de uma alca de Drigalski. As placas foram incubadas a 25°C durante 24h em
BOD’s. Apo6s o periodo de incubagdo, as colonias foram contabilizadas e repicadas em
novas placas com meio de cultura AN. Para garantir a pureza dos isolados, foram
realizadas estrias para o isolamento dos microrganismos antes mesmo da realizagcdo dos

procedimentos de preservacdo dos mesmos.

4.3. Preservacao dos microrganismos isolados

Os isolados purificados e crescidos em placas foram transferidos para Erlenmeyer’s de
250mL contendo 50mL de meio de cultura liquido (Caldo de Nutrientes), contendo
peptona bacteriologica e extrato de carne. Os Erlenmeyer’s foram colocados em mesa
agitadora orbital a 150 rpm por 24h em temperatura de 25°C+2°C. Por fim, 0,9mL da
suspensdo bacteriana foi armazenado em microtubos de 2mL contendo glicerol 40% e

armazenados a -20°C.

4.4. Obtencéo de suspensdes bacterianas

Para obtencdo das suspencdes bacterianas, cada um dos isolados bacterianos foi
reativado em placas de Petri contendo meio AN. As placas foram incubadas em BOD a
25°C durante 24-48 horas. De posse do pré-inéculo, cada isolado foi repicado para
erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de meio liquido caldo de nutrientes. Cada
erlenmeyer foi submetido a agitacdo continua em mesa agitadora orbital durante 24 horas,
a temperatura de 25°C+2°C. Decorrido este tempo, foi retirada uma aliquota de 1 mL, que
foi transferida para microtubos de 1,5 mL, e centrifugada a 14.000 rpm por 1,5 minuto. O
sobrenadante no tubo foi descartado e o pelete foi re-suspenso em 1 mL de solugéo salina
(0,89% de NaCl) esterilizada. Cada isolado teve a determinacdo da sua OD600
(Densidade Otica em 600 nanémetros) em espectofotdmetro, e as concentracdes de todos
os isolados foram ajustadas com solucdo salina (0,89 de NaCl) para um valor de OD de
0,05. As solucdes foram transferidas para tubos de Falcon devidamente identificados e

utilizados nos experimentos em casa de vegetagéo.

4.5. Experimento de selecio das bactérias
Foi utilizado o porta-enxerto IAC 572 em todos os experimentos para avaliar o efeito
das bactérias no enraizamento e promog¢do de crescimento de mudas de videira. Os

experimentos foram realizados na casa de vegetacdo do Laboratério de Fitopatologia



15

Molecular (LFM) da Universidade Federal de Lavras. No total, foram testados 32 isolados
bacterianos, sendo que destes, 31 foram isolados de solo rizosférico de mudas de videiras,
e um isolado (INV) foi oriundo da colecdo de bactérias do Laboratorio de Fitopatologia
Molecular. Os isolados foram testados em dois diferentes screenings. Com base nos
resultados dos screenings, foi realizado um experimento utilizando apenas os isolados que
apresentaram os melhores e piores resultados. No screening 1, foram testados 26
tratamentos com 5 repeticbes cada, sendo que em 24 tratamentos foram utilizados
diferentes isolados bacterianos, e dois tratamentos controles: controle negativo apenas
com agua destilada, e controle positivo com 6ml.L™ de hormonio de enraizamento ANA
(&cidol-naftaleno-acético). No screening 2, foram testados 12 tratamentos com 8
repeticdes cada, sendo 10 isolados bacterianos e dois tratamentos controles: controle
negativo apenas com agua destilada, e controle positivo com 0,0042% de horménio de
enraizamento ANA (&cidol-naftaleno-acético). No experimento final, foram testados 15
isolados juntamente com os mesmos controles experimentais utilizados nos experimentos
anteriores e com um total de 20 repeticdes por tratamento, divididos em 4 blocos de
repeticdes para cada tratamento. Estacas de videiras da variedade 1AC 572 ficaram com
uma das extremidades submersas em suspensdes bacterianas (1x10® UFC) por um periodo
de 24h. Apds 24h, as estacas foram acondicionadas em copos plésticos de 700mL
preenchidos com a proporcdo de 1:1 de substrato e areia, e armazenados em casa de
vegetacdo, onde ficaram durante 60 dias. Para avaliacdo, as raizes e a parte aérea das
plantas foram cortadas, adicionados em sacos de papel devidamente identificados e
colocados em estufa para secagem a 70°C por 96h. Apés esse periodo, o material foi

pesado em balanca de precisao.

