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RESUMO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie nativa da
regido amazonica com alta concentracdo de cafeina e potencial econémico para o Estado do
Amazonas. Existem cultivares desenvolvidas pela Embrapa com resisténcia a pragas e
doencgas, boa adaptabilidade e produtividade. Estas cultivares e suas interacbes com micro-
organismos do solo sdo importantes, principalmente no processo de producdo de mudas. As
relacbes benéficas entre planta e micro-organismos estdo relacionadas com a biossintese e
fornecimento de substéncias estimuladoras do crescimento, podendo resultar em
encurtamento do ciclo da planta em viveiro ou aumento na produtividade. Assim, esta
pesquisa tem o objetivo de avaliar o potencial de rizobactérias promotoras de crescimento no
enraizamento de mudas de guaranazeiro. O delineamento experimental foi de blocos
inteiramente casualizados, com quatro repetices, em esquema fatorial 2x2+2, onde os fatores
sdo: duas cultivares de guaranazeiro (BRS-Amazonas e BRS-Maués), duas rizobactérias
(Burkholderia ambifaria e Bacillus sp.) e mais duas testemunhas, uma para cada cultivar. Aos
180 dias apds a semeadura, as mudas foram retiradas dos sacos de polietileno, separando o
sistema radicular da parte aérea da planta, sendo aferido o comprimento da parte radicular,
volume, matéria seca da parte aérea, altura, nimero de folhas, area foliar e matéria seca da
parte aérea, determinado o teor de carboidratos, prolina e nutrientes da parte aérea. As
rizobactérias ndo influenciaram no crescimento das mudas, entretanto, os teores de
carboidratos e nutrientes foram maiores quando houve a inoculacdo das rizobactérias, tendo a
bactéria Burkholderia ambifaria na cultivar BRS Amazonas os melhores resultados. Os teores
de prolina foram maiores no tratamento testemunha das duas cultivares.

Palavras-chave: micro-organismos; auxina; producdo de mudas; carboidratos.
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ABSTRACT

The guarand tree (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) is a native species of the
Amazon region with high caffeine concentration and economic potential for Amazonas State.
There are cultivars developed by Embrapa with resistance to pests and diseases, good
adaptability and productivity. These cultivars and their interactions with soil microorganisms
are important, especially in the seedling production process. The beneficial relationships
between plant and microorganisms are related to the biosynthesis and supply of growth
stimulator substances may result in shortening the cycle plant yatchery or increasing in
productivity. Thus, this research has the objective to evaluate the potential of rhizobacteria
promotors of growth on rooting of guarana plants. The experimental research was completely
randomized block design with four repetitions in a 2x2 factorial + 2, where the factors are:
two cultivars of guarana tree (BRS-Amazon and BRS-Maués), two rhizobacteria
(Burkholderia ambifaria and Bacillus sp.) And more two witnesses, one for each cultivar. At
180 days after sowing, the seedlings were taken from the plastic bags, separating the root
system of the plant canopy, and measured the length of roots, volume, shoot dry mass, height,
number of leaves, leaf area and shoot dry mass, determined the carbohydrate content, proline
and shoot nutrients. The rhizobacteria did not influence the growth of seedlings, however, the
levels of carbohydrates and nutrients were higher when there was inoculation of rhizobacteria,
and the bacterium Burkholderia ambifaria cultivar BRS the best results. Proline contents were
higher in the control treatment of both cultivars.

Key words: microorganisms; auxin; seedling production; carbohydrates.
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1. INTRODUCAO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke) é uma espécie nativa da
regido Amazonica, conhecida por suas propriedades energéticas e medicinais, sendo o
municipio de Maués seu centro de origem. Por possuir uma concentracdo de cafeina superior
ao encontrado no café, mate e cacau, gera uma grande demanda por produtos como Xxaropes,
bebidas estimulantes e refrigerantes, sendo este Gltimo responséavel pelo consumo de 70% da
producdo nacional.

O guarana é de grande importancia para o Estado do Amazonas, com grande potencial
de mercado interno e externo. O Brasil é o Unico produtor mundial de guaran, sendo plantado
nos Estados do Acre, Amazonas, Para, Rondénia, Roraima, Bahia e Mato Grosso.

A disponibilidade de material vegetal geneticamente uniforme, precoce e produtivo se
faz necessaria para a expansdo e melhoria da cultura do guarana na regido. Neste sentido, a
Embrapa Amazénia Ocidental tem desenvolvido cultivares com resisténcia a pragas e
doencas, boa adaptabilidade e produtividade.

Estas cultivares e suas interacbes com micro-organismos do solo sdo importantes,
principalmente no processo de produgdo de mudas, tendo em vista que alguns destes micro-
organismos sdo promotores de crescimento.

As rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCP) sdo encontradas em
vida livre no solo e podem se associar com algumas plantas, promovendo beneficios a mesma.
Esses beneficios estdo relacionados a biossintese e fornecimento de substancias estimuladoras
do crescimento, essenciais em diversos aspectos fisiologicos. Dentre essas substancias
promotoras de crescimento, as auxinas se destacam como as principais € mais responsivas

estimuladoras.



Existem inGmeros géneros de rizobactérias, mas grande énfase tem sido dada aos
géneros Bacillus e Burkholderia, conhecidos por seus beneficios como promotores de
crescimento.

O beneficio das RPCPs é dado pelo aumento da producdo de matéria seca da parte
aérea e raiz, podendo resultar em encurtamento do ciclo da planta ou aumento na
produtividade, dependendo da espécie vegetal e do isolado bacteriano (FREITAS et al.,
2003). A relacdo benéfica entre planta e micro-organismos € uma alternativa para melhorar
aspectos de cultivo, como producdo de mudas provenientes de sementes, macro e
micropropagacao.

Embora haja muitos trabalhos enfatizando a associacdo benéfica das RPCPs com
diversas espécies de plantas, bem como o conhecimento genético desses micro-organismos,
ndo ha informacdes na literatura sobre estes estudos com guaranazeiro. Assim, esta pesquisa
tem o objetivo de avaliar o potencial de rizobactérias promotoras de crescimento no

enraizamento de mudas de guaranazeiro.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito das rizobactérias Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria sobre o

desenvolvimento das mudas de guarana propagadas por sementes.

2.2 Objetivos especificos

Determinar o efeito da inoculacdo das rizobactérias, sobre o crescimento da parte
aerea e radicular;

Avaliar a interacdo entre as rizobactérias e as cultivares de guaranazeiro;

Quantificar os teores de carboidratos, prolina e nutrientes nas folhas de guaranazeiro,

tratadas com as rizobactérias.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Guarana

3.1.1 Importancia econémica e social

O guarana é uma espécie nativa do Amazonas, usada desde a época pré-colombiana
como estimulante, afrodisiaco e tdnico. Suas propriedades medicinais e estimulantes estdo
vinculadas a presenca da cafeina natural, que compde de 2,5 a 5% do peso da matéria seca da
semente, valor superior ao encontrado no café (1 a 2%), mate (1%) e cacau (0,7%)
(NASCIMENTO FILHO, 2003).

Doses diarias de guarana de 75 mg podem ser benéficas para a satde humana, pois
apresentam resultados positivos para a memdria e cognicdo, devido aos efeitos psicoativos
vinculados a presenca de saponinas e taninos que sdo antioxidantes presentes na planta
(CAMPOS et al., 2011).

O Brasil é o unico produtor comercial de guarana e atende ao mercado internacional e
nacional, sendo Maués o principal municipio produtor do Estado do Amazonas, onde cerca de
2.600 familias cultivam 3.120 ha de guaranazais (NASCIMENTO FILHO et al., 2009;
CONAB, 2014). A produgdo de guarand vem ganhando importancia cada vez maior no
cenario econdmico e social, especialmente para a regido amazénica, onde ele é produzido
principalmente pela agricultura familiar.

Em 2014, mais de 2,8 mil familias atuaram no cultivo do fruto em uma area de plantio
de aproximadamente 6,7 mil hectares no Estado do Amazonas. Desse total, apenas duas
propriedades utilizam areas maiores que 400 ha. Significando que os pequenos produtores séo
responsaveis pela maior parte da area plantada, possuindo em torno de um a trés hectares

cultivados com guarana (PEREIRA, 2007).



Até os anos 80, a cidade de Maués era lider absoluta na producdo do guarana, com
90% da producdo brasileira. A crescente demanda do produto na forma de extrato de guarana
pelas industrias de refrigerantes, farmacéuticas e de cosméticos estimularam a expansdo da
guaranaicultura em estados vizinhos como Acre, Para e Mato Grosso, chegando até a regiao
cacaueira no sul da Bahia, que atualmente é a maior produtora (IBGE, 2011).

No entanto, o preco de comercializacdo da semente do guarana na Bahia é menor (R$
13,00 Kg-1) em relagdo ao Amazonas (R$ 21,00 Kg-1) (CONAB, 2014). Isso se deve, em
grande parte, a comercializacdo direta da producdo do guarand amazonense com grandes
industrias de refrigerantes localizadas no Estado, as quais ndo adquirem o produto da Babhia,
devido ao alto custo com transporte e encargos (ALBERTINO, 2011).

Atualmente héa indicios de um crescimento sustentavel da producdo de sementes de
guarana no Amazonas, com base na distribuicdo de mudas resistentes a doencas e de alta
produtividade pela Embrapa-AM e na implantacdo de projetos empresariais de cultivo que
tendem a adotar padrdes agricolas tecnificados (SEBRAE, 2005).

O alto consumo nacional de bebidas gaseificadas contendo extrato de guarana abre
perspectivas mercadoldgicas para investidores com foco no crescente mercado, bem como o
surgimento de novos produtos baseados em evidéncias benéficas a salde humana
proporcionada pelas substancias presentes nessa planta, que podem levar a maior aceitacao e,
consequentemente, maior demanda por guarana (SCHIMPL, 2013).

