UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS PPG
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

ARYANA PINHEIRO DO NASCIMENTO

BACTERIAS: USO NO BIOCONTROLE DA ANTRACNOSE E NA PROMOCAO DO
CRESCIMENTO DO GUARANAZEIRO [Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.)
Ducke]

MANAUS-AM
2024



ARYANA PINHEIRO DO NASCIMENTO

BACTERIAS: USO NO BIOCONTROLE DA ANTRACNOSE E NA PROMOC}AO DO
CRESCIMENTO DO GUARANAZEIRO [Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.)
Ducke]

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacgdo
em Biotecnologia da Universidade Federal do
Amazonas, como requisito para obtencao do titulo
de Doutor em Biotecnologia.

Orientador: Dr. José Odair Pereira

Coorientador: Dr. Pedro de Queiroz Costa Neto

Coorientador: Dr. André Luiz Atroch

MANAUS-AM
2024



Ficha Catalografica

Ficha catalogréafica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Nascimento, Aryana Pinheiro do
N244b  Bactérias : Uso no biocontrole da antracnose e na promocao do
crescimento do guaranazeiro [Paullinia cupana Kunth var. sorbilis
(Mart.) Ducke] / Aryana Pinheiro do Nascimento . 2024
94 f..il. color; 31 cm.

Orientador: José Odair Pereira

Coorientador: Pedro de Queiroz Costa Neto

Coorientador: André Luiz Atroch

Tese (Doutorado em Biotecnologia) - Universidade Federal do
Amazonas.

1. Colletotrichum. 2. Controle biolégico . 3. Enraizamento. 4.
Guarana. |. Pereira, José Odair. Il. Universidade Federal do
Amazonas lll. Titulo




AGRADECIMENTOS

Dedico esse trabalho a Deus por ser tdo presente e essencial em minha vida, por ser meu
apoio nos momentos mais dificeis, e por ndo me deixar desistir dessa jornada, mesmo querendo
fazer isso todos os dias.

A minha familia, por sua capacidade de acreditar em mim. Mae, seu cuidado e dedicacio
foi que deram, em alguns momentos, a forca para seguir.

Ao meu orientador Prof. Dr. José Odair Pereira, por seus ensinamentos, confianca e
principalmente pela paciéncia ao longo desse trabalho.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Pedro de Queiroz Costa Neto, pela confianca e
principalmente pela amizade ao longo desses anos, obrigado por ser essa pessoa acolhedora,
por sempre estar disponivel e disposto a me escutar, me ajudar, tirar minhas davidas, ou até
mesmo me encher delas (risos), vocé sempre foi uma peca chave para 0 meu desenvolvimento
académico e profissional. Obrigada por ha 13 anos, sem nem me conhecer, ter aberto a porta
do Laboratdrio de Principios Bioativos de Origem Microbiana — LPBOM.

Ao meu segundo coorientador Prof. Dr. André Atroch, pela sua valiosa contribuicao no
desenvolvimento desta pesquisa, e por compartilhar seus conhecimentos. Meus sinceros
agradecimentos.

Ao Dr. Firmino José do Nascimento Filho e Sr. Luciano Malcher (in memorian) por
todo apoio e ajuda, sempre nos auxiliando em campo, nos periodos de coleta e implantacéo do
experimento.

Ao meu namorado Luiz Felipe, pelo companheirismo e ajuda ao longo de toda essa
trajetoria. Obrigada pelo apoio incondicional, eu sei que ndo foi facil.

Aos meus colegas do Laboratério de Principios Bioativos de Origem Microbiana —
LPBOM, Luana, Leandro e Kelven, pelo companheirismo e pelas ideias trocadas. Agradeco em
especial ao Lucas e Wilson (meus queridos agrénomos) que foram 0s meus suportes, quando
eu ndo podia me fazer presente. Vocés foram essenciais para que eu pudesse concluir esse
trabalho.

A minha querida amiga e estatistica particular (risos) Carla Coelho, por todo esforco e
dedicacdo em me ajudar, pelas contribuicGes e por todo incentivo.

Ao meu psicologo Fredgaard Victor por ser tdo essencial nessa etapa da minha vida e
cuidar da minha satde mental. Obrigada pelo comprometimento comigo.

A Universidade Federal do Amazonas e ao Programa de POs-Graduagcdo em

Biotecnologia, pela oportunidade de aprendizado e crescimento.



A Embrapa Amaz6nia Ocidental pelo apoio técnico e consultoria.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pelo apoio
financeiro.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM 002/2018 -
UNIVERSAL AMAZONAS) que possibilitou a realizacdo dessa pesquisa pelo financiamento
do projeto.

Aos demais, que de alguma forma colaboraram com a realizacéo deste trabalho e torcem

por mim.

Meus sinceros Agradecimentos!



“Nobody said it was easy
No one ever said it would be this hard”

Coldplay



NASCIMENTO, Aryana Pinheiro. Bactérias: Uso no Biocontrole da Antracnose e na
Promocéo do Crescimento do Guaranazeiro [Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.)
Ducke]. 2024. 94f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Universidade Federal do Amazonas,
2024,

RESUMO

A guaranicultura tem importancia econémica e social no Brasil, pois é o principal produtor de
guarand no mundo em termos comerciais. O guaranazeiro € uma espécie nativa da Amazo6nia
com grande importancia para o setor socioeconémico da regido, é encontrado principalmente
na regido de Maués, onde é cultivado pelas comunidades indigenas e tradicionais. Apesar de
seu constante melhoramento genético, algumas cultivares apresentam dificuldades no
enraizamento de estacas, o que implica diretamente na producdo de mudas, além da alta
incidéncia de doencas fangicas. Como alternativa para minimizar este problema, o uso de
microrganismos endofiticos e rizosféricos, vem sendo eficientes no biocontrole de
fitopatdgenos e na promocdo do crescimento vegetal, podendo ser utilizados como
bioinoculantes. Resultados de estudos anteriores evidenciaram sucesso com inoculantes
microbianos em leguminosas e gramineas, no entanto poucos dados existem para frutiferas
tropicais, sobretudo na producéo de mudas. Este trabalho teve como objetivo avaliar a agcdo de
microrganismos amazénicos no controle do fitopatdogeno Colletotrichum fructicola e no
enraizamento do guaranazeiro pela promocéo de crescimento vegetal. Para avaliar a promogéo
de crescimento vegetal, as bactérias foras inoculadas via enraizamento de estacas na cultivar
BRS-CG611 e por meio da microbiolizagdo de sementes nas concentracdes de 1x108 UFC mL-
1 ¢ 1x10° UFC mL™* e plantadas em substrato especifico. No biocontrole da antracnose, a
eficacia de Burkholderia sp. bactéria endofitica isolada de Himatanthus sucuuba, foi avaliada
por meio do pincelamento da suspensdo bacteriana nos tempos 72h, 48h, 24h e no mesmo dia
de inoculagdo do fitopatdgeno. O maior percentual de enraizamento de estacas com a cultivar
BRS-CG611 foi promovido pela rizobactéria Bacillus sp. RZ2MS9, no entanto, ndo houve
incremento do sistema radicular das estacas. Quanto a germinacao das sementes, as bactérias
ndo influenciaram no crescimento das mudas. No controle do fitopatdgeno, a inoculacdo da
bactéria endofitica Burkholderia sp. nas mudas de guaranazeiro da cultivar BRS-Amazonas,
suprimiu o aparecimento da doenca nos tempos que antecediam a inoculacédo do fitopatégeno e
reduziu as lesdes causadas pelo C. fructicola nas mudas inoculadas no tempo Oh em relacéo ao
controle.

Palavras-chave: - Colletotrichum - Controle biol6gico - Enraizamento - Guarana.



NASCIMENTO, Aryana Pinheiro. Bacteria: Use in the Biocontrol of Anthracnose and in
Promoting the Growth of Guarana [Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke].
2024. 94f. Thesis (Doctorate in Biotechnology) — Universidade Federal do Amazonas, 2024.

ABSTRACT

Guaraniculture has economic and social importance in Brazil, as it is the main producer of
guarana in the world in commercial terms. The guarana tree is a species native to the Amazon
with great importance for the socioeconomic sector of the region. It is found mainly in the
Maués region, where it is cultivated by indigenous and traditional communities. Despite their
constant genetic improvement, some cultivars present difficulties in rooting cuttings, which
directly implies the production of seedlings, in addition to the high incidence of fungal diseases.
As an alternative to minimize this problem, the use of endophytic and rhizospheric
microorganisms has been efficient in the biocontrol of phytopathogens and in promoting plant
growth, and can be used as bioinoculants. Results from previous studies have already shown
success with microbial inoculants in legumes and grasses, however little data exists for tropical
fruit trees, especially in the production of seedlings. This work aimed to evaluate the action of
Amazonian microorganisms in controlling the phytopathogen Colletotrichum fructicola and in
the rooting of the guarana tree by promoting plant growth. To evaluate the promotion of plant
growth, the bacteria were inoculated via rooting of cuttings in the BRS-CG611 cultivar and
through seed microbiolization at concentrations of 1x10®8 UFC mL™* and 1x10° UFC mL™ and
planted in a specific substrate. In the biocontrol of anthracnose, the effectiveness of
Burkholderia sp. endophytic bacteria isolated from Himatanthus sucuuba, was evaluated by
brushing the bacterial suspension at times 72h, 48h, 24h and on the same day of inoculation of
the phytopathogen. The highest percentage of rooting of cuttings with the BRS-CG611 cultivar
was promoted by the rhizobacteria Bacillus sp. RZ2MS9, however, there was no increase in the
root system of the cuttings. Regarding seed germination, the bacteria did not influence the
growth of the seedlings. To control the phytopathogen, the inoculation of the endophytic
bacterium Burkholderia sp. in guarana seedlings of the BRS-Amazonas cultivar, it suppressed
the appearance of the disease in the times that preceded the inoculation of the phytopathogen
and reduced the lesions caused by C. fructicola in the seedlings inoculated at time Oh in relation
to the control.

Keywords: - Colletotrichum - Biological control - Rooting - Guarana.
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1 INTRODUCAO

O guaranazeiro [Paullinia cupana Kunth var. sorbilis (Mart.) Ducke] € uma planta da
regido Amazoénica que possui alto potencial econémico para o Estado, pois seus frutos sao
geradores de insumos para as industrias de bebidas em funcdo do seu elevado teor de cafeina.
E responsavel por movimentar setores biotecnoldgicos e comerciais, uma vez que o Amazonas
¢ 0 segundo maior produtor de frutos, ficando atras somente da Bahia (Souza, 2010; Marques
etal., 2019).

A propagagdo no Estado, e consequentemente a produtividade da cultura pode ser
prejudicada pela ocorréncia de doencas. Entre 0s agentes causais de doengas em guaranazeiro
temos os fungos, que no campo ou pds colheita, pode reduzir a producao e afetar a qualidade
dos produtos (Amorim et al., 2011). Das inumeras doencas fungicas que acometem o
guaranazeiro, a principal é a antracnose, causada pelo fungo Colletotrichum guaranicola, a qual
limita o desenvolvimento dessa cultura na regido. Essa doenca ocorre em todas as fases de
desenvolvimento da planta, levando a formacédo de lesdes necréticas de coloracdo marrom-
avermelhada nas folhas e também nos frutos, comprometendo o desenvolvimento e a
produtividade (Silva et al., 2015).