4.6. Andlises estatisticas

Todos os conjuntos de dados foram testados quanto a normalidade (teste de Shapiro-
Wilk) e homogeneidade (teste de Bartlett). Atendidos os pressupostos, aplicou-se o teste F
por meio de andlises de variancia (ANOVA). Os dados de todos os experimentos foram
submetidos separadamente a andlise de variancia (ANAVA) e as médias foram
comparados por teste de Scott-Knott (P <0,05) no Programa R (R CORE TEAM, 2019).

4.7. Eletromicrografia dos isolados
As imagens dos isolados mais promissores foram obtidas a partir de um Microscépio

Eletrdnico de Varredura (MEV), no Laboratorio de Microscopia Eletronica e Analise
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Ultraestrutural (LME) localizado no Departamento de Fitopatologia da Universidade
Federal de Lavras.

Para obtencdo das imagens, uma alcada de cada isolado foi colocada em 15 mL de
meio AN liquido e agitados por 48 h a 180 rpm a temperatura de 25°C+2°C. Uma aliquota
do meio liquido foi entdo colocada em microtubos contendo o fixador Karnovksy, que
foram mantidas a 4°C por 24 h. Uma pequena quantidade da aliquota foi adquirida,
colocada em uma laminula circular contendo poli-L-lisina, e mantida em repouso até que
a amostra secasse. Ap0Os secagem das amostras, iniciou-se a etapa de desidratacdo. As
amostras foram embebidas com diferentes concentragdes de acetona (25%, 50%, 75%,
90% e 100%) para remocdo de toda umidade das células durante 10 minutos cada, sendo a
ultima concentracdo repetida trés vezes. As amostras desidratas foram levadas para
desidratacdo em ponto critico, a fim de se extrair o solvente das amostras por meio da
injecdo de gas carbdnico em pressdo pre-determinada. Assim, o solvente foi solubilizado
no gas carbdnico e removido em forma de gas, mantendo a integridade das células das
amostras. Por fim, a laminula é aderida a pequenos stubs por meio de uma fita de carbono
e separados para realizacao do banho de ouro.

As imagens adquiridas serviram para comparacdo morfoldgica entre os isolados e

observacdo da forma fisica e estruturas superficiais dos isolados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Enraizamento das estacas

Foi avaliado o potencial de inducdo de enraizamento de mudas de videira inoculadas
com os isolados utilizados no presente trabalho. A Figura 1 indica a porcentagem de
enraizamento das mudas de videira inoculadas com os isolados testados nos primeiro e
segundo screenings. Os isolados BOO05, BO02, BO11, SY07, BO04, BO22, SY21, BO14,
SY16, BO28, SY04 e SY14 apresentaram 100% de enraizamento. Curiosamente, esses
isolados apresentaram resultados melhores que os observados para o tratamento controle,
no qual é utilizado o horménio ANA. Esses resultados sdo interessantes, uma vez que
mostram que existem isolados capazes de ser uma alternativa mais interessante para o
enraizamento de mudas de videira. Os dados obtidos entram em acordo com o
experimento descrito por Park et al (2021), em que comprova a eficiéncia dos
microrganismos promotores de crescimento no enraizamento de plantas. Esses resultados
podem ser um indicativo de que essas bactérias estejam produzindo altas taxas de
horménios que auxiliam no enraizamento, incluindo auxinas. A producéo de auxina é um
dos mecanismos de acdo de bactérias benéficas para promover o enraizamento das estacas
de videira, porém a sintese pelo isolado vai depender da producdo enddgena desse
horménio pela planta. Assim sendo, a producdo de auxina bacteriana pode ser estimulada
ou inibida dependendo da concentracdo de AIA nas células vegetais (GLICK, 2012). O
alto enraizamento das estacas a partir dos isolados vistos no experimento indica a baixa

concentracdo do hormdnio nas células, sendo necessaria a sintese das auxinas bacterianas.