Para 0 ano de 2015, estimativas sugerem que a Bahia permanecerd em primeiro lugar
no ranking brasileiro, com 2.672 toneladas e 0 Amazonas também deverd produzir 0 mesmo
quantitativo do ano passado, se colocando em segundo lugar com 740 toneladas (CONAB,

2014).



As exportacdes brasileiras do produto giram em torno de US$ 15 milhdes/ano,
alcancando 175 paises, dentre eles, Espanha, Porto Rico, Portugal e Japdo. Acredita-se que
90% da producdo total é absorvida pelo mercado interno (SANTOS, 2007).

Portanto, o guarana € uma cultura que oferece oportunidades de negdcios para as
industrias, remuneracdo para 0s produtores e, ainda contribui para a fixagdo do homem no
meio rural, destacando-se como um dos produtos de alto potencial econdmico e de grande
significado social no meio rural amazoénico (CRAVO, 2001).

O cultivo comercial do guarana tem sido incentivado por meio de praticas agricolas e
novas tecnologias geradas pelas pesquisas. O conhecimento sobre a cultura evoluiu
consideravelmente nos ultimos anos, mas muito ainda necessita ser feito (ALBERTINO et al.,

2012).

3.1.2 Descricao botanica

O guaranazeiro ¢ uma dicotiled6nea tropical que pertence a familia Sapindaceae. Na
natureza, cresce como liana até atingir o estrato superior da floresta; porém, quando cultivado,
tem a forma de arbusto sub-ereto com aproximadamente 3,0 m de altura (ARRUDA, 2007,
IPNI, 2012).

A espécie Paullinia cupana H.B.K., € dividida em duas variedades, P.
cupana variedade typica que é o guarana venezuelano, enquanto P. cupana variedade sorbillis
que é o guarana brasileiro, economicamente explorado e o Unico usado comercialmente
(SCHIMPL et al., 2013). O municipio de Maues € o seu centro de origem, onde os Sateré-
Maweé o transformaram, de uma trepadeira silvestre, em arbusto cultivado, introduzindo seu

plantio e beneficiamento.



O guarand € uma espécie mondica possuindo inflorescéncias com flores pseudo-
hermafroditas, sendo polinizadas por insetos — principalmente por abelhas. Sua inflorescéncia
¢ um cacho, com tamanho variavel, chegando a ultrapassar 25 cm e ocorre, geralmente, na
axila das folhas ou na bifurcacdo de uma gavinha (SOUZA et al., 1996).

O fruto é uma capsula deiscente e, quando maduro, tem coloracdo que vai desde
amarelo-alaranjada, passando por vermelho-amarelada até vermelho-vivo e brilhante. Quando
abre, pode possuir de uma a quatro sementes, de forma arredondada, mas essa caracteristica
pode variar conforme sejam oriundas de capsulas obovadas ou oblatas, de coloracdo castanho-
escuras envoltas parcialmente por um arilo branco e farindceo (CORREA, 1989; SOUZA et
al., 1996; POLO, 2006).

As sementes apresentam altos teores de substancias como a teobromina
(vasodilatadora), teofilina (broncodilatadora) e cafeina (2,5-5%) propicias para serem usadas

nas industrias farmacéuticas e de bebidas (LIMA et al., 2005).

3.1.3 Propagacéo

A propagacdo do guaranazeiro é realizada por sementes ou por estacas. A reproducao
sexuada é o principal método de propagacdo das plantas superiores e para algumas espécies, 0
Gnico método viavel. E considerada a forma mais segura, por reproduzir plantas mais
vigorosas, com um sistema radicular abundante e profundo e, consequentemente, com maior
longevidade (FACHINELLO et al., 2005). Além disso, esse método de propagacdo
proporciona a obtencdo de novas variedades e formacdo de bancos de germoplasma
(MANICA et al., 2003).

O desenvolvimento vigoroso e a maior longevidade das plantas propagadas por

sementes, podem estar associados a formacdo de um sistema radicular pivotante que atinge

7



maior profundidade no solo, comparado ao fasciculado, encontrado em plantas propagadas
por estacas (FACHINELLO et al., 2005).

Apesar de plantas propagadas por sementes apresentarem maior variabilidade
genética, 0 que muitas vezes pode ser uma desvantagem quando se quer obter um estande de
plantas para fins comerciais (FACHINELLO et al., 2005), existem variedades que produzem
frutos com formatos e tamanhos diferentes, e ap6s uma selecdo, podem ser propagados

vegetativamente e vir a constituir-se uma nova cultivar.

3.2 Bactérias endofiticas

Micro-organismos endofiticos colonizam os tecidos internos da planta, sem causar
danos aparentes ao hospedeiro (AZEVEDO et al., 2000), podendo ser separados em dois
grupos, 0s que nao produzem estruturas externas a planta, e 0s que produzem estruturas
externas, sendo caracterizados pelos rizobios e micorrizas (MENDES e AZEVEDO, 2007).

A distincdo entre endofiticos, epifitos (aqueles que vivem na superficie das plantas) e
patdégenos (que causam doencas as plantas) é puramente didatica. Existem populagdes
bacterianas que podem flutuar entre a colonizacdo endofitica e epifitica (HALLMANN et al.,
1997).

Estima-se que das aproximadamente 300.000 espécies de plantas existentes no planeta,
cada individuo contenha um ou mais micro-organismos endofiticos (STROBEL et al., 2004).

De acordo com a revisdo publicada por Rosenblueth e Martinez-Romero (2006), além
dos nddulos formados por rizobios e micorrizas, pode-se encontrar micro-organismos
endofiticos em folhas, caules, raizes, sementes e frutos.

Apesar de colonizarem todos os 0rgaos vegetais, no sistema radicular sdo encontrados

em maior densidade, por geralmente ser o primeiro local de colonizacdo (SCHULZ e



BOYLE, 2006). Contudo, estas bactérias podem se translocar do sistema radicular para outros
Orgdos atraves dos vasos do xilema, durante o desenvolvimento do vegetal (COMPANT et al.,
2010).

Em geral, estes micro-organismos penetram nas plantas por aberturas naturais como
estdmatos, hidatddios, lenticelas, area de emergéncia de raizes laterais ou ferimentos. Uma
das portas de entrada mais utilizadas pelos endofitos sdo as raizes, pelo fato de apresentarem
ferimentos durante a emergéncia de raizes secundarias laterias (HALLMAN et al., 1997).

Outras portas de entrada sdo as aberturas causadas por insetos e pela producdo de
enzimas que facilitam a sua penetracdo. As bactérias podem penetrar de forma ativa através
da degradacédo enzimaética da parede celular da planta pelas enzimas celuliticas e pectinoliticas
(HALLMAN et al., 1997). Essas observacdes indicam que a bactéria entra na planta pela
epiderme da raiz e migra até o cilindro central, onde possivelmente se insere em algum vaso
condutor e coloniza sistemicamente a planta (DANHORN e FUQUA, 2007).

Com colonizacdo sistémica da planta, estas bactérias podem alterar as condi¢des
fisiologicas e morfoldgicas do hospedeiro, além de atuar sobre as populacdes de outros micro-
organismos presentes no interior da planta (ANDREQOTE, 2009).

Varios estudos destacam as caracteristicas benéficas que 0s micro-organismos
endofiticos conferem as plantas hospedeiras, tais como resisténcia as condi¢des de estresse,
alteracdo em propriedades fisioldgicas, producdo de fito-hormdnios e de outros componentes
de interesse bioldgico (AZEVEDO et al., 2000; STROBEL et al., 2004).

Diversos géneros bacterianos j& foram encontrados colonizando endofiticamente as
plantas. No guaranazeiro foram encontrados os géneros Bacillus spp. e Burkholderia spp.
(BONATELLI, 2012).

O estudo sobre as substancias produzidas por esses micro-organismos € importante

para viabilizar a aplicacdo dos mesmos no controle bioldgico de patdgenos ou no isolamento



de compostos de importancia biotecnologica (BLOEMBERG e LUGTENBERG, 2001;

SESSITSCH et al., 2004).

3.2.1 Rizobactérias Promotoras de Crescimento em Plantas (RPCP)

A interacdo entre as bactérias e as plantas, ¢ uma forma de protocooperacdo, pois a
planta oferece seus exsudados, ricos em nutrientes, e recebe em troca protecdo contra
patdgenos, substancias promotoras de crescimento, como os fito-horménios, dentre outras
substancias que inibem a acumulacdo de elementos tdxicos a planta (MORGAN et al., 2005;
BADRI et al., 2009).

Devido a estes fatores, as bactérias benéficas que habitam a rizosfera sdo chamadas
bactérias promotoras de crescimento (COMPANT et al., 2010). Estas bactérias constituem um
grupo heterogéneo e podem ser encontradas na rizosfera, na superficie ou colonizando suas
raizes. Podem ser classificadas, de acordo com seus efeitos sobre o crescimento vegetal, em
benéficas, deletérias ou neutras, e com isso, implementar a extensdo ou qualidade do
crescimento da planta de maneira direta ou indireta (DOBBELAERE et al., 2003; GRAY e
SMITH, 2005; AHMAD et al., 2008).

Gray e Smith (2005) propuseram novos conceitos para classificar ou dividir as
RPCPs:

1) IRPCPs - Bactérias que residem dentro das células das plantas, produzindo
nodulos, estruturas especializadas na fixacdo de nitrogénio em leguminosas. Atualmente, as
bactérias pertencentes ao género Rhizobium sdo as mais estudadas deste grupo, mas existem
outros géneros bacterianos de solos que pertencem a essa categoria, como: Bradyrhizobium,

Sinorhizobium, Mesorhizobium e Allorhizobium.
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2) eRPCPs - Bactérias que se desenvolvem extracelularmente nos tecidos das
raizes de diversas plantas, ndo produzindo nodulos, mas com capacidade de promover o
crescimento vegetal através da producdo de sinais ou substancias especificas. Podem ser
incluidas nesta categoria as bactérias dos géneros Bacillus, Pseudomonas, Serratia e
Burkholderia.