O controle de patdgenos fungicos, incluindo o Colletotrichum, é feito pela selecéo de
plantas com gen6tipos tolerantes e aplicagdo de fungicidas. Porém, o uso indiscriminado de
fungicidas pode desbalancear o equilibrio existente entre 0s microrganismos e, em algumas
cultivares, aumentar a severidade da doenca. Esses efeitos podem ser diminuidos com o uso de
agentes de controle bioldgico, tanto com relagdo a selecdo de linhagens resistentes de
patdgenos, como em relacéo ao equilibrio ecoldgico.

Outro fator que influéncia na propagacao da cultura é o enraizamento das mudas, devido
que as cultivares possuem diferentes capacidades de enraizamento o que pode inviabilizar a
multiplicacdo em larga escala, mesmo que a cultivar tenha um bom potencial produtivo (Atroch
et al., 2007).

As bactérias promotoras do crescimento de plantas (BPCP) possuem habilidades diretas
e indiretas para promover o crescimento e desenvolvimento vegetal. Os mecanismos diretos
estdo relacionados ao aumento da disponibilidade de nutrientes e producédo de fitohormonios e
0s mecanismos indiretos envolvem a inibi¢ao de patdgenos e inducao de resisténcia sistémica
na planta (Ramakrishna et al., 2019; Li et al., 2021).

Na busca por uma producdo agricola mais sustentavel e com reducdo de custos em

insumos, as BPCP sdo uma alternativa viavel em muitos sistemas e culturas agricolas. Tal
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desempenho tem sido relatado em diversos estudos relacionados as habilidades dessas bactérias
em promoverem o crescimento vegetal, manter o estado nutricional da planta, conciliando com
a reducdo do uso de insumos quimicos (Aloo et al., 2019; Andrade et al., 2023).

Nesse sentido, o presente estudo € considerado de grande importancia tanto no
biocontrole da antracnose como na producgéo de mudas de guaranazeiro, pelo fato de ser uma
alternativa ao processo atual de enraizamento e as praticas consolidadas na presente cultura.
Dessa forma, o objetivo desta pesquisa foi o de avaliar a acdo de microrganismos amazonicos
no controle do fitopatdgeno C. fructicola, e no enraizamento do guaranazeiro pela promocéo

de crescimento vegetal.
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2 REVISAO DE LITERATURA

21 O GUARANAZEIRO

O guaranazeiro é uma espécie nativa da Amazonia, cujo fruto é o guarana. E uma
dicotiledénea pertencente a familia das Sapindaceae, com 130 géneros e 2.000 espécies
distribuidas em arvores, arbustos e cip06s (Souza; Lorenzi, 2008).

O género Paullinia tem aproximadamente 200 espécies, restrito a essa regido com
poucas excecdes na América tropical e subtropical. A espécie P. cupana possui duas variedades
boténicas, a variedade sorbilis encontrada somente no Brasil, e por isso conhecida como
guarana brasileiro, a qual, € econémica e comercialmente utilizada e consequentemente a mais
estudada, e a P. cupana var. typica, o guarana encontrado na Venezuela e Coldmbia (Schimpl
et al., 2013; Tricaud; Pinton; Pereira, 2016).

Na Amazonia brasileira, além da P. cupana, hd mais de oito espécies registradas,
incluindo P. seminuda Radlk., P. paullinoides Radlk., P. verrucosa Radlk., P. rufescens Rich.
ex Juss., P. caloptera Radlk., P. selenoptera Radlk., P. pinnata L. e P. pseudota Radlk. ex
Warm. (Schmidt, 1941; Tropicos, 2012). Estas espécies ainda ndo foram bem caracterizadas,
mas dependem da relacédo filogenética com o guaranazeiro, podendo se tornar uma rica fonte
de variabilidade genética para fins de reproducédo (Atroch, 2009).

Existem controvérsias em relacdo a origem e distribuicdo do guaranazeiro. No entanto,
0 habitat natural parece estar limitado a regido da bacia do rio Maués-Acu, que coincide com o
territdrio dos indios Sateré Mawé (Schmidt, 1941; Saldafia et al., 2002).

Quanto as suas caracteristicas botanicas, a planta é um arbusto semiereto e lenhoso. O
fruto possui aspectos semelhantes a uma capsula, onde cada capsula porta uma semente, que ao
ficar madura apresenta coloracdo vermelho-amarelo. A parte mais comercializada do
guaranazeiro, a semente, aparece apos o rompimento da casca de cor preta, junto ao arilo de cor
branca (Gomes, 2021).

E uma planta adaptada a clima quente e imido, necessitando de mais de 1300 mm de
chuva por ano e temperatura média superior a 21 °C, se adapta melhor aos solos ricos em matéria
organica, profundos e bem drenados, de textura meédia. Em seu habitat natural cresce como
liana até atingir o estrato superior da floresta, com a domesticagéo e o cultivo a céu aberto,
apresenta-se na forma de arbusto sub ereto com aproximadamente 3,0 m de altura (Arruda,
2007; Angelo et al., 2010).
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2.2  VALOR SOCIO-ECONOMICO DA ESPECIE

A guaranicultura tem importancia econémica, social, cultural e ambiental na Amazonia.
O Brasil € o Unico produtor mundial e atende ao mercado nacional e internacional. A area de
cultivo do guaranazeiro expandiu-se além da fronteira da Amazbnia, sendo plantado
comercialmente no Amazonas, Acre, Para, Ronddnia, Mato Grosso e Bahia (Atroch; Cordeiro,
2022).

O atrativo comercial do guaranazeiro esta nas suas sementes, que apds secas, dao origem
a um produto comercial com alto teor de cafeina (2,5 a 6%), cerca de duas a cinco vezes mais
que as sementes de café, superando também os teores encontrados no mate (1%) e no cacau
(0,7%). As sementes de guarana ainda apresentam grande quantidade de amido (60% da
semente seca), tanino (em torno de 10%), teobromina (0,03 a 0,17%) e teofilina (0,02 a 0,06%),
ricas também em fdsforo, potéassio, ferro, célcio, tiamina, vitamina A, proteina e aglcares
(Miranda; Metzner, 2010; Souza et al., 2010).

Essas sementes possuem propriedades excepcionais, como alimento funcional. As
diferentes formas de consumo do guarand, seja em pdé ou na forma de extratos, tem sido
estudada na saude humana por seus efeitos estimulante, anti-inflamatorio, antioxidante,
anticancer, hipocolesterolémico e efeitos antiobesidade; embora muitos estudos sobre dosagens
e toxicidade ainda precisam ser elucidados para sua aplicabilidade na saide humana (Torres et
al., 2021).

O guarana comercial pode ser encontrado de quatro formas diferentes: guarana em rama
(grdo torrado); guarand em bastdo (pasta do grdo torrado, triturado, pilado e misturado com
agua em forma de bastéo); guarana em pé (grdo torrado e moido); xaropes e esséncias, sendo

estd a forma mais disponivel no mercado (Majhenic; Skerget; Zeliko et al., 2007).

')
b,
X -

1.Semente torrada 2. Em po 3. Em bastado 4. Xarope de guarana

Figura 1. Formas de comercializagdo do guarana
Fonte: Embrapa (2008)



16

Apesar do processo de torrefacdo das sementes, fator que pode diminuir a quantidade
de polifenois, o extrato do guarand em p6 é uma boa fonte de compostos antioxidantes,
oferecendo possiveis efeitos benéficos a saude quando consumidos diariamente (Antunes,
2011; Silvaet al., 2015; Machado et al., 2018). A guantidade de cafeina no guarana em p6 pode
variar de acordo com a procedéncia da matéria-prima (regido de plantio), o método de cultivo,
presenca de contaminantes quimicos e métodos de secagem (Prado Junior et al., 2017).

O cultivo de guaranazeiro teve inicio no estado do Amazonas, no municipio de Maués,
distante 257 km da capital do Estado. O plantio também foi incentivado durante muitos anos
em outros Estados como Acre, Pard, Rondonia, Mato Grosso e Bahia. Na década de 1980,
Maués representava o polo de producéo de guarana no Brasil, gerando significativa renda por
meio das industrias de bebidas, cosméticas e farmacéuticas (Marques et al., 2019).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento - CONAB, atualmente, as
areas totais de guaranazeiros destinados a colheita de guarana séo de 10 mil hectares no Brasil,
distribuidas principalmente nos estados da Bahia (5.600 ha) e Amazonas (4.025 ha). O principal
Estado produtor é a Bahia, que representou 67,0% da producdo nacional em 2021, situando-se
em 1,8 mil ton, seguido do Amazonas com 23,5% da producdo nacional, tendo produzido 643
ton, e a terceira maior producéo € obtido pelo estado do Mato Grosso com 6,3% da producao
com 172 ton (Conab, 2022).

A produtividade dos guaranazeiros no Amazonas é a mais baixa (160 kg ha') dentre os
estados produtores (lbge, 2021). Existem limitacbes que influenciam na produtividade do
guaranazeiro, tais como: Problemas fitossanitarios (ocorréncia de pragas e doencas),
envelhecimento dos guaranazais, e a caréncia de pesquisas voltadas para 0 ecossistema
amazonico, sobre o uso correto do solo, manejo de coberturas vegetais e controle de plantas
infestantes, além do alto custo dos insumos (Atroch, 2009).

A relevancia da producdo de guaranad no estado da Bahia, se deve principalmente as
condigdes climaticas favoraveis no desenvolvimento da cultura e produtores que adotam um
processo de modernizacdo dos sistemas de cultivo com pacotes tecnolégicos modernizantes.
Apesar da produtividade no estado da Bahia ser maior, o preco de comercializagcdo da semente
de guarana é menor (R$ 13,55 kg!) em relagdo ao Amazonas (R$ 20,50 kgt) (Conab, 2022).
Isso se deve, em grande parte, a comercializagéo direta da producdo do guarana amazonense
com grandes industrias de refrigerantes localizadas no Estado, as quais ndo adquirem o produto
da Bahia, devido ao alto custo com transporte e encargos (Albertino, 2011).

O Amazonas apresenta recuperacdo de sua producdo, pois a Embrapa Amazodnia

Ocidental vem trabalhando intensivamente em pesquisas para que ocorra esse aumento de
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produtividade de guaranazeiro, com base na distribuicdo de mudas resistentes a doencas, e
implantacdo de projetos empresariais de cultivo que tendem a adotar padrbes agricolas
tecnificados (Atroch, 2009).

Incentivado por praticas agricolas e novas tecnologias, fruto de pesquisas, 0
conhecimento sobre a cultura evoluiu nos ultimos anos, e esta, apresenta grande potencial
socioecondmico para 0s amazonenses: oferta oportunidades de agronegécios, gera renda para a
populacéo rural e permite a cultura permanecer no mesmo meio. O avanco pela demanda do
guarana e a mao de obra envolvida na producdo sao alternativas para o desenvolvimento do

setor agricola e industrial do Estado (Cravo, 2001; Albertino et al., 2012).

2.3 PROPAGACAO DO GUARANAZEIRO

A propagacdo sexuada tem importancia restrita em grande nimero de frutiferas, sendo
a propagacdo assexuada largamente utilizada na producdo de mudas. 1sso se deve a necessidade
de se garantir a manutencdo das caracteristicas varietais, as quais determinam o valor
agrondmico do material a ser propagado, em espécies de elevada heterozigose como as
frutiferas (Mendonga et al., 2014). Plantas oriundas da reproducdo via sementes podem
apresentar grande variabilidade genética, porém, na fruticultura os produtores buscam
uniformidade genética na implantacdo do jardim comercial (Franzon et al., 2010).