No segundo screening, dos isolados utilizados apenas SY30 apresentou enraizamento
semelhante ao tratamento hormonal, com 87,5% de enraizamento. O isolado BO36,
entretanto, apresentou 0% de enraizamento, podendo indicar falha na producdo das
auxinas ou que esse isolado possui a capacidade de inibir, e ndo estimular, a formagéo de

raizes nas estacas.
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Figura 1. Efeito da aplicagdo de isolados bacterianos no enraizamento de estacas de videira da variedade
IAC 572. (A) Valores de enraizamento de estacas de videira no primeiro screening. (B) Valores de
enraizamento de estacas de videira no segundo screening. O Tratamento “AGUA” representa o controle
negativo, enquanto que o tratamento “HORM” representa o controle positivo, no qual foi aplicado o
hormonio ANA. Os valores representam os dados percentuais de enraizamento de 4 repeti¢6es para cada

tratamento. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente de acordo com o teste
Scott-knott (P < 0,05).
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O experimento final (figura 2) foi realizado escolhendo os melhores e piores isolados a
partir dos dois screenings. A avaliacdo foi feita analisando a média do numero de estacas
que enraizaram por bloco, em comparacdo com o horménio utilizado. Os isolados SY27
(2,60), SY01 (2,40), SY30 (2,40), INV (2,20), SY18 (2,00), BO04 (2,00) e BO05 (1,80)
apresentaram enraizamento semelhantes ao hormonio (2,80), entrando em concordéncia
com os dois primeiros screenings realizados. Apesar de ser necessario mais um
experimento comprovando a eficiéncia em campo, pode-se dizer que esses isolados tém
potencial para serem utilizados em formulacdes agricolas com a finalidade de promover o

enraizamento de estacas de videira.
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Figura 2. Efeito da aplicagdo de isolados bacterianos no enraizamento de estacas de videira da variedade
IAC 572 no experimento final. Foram avaliadas 20 repeti¢@es, divididos em 4 blocos com 5 repeti¢des cada.
O Tratamento “AGUA” representa o controle negativo, enquanto que o tratamento “HORM?” representa o
controle positivo, no qual foi aplicado o hormdnio ANA. Os valores representam os dados percentuais de
enraizamento de 4 repeticdes para cada tratamento. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente de acordo com o teste Scott-knott (P < 0,05).

5.2. Peso de Massa seca da raiz e da parte aérea
A partir dos dados do primeiro e segundo screenings, foi possivel identificar aquelas
bactérias que mais influenciaram no peso das raizes e massa seca de estacas de videira. No

primeiro screening, a massa da raiz das plantas tratadas com hormonio foi de 3,18g, e 0s
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isolados que obtiveram os melhores desempenhos, sendo estatisticamente iguais ao
horménio, foram BOO05 (3,18g), SY14 (2,999), SY29 (2,27g), SY04 (2,00g).

No segundo screening, também foram observadas diferencas estatisticas significativas
no peso de massa seca da raiz a partir da aplicacéo dos isolados bacterianos testados. O
valor obtido com o tratamento com hormdnio ANA foi de 1,41g. Ao avaliar as raizes dos
tratamentos, trés dos isolados aparecem com bons resultados, sendo eles SY30 (1,869),
SYO01 (1,59) e INV (1,179g) (figura 3). Os resultados mostram que, apesar de haver outros
fatores, isolados capazes de promover o enraizamento podem favorecer o melhor