As bactérias promotoras de crescimento podem influenciar as plantas afetando
diretamente o seu metabolismo, por fornecerem substancias que normalmente estariam pouco
disponiveis. Estas podem fixar nitrogénio, solubilizar fésforo ou produzir hormdnios como
auxinas, giberelinas, citocininas e etileno (BASHAN e DE-BASHAN, 2005).

A outra forma de atuacao dessas bactérias € o biocontrole de patégenos, que, de forma
indireta, permite que a planta expresse todo o seu potencial de crescimento (BASHAN e DE-
BASHAN, 2005).

Esse efeito benéfico das rizobactérias em relacdo ao maior crescimento das plantas é
refletido na altura, crescimento das raizes, producdo de biomassa vegetal, vigor e
produtividade, quando comparadas a plantas ndo associadas as RPCPs (BERTRAND et al.,
2001; ROMEIRO e BATISTA, 2002).

Segundo Silveira (2008), o aumento do sistema radicular promovido pelas
rizobactérias, pode favorecer uma maior eficiéncia na retirada de &gua, macro e
micronutrientes.

Essas bactérias tém sido estudadas em uma extensa variedade de plantas, incluindo
muitas de interesse agricola, tais como, eucalipto (MAFIA et al., 2005), citros (ARAUJO et
al., 2001; AMORIM e MELO, 2002), milho (ARAUJO et al., 2000), batata (REITER et al.,
2002), trigo e sorgo (ZINNIEL et al., 2002), feijdo (SILVEIRA et al., 1995), arroz

(NANDAKUMAR et al., 2001), entre outras.
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Aquelas bactérias que estabelecem uma associacdo benéfica com as plantas tém sido
isoladas, multiplicadas, formuladas e utilizadas como pratica agronémica rotineira em alguns
paises, favorecendo o desenvolvimento e a produtividade das plantas (LUZ, 1996).

Ambientalmente, a utilizacdo destes micro-organismos pode ser preferivel ao uso de
fertilizantes e pesticidas, ndo somente pelo menor custo e tempo, mas por contribuir com um
sistema agricola sustentavel e a reducdo dos problemas associados ao uso de produtos
quimicos (CATTELAN e GRASSANO, 2007; AVIS et al., 2008; SOLANO et al., 2008).

Dentre os géneros de rizobactérias mais estudados, pode-se citar Azospirillum,
Azotobacter, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium, Hydrogenophaga, Enterobacter, Serratia,

Pseudomonas e Burkholderia (OLIVEIRA et al., 2003).

3.2.1.1 Mecanismos de acdo das rizobactérias

O estimulo ao crescimento vegetal pode ser resultado de agdes diretas, como o
aumento da disponibilidade de nutrientes e producdo de substancias reguladoras de
crescimento vegetal (LUGTENBERG e KAMILOVA, 2009), e também por a¢des indiretas,
como o controle de fitopatdgenos por competicdo, antibiose e inducdo de resisténcia sistémica
no hospedeiro (RAMAMOORTHY et al., 2001).

A promocdo indireta do crescimento por RPCPs ocorre por supressdao de micro-
organismos patogénicos na rizosfera por meio da produgcdo de [-1,3-glicanase
(FRIDLENDER et al., 1993), antibidticos (RAAIJMAKERS et al., 1997), 4cido cianidrico
(OWEN e ZDOR, 2001) e sideroforos (PIDELLO, 2003).

A promocao de crescimento de plantas por diminuicdo da incidéncia de doencas pode

ocorrer pela inibicdo direta do crescimento do patogeno (OWEN e ZDOR, 2001) e pela
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inducdo de resisténcia sisttmica da planta (FRIDLENDER et al., 1993; NANDAKUMAR et
al., 2001), entre outras maneiras.

Entre os mecanismos de promocdo de crescimento que ocorrem de forma direta
verifica-se a capacidade de solubilizacdo de fosfatos, a fixacdo bioldgica de nitrogénio, a

sintese de siderdforos e a producao de fito-horménios (OLIVEIRA et al., 2003).

3.2.1.1.1 Producéo de fito-hérmonios

A maioria das RPCPs ja estudadas sdo gram-negativas e o principal efeito delas sobre
as plantas é o fornecimento de fito-hormonios de crescimento, como auxinas, giberelinas e
citocininas (EL-KHAWAS e ADACHI, 1999).

Estudos relacionados as diversas culturas e suas associacbes com rizobactérias,
constatam a producdo dos seguintes compostos: auxinas que atuam na diferenciacao celular,
crescimento radicular e promogdo de crescimento dos frutos; citocininas ligadas a regulacéo
do crescimento, diferenciacdo e senescéncia vegetal; giberelinas responsaveis pela divisdo e
alongamento celular, interrupcdo da dorméncia e aumento do desenvolvimento dos frutos e
etileno que promove o amadurecimento dos frutos, abscisdo de folhas, flores e frutos e
influencia na expressdo do sexo feminino nas plantas (CATTELAN, 1999; CASSAN et al.,
2001; RAVEN et al., 2001; VERMA et al.,2001; KOENING et al., 2002).

Hormonios como etileno e ABA (acido abscisico) estdo relacionados a estresses
ambientais e podem ser regulados ou produzidos por bactérias em associacdo com plantas. O
etileno produzido em situacdo de estresse afeta o crescimento radicular e consequentemente,
na parte aerea. Bactérias que possuem a enzima aminociclopropano-1- carboxilase deaminase
(ACC deaminase) podem regular a producdo desse hormonio, sendo vantajosas para O

crescimento sob condigbes de estresse (SALEEM et al.,, 2007). O ABA, também esta
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relacionado a sinais anti stresses, principalmente estresse hidrico, estimulando o fechamento
dos estdmatos (HARTUNG e SLOVIK,1991).

Outro horménio sintetizado pelos micro-organismos € a citocinina, que também
auxilia no crescimento de diversas espécies vegetais, atuando nas divisdes celulares, na
germinacdo das sementes, na expansdo das raizes e folhas e também na senescéncia do
vegetal. Dentre os micro-organismos produtores deste composto podemos citar a espécie
Pseudomonas fluorescens que produz altas concentracbes deste fito-horménio (GRAY e
SMITH, 2005).

As giberelinas sdo hormonios produzidos principalmente nas raizes e nos brotos
foliares, que atuam estimulando o crescimento de caules e folhas, mas tem pouco efeito sobre
0 crescimento das raizes. Juntamente com as auxinas, as giberelinas atuam no
desenvolvimento dos frutos e junto com as citocininas, possuem importante papel no processo
de germinacdo das sementes (PEDRINHO, 2009).

Algumas bactérias como Bacillus spp. também produzem altos niveis de giberelinas,
que induzem efeitos positivos no crescimento de caules e galhos de diversas plantas (GRAY e

SMITH, 2005).

3.2.1.1.1.1 Produg&o de auxina (Acido indol-3-acético)

Entre os horménios vegetais, 0 AIA é a auxina natural mais comum encontrada em
plantas. Sua funcéo esta relacionada ao alongamento de celulas, estimulando a sintese ou
desinibindo a acdo de enzimas que atuam sobre as microfibrilas da parede celular, o que
resulta em aumento da plasticidade da membrana. E responsavel pela formagio de raizes
adventicias no caule e aumento da extensdo nas raizes. Essa substancia é produzida

principalmente no meristema apical (gema) do caule e transportada através das células do
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parénquima até as raizes. O transporte do AIA € unidirecional, dependendo de energia para
ocorrer (TAIZ e ZEIGER, 2004).

Acredita-se que seu efeito benéfico para o crescimento e morfologia da raiz seja pelo
maior acesso a agua e nutrientes do solo (VESSEY, 2003).

Os tecidos radiculares sao especialmente sensiveis a flutuacbes da concentracdo de
AlA. Quando em baixas concentracdes o AIA pode estimular, enquanto em altas
concentragdes pode inibir o crescimento das raizes das plantas e o desenvolvimento do
sistema radicular pode ser profundamente afetado (LAMBRECHT et al., 2000; TANIMOTO,
2005). Neste contexto, micro-organismos rizosféricos degradadores de AIA podem também
ter um efeito positivo no crescimento de plantas (GRAVEL et al., 2007).

Os niveis de AlA produzidos pelas bactérias dependem do crescimento bacteriano, da
atividade metabdlica e da expressdo de genes que codificam enzimas para a biossintese de
AIA (LAMBRECHT et al., 2000).

Zakharova et al., (1999) verificaram que 80% das bactérias isoladas de rizosfera séo
capazes de produzir AlA. Apesar disso, existem poucos trabalhos sobre a sintese de auxinas
por micro-organismos no solo, mas sabe-se que o aminoacido L-triptofano (LTrp) é um
precursor fisiolégico para a producdo de auxinas em diversas plantas e micro-organismos, e
que a enzima chamada ipdC (indol-3-piruvato descarboxilase - EC 4.1.1.74) é a enzima-chave
para a biossintese destes fito-hormoénios (LEBUHN e HATMANN, 1993). Exsudados de
raizes sdo naturalmente fonte de triptofano (DAKORA e PHILLIPS, 2002) para os micro-
organismos, aumentando a biossintese de auxina na rizosfera.