A producdo de mudas de guaranazeiro pela utilizacdo de sementes, é dificultada devido
as suas caracteristicas de perder rapidamente a viabilidade, ndo suportando desidratacdo
acentuada nem baixa temperatura, enquadrando-se no grupo de sementes recalcitrantes, além
da alta variabilidade genética entre as plantas, e o longo periodo para formacdo de mudas
(Carvalho et al., 1982; Pereira, 2005).

O processo de estaquia surge como alternativa para a propagacado vegetativa da espécie,
possibilitando a reproducdo de plantas superiores com as caracteristicas desejadas, além da
padronizacdo do cultivo comercial, ja que os individuos propagados serdo clones do gendtipo
selecionado e, portanto, desenvolverdo as caracteristicas desejadas no processo de selecéo
(Mondenezi, 2019).

A estaquia pode propiciar a obtencdo de individuos idénticos a planta matriz, mas
também tem o potencial de aumentar a obtencéo de tecidos juvenis, a uniformidade e vigor na
producdo, maximizando o potencial de estabelecimento quando levadas a campo, podendo
ainda ser uma ferramenta importante para a propagagdo de espécies de dificil enraizamento
(Tosta et al., 2012; Badilla et al., 2016).
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O sucesso no processo de propagacao vegetativa esta relacionado a véarios fatores como
escolha da técnica utilizada, qualidade do material bioldgico, tipo de estacas, substrato,
facilidade de enraizamento, regulador de crescimento, concentracdo do regulador e estac6es do
ano (Rios et al., 2012; Stuepp et al., 2015).

E considerada a técnica de maior viabilidade econdmica para o estabelecimento de
plantios clonais, visto que plantas inicialmente bem desenvolvida e de rapido estabelecimento
podem reduzir custos e maximizar o sistema produtivo (Silva, 2018), os individuos propagados
vegetativamente também sdo capazes de produzir precocemente e mostram maior
sobrevivéncia no estabelecimento inicial. Essa técnica também é utilizada para a propagacgéo

de plantas ornamentais, espécies florestais e na fruticultura (Hartmann et al., 2011).

2.4 BACTERIAS COMO PROMOTORAS DO CRESCIMENTO VEGETAL

Dentre as Bactérias Promotoras do Crescimento de Plantas — BPCPs estdo incluidas as
bactérias de vida livre no solo proximo as raizes, as rizobactérias, bactérias endofiticas e
epifiticas (Ramakrishna et al., 2019), que além de possuirem uma grande influéncia no
crescimento das plantas, também podem ser uma fonte importante de compostos bioativos
(Abdallah et al., 2019).

Alternativas sustentaveis de baixo custo sdo observadas em diversas plantas, pela
substituicdo parcial ou integral de nutrientes minerais pelo uso de microrganismos. Esses
microrganismos apresentam alta diversidade de capacidades bioquimicas, executando
processos como Fixacdo Bioldgica de Nitrogénio - FBN, producédo de fitohorménios (auxinas,
giberelinas e citocininas), solubilizacdo de fosfato, siderdéforos, reduzindo a aplicacdo de
fertilizantes quimicos, entre outros (Hungria et al., 2011; Florentino et al., 2017; Alori;
Babalola, 2018) além da acdo antagdnica aos fitopatdgenos do solo e a resisténcia ao estresse
abiotico e bidtico (Afzal et al., 2019; Camaille et al., 2021).

As rizobactérias representam o grupo mais conhecido das BPCPs. Isso ocorre, pois elas
contribuem no crescimento das plantas por meio de regulagdo dos niveis hormonais, aquisicao
de recursos nutricionais e biocontrole de diferentes patdgenos, além de reduzir a producéo de
etileno, possibilitando que as plantas desenvolvam uma raiz mais longa e melhor se estabelecam
no inicio do desenvolvimento (Zandi; Basu, 2016; Bhattacharyya et al., 2020).

No caso das bactérias endofiticas é relevante ressaltar que elas colonizam os tecidos

internos das plantas, onde ndo causam alteragdes morfolégicas e nem causam doencas, sendo
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capazes de exercer prontamente um efeito benéfico, tendo em vista que se encontram em
contato direto com as células vegetais (Malfanova et al., 2013; Santoyo et al., 2016).

A producdo de horménios vegetais pode regular o crescimento, além de diversos
aspectos da fisiologia vegetal, como senescéncia e dominancia apical, apesar das plantas
produzirem os proprios hormdnios, a quantidade produzida ndo supre a demanda interna,
necessaria para seu desenvolvimento (Odoh, 2017).

Dentre os horménios vegetais mais ligados ao incremento vegetal estd o grupo das
auxinas, sendo seu principal representante o acido indol-3-acetico (AlA), responsavel pela
regulacdo da divisdo celular, expansdo, diferenciacdo celular, e polarizacdo, além de
desenvolvimento de 6rgéos, como raiz lateral, adventicia e dominancia apical (Ludwig-Mdller,
2015).

Quanto a FBN, é um processo realizado por algumas espécies de bactérias de
fundamental importancia no fornecimento de nitrogénio para determinados grupos de plantas
(Soumare et al., 2020). Nesse processo, 0 N2 presente no ar é convertido em sua forma
amoniacal, tornando-o disponivel para a absorcdo vegetal (Zgadzaj et al., 2016).

O fésforo € outro elemento essencial para o desenvolvimento das plantas, e quando
aplicado na sua forma sollvel, é perdido por se ligar fortemente as particulas de solo, tornando-
se em grande parte, insoltvel e indisponivel as plantas (Odoh, 2017). Dessa forma, a acao de
microrganismos solubilizadores de fosfatos se da pela disponibilizacdo desse mineral na sua
forma soluvel, na solucéo do solo (Sharma et al., 2011). A mineralizacdo de fosfatos organicos,
ou a mobilizacao da forma organica para inorganica também € um mecanismo microbiano, que
torna possivel a absor¢do do nutriente pela planta (Singh et al., 2011).

Outra estratégia utilizada por esses microrganismos é o controle biologico de
fitopatdgenos. Dentre os mecanismos utilizados para o controle biolégico, estdo a producéo de
antibidticos que consiste em uma forma direta de controle, sendo que bactérias dos géneros
Bacillus, Streptomyces e Pseudomonas (Postma et al., 2009; Shao et al., 2015; Yuan et al.,
2015) sao descritos como produtores. Alem da competicao por nicho e nutrientes (Odoh, 2017),
ja que sdo capazes de colonizar rapidamente a rizosfera ou filosfera utilizando os nutrientes
disponiveis e se desenvolvendo no espaco disponivel, ndo possibilitando, aos patdgenos, chance
de estabelecimento, impedindo desta forma o desenvolvimento da doenga (Pahari; Mishra,
2017).

Apesar de varios estudos terem comprovado a eficiéncia desses microrganismos em
leguminosas e gramineas, poucos foram empreendidos no que se relaciona a resposta de

inoculacdo de bactérias em frutiferas tropicais (Weber et al., 1999; Weber et al., 2003),
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sobretudo na producdo de mudas (Fernandes et al., 2013). Estes resultados apontam para um
cenario igualmente promissor para o desenvolvimento de inoculantes para frutiferas, ja que
essas bactérias tém apresentado resultados satisfatorios (Baldotto et al., 2010).

Além de todas as vantagens econdmicas, 0 uso de microrganismos como bioinoculantes
tem importancia ambiental, pois contribui para 0 aumento da produtividade de maneira
sustentavel. Tal utilizagdo evita a degradacdo de solos, causada pelo uso indiscriminado de
fertilizantes e defensivos agricolas, permitindo também a producéo de alimentos de qualidade,
reduzindo custos para o produtor. Evita ainda a eutrofizacdo dos ambientes aquaticos, por
reduzir a quantidade de nutrientes lixiviados, e também contribui reduzindo a emissao de gases
necessarios para a producdo de adubos nitrogenados, cujo consumo de energia é bastante
dispendioso (Rodrigues, 2016).

2.5 HORMONIOS COMO REGULADORES DO DESENVOLVIMENTO VEGETAL

As dificuldades do enraizamento de estacas constituem um dos mais sérios problemas
envolvendo a participacdo do ambiente como também os fatores relacionados a prépria planta,
sendo assim, a busca por técnicas auxiliares e sustentaveis torna-se de grande importancia,
como os reguladores de crescimento, proporcionando melhoria do enraizamento (Gontijo et al.,
2003).

Segundo Botin e Carvalho (2015) os hormonios vegetais, também conhecidos como
fitormonios, sdo responsaveis pelo crescimento, diferenciacdo, regulacdo da intensidade e
orientagdo do crescimento, sendo eles: auxinas, giberelinas, citocininas e etileno.

Estes podem ser tanto naturais quanto sintéticos, e podem ser aplicados diretamente nas
plantas, alterando seu balanco hormonal, de modo que haja alteracdo na germinacao,
emergéncia e desenvolvimento inicial das plantas, promovendo alongamento do caule, divisdo
celular em tecidos, crescimento de frutos, abscis@o foliar, inducdo de florescimento, e etc.
(Ruedell et al., 2013).

As auxinas sao sintetizadas principalmente em folhas jovens onde promovem a
expansdo celular e se movem a longas distancias através do floema até as raizes, onde
promovem ramificacdes (Malfanova et al., 2013; Paque; Weijers, 2016). O acido indol-3-
acetico (AlA) é a auxina mais abundante, e considerada de maior relevancia pelos fisiologistas
vegetais (Cassel et al., 2021). Muitos processos sdo controlados por este hormdnio vegetal,

sendo eles: alongamento do caule, dominancia apical, formacgéo das raizes, desenvolvimento de
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frutos e crescimento orientado ou tropismo. Nenhuma planta é capaz de se desenvolver com
deficiéncia de auxina (Taiz; Zeiger, 2017).

Consideradas as principais substancias indutoras do enraizamento adventicio, as auxinas
estimulam a sintese de etileno, favorecendo assim a emissdo de raizes principalmente para
espécies de dificil enraizamento (Hartmann et al., 2002). Elas sdo empregadas de diferentes
formas e quantidades nas estacas caulinares, principalmente por meio de imersdo em solucéo
concentrada, ou imersdo em po, cujo concentrado é misturado com talco inerte favorecendo o
enraizamento (Xavier et al., 2009).

Tratar as estacas com auxinas, aléem de estimular a iniciacdo radicular promove o
aumento da porcentagem de estacas enraizadas, acelera o tempo de formacdo das raizes e
consequentemente diminui a permanéncia das estacas no leito de enraizamento (Miranda et al.,
2004). Essas substancias, além de acelerarem o processo de enraizamento, melhoram a
qualidade das raizes formadas, produzindo mudas com uniformidade.

Para Fronza e Hamann (2015) as principais auxinas empregadas na propagacdo de
mudas € a auxina natural AlA, e as auxinas sintéticas como &cido indol-3-butirico (AIB), &cido
naftaleno acético (ANA) e o acido 2,4-diclorofenoxiacético.

No que tange as giberelinas, essas moléculas promovem efeitos similares as auxinas.
Uma das diferencas é que as giberelinas quase nao apresentam efeitos em segmentos de plantas
(Peixoto, 2011), no entanto, desempenham fungbes bioldgicas, que incluem germinacdo de
sementes, mobilizacdo das reservas do endosperma, crescimento da parte aérea, floragdo,
partenocarpia, senescéncia e abscisao (Vieira et al., 2010).