desenvolvimento radicular.
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Figura 3. Efeito da promocdo de crescimento de raiz de isolados bacterianos em estacas de videira da
variedade IAC 572. (A) Valores de massa seca da raiz de estacas de videira da variedade IAC 572 no
primeiro screening, valendo-se de 4 repeti¢des. (B) Valores de massa seca da raiz de estacas de videira da
variedade IAC 572 no segundo screening, valendo-se de 8 repeticdes. O Tratamento “AGUA” representa o
controle negativo, enquanto que o tratamento “HORM?” representa o controle positivo, no qual foi aplicado o
horménio ANA. N&o houve diferencas estatisticas significativas nos valores de massa seca da parte aérea.
Enquanto que para os valores de massa seca da raiz. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente de acordo com o teste Scott-knott (P < 0,05). Em ambos os graficos, as barras de erro
representam o erro padrdo das médias.

Afim de confirmar os resultados obtidos, foi realizada a anélise de massa seca de raiz
no experimento final. Os resultados obtidos nesse novo experimento confirmaram o0s
achados dos screenings anteriores. Os isolados (0,62g), SY30 (0,60g), SY18 (0,579g),
SY04 (0,55g), BO04 (0,52g), BOO5 (0,45g), SY09 (0,43g), e BO22 (0,42g), se
destacaram. Para esses resultados, as bactérias ndo apresentaram diferencas significativas
em comparacdo com o tratamento controle em que se utilizou o horménio ANA (0,689)
(Figura 4).

J& foi comprovado que a presenca de microrganismos benéficos em solo rizosférico
estimulam o desenvolvimento de raizes em estacas, ndo apenas de videiras, mas qualquer
outra espécie com propagacdo vegetativa. Os resultados gerados, entram em concordancia
com experimentos feitos anteriormente, em que raizes bem desenvolvidas a partir do
estimulo oferecido pelos isolados terdo maior peso de massa seca, igualando-se aos
resultados com o horménio ANA (DE SOUSA et al, 2020; VERMA; CHAUHAN;
CHANDEL, 2017).
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Figura 4. Efeito da promog8o de crescimento de raiz de isolados bacterianos em estacas de videira da
variedade IAC 572 no experimento final. Os valores representam a média de massa seca de raiz de 20
repeticdes por tratamento. O Tratamento “AGUA” representa o controle negativo, enquanto que o tratamento
“HORM” representa o controle positivo, no qual foi aplicado o horménio acido 1-naftalenoacético ANA.
Houve diferenca estatistica significativa. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente de acordo com o teste Scott-knott (P < 0,05). As barras de erro representam o erro padrao
das médias.

No que diz respeito a massa seca da parte aérea, embora existam diferenga entre as
médias dos tratamentos utilizados, no primeiro screening essas diferencas ndo foram
significativas. Logo, a aplicacdo dos isolados testados ndo promoveram nenhum tipo de
incremento de massa na parte aérea das mudas de videiras em comparacdo com O
hormbnio. No segundo screening, entretanto, essas diferencas foram identificadas, e é
possivel selecionar os isolados semelhantes ao horménio (1,68g), sendo eles SY30
(2,199), SY01 (1,699), INV (1,609), SY27 (1,21g) e SY18 (1,06g). O grafico da figura 5

ilustra essas diferencas entre 0s screenings.
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Figura 5. Efeito da promoc&o de crescimento de parte aérea de isolados bacterianos em estacas de videira da
variedade IAC 572. (A) Valores de massa seca da parte aérea de estacas de videira da variedade |AC 572 do
primeiro screening, valendo-se de 4 repeticdes. (B) Valores de massa seca da parte aérea de estacas de
videira da variedade 1AC 572 no segundo screening, valendo-se de 8 repeticdes. O Tratamento “AGUA”
representa o controle negativo, enquanto que o tratamento “HORM?” representa o controle positivo, no qual
foi aplicado o hormdnio ANA. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente de
acordo com o teste Scott-knott (P < 0,05). Em ambos os graficos, as barras de erro representam o erro padrédo
das médias.