Existem evidéncias de que os micro-organismos podem selecionar uma via metabolica
diferenciada, dependendo do ambiente. Bactérias endofiticas sintetizam AIA através de duas
vias principais, uma dependente do aminoacido triptofano e outra independente deste

(PATTEN e GLICK, 1996).
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Segundo Tsavkelova et al. (2006), as principais vias de producdo de AIA bacteriano
dependentes de triptofano sdo quatro: 1) através da conversdo do triptofano em acido 3-indol
piruvato, via esta que é comum a maior parte das bactérias, sendo estas patogénicas ou nao; 2)
através da conversdo do triptofano em aldeido 3-indol acético ou alternativamente em
triptamina; 3) através da via 3-indol acetamida; 4) através da conversdo do triptofano em 3-
indol acetonitrila e uma via de biossintese de AlA independente do triptofano. De acordo com
Lambrecht et al. (2000), as principais vias de biossintese de AlIA sdo a 3-indol acetamida e a
3-indol piruvato.

O AIA pode ser produzido mesmo quando o L-triptofano ndo é adicionado ao meio ja
que as bactérias podem sintetizar L-triptofano ou sintetizar AIA por uma via independente do
L-triptofano (ZAKHAROVA et al., 1999; KUSS et al., 2007), sendo que diferentes vias
bioquimicas podem levar a diferentes quantidades de AIA sintetizado.

Uma visdo mutualistica desta interacdo pode ser correta, pois o fornecimento de
auxinas promove o crescimento de plantas e, desta forma, hd mais exsudatos e mais nutrientes

para a bactéria (SOLANO et al., 2008).

3.2.2. Bacillus e Burkholderia e estudos desses géneros como RPCPs em diversas espécies

vegetais

Dos varios géneros de bactérias benéficas presentes no solo, grande énfase tem sido
dada ao género Bacillus (CHANWAY et al., 2000; AAGOT et al., 2001). Varias linhagens de
RPCP, incluindo Bacillus pumilus e Bacillus licheniformis tém sido reportadas como sendo
produtoras de auxinas (GUTIERREZ-MANERO et al., 1996). Também tem sido relatado que

o rendimento de trigo foi aumentado em até 43% com a inoculacdo de Bacillus, devido a
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algum hormonio de crescimento excretado, tal como o é&cido indol-3-acético (AIlA)
(KLOEPPER et al., 1991).

Bacillus é um dos géneros mais promissores para serem usados em bioinoculantes
comerciais devido a sua capacidade de formacéo de esporos, aumentando assim a adaptacao
da linhagem na formulacdo comercial e aplicacdo de campo (AYSHA, 2012).

Bactérias que compde o género Bacillus séo amplamente distribuidas no solo (ROSCH
et al., 2002; GARBEVA et al., 2003). Numerosas linhagens deste grupo expressam atividades
promotoras de crescimento e diversas delas tém sido desenvolvidas comercialmente como
fungicidas bioldgicos, inseticidas, nematicidas, indutores de resisténcia sisttmica ou genéricos
promotores de crescimento de plantas (KLOEPPER et al., 1991; BENEDUZI et al., 2008).

Um outro género de microrganismo diazotrofico endéfitico estd sendo objeto de
estudos recentes: Burkholderia spp., foi reclassificado a partir de linhagens antes incluidas no
género Pseudomonas (YABBUCHI e KOSAKO, 1992).

O género Burkholderia é um grupo de grande importancia devido a sua habilidade em
produzir compostos antimicrobianos, promover o crescimento vegetal, fixar nitrogénio
atmosférico e ocupar uma grande variedade de nichos ecoldgicos (SALLES, 2006).

Estirpes pertencentes a diferentes espécies dentro desse género foram isoladas de arroz
no Vietnd (TRAN VAN e GILLIS, 1994) e de cana-de-acucar, batata-doce, mandioca e arroz,
no Brasil (BALDANI et al., 1996).

Nos Ultimos anos, estudos demonstraram que varias culturas podem ser colonizadas
por bactérias diazotroficas, como por exemplo, plantas de milho associadas com Burkholderia
unamae (CABALLERO-MELLADO et al., 2004).

Batista (2012), isolando rizobactérias das raizes do guaranazeiro, obteve 101
linhagens, dentre essas, 89% foram capazes de produzir AIA, 23% fixaram nitrogénio

atmosférico, 43% solubilizaram fosfato inorganico e 24% produziram siderdforos. Cinco
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linhagens foram selecionadas para o ensaio de promogéo de crescimento de milho em casa de
vegetacao, identificadas pelo sequenciamento completo do gene 16S rDNA e compuseram 0s
tratamentos como segue: RZ2MS9 - Bacillus sp. (T1), RZ2MS16 - Burkholderia ambifaria
(T2) e consorcio (T3) de 5 linhagens (RZ1MS6 - Burkholderia vietnamiensis, RZIMS11 -
Burkholderia sp., RZ2MS9 - Bacillus sp., RZ2MS16 - Burkholderia ambifaria e RZ4MS18 -
Delftia acidovorans). As linhagens Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria foram eficientes
como promotoras de crescimento em milho, aumentando a altura cerca de 39% e 33%
respectivamente, e do sistema radicular cerca de 248 e 136% respectivamente, comparado ao

controle ndo inoculado.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Experimento de viveiro

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e no Laboratério de Ciéncia de
Plantas Daninhas (LCPD), no Departamento de Producdo Animal e Vegetal (DPAV) da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM), Manaus-AM.

O delineamento experimental foi de blocos inteiramente casualizados, com quatro
repeticdes, em esquema fatorial 2x2+2, onde os fatores sdo: duas cultivares de guaranazeiro
(BRS-Amazonas e BRS-Maués), duas rizobactérias (Burkholderia ambifaria e Bacillus sp.) e
mais duas testemunhas, uma para cada cultivar. A unidade experimental foi constituida de dez
plantas, com quatro repeticoes.

O experimento teve inicio em fevereiro de 2014. As sementes de guarand das

cultivares BRS-Amazonas e BRS-Maués, foram coletadas na Usina Agropecuaria Jayoro,
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localizada no municipio de Presidente Figueiredo, a 120 Km da cidade de Manaus, no Estado
do Amazonas.

Ap0s a coleta dos frutos, houve a retirada do arilo das sementes em agua corrente,
seguida de lavagem em &gua destilada e imersdo em solucdo de sacarose a 10%, por 30
minutos.

As rizobactérias utilizadas foram Burkholderia ambifaria e Bacillus sp., cedidas pelo
Laboratorio de Biotecnologia do Instituto de Ciéncias Biologicas (UFAM).

As suspensdes bacterianas foram preparadas a partir da multiplicacdo das linhagens
em concentracéo de 108 UFC mL™, transferidas para baldo de elenmeyer contendo 50 mL de
meio liquido Luria-Bertani (LB), sob agitacdo orbital de 150 rpm a 28 °C por 24 horas. Apds
este procedimento, foram retirados 200 pL da solu¢cdo com as linhagens bacterianas e
colocados em microtubos de 0,5 mL identificados com o nome de cada género bacteriano,
juntamente com 200 pL de glicerol 15% e armazenados em freezer a -80 °C.

Para a inoculacdo, as sementes foram aspergidas com a suspensdo bacteriana na
concentracdo de 10° UFC mL™ colocadas em sacos plasticos por 30 minutos e agitadas para
que todas entrassem em contato com a bactéria uniformemente, até o0 momento em que foram
semeadas em bandejas plasticas, contendo a casca dos frutos de guarana, previamente curtidos
e peneirados, como substrato. As bandejas contendo as sementes foram irrigadas trés vezes
por semana em casa de vegetacdo e nenhuma solugdo nutritiva foi adicionada as mesmas.

Aos 90 dias ap6s a semeadura, quando as plantulas atingiram cerca de 10 cm de altura
e um par de foliolos bem definidos foram retiradas das bandejas e novamente inoculadas com
os isolados bacterianos, por meio da imerséo do sistema radicular durante 30 minutos.

Apos a inoculacdo, as mudas foram transplantadas para sacos de polietileno preto
medindo 23 x 18 cm, contendo como substrato, uma mistura de terrico e areia, na propor¢ao

4:1. Os tratamentos sem inoculacdo de micro-organismos (testemunha) foram apenas
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repicados diretamente para os sacos de polietileno. As mudas permaneceram em casa de

vegetacao, recebendo trés irrigacdes semanais.

4.1.1 Biometria

Aos 180 dias apds a semeadura, as mudas foram retiradas dos sacos de polietileno,
separando o sistema radicular da parte aérea da planta, sendo ambos lavados em agua
corrente, obtendo-se o sistema radicular intacto para anotacdo das seguintes caracteristicas:
numero de raizes secundarias, comprimento da raiz pivotante e volume das raizes. A medicao
do comprimento foi com auxilio de régua e do didmetro com paquimetro digital. O volume
das raizes foi medido pelo deslocamento de agua provocado pela introducédo das raizes em
proveta graduada.

A altura da parte aérea (APA) foi aferida com auxilio de régua milimetrada e a area
foliar de todas as folhas por meio do medidor "Area Meter" (Licor Inc., Lincon, Nebrasca,
US). O sistema radicular e a parte aérea de cada planta foram colocados em sacos de papel
para posterior secagem em estufa, com ventilacdo forcada, a 70 °C, até o peso constante. Em
seguida foi determinado o peso da matéria seca da parte aérea (PSPA) e 0 peso da matéria

seca do sistema radicular (PSSR), com o auxilio de uma balanca analitica.