As citocininas além da funcdo da divisdo celular esta ligada a outras atribuicdes na
fisiologia das plantas como mobilizacdo de nutrientes, retardo na senescéncia foliar, sintese de
clorofilas, desenvolvimento floral, expansao de folhas e cotilédones, germinacdo de sementes,
dominéncia apical, formacéo e atividade de meristemas apicais e superacdo de dorméncia de
gemas (Taiz; Zeiger, 2013; Fagan et al., 2015).

Envolvido no desenvolvimento de raiz e parte aérea, o etileno € o horménio que
participa na maturacéo e senescéncia de frutos, abscisdo de folhas, quebra de dorméncia entre
outros processos de desenvolvimento da planta. Sua producdo ocorre em resposta a estresses
bioticos e abidticos. Por ser um gas, esse hormdnio ndo se desloca através de vasos condutores

e sim por difusdo através dos espacos entre as celulas do tecido vegetal (Taiz; Zeiger, 2017).

2.6 ACIDO-INDOL-ACETICO COMO COFATOR DO ENRAIZAMENTO
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A auxina (do grego 'auxein’, que significa crescer) foi o primeiro hormonio vegetal a ser
descoberto, identificado primeiramente como AlA, é o fitorménio mais estudado e o mais
produzido por bactérias (Navarro et al., 2006).

Apesar de ser reconhecida como molécula de origem vegetal, existem diversas
populacbes bacterianas com capacidade de sintetizar fitormonios que incluem &cido indol-3-
acético (auxina), giberelinas ou citocininas (Bottini et al., 2004; Tsavkelova et al., 2006).
Zakhavora et al. (1999) verificaram que 80% das bactérias isoladas da rizosfera sdo capazes de
produzir AIA. Considerando que essa substancia nao funciona como um hormonio em células
bacterianas, esta habilidade pode ter evoluido devido a sua importancia na relacdo bactéria-
planta (Patten; Glick, 2002). Portanto, as bactérias podem intervir na producdo e regulacdo de
horménios vegetais e serem determinantes do fendtipo da planta. Os fitorménios neste contexto
podem assumir o papel de componentes chaves nas interacdes planta-microrganismo.

O AIA liberado por bactérias promotoras de crescimento estimula o aumento da
superficie radicular e, consequentemente maior absorcdo de nutrientes do solo. Assim, a
producdo de AlA resulta em um afrouxamento das paredes celulares e aumento da exsudacéo,
a qual proporciona nutrientes adicionais para suportar o crescimento de bactérias na rizosfera
(Glick, 2012), além de poder ocasionar o desenvolvimento dos vegetais, ele também atua na
defesa contra patdgenos, porque favorece o aumento da espessura da parede celular do vegetal,
formando uma barreira fisica em combate a fitopatdgenos, ou seja, é capaz de impedir a entrada
de fitopatdgenos através das células radiculares, além de participar da regulacdo de genes de
defesa a patdgenos (Mohite, 2013).

Plantas e bactérias possuem um alto grau de similaridades em rotas biossintéticas do
AlA, por exemplo, ambas, plantas e bactérias produzem o AIA pela rota do &cido indol-3-
piravico, no entanto, bactérias benéficas ao crescimento vegetal podem sintetizar auxina atraves
de rotas alternativas dependentes e ndo dependentes de triptofano, utilizando mais de uma rota
biosintética do AlA (Patten; Glick, 2002; Spaepen et al., 2007). A producéo e a concentracéo
de triptofano nos exsudatos radiculares variam com as espécies de plantas (Patten; Glick, 1996).

Nas plantas, as raizes sdo as partes mais sensiveis a variagdes da quantidade de AIA, em
condicBes de acumulo de AlA exdgeno nos tecidos radiculares, os vegetais respondem com o
alongamento das raizes primaérias, formagdo de raizes laterais e adventicias, estimuladas em
baixas concentragdes do hormonio, e verificada a inibi¢cdo do crescimento em concentragdes
mais elevadas (Patten; Glick, 2002).

Muitos géneros de bactérias como Pseudomonas, Rhizobium, Azospirillum,

Enterobacter, Azotobacter, Klebsiella, Alcaligenes, Pantoea e Streptomyces sdo relatados como
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produtores de hormonios (Imada et al., 2017; Marag; Suman, 2018). De acordo com Batista
(2012) ao inocular em ensaios in vivo rizobactérias como Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria,
observou que ambas promoveram aumento significativo do peso seco da raiz e da parte aérea
de plantas de milho. Devido a capacidade das rizobactérias de promover a formacéo de raizes
e promocao de crescimento, elas também passaram a ser avaliadas em estacas de oliveira. No
Brasil, Silva et al. (2017) e Mariosa et al. (2017) foram as primeiras a realizarem estudos
utilizando essa capacidade das bactérias, ambas obtendo resultados positivos promissores no
enraizamento das estacas de oliveiras, quando comparados ao AlB.

Muitos estudos utilizando reguladores vegetais tém sido descritos, porém quando se
trata da utilizacdo de microrganismos na producdo de mudas ainda s&o poucos os estudos
relacionados, no Brasil e no mundo (Mariosa et al., 2017; Silva et al., 2017).

O desenvolvimento de inoculantes com rizobactérias pode contribuir com a agricultura
sustentavel, ndo somente no ambito de reduzir o uso de fertilizantes e agrotoxicos no campo
(Adesemoye; Kloepper, 2009), devido as propriedades biofertilizantes e biopesticidas das
rizobactérias (Martinez-Viveros et al., 2010; Bhattacharyya; Jha, 2012), mas também aliando a
sua capacidade fitoestimuladora na inducdo do enraizamento adventicio, ja que os efeitos
ambientais e na salde humana provenientes da utilizacdo do horménio sintético AIB ndo sdo

suficientemente conhecidos (National Organic Standards, 2013).

2.7 CONTROLE BIOLOGICO POR BACTERIAS ENDOFITICAS

O crescimento na producédo de alimentos culmina no aumento do uso de agrotoxicos e
fertilizantes quimicos, ambos ambientalmente prejudiciais. Fertilizantes fosfatados e
nitrogenados, bem como agrotoxicos, podem causar Sérios impactos ambientais como
lixiviacdo, poluicédo do ar, contaminacdo de lencois freaticos e alteracdo da biodiversidade (Rani
etal., 2021).

Fitopatogenos sdo responsaveis por uma perda substancial na qualidade e quantidade da
producdo agricola em todo o mundo (Savary et al., 2019). Para minimizar o efeito de
fitopatdgenos na agricultura, o crescente uso de agroguimicos tornou-se realidade no Brasil
(Brasil, 2016). O controle biologico, ainda é pouco utilizado por produtores, e consiste na
utilizacdo de microrganismos benéficos para minimizar o ataque e severidade de doengas em
plantas (Oliveira et al., 2015; Schéfer, 2017).

O controle biolégico apresenta algumas vantagens: a reducdo de exposicdo dos

produtores e técnicos aos defensivos agricolas; auséncia de residuos nos alimentos; baixo risco
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de poluicdo ambiental; auséncia de periodo de caréncia entre a liberacdo ou aplica¢do do
inimigo natural e a colheita, apreciagdo pelo mercado que demanda produtos livres de
defensivos agricolas, e principalmente, a seletividade aos inimigos naturais (Junior, 2020).

Microrganismos como bactérias tém a capacidade de produzir compostos
antimicrobianos que ajudam a competir por nutrientes e espaco em um determinado habitat, os
mesmos podem ser utilizados como bioinoculantes no controle de fitopatégenos, sendo uma
estratégia de controle mais barata que a utilizacdo de produtos quimicos, além de ter efeitos
positivos ao promover o crescimento de plantas (Rahman et al., 2018; Cesa-Luna et al., 2020).
Os géneros bacterianos mais estudados capazes de produzir estas substancias inibitérias sao
Enterococcus, Lactococcus, Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Klebsiella, Escherichia e
Burkholderia (Cesa-Luna et al., 2020).

A efetividade de bactérias enddfiticas como agentes de controle bioldgico depende de
muitos fatores tais como a especificidade da planta hospedeira, a dindmica de populacéo e
padrdo de colonizacgéo da planta, a habilidade para mover-se dentro dos tecidos da planta e a
habilidade para induzir resisténcia sisttmica (Melnick et al., 2008).

Dentro do controle biolégico de doencas, 0 uso de microrganismos endofiticos tem
gerado bons resultados (Aravind et al., 2010; Melnick et al., 2011). De acordo com Souza et
al. (2015), 113 isolados bacterianos endofiticos de plantas sadias de Echinodorus scaber Rataj
(chapéu de couro) foram testadas quanto a sua potencialidade como agentes de biocontrole
frente a cinco fitopatdgenos pos-colheita de grdos de soja. O potencial inibitorio das linhagens
bacterianas testadas resultou na reducdo de aproximadamente 100% do crescimento dos cinco
fitopatdgenos, constituindo uma excelente ferramenta de controle bioldgico. Segundo
Nascimento (2017), 219 isolados bacterianos endofiticos de Himatanthus sucuuba foram
testados como agentes de biocontrole frente a trés fitopatdgenos do género Colletotrichum sp.,
e estas linhagens apresentaram uma reducao do crescimento micelial de aproximadamente 90%
dos trés fitopatdgenos avaliados.

Endofitos de crescimento rapido tém grande potencial de serem utilizados no controle
bioldgico, uma vez que sdo capazes de colonizar nichos especificos e inibir, por competigdo ou

antibiose, o desenvolvimento dos fitopatdgenos (Azevedo; Aradjo, 2007).

2.8 ANTRACNOSE

A antracnose é causada por um complexo de fungos do género Colletotrichum. A fonte

de inoculo sdo restos culturais e a prépria planta em campo com folhas, caule e frutos
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infectados. Os esporos produzidos pelo fungo, dependem da agua para infeccdo e a sua
disseminacdo pode ocorrer por meio da agua da chuva, por correntes de ar, ferimentos nos
frutos, causados por insetos e equipamentos de cultivo que favorecem a penetracdo do fungo,
nos diversos orgaos da planta (Santos Filho; Oliveira, 2021). O género é distribuido em todas
as regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo, podendo infectar uma ampla gama
de plantas (Cannon et al., 2012).

E considerado um dos géneros de maior importancia em relacio a patdgenos de plantas.
Sdo varias as espécies pertencentes a este género e que ataca grande variedade de culturas em
todo 0 mundo, entre elas, cereais, legumes e frutas (Bonett et al., 2012).

A doenca é considerada cosmopolita sendo encontrada em citrus, mamao, morango,
guarana, banana, goiaba, maracuja, ameixa, entre outros. Ataca todos os 6rgaos da parte aérea,
causando apodrecimento (nas folhas, frutos e 6rgdos reprodutivos) ou crestamento (folhas e
ramos) (Fisher et al., 2005; Bulhdes, 2012).

No ano de 2012 esse género foi classificado como o oitavo grupo mais importante de
fungos fitopatogénicos do mundo, baseado em perspectivas cientificas de significancia
econémica (Dean et al., 2012).

A sintomatologia da doenca é caracterizada por manchas necréticas com coloracéo
escura e bordos definidos, queima e queda das flores e frutos. Pode também ocorrer o
tombamento de plantas jovens, cancro e secamento de ramos. As manchas sdo escuras e
deprimidas nos ramos, causando a seca dos ramos ponteiros. Quando a doenca ataca 0s botdes
florais, ocorre a abscisdo ou seca e compromete o desenvolvimento do fruto, causando
podriddo. No fruto, o fungo causa um escurecimento da polpa, seguido de podridao e
consequentemente queda (Damm et al., 2018).