Assim como foi feito anteriormente, o peso de massa seca de parte aérea do
experimento final também foi avaliado. Os isolados SYO01 (0,93g), BO05 (0,80g), BO04
(0,779), INV (0,759), SY30 (0,73g), SY27 (0,68g), SY18 (0,67g) e SY04 (0,64g) se
destacaram em promover o crescimento da parte aérea de estacas de videira, ndo havendo
diferencas significativas em comparacdo com o tratamento em que se utilizou o
hormonio(0,91g).

O experimento final realizado mostrou que alguns dos isolados com bons resultados na
massa seca de raizes também apresentaram bons resultados para a variavel peso seco da
parte aérea, enquanto SY27 e SY01 sé foram significativos no peso de parte aérea. A
razdo para isso pode ser de origem ambiental, ou mesmo por questdes fisioldgicas
inerentes aos proprios isolados, uma vez que a composicdo genética desses pode ser
diferente e por conta disso eles podem apresentar fenotipos de interacdo diferente com
seus hospedeiros. E interessante destacar que os isolados que apresentaram boa
performance, podem servir de base para a formulacdo de produtos que possam auxiliar na

promogcé&o de crescimento de estacas de videira.
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Figura 6. Efeito da promocdo de crescimento de parte aérea de isolados bacterianos em estacas de videira da
variedade IAC 572 no experimento final. Os valores representam a média de massa seca de raiz de 20
repeticdes por tratamento. O Tratamento “AGUA” representa o controle negativo, enquanto que o tratamento
“HORM” representa o controle positivo, no qual foi aplicado o hormdnio acido 1-naftalenoacético ANA.
Houve diferenca estatistica significativa. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem
significativamente de acordo com o teste Scott-knott (P < 0,05). As barras de erro representam o erro padréo
das médias.

Entretanto, para confirmar ou ndo a efetividade dos isolados no desenvolvimento da
parte aérea, 0 experimento devera ser refeito valendo-se de outra metodologia. Isso porque
diferentes concentragcdes de hormonios ou outro promotor de crescimento ndo influencia
no maior crescimento da parte aérea, valendo-se apenas a quantidade de reserva que a
planta foi capaz de acumular. Isso foi identificado em experimentos utilizando-se culturas
agricolas diferentes e com métodos de propagacdo distintos (ROSA et al, 2017,
LOCONSOLE et al, 2022; PEREIRA, 2018).

5.3. Morfologia dos isolados

Com o intuito de observar aspectos morfoldgicos dos isolados mais promissores,
foram escolhidos dois isolados que apresentaram boa performance em todas as variaveis
observadas ao longo do presente estudo. Foram geradas imagens em microscépio
eletronico de varredura dos isolados BO05 e SY30 (Figura 6.). Como mencionado
anteriormente, esses foram 0s que mais se destacaram em promover 0 aumento de massa
seca de raiz, massa seca de parte aérea, e ambos proporcionaram altas taxas de
enraizamento, superando até mesmo o tratamento hormonal.

O intuito das imagens ¢ o de comparar ambas as bactérias a nivel morfolégico,
reconhecendo suas diferencas e semelhancas. As eletrografias obtidas por MEV séo de
alta resolucdo e nitidez, e ddo informacBes da superficie dos isolados, sendo muito
utilizada para o estudo preliminares de classificacdo de microrganismos, sendo possivel
visualizar possiveis estruturas celulares (GALETTI; 2003).

O isolado BOO05 ¢é uma bactéria do tipo bastonete, embora de aparéncia menor e mais
turgida, sem a presenca de flagelos e com aspecto superficial aveludado (Figura 7). O
isolado em questdo pode ser uma bactéria do género Bacillus devido a aparéncia
morfologica descrita assim como a observagdo das colonias em placas de petri, que séo

esbranquicadas, brilhosas de aspecto liso e uniforme.
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Figura 7. Eletromicrografias de Microscdpio Eletrdnico de Varredura, caracterizando o isolado
BOO05 em grande aumento e sua colbnia. (A) e (B) Imagens ampliadas do isolado mostrando suas
caracteristicas fisicas e pequenas estruturas. (C) Pequena aglomeragéo do isolado, mostrando com
maior nitidez a morfologia do microrganismo. (D) Placa de petri para reativacdo da bactéria apds
conservacdo em -20°C, mostrando as caracteristicas da colénia. O isolado BOO5 obteve
porcentagem de enraizamento 100%, acima do tratamento hormonal com ANA, e maior peso de
massa seca de raiz. Fonte: arquivo pessoal da autora.