4.2 Experimento de laboratoério

4.2.1 Compostos fitoquimicos
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4.2.1.1 Teor de prolina

A quantificacdo de prolina foi realizada segundo Rena e Masciotti (1976). Em tubos
de ensaio, foram adicionados 100 pL de glicina 0,1M, 300 uL de extrato vegetal, 2,6 mL de
agua mili-Q, e 2 mL de acido acético concentrado. Apds serem agitados para homogeneizar a

solucéo, foram acrescentados 2 mL de reagente de ninhidrina (600 mg de ninhidrina + 15 mL
-1
de &cido acético concentrado + 10 mL de &acido fosférico (H3PO4) 6 mol L ). Apos agitacdo, a

mistura foi encubada em banho-maria a 100°C, por 35 minutos. Em seguida, os tubos foram
colocados em banho de gelo para rapido resfriamento da reacdo e adicionados 4 mL de
tolueno concentrado, agitando vigorosamente e a absorbancia do sobrenadante (tolueno)
determinada em espectrofotdmetro com o comprimento de onda de 515 nm. A reta padrdo

obtida com solugédo de prolina em concentragdes de 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 ug mL™. O

-1
contetdo de prolina foi expresso em pmol g de massa seca.
4.2.1.2. Teor de Carboidratos

Para a extracdo de agucares solUveis totais, as amostras da parte aérea foram moidas e
0,1 g dessas amostras foram maceradas com pistilo adicionando-se 10 mL da mistura de
metanol — cloroférmio — agua, na propor¢do de 120:50:30, aquecida a 60 °C. O produto da
maceracdo foi transferido quantitativamente para tubos plasticos e centrifugado a 2.000 g, por
15 minutos. Os sobrenadantes tiveram seu volume anotados e foram armazenados sob
refrigeracdo para posteriormente serem particionados em funil de separacdo com 15 mL de
cloroformio, para clarificacdo do extrato e remocéo dos lipidios.

A quantificacdo dos agUcares soluveis totais foi por reacdo com antrona, segundo

metodologia preconizada por McCready et al. (1950). Aliquotas de 0,1 mL foram colocadas
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em tubos de ensaio rosqueados e 0 volume completado para 1 mL com agua destilada. Os
tubos foram mantidos em banho de gelo enquanto eram acrescentados 5 mL do reativo de
antrona, depois foram tampados e colocados em agua fervente por 10 minutos. A reacéo foi
interrompida por meio da imersdo em banho de gelo. Apos estabilizacdo da cor, procedeu-se a
determinacdo da absorbancia no comprimento de onda de 625 nm, em espectrofotbmetro
marca Micronal, modelo B580.

Para a extracdo do amido, o residuo das extracGes alcoolicas foi tratado com 10 mL de
acido perclérico 35%, que permaneceu reagindo por 20 minutos e, em seguida foi
centrifugado a 2.000 g, por 10 minutos. Aliquotas de 0,1 mL foram tomadas e colocadas em
tubos de ensaio rosqueados para a quantificacdo do amido, por reacdo com antrona
(McCready et al., 1950), conforme foi descrito para a quantificacdo dos acucares soluveis

totais.

4.2.1.3 Nutrientes foliares

Amostras de folhas depois de secas em estufa foram trituradas em moinho para
extracdo e determinacdo de macro e micronutrientes. As andlises foram realizadas no
Laboratorio de Anélise de Solos e Plantas — LASP, da Embrapa Amazonia Ocidental,

Manaus-AM.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e ao teste de Tukey e Scott

Knott a 5% de significancia para comparacao de medias através do programa Assistat.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Biometria

As mudas de guarana utilizadas neste experimento apresentaram diferentes respostas
em relacdo aos parametros analisados.

Independente da interacdo, as rizobactérias ndo apresentaram efeito benéfico sobre as
variaveis, matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz, matéria seca total, diametro da raiz
e area foliar, apresentando menores médias em relacdo ao tratamento controle, o que
demonstra que as rizobactérias apresentaram efeitos negativos sobre o crescimento da planta
(Tabela 1).

Dentre as rizobactérias, Bacillus sp. apresentou as maiores médias dentre as variaveis
analisadas quando comparada com Bukholderia ambifaria, mesmo ndo diferindo
estatisticamente entre si (Tabela 1). Ndo houve diferenca significativa para o numero de
raizes.

Tabela 1. Médias da matéria seca da parte aérea (MSPA), da raiz (MSR) e total (MST),
diametro da raiz (DR), prolina (PRO) e area foliar (AF) de mudas de guaranazeiro

provenientes de sementes inoculadas com Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria,
independentes da cultivar, Manaus-2015.

MSPA | MSR | MSP DR PRO AF
Tratamentos T T >
g planta mm umol g cm
Controle 1,85a 0,65a 251a 3,92a 431a 14,20 a
Bacillus sp. 1,37b | 0,43b | 195D 3,37b 3,55Db 12,84 ab
Burkholderia ambifaria 1,34b | 0,42b 1,85b 3,32b 3,52b 12,43 b
C.V. (%) 11,41 13,43 11,33 11,42 12,20 6,74

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
Aragjo et al. (2012), ao trabalharem com rizobactérias inoculadas em sementes de
Brachiaria brizantha, concluiram que a rizobactéria Bacillus sp. “6 A”, proporcionou maior
producdo de matéria seca na parte aérea em relacdo ao controle, comprovando seu potencial
na promoc¢do de crescimento, desta e de outras especies (ARAUJO e GUERREIRO, 2010;

FIGUEIREDO et al., 2010).
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Estirpes de Burkholderia fungorum e Burkholderia ambifaria promoveram o
crescimento do milho cultivado em solo pela solubilizacdo de fosfato de calcio insollvel,
destacando-se Burkholderia ambifaria como de maior potencial para promoc¢do de
crescimento (OLIVEIRA, 2011). A inoculacdo de plantas de cana-de-acicar com
rizobactérias do género Burkholderia ambifaria, também aumentou a biomassa em 20%
(GOVINDARAJAN et al., 2006).

Entretanto, em feijdo caupi, o estudo com inoculacdo de 26 estirpes de bactérias,
dentre elas Bacillus sp., Brevibacillus sp., Paenibacillus sp., Enterobacter sp., Rhizobium sp.
e Bradyrhizobium sp., mostrou que a producao de matéria seca da parte aérea, da raiz e total,
em nenhuma estirpe, foi semelhante ou superior ao controle (COSTA et al., 2013).

Plantas de milho oriundas de sementes imersas em suspensdo bacteriana de Bacillus
megaterium por 12 horas, também ndo apresentaram aumento significativo no peso da parte
aérea e das raizes (CERIGIOLLI, 2005).

Em soja, a inoculacdo da semente com Bacillus sp. e Methylobacterium sp. resultou
em diminuicdo da matéria seca da raiz e matéria seca da planta, em comparacdo com 0
controle (ASSUMPCAO et al., 2009), tais resultados estio de acordo com os encontrados
nesta pesquisa para o guarana.

Peixoto Neto et al. (2002), salientaram que o0 estresse causado pela interferéncia no
processo de colonizacdo das sementes pelas bactérias podem afetar a emergéncia, a formacédo
de matéria seca da parte aérea e radicular. Determinadas condi¢6es ambientais, como luz, pH,
nutrientes, temperatura e concentracdes de reguladores de crescimento promovidos pelas
bactérias, podem fazer com que endofiticos se tornem patogenos, causando danos a planta, ja
que néo existe um limite claro entre eles (COSTA, 2014).

Em se tratando do didmetro da raiz, Saharan e Nehra (2011) relataram que a producgéo

de raizes finas aumenta a superficie de absorcao, facilitando a aquisi¢do de agua e nutrientes.
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Entretanto, as mudas de guarand inoculadas com as bactérias, mesmo tendo raizes de diametro
menor em relacdo ao tratamento controle, provavelmente, isso ndo acarretou em maior
absorcéo de nutrientes e consequentemente em melhor desenvolvimento da planta, visto que a
matéria seca da parte aérea, radicular e total, ndo foram maiores em relacdo ao controle,
discordando do autor.

Mesmo que Batista (2013) tenha comprovado a liberagdo de auxina pelas
rizobactérias Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria, outras substancias com capacidades
inibitérias ou deletérias podem ter sido sintetizadas por essas rizobactérias, causando um
atraso no desenvolvimento da muda.

Segundo Wilkinson et al. (1994), o balanceamento fisioldgico entre auxinas
giberelinas e ou citocininas e possiveis substancias tdxicas produzidas por rizobactérias
podem suprimir a germinacdo. Isto foi verificado na inoculacdo de rizobactérias em sementes
de orquideas in vitro.

Plantas de milho submetidas a inoculagdo com estirpes do género Sphingomonas,
apresentaram altura inferior, comparada a estirpe do Azospirilum brasiliense, havendo
diferenca significativa para este Gltimo. Segundo o autor, esta rizobactéria pode ter interferido
em algum estagio de desenvolvimento da planta, podendo ser a interacdo gendétipo da planta e
a bactéria, adaptacdo as condi¢cGes ambientais, tipo de solo, pH entre outros (PEDRINHO,
2010).

Segundo Hardoim et al. (2008) e Davitt et al. (2011), a relagcdo da coloniza¢do do
organismo endofitico e a planta hospedeira pode ser influenciada pelo genétipo e pelo estadio
de crescimento da planta.

Estas variaveis demonstram o que pode ser chamado de efeito deletério da bactéria em
contato com a planta, com reducdes na area foliar e consequentemente as taxas de

fotoassimilados, o que pode ter provocado as referidas respostas nas mudas do guaranazeiro.

25



Para a variavel prolina (Tabela 1), os valores encontrados no tratamento controle
foram superiores aos tratamentos com as rizobactérias, o que corresponde a uma boa
adaptacdo das mudas inoculadas com as mesmas, aos estresses bioticos e abidticos. Isto
sugere que as plantas dos tratamentos em que foram inoculadas as bactérias, conseguem
manter-se estaveis.

Portanto, além dos beneficios conhecidos pela utilizacdo das rizobactérias como,
fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, sintese de sideroforos, controle de
fitopatdgenos e producéo de reguladores de crescimento, a adaptacdo em situacdes de estresse
é também um fator positivo para sua utilizacdo, comprovados pela baixa producéo de prolina
mesmo sem inducgédo do estresse.