E favorecida por umidade alta e temperaturas entre 25 e 30 °C. Periodos de chuva
favorecem o rapido desenvolvimento da doenca. Em areas sem ocorréncia da doenca, o indculo
primario provem de mudas contaminadas. Em &reas contaminadas, o inoculo é o proprio solo e
restos de cultura, pois o fungo sobrevive por mais de nove meses nestes locais (Santos et al.,
2015).

Um dos fatores limitantes da cultura do guaranazeiro no estado do Amazonas é a
antracnose. Essa doenca ¢ causada pelo fungo C. guaranicola e pode destruir até 80% das areas
cultivadas (Muniz et al., 2011).

No guaranazeiro a doenga é caracterizada pelo aparecimento de lesGes necrdticas

arredondadas de cor laranja na superficie das folhas. Lesdes foliares tipicas da antracnose no



26

guaranazeiro também sdo colonizadas por outros patdgenos e microrganismos que se
aproveitam das condi¢fes ambientais criadas pelos fitopatdgenos (Newton et al., 2010).

O Colletotrichum € encontrado tanto em guaranazeiros doentes, quanto sadios. Isso
poderia indicar que existem fungos do género que ndo sdo danosos a planta, ou entdo que a
doenca s6 ocorreria se houvessem condi¢bes favordveis para sua manifestacdo (Costa Neto,
2009).

O controle da antracnose deve ocorrer ainda no campo, seguido de cuidados essenciais
e preventivos na pods-colheita. Visando reduzir a quantidade de indculo no campo, o controle
da doenca € realizado basicamente com tratamento quimico e préaticas culturais. O tratamento
pos-colheita dos frutos € uma forma de controlar o micélio quiescente e protegé-los de infec¢des
secundarias, durante 0 armazenamento e transporte para 0s mercados consumidores, sendo que
as medidas de controle sdo constituidas principalmente de fungicidas. Entretanto, os efeitos
residuais e a evolugdo do patégeno em relacdo a resisténcia aos fungicidas tém despertado a
atencdo dos pesquisadores na procura de métodos alternativos de controle, tais como uso de
biofungicida, extratos vegetais, 6leos essenciais e indutores de resisténcia (Ventura et al., 2003;
Bonett et al., 2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo de microrganismos amazOnicos no controle do fitopatdgeno
Colletotrichum fructicola, e no enraizamento do guaranazeiro pela promocgao de crescimento

vegetal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Testar a acdo de bactérias amazbnicas em promover o crescimento vegetal do
guaranazeiro pelo método de propagacdo vegetativa,;

Determinar o efeito da inoculacdo de bactérias amazonicas sobre a germinacdo de
sementes de guaranazeiro;

Avaliar o uso de bactéria endofitica de Himatanthus sucuuba em promover protecéao as

plantas de guaranazeiro frente ao fitopatdgeno C. fructicola.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS

As estirpes bacterianas utilizadas nesse trabalho, foram pré-selecionadas quanto ao
potencial de biocontrole do Colletotrichum do guaranazeiro em testes in vitro e promogéo de
crescimento a partir da producdo do fitormonio AlA (Batista, 2012; Nascimento, 2017). Foram
utilizadas duas estirpes bacterianas: uma endofitica, isolada de folhas de H. sucuuba depositada
no Laboratorio de Principios Bioativos de Origem Microbiana/LPBOM, localizado na
Faculdade de Ciéncias Agréariass/FCA da Universidade Federal do Amazonas/UFAM,
identificada pelo codigo B1, e uma rizobactéria, obtida de solo rizosférico de plantas de
guaranazeiro cedida da Colecdo Microbiana do Laboratorio de Genética de Microrganismos da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” — ESALQ, identificado pelo cddigo
RZ2MS9.

O fitopatdgeno C. fructicola identificado por Casas (2021), foi isolado de folhas de
guaranazeiro, apresentando lesGes necrdticas e depositado na Colecdo de Culturas do
Laboratorio de Fitopatologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia/INPA. A
patogenicidade do microrganismo foi comprovada por meio do Postulado de Koch (Bezerra,
2017).

4.2 CARACTERIZACAO MOLECULAR

As linhagens bacterianas foram identificadas por meio do sequenciamento do gene 16S
rDNA. O DNA gendmico dos isolados, foi extraido seguindo o método descrito por Mota,
Back-Brito e Nobrega (2009), modificado. O gene 16S rDNA foi amplificado por meio da
técnica PCR, usando o par de primer bacteriano 27F (5’ - AGA GTT TGA TCM TGG CTC
AG -3’) e 1492R (5’ - GGT TACCTT GTT ACG ACTT - 3’) (Lane, 1991).

A reacdo de amplificacdo foi realizada em termociclador MyGenie 96 Thermal Block
da Bioneer, programado para realizar desnaturacdo inicial a 94 °C por 3 minutos, 30 ciclos
compreendendo desnaturacdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 56 °C por 1 minuto e extensédo
a 72 °C por 2 minutos, seguida de extens&o final a 72 °C por 7 minutos. O produto das rea¢oes
foi analisado em gel de agarose (1% p/v) para visualizacdo dos fragmentos.

As sequéncias obtidas a partir do gene 16S rDNA pelo sequenciamento foram utilizadas

para identificagdo dos isolados, por meio do Banco de Dados NCBI (National Center for
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Biotechnology Information — http://ncbi.nlm.nih.gov), utilizando a ferramenta BLASTn. Foram
consideradas sequéncias com dissimilaridades menor ou igual a 3% com as do Banco de Dados.

4.3 ENSAIOS “IN VIVO” PARA PROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL

4.3.1 Preparo dos in6culos bacterianos

Para inoculagdo das bactérias nas estacas, 1 mL de suspensdo celular das linhagens
bacterianas (1x108 UFC mL™) foram inoculados em frascos Erlenmeyer contendo 1 L de meio
de cultura liquido Luria-Bertani (LB), agitado constantemente por aproximadamente 6 horas a
28 °C, até atingir a fase log que corresponde a 1x108 UFC mL™. A concentragdo da suspensio
bacteriana foi determinada pela absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de
(£) 600 nm (Batista, 2012).

4.3.2 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), com trés tratamentos:
estacas da cultivar BRS-CG611 tratadas com suspensdo bacteriana de Bacillus sp. RZ2MS9
(Br); com suspensao bacteriana de Burkholderia sp. (B1); e estacas sem inoculacdo bacteriana,
somente aplicacdo de dgua destilada autoclavada, consistindo no controle (Cr). Foram utilizadas

sete repeticOes e dez estacas por repeticdo para cada tratamento.

4.3.3 Plantio e condic6es de crescimento

O experimento foi conduzido no campo experimental da Embrapa Amazonia Ocidental,
localizada no km 29 da rodovia AM-010, Manaus — Amazonas. Os ramos de guaranazeiro para
confec¢do das estacas, foram coletados da cultivar BRS-CG611 no més de setembro/2022
(época que a cultivar estava em floracdo) nas primeiras horas da manha, afim de diminuir a
perda de dgua do material, transportados para o viveiro, para o preparo das estacas. As estacas
ndo apresentavam uniformidade em relagdo ao tamanho e espessura dos propagulos, ja que isso
varia de acordo com os entrends dos ramos. Cada estaca continha um par de foliolos que foram
reduzidos pela metade, cortadas em bisel e imersos nas suspensdes bacterianas por 30 minutos.

Os controles consistiram de estacas imersas em agua destilada autoclavada, mantidas durante o
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mesmo periodo. Foram plantadas em sacos pretos (23 x 18 x 0,15 cm) com substrato composto
de terrigo e areia (4:1 v/v) e acondicionadas em viveiro por 120 dias. A adubagéo foi realizada
a cada 30 dias conforme indicacdo para a cultura (Pereira, 2005). As estacas foram mantidas

sob nebulizacdo intermitente, no periodo de setembro/2022 a janeiro/2023.

4.3.4 Andlise morfoldgica das mudas

Apos 120 dias no viveiro sob influéncia dos tratamentos, as estacas foram separadas do
substrato por lavagem em agua corrente e agitacdo manual para analise dos caracteres
morfologicos do sistema radicular. As caracteristicas analisadas foram: porcentagem de estacas
mortas (sem formacé&o de calos ou raizes), porcentagem de estacas com calo (estacas vivas, com
formacdo de massa celular indiferenciada na base e sem raizes), porcentagem de estacas
enraizadas, numero de raizes, volume das raizes (mL) e peso da matéria fresca e seca das raizes
(9).

Todas as raizes foram cortadas rente ao ponto de insercao na estaca e, posteriormente,
contadas e medidas. O volume foi medido pelo deslocamento de &gua provocado pela
introducdo das raizes em proveta graduada. A massa da matéria seca foi obtida por meio da

secagem das raizes em estufa a 70 °C até peso constante (Albertino et al., 2012).

4.3.5 Bacterizacéo das sementes

Para a bacterizacdo das sementes foi utilizado 1 mL de suspenséo celular das linhagens
bacterianas em duas concentracdes diferentes, configurando os seguintes tratamentos: sementes
de guaranazeiro tratadas com suspensao bacteriana de Bacillus sp. RZ2MS9 na concentragédo
1x108 UFC mL; sementes de guaranazeiro tratadas com suspensio bacteriana de Bacillus sp.
RZ2MS9 na concentragdo 1x10° UFC mL!; sementes de guaranazeiro tratadas com suspensao
bacteriana de Burkholderia sp. na concentragdo 1x10® UFC mL™; sementes de guaranazeiro
tratadas com suspensio bacteriana de Burkholderia sp. na concentragdo 1x10° UFC mL™; além
do controle com auséncia de inoculacdo bacteriana.

A inoculacéo foi realizada em frascos Erlenmeyer, contendo 100 mL de meio de cultura
liquido Luria-Bertani (LB), sendo agitados constantemente até atingir as concentrages 1x108
e 1x10° UFC mL™, respectivamente. A concentragio da suspensio bacteriana foi determinada

por absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de (£) 600 nm. Sementes de
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guaranazeiro foram imersas nas suspensdes bacterianas e mantidas sob agitacdo em Becker de
500 mL, a 120 rpm por aproximadamente 30 min a 28 °C. Os controles consistiram em sementes
de guaranazeiro imersas em agua destilada autoclavada sob as mesmas condi¢bes descritas

acima.

4.3.6 Delineamento experimental

O delineamento experimental aplicado foi o DIC em esquema fatorial (2 linhagens
bacterianas x 2 concentracBes + controle), com seis repeticdes por tratamento, totalizando 30

parcelas, contendo dez sementes em cada parcela.

4.3.7 Plantio e condicGes de crescimento

O plantio seguiu metodologia descrita por Gama (2015), com modificacbes. As
sementes foram cedidas pela Embrapa Amazdnia Ocidental. Antes de serem submetidas aos
tratamentos, houve a retirada da casca e arilo das sementes em agua corrente, seguida da
imersdo nas suspensdes bacterianas e posteriormente semeadas com o auxilio de uma pinga em
células de bandejas preenchidas previamente com areia umedecida, mantidas em casa de
vegetacao e irrigadas a cada dois dias sem a adicao de nenhuma solucéo nutritiva. Esse ensaio
foi conduzido em casa de vegetacdo instalada na Estacdo Experimental da FCA/UFAM no més
de novembro/2022.