O isolado SY30 (figura 8) também tem formato de bastonete, porém tem uma
aparéncia bastante distinta do isolado BOO05. SY30 apresenta um formato de bastonete
mais comprido, com ondulacgdes e deformacgdes na superficie e aspecto piloso. O aspecto
da coldnia é de coloracdo esbranquigada, opaca sem brilho, com bordas onduladas e de
aspecto liso e uniforme. Também pode se tratar de uma bactéria do género Bacillus.

Embora as caracteristicas morfolégicas dos isolados indiquem que se tratam de dois
isolados de Bacillus, esses dados ndo sdo suficientes para a identificacdo taxondmica dos
isolados em estudo. A identificagdo de bactérias pode ser realizada com base em anélises
moleculares que utilizam o sequenciamento de regides especificas. Nesse projeto, a Gltima
etapa para conclusdo das atividades seria 0 sequenciamento da regido 16S rRNA, para
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obtermos informacdes a nivel do género dos isolados. Com base nisso, sabemos que a

identificacdo molecular desses isolados € uma etapa importante a ser realizada.

Figura 8. Eletromicrografias de Microscopio Eletronico de Varredura, caracterizando o isolado SY30 em
grande aumento e sua coldnia. (A) Imagem ampliada do isolado mostrando suas caracteristicas fisicas e
pequenas estruturas. (B) Pequena aglomeracdo do isolado, mostrando com maior nitidez a morfologia do
microrganismo. (C) Placa de petri para reativacdo da bactéria apds conservacdo em -20°C, mostrando as
caracteristicas da col6nia. O isolado SY30 obteve porcentagem de enraizamento 100%, acima do tratamento
hormonal com ANA, e maior peso de massa seca de raiz. Fonte: arquivo pessoal da autora.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados no presente trabalho indicam que bactérias isoladas da
rizosfera de mudas de videira da regido de Caldas-MG podem abrigar isolados promissores
que podem ser usados no enraizamento e promogdo de crescimento de mudas de videira. Os
isolados BOO05, SY30, SY18, e SY04 foram os que mais se destacaram e apresentam
potencial para serem utilizados como promotores de enraizamento e crescimento em mudas
de videira da variedade IAC 572. A utilizacdo desses isolados foi igual ou melhor que o
tratamento com horménio Acidol-naftaleno-acético (ANA). A aplicacdo desses isolados
promoveu um bom desenvolvimento radicular nas estacas, isso pode auxiliar em: melhoria da
absorcdo de agua e nutrientes, aumento da sustentacdo da planta e, por consequéncia, pode
auxiliar o desenvolvimento da parte aérea. Embora ndo seja possivel afirmar, esses isolados
parecem fazer parte do género Bacillus, uma vcz que possuem caracteristicas morfoldgicas de
coldnia semelhantes a muitos dos isolados de Bacillus ja conhecidos. O género Bacillus é
amplamente utilizado na agricultura, pois apresenta a capacidade de auxiliar as plantas no
enraizamento e tem sido amplamente utilizado como base para formulagdes de produtos de
controle de fitopatdgenos. Além disso, esses microrganismos também sdo capazes de auxiliar
na disponibilidade de nutrientes inorgénicos para as plantas, como potassio e ferro. O uso
desses microrganismos pode servir de alternativa para complementacdo ou substituicdo das
doses de reguladores de crescimento como ANA ou AIB, tornando o processo de formacao de

mudas mais segura e sustentavel.
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