Com relacdo a altura, numero de folhas, comprimento da raiz, area foliar e prolina, ndo
houve interacdo entre cultivares e as rizobactérias, no entanto, entre as cultivares, todas essas

caracteristicas foram significativas (Tabela 2).

Tabela 2. Médias da altura (ALT), numero de folhas (NF), comprimento da raiz (CR), area
foliar (AF) e prolina (PRO) das mudas de duas cultivares de guaranazeiro,
independente da inoculacdo com as bactérias. Manaus-2015.

ALT NF CR AF PRO

Cultivar cm - cm cm? umol g*
BRS Amazonas 10,52 b 2,77 a 3293a 13,68 a 3,48 b
BRS Maués 11,43 a 2,66 b 23,18 b 12,64 b 411a
C.V. (%) 6,07 3,25 15,11 6,74 12,20

Médias seguidas pelas mesmas letras na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A cultivar BRS-Amazonas foi superior 8 BRS-Maués em relagdo ao nimero de folha,

comprimento da raiz e area foliar, entretanto, apresentou menor teor de prolina e porte mais

baixo.
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Estudos realizados pela Embrapa (1999) ja demonstraram diferencas entre estas
cultivares, apresentando os maiores resultados na variavel altura para a cultivar BRS-Maués, e
0 maior nimero de folhas para BRS-Amazonas.

Em plantas, o acimulo de prolina esta relacionado a estresse hidrico, salino, alta e a
baixa temperatura, metais pesados, infeccdo por patdgenos, anaerobiose, deficiéncia de
nutrientes, poluicdo atmosférica e radiacdo UV (SARADHI et al., 1995; HARE E CRESS
1997; SIRIPORNADULSIL et al., 2002). Todos esses eventos estdo relacionados a fatores
que afetam o crescimento radicular e parte aérea das plantas. Se o acimulo de prolina esta
baixo em uma cultivar, isto pode ser considerado um fator de melhor adaptabilidade desta
cultivar ao meio, tendo um melhor desenvolvimento e crescimento.

Existem caracteristicas especificas para cada cultivar do guarana, em relacdo a
adaptacdo ao meio, resisténcia a doencas, crescimento, desenvolvimento e produtividade, que
permitem a selecdo de individuos superiores, com maior nimero de caracteristicas desejaveis
para uso direto pelos produtores ou nos programas de melhoramento genético
(NASCIMENTO FILHO et al., 2001). Portanto, a adaptacdo a niveis de estresse, também sdo
pontos a serem considerados ao se escolher uma cultivar, sendo comprovado que elas se
adaptam de forma variada a modifica¢Ges do ambiente.

Na interacdo entre as rizobactérias e as cultivares de guarana, houve diferencas
significativas em relagdo a matéria seca, mas ndo houve em relagdo ao comprimento da raiz

(Tabela 3).
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Tabela 3. Médias da matéria seca da raiz (MSR) e comprimento da raiz (CR) da interacédo
entre as bactérias (Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria) e as cultivares (BRS
Amazonas e BRS Maues) de guarana, Manaus-2015.

MSR (g planta™)

Cultivares Bactéria Controle
Bacillus spp Burkholderia ambifaria
BRS-Amazonas 0,41 aB 0,52 aAB 0,63 aA
BRS-Maués 0,53 aA 0,37 bB 0,67 aA
C.V(%) 13,43
CR (cm)
: Bactéria

Cultivares Bacillus spp Burkholderia ambifaria Controle
BRS-Amazonas 29,62 aA 35,88 aA 33,30 aA
BRS-Maués 26,39 aA 21,48 bA 21,69 bA
C.V (%) 15,11

Médias seguidas pelas mesmas letras, mintsculas na coluna e maitsculas na linha, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Para a cultivar BRS-Amazonas, o tratamento controle apresentou melhores resultados
na matéria seca da raiz, diferindo da bactéria Bacillus sp., mas ndo houve diferenca em
relacdo a bactéria Burkholderia ambifaria. Entre as bactérias, Burkholderia ambifaria
aumentou o peso da matéria seca, quando comparado a bactéria Bacillus sp.

Para a cultivar BRS-Maués, o tratamento controle ndo diferiu da bactéria Bacillus sp.,
mas apresentou as maiores méedias da matéria seca da raiz em relacdo a bactéria Burkholderia
ambifaria, diferindo desta. Entre as bactérias, Bacillus sp. apresentou um melhor resultado em
relacdo a Burkholderia ambifaria.

Para o comprimento da raiz, ndo houve diferenca entre os tratamentos. A diferenca
encontrada entre as cultivares na bactéria Burkholderia ambifaria e no tratamento controle,
provavelmente estejam relacionados a variabilidade genética do guarana. O mesmo pode ter
acontecido na matéria seca da raiz, onde Burkholderia ambifaria também apresentou
diferencas entre cultivares.

Ferreira (2014) trabalhando com o isolado Rhizobium sp. inoculado em cultivares de
arroz, apresentou diferenca significativa em relagdo ao tratamento controle para o

comprimento de raizes.
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Harthmann (2009) avaliando a inoculacdo de diversas rizobactérias, entre elas a
Bacillus cereus, inoculadas em sementes de cebola, comprovou a efetividade desta bactéria
em promover o crescimento de plantas de cebola quando comparado a testemunha,
apresentando maiores médias para todas as variaveis, altura, diametro, nimero de folhas e
matéria seca da parte aérea, avaliadas aos 90 DAT.

PROBANZA (1996) demonstra o efeito negativo de B. subtilis no comprimento da
parte aérea e raizes de pinus (Pinus taeda L.). SANTOS et al. (2005) observaram o efeito
negativo de diferentes espécies de bactérias endofiticas e epifiticas sobre o desenvolvimento
de unidades propagativas de heliconia (Heliconia psittacorum L.).

Estes efeitos podem ser explicados pelo fato de que bactérias endofiticas podem
estimular o crescimento de plantas em um estadio de desenvolvimento e inibir em outro
(STURZ et al. 2000).

Em ensaio de colonizacdo de bactérias em mudas de cafeeiro, Silva et al. (2008)
verificaram que a exposicao as variacbes de temperatura e umidade, principalmente, podem
ser mais um desafio para as bactérias endéfitas colonizarem o filoplano e os tecidos vegetais.

Estudos demonstram que a habilidade de algumas bactérias em produzir substancias
promotoras do crescimento em plantas pode ser altamente especifica a certas espécies de
plantas, ou até mesmo de cultivares (NOWAK, 1998).

O fato de os tratamentos ndo terem, em sua maioria, promovido o crescimento de
plantas pode ser atribuido a diversos fatores: estresse sofrido pelas sementes durante a
debulha; eliminacdo dos micro-organismos epifiticos; e pequenas variacdes no balanco da
populacdo bacteriana endofitica, que pode ter causado um desequilibrio nas substancias
benéficas e deletérias, produzidas pelas bactérias (WHIPPS, 2001).

Machado (2000) relata a instabilidade ou a diminuicdo do potencial de colonizacéo do

organismo inoculado a semente, pois, tratando-se de um produto bioldgico, deve-se
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considerar que existem limitacGes como manutencdo das caracteristicas do agente biologico e
instabilidade do antagonista.

Estes resultados podem ser previsiveis uma vez que bactérias que oferecem prejuizos
ou beneficios coexistem no mesmo eco nicho (SANTOS et al., 2005). Os resultados obtidos
neste trabalho reforcam a ideia de que a promocéo de crescimento de plantas € um fenémeno
complexo que é alcancado pela atividade simultanea de varios micro-organismos e fatores
(LIFSHITZ et al., 1987).

Nehl et al. (1996) atentaram ao fato de que isolados bacterianos individuais podem
flutuar de promotores a inibidores de crescimento conforme as condi¢bes ambientais,
gendtipo do hospedeiro e status micorrizico.

Nem sempre as rizobactérias podem promover o crescimento de plantas, havendo
diversos relatos de inconsisténcia nos resultados, em que uma rizobactéria ora € benéfica, ora
ndo tem acdo sobre o crescimento vegetal (FREITAS, 2003).

Bacillus sp. ndo apresentou habilidade especifica em promover o crescimento de
plantas de alface em areia esterilizada (FREITAS, 2003), com isso héa de se atentar sobre a
influéncia do substrato utilizado na colonizacao das bactérias nas raizes.

Os baixos indices de crescimento verificados nas mudas de guarana em presenca dos
micro-organismos podem ter sido influenciados pela quantidade e composicdo dos exsudatos
liberados pela planta, interferindo na competéncia rizosférica destas bactérias. Tais compostos
disponibilizados em quantidade e qualidade variada podem selecionar grupos funcionais
especificos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

A disponibilidade de AIA exercida pelas bactérias, pode ter retardado o crescimento e
0 desenvolvimento da planta, causando a diminui¢do do seu crescimento e consequentemente,

seus efeitos deletérios sobre a planta.
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As concentracBes das substancias promotoras de crescimento, como a auxina,
promovidas pela presenca das bactérias na planta, estimulam o seu crescimento desde que esta
esteja em baixas concentracbes. Em altas concentracdes este efeito passa de benéfico para
deletério ou tdxico, sugerindo que a inoculagdo com grande numero de células bacterianas
viaveis possa causar um efeito deletério ao invés de estimular o crescimento das raizes.

Os niveis de AlA produzidos pelas bactérias dependem do crescimento bacteriano, da
atividade metabdlica e da expressdo de genes que codificam enzimas para a sua biossintese, o
que explicaria parte das variacbes observadas entre os parametros analisados da planta
(crescimento em altura, numero de folhas e peso seco da parte aérea e raiz) (BISWAS et al.,
2000; LAMBRECHT et al., 2000; DOBBELAERE et al., 2002; SOBRAL, 2003; SPAEPEN
etal., 2007).