4.3.8 Analise morfoldgica das mudas

Apds 120 dias em casa de vegetacdo sob influéncia dos tratamentos, as plantulas foram
separadas do substrato por lavagem em &gua corrente e agitacdo manual para analise dos
caracteres morfoldgicos do sistema radicular e parte aérea. As caracteristicas analisadas foram:
germinacdo (%), numero de folhas, volume das raizes (mL), numero de raizes, comprimento
das raizes (cm), massa fresca e seca das raizes, altura das plantulas (cm) e massa fresca e seca
da parte aérea (Q).

Todas as raizes foram cortadas rente ao ponto de insercdo das plantulas e,
posteriormente, contadas e medidas. O volume foi medido pelo deslocamento de agua
provocado pela introducéo das raizes em proveta graduada. A massa da matéria seca foi obtida

por meio da secagem das raizes em estufa a 70 °C até peso constante (Albertino et al., 2012).
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4.4 ENSAIOS “IN VIVO” PARA O CONTROLE BIOLOGICO

4.4.1 Producéo de conidios e suspensdo bacteriana

O fitopatdgeno C. fructicola foi cultivado em placas de Petri por sete dias em meio
Cenoura Dextrose Agar (CDA) a 28 °C. Em cada placa foram adicionados 10 mL de agua
destilada esterilizada com Tween 80 1% e realizada friccdo na superficie do meio com pincel
de cerdas macias para liberagdo dos conidios. Os conidios foram quantificados utilizando
camara de Neubauer e a suspenséo foi ajustada para a concentragdo de 1x10° conidios mL™2. As
bactérias foram multiplicadas e incubadas em meio LB a 28 °C por 48 horas, para posterior
inoculagdo. As suspensdes de células bacterianas foram padronizadas em 1x10° UFC mL™
(Alfenas; Mafia, 2007; Shiomi et al., 2015).

4.4.2 Preparo das mudas

As mudas de guaranazeiro utilizadas no ensaio foram da cultivar BRS-Amazonas
adquiridas no municipio de Maués. O substrato utilizado foi composto por terrico e areia (4:1
v/v) e a adubac&o mineral foi feita com ureia (0,56 kg m=), KCI (0,3 kg m) e Fte Br12 (0,2 kg
m3). Cerca de 3 kg de substrato foram adicionados em cada saco preto e a adubacio de
cobertura foi feita mensalmente seguindo as recomendacdes para a cultura (Pereira, 2005). As
mudas foram acondicionadas em casa de vegetacdo localizada na Area Experimental da
FCA/UFAM.

4.4.3 Delineamento experimental

Foi adotado um delineamento experimental DIC, com seis tratamentos e cinco
repeticBes, contendo trés plantas por repeticdo. Os tratamentos consistiram em quatro tempos
de inoculacdo da bactéria Burkholderia sp. antecedendo a inoculagdo do fitopatdgeno, um
controle positivo (inoculacdo do fitopatdgeno) e outro negativo (inoculacdo de agua destilada
autoclavada).

4.4.4 Microbiolizagdo da parte aérea
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A microbiolizacdo das mudas, foi realizada de acordo com Shiomi et al. (2015), com
modifica¢fes. As mudas utilizadas nesse ensaio possuiam entre trés a quatro folhas completas
com foliolos recém-lancados e completamente expandidos. A aplicacdo das bactérias ocorreu
em quatro periodos diferentes: 72h, 48h, e 24 horas antes e no mesmo dia da inoculacéo do
fitopatdgeno, pelo pincelamento da suspensdo dos antagonistas até o ponto de escorrimento em
uma folha jovem (folha composta de cinco foliolos). Foram inoculados 1 mL da suspensdo em
cada foliolo. O controle positivo consistiu do pincelamento de uma folha de cada muda apenas
do pincelamento do fitopatdgeno. O controle negativo consistiu do pincelamento de uma folha
de cada muda apenas com agua destilada esterilizada. Antes e ap6s a inoculacdo, as plantas
foram submetidas a 24 horas de incubacdo em camara umida e foram mantidas sob irrigacdo

diaria, até 0 momento da avaliacdo dos sintomas.

4.4.5 Avaliagéo dos sintomas

Avaliacdo da severidade da doenca ocorreu diariamente durante 30 dias conforme a

escala diagramatica de antracnose em guaranazeiro descrita por Pereira e Araujo (2009).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Por ndo atenderem aos pressupostos de normalidade e homocedasticidade foi realizada
a analise ndo paramétrica pelo teste de Kruskal-Wallis para identificacao de diferenca estatistica
em pelo menos um tratamento dentro de cada parametro avaliado, em seguida, as medianas
foram comparadas pelo post-hoc de Dunn. Foram utilizados os pacotes estatisticos dplyr e

rstatix no software R (R Core Team, 2023).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO MOLECULAR

As bacteérias utilizadas nesse estudo foram identificadas por sequenciamento do gene
16S rDNA. Foi utilizado a ferramenta BLASTnN para identificacdo por similaridade destas
sequéncias consultando a base de dados do GenBank®
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (Tabela 1). N&o foi possivel fazer a identificacdo das
linhagens a nivel de espécie, no entanto, de acordo com Batista (2018) a cepa Bacillus sp.
RZ2MS9 faz parte do grupo do Bacillus cereus.

Tabela 1. Caracterizacdo por similaridade obtida a partir da comparacéo de sequéncias do gene 16S rDNA das
estirpes bacterianas com as sequéncias depositadas no Banco de Dados do GenBank®, utilizando a ferramenta
BLASTn

Isolado Identificacio NUmero de Acesso Similaridade (%o)
RZ2MS9 Bacillus sp. MN220627.1 100
Bl Burkholderia sp. MN121848.1 100

A rizobactéria Bacillus sp. RZ2MS9 foi isolada da rizosfera de guaranazeiro amazonico
e possui a capacidade de promover o crescimento de soja e milho. Através de ensaios in vitro,
a linhagem foi constatada como produtora de AIA, e esse mecanismo foi sugerido como
contribuidor da promogdo do crescimento vegetal (Batista, 2012, 2018). Além de gerar
incremento significativo de cerca de 25% no peso seco da parte aérea, comprimento total das
raizes e comprimento de raizes laterais de plantas ands de tomateiro Micro-Tom quando
comparadas as plantas Micro-Tom ndo inoculadas (Batista, 2017).

A bactéria endofitica Burkholderia sp. B1 foi isolada de folhas de H. sucuuba, e
demonstrou potencial in vitro quanto a producdo de AlA, fixacdo biologica de nitrogénio (FNB)
e no controle bioldgico de fungos fitopatogénicos do género Colletotrichum sp. (Nascimento,
2017). Bactérias do género Burkholderia sdo capazes de colonizar a rizosfera de milho, trigo,
arroz, ervilha, girassol e rabanete, aumentando significativamente o crescimento da planta
hospedeira, além de reduzir a presenca de patogenos (Coenye; Vandamme, 2003; Chiarini et
al., 2006).
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5.2 ENSAIOS “IN VIVO” PARA PROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL EM
ESTACAS DE GUARANAZEIRO

Estudos mostram que o desenvolvimento das plantas é regulado por um ou mais
horménios vegetais, alguns promovem enquanto outros inibem varios aspectos do
desenvolvimento das plantas, podendo os mesmos atuarem sozinhos ou em conjunto. O AlA é
o principal horménio vegetal da classe das auxinas, sendo responsavel por induzir diversos
efeitos nas plantas como diferenciacéo dos tecidos vasculares, inducdo de raizes adventicias e
laterais, formacdo de pelos radiculares e no comprimento de raiz (Raven et al., 2014; Barnawal;
Singh; Singh, 2019).

Das bactérias que se associam a plantas, 85% tém capacidade de produzir AlA,
estimulando respostas rapidas (aumento no alongamento celular) e respostas a longo prazo
(divisdo e diferenciacdo celular) (Lacava; Azevedo, 2013). Dentre 0s microrganismos com
capacidade em promover o crescimento vegetal estdo os géneros Burkholderia e Bacillus (Tripti
etal., 2017).

Com intuito de investigar o potencial biotecnoldgico que as bactérias apresentaram in
vitro, e que foi constatado em algumas culturas agricolas, foi proposto avaliar a influéncia das
linhagens Burkholderia sp. B1 e Bacillus sp. RZ2MS9 em promover o crescimento de sementes
e estacas de guaranazeiro, uma vez que 0s métodos de propagacdo da cultura até 0 momento
vigentes, ndo sejam tdo promissores, e precisam ser melhorados e adequados conforme a
realidade do produtor.

Desta forma, para o ensaio de propagacdo vegetativa do guaranazeiro, o teste de
Kruskal-Wallis apontou diferenca estatistica entre os tratamentos apenas para 0s parametros de
estacas mortas (sem formacdo de calos ou raizes) e estacas enraizadas. A comparacao entre as
medianas pelo post-hoc de Dunn revelou que a inoculagéo bacteriana promove o enraizamento
de estacas, reduzindo a perda deste material propagativo pela morte em campo, uma vez que 0
tratamento controle, sem inoculagdo bacteriana resultou na maior porcentagem de estacas
mortas (60%), seguido pelo tratamento Burkholderia sp. (B1) (50%) e Bacillus sp. RZ2MS9
(Br) (40%). A bactéria Bacillus sp. RZ2MS9 (Br) resultou em maior porcentagem de estacas

enraizadas (40%), quando comparada aos demais tratamentos (10%) (Tabela 2, Figuras 2).



Tabela 2. Teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn para analise do enraizamento de estacas de
guaranazeiro da cultivar BRS-CG611 submetidas a inoculacéo das bactérias Bacillus sp. RZ2MS9
(Br), Burkholderia sp. (B1) e controle (Cr) - sem inoculacdo bacteriana

N ) Tratamentos
Parametros avaliados

Bl Br Cr

Estacas sem formacéo de calos ou raizes (%) 50 b 40c 60 a

Estacas com formacao de calos (%) 30 30 20
Estacas enraizadas (%) 10b 40 a 10b

Numero de raizes por estacas 5ns 4ns 0,561 ns

VVolume das raizes (mL) 0,8 ns 0,8 ns 1,0ns
Massa fresca das raizes (g) 0,764ns 0,703ns 1,3ns
Massa seca das raizes (g) 0,146 ns 0,2ns 0,1ns

Nota: ns = ndo significativo; medianas seguidas de letras diferentes diferem entre si na linha
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Figura 2. Boxplot do efeito dos tratamentos com inoculagdo bacteriana de Burkholderia
sp. (B1), Bacillus sp. RZ2MS9 (Br) e auséncia de inoculagdo - controle (Cr) na
porcentagem de mortalidade e enraizamento de estacas de guaranazeiro da cultivar BRS-
CG611

Sabe-se que o processo de enraizamento em espécies lenhosas € dependente do gendtipo
(Oliveira et al., 2015). Com isso, diferentes espécies, hibridos e clones do mesmo progenitor

podem requerer diferentes condic¢Bes de cultivo e, consequentemente, indices e processos de

enraizamento variados (Silva et al., 2021).
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Essa variacdo ja foi observada na emisséo de raizes em estacas caulinares das cultivares
de guaranazeiro, oscilando de 5,6 a 90,6% (Arruda et al., 2007; Albertino et al., 2012). A
cultivar BRS-CG611 apresentou 67,89% de enraizamento sendo enquadrada na classe 2,
caracterizada como cultivar de enraizamento intermediario (Atroch et al., 2007), apresentou
resultados semelhantes em outras analises, 68,75% (Albertino et al., 2012) e 57% (Pinto, 2019).
Outras espécies também sofrem influéncia do genotipo. O percentual de enraizamento entre 0s
diferentes genotipos de estacas semilenhosas de pessegueiro variou de 13,33 a 66,66% (Rosa
etal., 2017).

Além do gendtipo, algumas hipGteses sdo apresentadas para explicar o percentual de
enraizamento neste trabalho, como a influéncia da época do ano de coleta das estacas, uma vez
que o sistema de producdo do guaranazeiro recomenda coletar estacas no periodo de langamento
dos ramos, que acontece de margo a maio, uma vez que as estacas devem ser retiradas de ramos
novos ndo lignificados, pois esse tipo de ramo apresenta melhor indice de enraizamento e
formacéo de mudas mais vigorosas.

A estacdo do ano em que ocorre a coleta das estacas € um fator determinante no processo
de rizogénese (Zem et al., 2016). Em espécies de enraizamento facil, a época pode néo
influenciar nas respostas obtidas, entretanto em certas espécies, devido aos fatores fisioldgicos
e ambientais, 0 enraizamento pode ocorrer em uma época do ano especifica. Nesse caso, 0s
ramos foram coletados em setembro, periodo em que a cultivar estava em floracéo.

A segunda hipétese esta relacionada a oxidacdo dos propagulos, fator que foi observado
e que deve ser evitado para aumentar a sobrevida da taxa de enraizamento. Nas primeiras
semanas a maior perda das estacas ocorreu por oxidacao.

A oxidacdo pode acontecer em funcdo do excesso de &gua, producdo de compostos
fenolicos, ataque de patdgenos, espessura do propagulo, grau de lignificacdo da estaca, alta
temperatura e tempo de irrigacdo (Oliveira et al., 2021). Desta forma o percentual de
sobrevivéncia e enraizamento das estacas pode estar diretamente relacionado ao grau de
lignificacdo dos ramos, visto que os tratamentos realizados por Atroch et al. (2007), Albertino
et al. (2012) e Pinto (2019) utilizaram estacas obtidas de ramos herbaceos coletadas no periodo
recomendado, ndo lignificados, e desta forma obtiveram melhores resultados quando
comparados aos tratamentos utilizados no presente trabalho, em que as estacas utilizadas ja
possuiam caracteristicas semilenhosas.

E possivel identificar uma tendéncia para melhores resultados quando utilizadas estacas
herbaceas para a multiplicacéo vegetativa por estaquia, visto que estacas herbaceas apresentam

maior concentracdo de auxinas endogenas (Falarodi et al., 2021). Em Rubus spp., utilizando
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estacas com diferentes niveis de lignificacdo (herbaceas, semilenhosas e lenhosas) a que
apresentou melhores resultados relacionados a sobrevivéncia e enraizamento para estacas foram
as herbaceas (Hussain et al., 2017).

Ap0s os cortes dos ramos e formacao das estacas, a manutencao da turgidez é esperada,
iniciando mudangas fisiologicas que podem fazer parte da formacéo das raizes adventicias. Um
desses processos € o0 inchaco da base seguido de calogénese.

Quanto as estacas calejadas, destacou-se 0s tratamentos com inoculacdo bacteriana
Burkholderia sp. e Bacillus sp. RZ2ZMS9 com 30%, apesar de ndo diferirem estatisticamente
entre si. Diferentes gendtipos de guaranazeiro, dentre eles a cultivar BRS-CG611, foram
avaliados com AIB e somente 9,5% apresentaram calogénese (Pinto, 2019).

O calo é composto de células do parénquima, que sdo formadas pelo centro do novo
meristema, formado pelos feixes vasculares proximos ao floema, e a raiz aparece através do
floema (Hartman et al., 2018). Portanto, a formacéo de raizes adventicias e calosidades sdo
processos independentes, e a razdo pela qual ocorrem simultaneamente é que ambos envolvem
0 processo de divisdo celular e dependem de condigdes ambientais favoraveis.

A calogénese pode ser um indicativo de enraizamento, porém € um processo
independente e ndo necessariamente vai acarretar no enraizamento (Véras, 2018). Em algumas
espécies vegetais, os calos podem ser precursores da formacdo de raizes adventicias, em outras,
0 mecanismo de formacao dessa estrutura pode ser independente e ndo levar ao aparecimento
de raizes (Mendonca et al., 2018).

A calogénese foi observada em estacas de Dovyalis sp. na qual, estacas que
apresentaram calos ndo houve a formacao de raizes adventicias, podendo ser encaixada dentre
as espécies onde os calos ndo sdo precursores da formacao de raizes adventicias (Galassi, 2022).
Na avaliacdo do enraizamento de estacas de fruteiras nativas do cerrado (Annona crassiflora,
Dipteryx alata, Eugenia dysenterica, Hancornia speciosa e Carvocar brasiliense) foi
observado que a rizogénese de algumas espécies como E. dysenterica é lenta, levando 120 dias
para a formacéo de calos e primordios de raizes e D. alata chegando até 180 dias. O experimento
foi conduzido até completar 120 dias, o que ndo permitiu confirmar que os calos formados até
0 momento da avaliagdo, fossem precursores da rizogénese (Pereira et al., 2018).

Quanto a andlise das modificacdes fenotipicas na biomassa vegetal das estacas expressa
por meio do numero de raizes por estacas, volume de raizes, massa fresca das raizes e massa
seca das raizes, o fator inoculacdo bacteriana ndo foi significativo para as caracteristicas
avaliadas (Figura 3). Uma das explicacdes para o comportamento diferencial dos indculos

bacterianos aos ja relatados em diferentes culturas agricolas, seriam fatores relacionados ao
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ambiente, constituicdo genética da cultivar testada, ou até mesmo o modo de aplicacdo das
bactérias.
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Figura 3. Efeito fenotipico sobre a arquitetura de raizes de guaranazeiro da cultivar BRS-CG611: (A) Planta sem
inoculagdo bacteriana (Cr); (B) Planta inoculada com a rizobactéria Bacillus sp. RZ2MS9; e (C) Planta inoculada
com Burkholderia sp. (B1)

O método de inoculacdo é um fator que pode interferir no desenvolvimento vegetal
(Souzaetal., 2015; Lopes et al., 2021). O sucesso da inoculacdo microbiana depende do método
de inoculagdo, densidade de ind6culo, capacidade de colonizar a raiz, multiplicacdo e
distribuicdo na rizosfera, antagonismo microbiano, estado fisiolégico e composicdo dos
exsudatos radiculares da planta (Lopes et al., 2021); além do pH, temperatura e umidade do
solo (Romeiro, 2007; Gautam, 2021; Posada et al., 2021).

Nesse caso, existe uma hipétese em funcédo da aplica¢do dos indculos bacterianos, uma
vez que para formacdo das estacas o corte dos ramos libera uma secrecdo leitosa chamada de
latex. Essa secrecdo € liberada por algumas plantas ap6s a ocorréncia de uma lesdo, cuja fungédo
principal é a de defesa contra o ataque de patdgenos.

Em contato com o ar, essa secrecdo sofre oxidacdo e, ao cobrir o tecido vegetal
danificado, auxilia na cicatrizagéo tecidual da planta (Konno et al., 2011). Desta forma, existe
a possibilidade do latex secretado ter selado a base da estaca, impermeabilizando-a e
dificultando a capacidade de colonizagdo e multiplicacdo bacteriana, interferindo no seu

potencial de desenvolver o crescimento do guaranazeiro.
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5.3 ENSAIOS “IN VIVO” PARA PROMOCAO DO CRESCIMENTO VEGETAL EM
SEMENTES DE GUARANAZEIRO

O teste de Kruskal-Wallis revelou que ndo houve diferenca estatistica significativa entre
os tratamentos de bacterizacdo de sementes de guaranazeiro com inoculacdo de Bacillus sp.
RZ2MS9 e Burkholderia sp. B1 nas concentracdes de 1x10% e 1x10° UFC mL™ e o controle

(sem inoculacéo bacteriana) para a promogéo do crescimento vegetal (Tabela 3).

Tabela 3. Teste de Kruskal-Wallis para analise da promog¢do do crescimento vegetal em sementes de
guaranazeiro inoculadas com as bactérias Bacillus sp. RZ2MS9 e Burkholderia sp. nas concentragdes de
1x108 e 1x10° UFC mL"* e um controle (sem inoculacéo bacteriana)

Parametro Mediana Valor-p
Germinacao (%) 55 0,7199 ns
Numero de folhas 2 0,3254 ns

VVolume das raizes (mL) 0,200 0,3684 ns
NUmero de raizes 1,000 0,7085 ns
Comprimento das raizes (cm) 7,488 0,1006 ns
Massa fresca das raizes (g) 0,079 0,0779 ns
Massa seca das raizes (g) 0,026 0,5631 ns
Altura (cm) 8,575 0,8671 ns

Massa fresca da parte aérea (g) 0,422 0,4142 ns
Massa seca da parte aérea (g) 0,107 0,4464 ns

Nota: ns = ndo significativo para P < 0,05

A microbiolizacdo das sementes possibilita aumento do vigor da semente e,
consequentemente, o vigor de plantulas e, ainda, promove emergéncia mais rapida, devido a
producdo de fitormonios (auxinas, giberelinas e citocininas) (Junges et al., 2016; Ibanhes Neto
etal., 2021).

Em estudo sobre a inoculagdo de Bacillus sp. e Burkholderia sp. aplicados a sementes
de tomate, foi observado incremento de 18,06% em relagéo ao controle n&o inoculado (Tripti
etal., 2017). Aiinoculacdo com B. gladioli e B. subtilis em tomate, promoveu aumento da altura,
massa fresca e seca de raiz, e parte aerea das plantas comparadas ao controle sem inoculagdo
(Kumar et al., 2020).

Bacillus subtilis e B. seminalis inoculados em sementes de tomate cereja comum

promoveram o aumento da germinacdo e do indice de velocidade de emergéncia (Pereira,
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2022). Destacando mais uma vez o potencial que os microrganismos dos géneros Bacillus e
Burkholderia possuem de promover o crescimento vegetal.

Apesar da literatura descrever o grande potencial dessas bactérias em promover o
desenvolvimento de diversas culturas de forma efetiva, o poder germinativo das sementes de
guaranazeiro foi semelhante aos ja descritos. Pode ser caracterizado como lento e desuniforme,
iniciando aos 71 dias, e demonstrando que a velocidade de germinagdo das sementes ndo foi
afetada pela microbiolizacdo, ndo havendo desta forma diferenca significativa entre o0s
tratamentos.

Aos 120 dias o experimento foi avaliado e haviam sementes que ainda estavam
germinando, permanecendo estas no substrato com areia. Sementes de guaranazeiro podem
levar de 60 a 80 dias para germinar, podendo se prolongar por até 180 dias (Calzavara, 1979).
Um dos fatores que pode influenciar nesse processo € o tipo de substrato utilizado, neste
sentido, foi destacado que o tempo de germinacdo pode variar de 90 a 150 dias quando as
sementes sdo semeadas em substrato de areia, e 40 a 70 dias em substrato de serragem
(Cardoso, 1944).