Segundo Tanimoto (2005), os tecidos radiculares sdo sensiveis a flutuacGes da
concentracdo de AIA e o desenvolvimento do sistema radicular pode ser afetado por fontes
n&o conhecidas deste regulador de crescimento.

O ajuste da suspensdo bacteriana para 10* ufc mL-1, pode ser outro fator a se
considerar nos resultados, j& que ndo foram realizados estudos preliminares quanto a
concentracdo Gtima de rizobactérias para a etapa de inoculacdo nas sementes de guarané e no
transplante das mudas para 0s sacos plasticos.

Ahmad et al. (2005), trabalhando com isolados de Azotobacter produtores de AlA,
observaram um aumento no elongamento radicular de plantulas de Sesbania aculeata em
concentragdes de AIA entre 4,40ug mL-1 e 24,80ug mL-1 e, em plantulas de Vigna radiata,
entre 4,40ug mL-1 e 14,36pg mL-1. Por sua vez, Barazani e Friedman (1999), constataram
que rizobactérias com acgé@o deletéria sobre plantulas de alface excretaram concentracdes de

AIA em torno de 13,5ug mL™, enquanto as benéficas excretaram pouco menos de 3pg mL™.
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Batista (2012) analisando a concentracdo de auxinas das rizobactérias Burkholderia
ambifaria e Bacillus sp., inoculadas em sementes de milho, apresentaram a media de
producdo de AIA (ug.mL™) em 49,871 e 16,102, respectivamente. Este fato corrobora com 0s
autores que citam a acdo deletéria das rizobactérias quando essas excretaram altas
concentragdes de auxina.

Para Teixeira et al. (2007) o efeito do AIA ndo depende apenas da quantidade
produzida pela bactéria, variando de acordo o genotipo e a idade da planta, o que pode afetar
o nivel enddgeno deste hormonio.

Predaza et al. (2004), relatam que in vivo a quantidade de AIA liberada pela bactéria
difere da condicdo in vitro, uma vez que sofre influéncia direta dos exsudatos disponibilizados
pela planta, o que podera interferir numa maior ou menor producdo do composto.

Trabalhos utilizando Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria na promocdo de
crescimento de plantas de guarané sdo inexistentes. Assim, esses resultados sdo pioneiros com
a utilizacdo de micro-organismos na promocdo de crescimento de plantas de guarana,
constituindo os primeiros estudos com essas bactérias de forma endofitica.

As rizobactérias tiveram efeitos diferenciados em funcdo das cultivares de guarana.
Isso indica que algumas rizobactérias podem promover o crescimento em uma espécie de
planta e serem ineficazes em outras, como foi demonstrado em um estudo na inoculagéo de
rizobactérias em miniestacas de eucalipto (TEIXEIRA, 2007).

Isso possivelmente pode ser explicado pelo fato de que substancias promotoras de
crescimento produzidas por bactérias podem ser altamente especificas a certas espécies de
plantas, ou até mesmo de cultivares, como também a diferentes ambientes onde estéo
inseridos, ou, por sua vez, em decorréncia do estresse pelo qual a comunidade possa estar
passando devido a alteragdes ambientais e antropogénicas (JHA et al., 2009; OLIVEIRA et

al., 2009; PRAKAMHANG et al., 2009).
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A maioria dos trabalhos com RPCPs discutem principalmente o efeito benéfico dessas
bactérias, contudo, a ocorréncia de efeitos negativos é relatada por alguns autores aqui citados
e que também podem estar correlacionadas com a espécie de microrganismo testada e seu
hospedeiro.

As rizobactérias sao micro-organismos conhecidos por seus beneficios em promocéo
de crescimento, principalmente da raiz e parte aérea. Por todas as referéncias utilizadas neste
trabalho sobre os seus beneficios, juntamente com os resultados obtidos por Batista (2013), do
qual foram selecionadas as rizobactérias, os resultados obtidos ndo foram os esperados, ou
seja, que o maior crescimento fosse observado em plantas cujas sementes tivessem sido

inoculadas com as rizobactérias, em relacdo a testemunha.

5.2 Carboidratos

A inoculagdo das bactérias aumentou o teor de agUcares sollveis totais da cultivar
BRS Amazonas, quando comparado com o tratamento controle, porém n&o apresentaram
diferenca entre si. No entanto, para BRS Maués, as bactérias ndo influenciaram o teor dos

acucares (Figura 1).
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Figura 1. Teores de acucares sollveis totais (AST) da parte aérea de duas cultivares de
guaranazeiro tratadas ou ndo com rizobactérias Bacillus sp. e Burkholderia
ambifaria. Letras mailsculas distintas indicam diferencas significativas entre as
concentragcfes de agUcares sollveis totais dentro do mesmo tratamento bacteriano
pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Em genétipos de cana-de-acUcar inoculados com a bactéria Glucanoacetobacter
também houve aumento dos agucares solUveis totais quando comparados com 0s genétipos
inoculados com a bactéria Herbaspirillum (MARCQOS, 2012).

Acucares soluveis, além de serem fontes de carbono para manutencdo e recuperacdo
de crescimento, sdo também tidos como moléculas osmoticamente ativas, assim como a
prolina. O aumento na concentracdo dessas moléculas é uma estratégia de protecdo, ja que
esses solutos contribuem para ajuste osmotico, estabilizacdo de membranas de estruturas de
enzimas e de proteinas (CHAVES, 2002; FAROOQ et al., 2009).

O aglcar em abundancia promove o crescimento e 0 armazenamento de carboidratos
nos drenos e quando a taxa de fotossintese é alta, ocorre o acimulo de agUcares totais nas

folhas (TAIZ e ZEIGER, 2009)
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Em relacdo ao amido, Burkholderia ambifaria também se destacou como melhor
tratamento, por elevar os teores desse carboidrato em mais de 100%, nas folhas da cultivar
BRS Amazonas. Ja para a BRS Maués, nenhuma diferenca foi encontrada entre o0s

tratamentos (Figura 2).
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Figura 2. Teores de amido (AMI) da parte aérea de duas cultivares de guaranazeiro tratadas ou
ndo com rizobactérias. Letras maiusculas distintas indicam diferencas significativas entre as
concentragdes de amido dentro do mesmo tratamento bacteriano pelo teste de Scott Knott
(p<0,05).

Barka et al. (2006) mostraram que plantas tratadas com uma estirpe de Burkholderia
phytofimans tiveram aumento nos teores de prolina, amido e compostos fenoélicos.

Tecidos fotossinteticamente ativos, como folhas maduras consideradas fonte,
produzem mais carboidratos do que necessitam para manterem seu metabolismo e

crescimento, exportando os fotoassimilados excedentes, na forma de sacarose ou amido. No

entanto, as relacGes fonte-dreno ndo séo estaticas (ROITSCH et al., 2003; LEITE et al., 2009).
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Frassetto (2007) afirma que a aplicacdo de substancias reguladoras de crescimento, em
especial as auxinas em baixas concentracdes, melhora a mobilizacdo dos carboidratos em
folhas e ramos superiores, aumentando o transporte para as raizes. Entretanto, mesmo com
maior disponibilidade de amido nas folhas, principalmente na cultivar BRS Amazonas
inoculada com a bactéria Burkholderia ambifaria, parece ter havido baixa translocacéo desses
fotoassimilados para as raizes e com isso, baixo incremento no comprimento e matéria seca
das mesmas.

Em diversas espécies tem sido demonstrado que a atividade metabolica das raizes €
altamente dependente da importacdo de aclcares e que fatores que afetam a integridade das
folhas e/ ou transporte no floema, induzem répido declinio no metabolismo das raizes, em
virtude do decréscimo na disponibilidade de fotoassimilados (SABLIO e PRADET, 1980).

Uma hipdtese a ser considerada como resposta a esses dados, pode estar relacionada a
relacdo entre auxina e citocinina, pois mensageiros quimicos, como horménios e nutrientes,
sdo fatores que também controlam a relagdo fonte/dreno de assimilados (TAIZ e ZEIGER,
2009).

Quando ocorre uma alta concentracdo de citocinina em algum 6rgao da planta, como
por exemplo, nas folhas, esta provoca translocacéo de assimilados para area tratada, indicando
que esse fito-hormonio aumenta a forca do dreno. Os assimilados na folha fonte séo
direcionados para os drenos fortes mais proximos, o que significa que as folhas do terco
superior direcionam os assimilados para os apices e folhas novas em desenvolvimento
(MARENCO e LOPES, 2009).

Outro fator a ser considerado estd na capacidade da citocinina de influenciar o
movimento de nutrientes (organicos e inorganicos) de outras partes da planta para as folhas,

um fenémeno conhecido como mobilizacdo de nutrientes induzido pelas citocininas, e na
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capacidade de promoverem a sintese de proteinas e de carboidratos (CASTRO e VIEIRA,
2001; COLL etal., 2001; DAVIES, 2004).

O crescimento de plantas é muito influenciado pelos reguladores vegetais, podendo
estes promover, inibir ou modificar os processos fisioldgicos. Em virtude de serem produtos
gue atuam em concentracfes muito baixas, qualquer alteracdo pode modificar o efeito

desejado (CASTRO e VIEIRA, 2003; SEVERINO et al., 2003).

5.3 Nutrientes nas folhas

As RPCPs podem favorecer as plantas, mineralizando e solubilizando nutrientes,
deixando-os prontamente disponiveis para as raizes.

Na Tabela 4, sdo apresentados os resultados médios dos contetdos de diferentes
nutrientes presentes na parte aérea das plantas de guarand, cultivadas em casa de vegetacdo e
submetidas aos tratamentos deste estudo. A inoculacdo com as rizobactérias influenciou o
acumulo dos macronutrientes (N, Mg, Ca, P, K e S), nas folhas de guarana, porém nao houve

diferenga significativa para 0s micronutrientes.

37



Tabela 4. Valores médios dos contetidos dos macronutrientes (N, Mg, Ca, P, Ke S), em g
kg™, presentes no parte aérea das cultivares de guarand BRS Amazonas e BRS

Maués, Manaus — 2015.

Cultivar Bactéria
Controle Bacillus sp. ‘ Burkholderia ambifaria
N
BRS Amazonas 30,49 aB 32,48 aA 32,77 aA
BRS Maués 30,21 aB 32,64 aA 29,78 bB
Mg
BRS Amazonas 5,73 aB 5,97 aAB 6,17 aA
BRS Maués 4,17 bC 4,99 bA 4,51 bB
Ca
BRS Amazonas 8,02 aA 7,57 bA 8,01 aA
BRS Maués 7,21 bB 8,45 aA 7,76 aAB
P
BRS Amazonas 3,06 aC 3,39 aB 3,63 aA
BRS Maués 2,26 bA 2,40 bA 2,36 bA
K
BRS Amazonas 9,75 aB 9,99 aB 11,39 bA
BRS Maug¢s 10,13 aB 9,70 aB 13,89 aA
S
BRS Amazonas 3,02 aA 3,08 aA 3,31 aA
BRS Maués 2,79 aA 2,81 aA 2,69 bA

Médias seguidas pelas mesmas letras, mindsculas na coluna e maitsculas na linha, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

O acumulo de nitrogénio foi superior quando as plantas foram inoculadas com a

bactéria Bacillus sp., nas duas cultivares, em relacdo ao controle, porém a inoculacdo com
Burkholderia ambifaria aumentou o acumulo de N apenas nas plantas da cultivar BRS
Amazonas, comparada ao controle, mas ndo diferiu de Bacillus sp.

Araujo (2008) verificou um aumento no teor de N em folhas de milho inoculadas com
Bacillus sp., aumentando o teor de N em aproximadamente 150% quando comparado a
testemunha. Bactérias do género Burkholderia inoculadas em plantas de cana-de-acUcar
apresentaram capacidade de fixar nitrogénio atmosférico, solubilizar fosfato inorganico e

promover o crescimento vegetal (PERIN et al., 2006; MENDES et al., 2007; LUVIZOTTO et

al., 2010).
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A fixacdao biologica de nitrogénio por rizobactérias € uma das vantagens da associacao
entre bactérias e plantas. Na fixacdo bioldgica do N, os micro-organismos convertem o
nitrogénio atmosférico em aménia, utilizando a enzima nitrogenase. Depois de convertido em
amonia, o N pode ser transformado em diversos compostos organicos, facilitando sua
disponibilizacdo para as plantas (OLIVEIRA, 2009).

Essas bactérias ndo sdo capazes de suprir totalmente a demanda de N das plantas
somente pela fixacdo bioldgica de nitrogénio, porém, podem influenciar fortemente a nutrigcdo
nitrogenada das culturas as quais estdo associadas, aumentando a capacidade de assimilacéo
de N, indiretamente, com o aumento do sistema radicular, ou diretamente, estimulando o
sistema de transporte de N nas plantas (MANTELIN & TOURAINE, 2004). Entretanto,
mesmo com o0 aumento no teor de N, ndo houve o aumento do sistema radicular,
comprovando a associacao de forma apenas direta.

No teor de magnésio, Burkholderia ambifaria apresentou os melhores resultados em
relacdo tratamento controle, mas ndo apresentou diferenca significativa quando comparada
com Bacillus sp. na cultivar BRS Amazonas. Na cultivar BRS Maués, Bacillus sp. apresentou
os melhores resultados em relacdo ao demais tratamentos, diferindo estatisticamente.

Para a cultivar BRS Amazonas, o teor de calcio ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos, entretanto, para a cultivar BRS Maués, os maiores valores
foram obtidos em plantas inoculadas com Bacillus sp., em relacdo ao controle, mas néo
diferindo da Burkholderia ambifaria.

Um aspecto importante diz respeito as raizes das plantas necessitarem de calcio no
proprio ambiente de absorcdo de agua e nutrientes. Isto porque esse elemento nédo é

translocado pelo floema, até as raizes (RAIJ, 1991).
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Burkholderia ambifaria apresentou valores superiores em relacdo aos demais
tratamentos no teor de fosforo quando inoculado na cultivar BRS Amazonas, e no teor de
potassio para as duas cultivares.

Vaérios estudos tém examinado a habilidade de diferentes espécies bacterianas em
solubilizar compostos de fosfato inorganico. Entre os géneros com essa capacidade estdo
Bacillus e Burkholderia (RODRIGUEZ E FRAGA,1999). A capacidade de solubilizar
compostos fosfatados € uma caracteristica importante dessas bactérias, visto que o fésforo (P)
¢ o nutriente mais limitante ao crescimento vegetal na maioria dos solos brasileiros, porque a
concentracdo de P livre (forma disponivel para as plantas), mesmo em solos férteis, €
geralmente baixa (BARROTI e NAHAS, 2000).

O potassio é importante em muitos processos fisioldgicos, dentre os quais se destacam
a manutencdo do turgor celular, regulacdo da abertura e fechamento dos estdmatos, transporte
e armazenamento de carboidratos e sintese de proteinas e amido (MALAVOLTA, 2006;
TAIZ e ZAIGER, 2009).

Malavolta (2006) menciona que em plantas deficientes de potassio ocorre diminuicéo
no movimento de acUcares nos tecidos, haja visto que a producdo do ATP, energia necessaria
para o transporte de acucares no floema, é mediada pelo potéssio.

O aumento das concentracbes de N, P, K, e Mg nas folhas e a reducdo do
comprimento das raizes, sugere um aumento na translocacao e concentracdo desses nutrientes
para a folha, em decorréncia da reducéo de crescimento da parte radicular e haja visto a maior
demanda destes nutrientes na parte aérea (DIMKPA et al., 2009; PAIXAO,2012; SANTOS et
al. 2014).

Os resultados encontrados na concentracdo de N e P corroboram com os dados
encontrados por Batista (2013), analisando a fixagédo biologica de nitrogénio (FBN) e o indice

de solubilizacdo de fosfato (ISF) das bactérias que também foram utilizadas neste trabalho,
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onde o género Bacillus sp. apresentou os maiores valores na ISF e um resultado positivo para
FBN.

Para os micronutrientes, os teores de boro e ferro apresentaram diferencas entre
tratamentos. Os teores de cobre e manganés foram inferiores para as plantas inoculadas com
as rizobactérias, havendo diferenca para o tratamento controle, e 0 zinco ndo apresentou

diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5. Valores médios dos conteddos dos micronutrientes (B, Cu, Fe, Mn, Zn), em g.Kg-
1, presentes no parte aérea das cultivares de guarand BRS Amazonas e BRS
Maués, Manaus — 2015.

Cultivar Bactéria
Controle Bacillus sp. ‘ Burkholderia ambifaria
B
BRS Amazonas 30,94 bA 30,43 bA 27,53 bB
BRS Maug¢s 36,37 aA 35,85 aA 36,20 aA
Fe
BRS Amazonas 133,56 aAB 161,49 aA 105,28 aB
BRS Maug¢s 135,57 aA 113,18 bA 126,62 aA
Cu
BRS Amazonas 10,51 aA 8,58 aB 8,11 aB
BRS Maués 7,78 bA 6,15 bB 6,27 bB
Mn
BRS Amazonas 55,50 aA 26,50 aB 19,53 aC
BRS Maug¢s 29,03 bA 21,30 bB 15,93 bC
/n
BRS Amazonas 38,87 aA 38,55 aA 45,29 bA
BRS Maués 65,44 aA 43,04 aA 115,88 aA

Médias seguidas pelas mesmas letras, mintsculas na coluna e maitsculas na linha, ndo diferem entre si a 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Para os teores de B e Fe, a bactéria Bacillus sp. apresentou maiores valores em
comparacdo a Burkholderia ambifaria, mas ndo diferindo do tratamento controle para BRS
Amazonas. Para a cultivar BRS Maués ndo houve diferenca significativa entre os teores

desses elementos entre os tratamentos.
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Os maiores teores de Cu e Mn foram encontrados no tratamento controle para as duas
cultivares. Um dos fatores que podem causar a reducdo na producdo de matéria seca € a
deficiéncia de Cu durante o crescimento vegetativo, isto porque, o Cu faz parte de uma
proteina (plastocianina) que em menores teores diminui a fixacdo de CO,, de tal modo que o
teor de amido e de carboidratos soltveis (especialmente sacarose) € diminuido (KIRKBY e
ROMHELD, 2007).

Até mesmo deficiéncias leves de Mn afetam a fotossintese e diminuem a concentracao
de carboidratos sollveis na planta. As menores concentracdes de carboidratos em plantas
deficientes em Fe e Mn, como no caso da BRS Maués, também sdo indicativas da diminuicao
da atividade fotossintética (KIRKBY e ROMHELD, 2007).

De acordo com Dey et al. (2004), as interacbes entre 0S micro-organismos e 0S
vegetais tém grande importancia na transformacdo, mobilizacao e solubilizacdo de nutrientes
do solo, possibilitando aumento da absorcdo pelos vegetais.

A adocdo de praticas para o melhor aproveitamento dos nutrientes e
consequentemente, diminuindo os custos e impactos ambientais, € sempre recomendavel. O
uso de micro-organismos, se bem manejado, pode se tornar uma solugdo interessante,

benéfica e de baixo impacto ambiental (OLIVEIRA, 2013).
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6. CONCLUSOES

A inoculacdo das rizobactérias ndo promoveu aumento no crescimento das mudas de
guaranazeiro.
A inoculago das rizobactérias aumentou os teores de carboidratos e nutrientes, e reduziu

teor de prolina nas mudas de guaranazeiro.
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