Para as variaveis biométricas avaliadas nesse estudo, independente dos tratamentos, e
das concentragcdes empregadas, ndo houve interacao significativa entre os tratamentos, e nem
entre os parametros avaliados. Apesar da inoculagédo de Bacillus sp. e B. ambifaria em sementes
de guaranazeiro das cultivares BRS-Amazonas e BRS-Maués foi observado que independente
da interacdo as rizobactérias ndo apresentaram efeito benéfico sobre as variaveis matéria seca
da parte aérea, matéria seca da raiz, matéria seca total, didmetro da raiz e area foliar (Gama,
2015). Resultado similar foi observado ao inocular B. ambifaria em sementes de guaranazeiro
das cultivares BRS-Amazonas e BRS-Maués, pois para todas as varidveis analisadas as médias
foram inferiores ao tratamento controle; entretanto, houve diferenca significativa para o fator
inoculacdo bacteriana sobre as cultivares, onde a cultivar BRS-Amazonas se sobressaiu quanto
ao numero de folhas, comprimento da raiz e area foliar, sendo inferior apenas em relacéo a
altura da planta, quando comparada a BRS-Maués (Pinto, 2015).

A inoculacdo de 26 estirpes de bactérias, dentre elas Bacillus sp., Brevibacillus sp.,
Paenibacillus sp., Enterobacter sp., Rhizobium sp. e Bradyrhizobium sp. em feijdo caupi, néo
apresentaram resultado semelhante ou superior ao do controle quanto a producdo de matéria
seca da parte aérea, da raiz e total (Costa et al., 2013). A avaliacdo de diferentes doses de um
produto a base de B. amyloliquefaciens ndo apresentou influéncia significativa na promocéo do

crescimento de mudas de cafeeiro quando comparadas com a testemunha (Manoel et al., 2022).
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Os microrganismos podem ser utilizados em consércio. Dezoito cepas de Bacillus sp.
formaram um consorcio para promover o crescimento de pimentdo e tomate, os dados obtidos
com 7 e 14 dias para o tomateiro ndo foram estatisticamente significativos, evidenciando que
as mudas de tomate precisaram da reinoculacéo para obter incremento em relacao ao tratamento
controle. Enquanto para o pimentdo, os melhores tratamentos foram aos 7 dias com incremento
da clorofila b, (14 dias) numero de folhas e (28 dias) com area foliar e diametro do caule,
demonstrando que os consorcios podem aumentar a produtividade vegetal de forma sustentavel
(Jambeiro; Santos, 2021).

Desta forma acredita-se que as sementes de guaranazeiro necessitavam passar por um
processo de reinoculagdo ou até mesmo serem consorciadas para obtencdo de incrementos na
biomassa vegetal. Apds 90 dias da semeadura, plantas de guaranazeiro foram retiradas da
bandeja e novamente inoculadas com os isolados bacterianos por meio de imersao do sistema
radicular. No entanto, o isolado ndo promoveu o crescimento das mudas, mas aumentaram 0s
teores de carboidratos e nutrientes e diminuiram os teores de prolina que corresponde a uma
boa adaptacdo das mudas a estresses bidticos e abidticos (Gama, 2015).

O estresse causado pela interferéncia no processo de colonizacdo das sementes pelas
bactérias também é um fator preponderante que pode afetar a emergéncia, a formacdo de
matéria seca da parte aérea e radicular (Peixoto Neto et al., 2002).

Outra hipotese seria em funcdo da composicdo mineral do solo que pode ser limitante
na competicdo entre bactérias, podendo resultar em auséncia de colonizacéo radicular. Além de
gue os microrganismos inoculados nem sempre sdo capazes de se mover do local de inoculagéo
para se estabelecerem efetivamente na rizosfera, e um dos aspectos responsaveis por essa
ineficiéncia seria as condi¢cdes ambientais (Sottero et al., 2006) o que pode explicar o fato das

bactérias testadas ndo promoverem a germinagdo do guaranazeiro.

5.4 ENSAIOS “IN VIVO” PARA O CONTROLE BIOLOGICO

O teste de Kruskal-Wallis revelou que houve diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos conforme os tempos de inoculacdo da bactéria Burkholderia sp. antecedendo a
inoculacdo do fitopatdgeno e os controles. As mudas de guaranazeiro ndo apresentaram 0S
sintomas caracteristicos da antracnose quando realizada a bacterizacéo a partir de 24h antes da
chegada do patogeno, resultando em eficiéncia no controle bioldgico. Isto porque, 0s

tratamentos que consistiram em bacterizacdo nos tempos 24, 48 e 72h antes da chegada do
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fitopatdgeno e o controle negativo ndo diferiram estatisticamente entre si, mas diferiram dos

tratamentos referentes a Oh e o controle positivo (Tabela 4).

Tabela 4. Teste de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn para anélise da porcentagem da severidade da doenca
em mudas de guaranazeiro BRS-Amazonas submetidas a quatro tempos de inoculacdo da bactéria
Burkholderia sp. antecedendo a inoculacgéo do fitopatégeno e um controle positivo e um negativo

Tratamentos Severidade da doenca (%)
Microbiolizagdo Oh antes da inoculagéo do fitopatdgeno 10a
Microbiolizagdo 24h antes da inoculagdo do fitopatdégeno 0b
Microbiolizagdo 48h antes da inoculagdo do fitopatégeno 0b
Microbiolizagdo 72h antes da inoculagdo do fitopatdégeno 0b
Controle negativo (apenas agua) 0b
Controle positivo (apenas fitopatdgeno) 18,33 a

Nota: Medianas seguidas de letras diferentes ndo diferem entre si

No que tange a supressdo da doenca causada por Burkholderia sp. contra o C. fructicola
em mudas de guaranazeiro da cultivar BRS-Amazonas, a eficiéncia de certas bactérias
endofiticas em controlar alguns fitopatdgenos pode variar de acordo com o momento de
aplicacdo do agente de biocontrole. Desta forma, o agente de biocontrole apresentou boa
efetividade em suprimir o aparecimento da doenga nas folhas de guaranazeiro nos tempos de
72, 48 e 24h antes da inoculacdo do fitopatogeno, pois as mudas ndo apresentaram sintomas,

no entanto, no tempo Oh, ele conseguiu reduzir a severidade da doenga em relagdo ao controle

positivo (Figura 4).

; = /’ ,,’/ A
Figura 2. Folhas de guaranazeiro da BRS-Amazonas ap6s o0 experimento (A) Controle positivo — mudas tratadas

apenas com o fitopatdégeno Colletotrichum fructicola; (B) e (C) Mudas tratadas com Burkholderia sp. (B1) + o
fitopatogeno C. fructicola no tempo Oh
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Uma das hipdteses que justifica a supressdo do fitopatdgeno, foi a colonizagdo prévia
da bactéria nos tecidos da planta hospedeira, propiciando seu estabelecimento e diminuindo a
capacidade de instalacdo do fitopatdgeno. A bactéria sendo aplicada de forma antecedente ao
fitopatdgeno, funcionaria como imunizante, prevenindo a planta da infeccao.

A Burkholderia é um género que compreende cerca de 120 espécies descritas, essas
bactérias Gram-negativas abrigam uma variedade de vias catabolicas. Muitas espécies dentro
desse género sdo capazes de colonizar plantas e animais, tanto de forma benéfica quanto
patogénica.

Espécies capazes de promover o crescimento vegetal, isoladas de ambientes naturais
foram recentemente agrupadas a esse género, e possuem significativo potencial de controle
bioldgico. Elas sdo amplamente reconhecidas como bactérias que exibem notavel divergéncia
de nichos ecoldgicos, ocorrendo comumente no solo, agua, plantas, fungos, animais e humanos.
Sdo extremamente versateis, podendo tolerar e degradar uma variedade de compostos
(arométicos, monoaromaticos, aromaticos policiclicos e heterociclicos) (Morya, 2020;
Scoffone, 2021).

Muitas espécies do complexo B. cepacia produzem metabdlitos antifungicos como
pirrolnitrina, fenazina, cepacina, cepaciamida, cepacidina (xilocandina), pseudanas
(quinolinonas), lipopeptideos, rizoxina e sideréforos (Parke; Gurian-Sherman, 2001; Quan et
al., 2006). Diferentes espécies protegem plantas de fungos fitopatogénicos (Janisiewicz;
Roitman, 1988; Huang; Wong, 1998) e inclusive ja foram o principio ativo de produtos
comercializados para biocontrole, como o Deny®, Blue Circle® e Intercept® (Mendes et al.,
2007).

Uma linhagem de Burkholderia sp. isolada de solo no estado de Santa Catarina com
capacidade de produzir sideréforos e fitorménios e ser antagonista do fungo C. gloeosporioides
apresentou habilidade de retardar os sintomas da doenca causada por este fungo em plantas de
maca em ensaios em estufa (Passos et al., 2014).

Sandani et al. (2019) avaliaram a eficécia de cepas de Burkholderia (B. rinojensis cepa
1, B. arboris, B. gladioli, B. rinojensis cepa 2) contra C. truncatum, causador da antracnose em
pimenta malagueta. O estudo in vivo demonstrou que as sementes tratadas com o0s antagonistas
inibiram significativamente a incidéncia de colonizacdo de sementes (p <0,05) pelo patdgeno
em comparagdo com o controle inoculado e ndo tratado com C. truncatum. Os antagonistas
bacterianos testados mostraram efeito negativo na fixacdo de esporos na superficie da folha da

pimenta malagueta, confirmando a teoria de Nicholson e Epestein (1991): a adeséo de esporos
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de fungos a superficie da planta é um pré-requisito essencial para uma infeccdo bem sucedida
pelos fungos fitopatogénicos.

A cepa Burkholderia sp. SSG foi avaliada contra 21 patégenos, incluindo seis bactérias,
nove fungos e seis espécies de Phytophthora utilizando ensaios de cultura dupla e contra doze
doencas em planta sob ambiente controlado. A SSG suprimiu todas as espécies de fungos e
Phytophthora, e cinco das seis bactérias Gram-negativas em dupla cultura. A SSG apresentou
controle mais consistente para a ferrugem bacteriana do geranio causada por Xanthomonas
campestris (41 a 58%), e a mancha foliar do amor-perfeito por C. fructicola (30 a 32%) em
todos os trés periodos de tratamento, desde um dia antes da inoculagdo até trés dias apos a
inoculacdo. Dessa forma, é considerado antagonista de amplo espectro, e essa caracteristica
pode ser atribuida a biossintese de antibioticos, enzimas liticas e produtos inseticidas,
interferéncia fisica e quimica e competicdo com patdgenos ou inducéo de resisténcia sistémica
(Kong et al., 2020).

Wang et al. (2023) testaram a cepa B. gladioli na supressdo in vivo do fitopatdgeno
Botrytis cinerea em plantas de Nicotiana benthamiana com cinco semanas de idade. A
inoculacdo do caldo fermentado da bactéria foi realizada 12h antes da inoculacdo do fungo. Os
resultados mostraram que B. gladioli reduziu a severidade do mofo cinzento, permanecendo
algumas folhas sem sintomas em relacdo ao controle. Este estudo confirmou que a bactéria
poderia produzir compostos organicos volateis para inibir o crescimento fangico.

Espécies de Burkholderia demonstram uma fungdo antag6nica no controle de doencas
em plantas e na promocédo de crescimento, produzindo metabdlitos secundarios bioativos ou
enzimas ativas. Como microrganismos benéficos, elas tém a capacidade de desencadear a
inducdo de resisténcia sisttmica nas plantas e induzir resisténcia sistémica adquirida para
melhorar a capacidade de defesa da resisténcia das plantas (Park; Ryu, 2021; Zehra et al., 2021,
Zhu et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

A promocdo de crescimento da cultura do guaranazeiro em fungdo da inoculagéo
bacteriana, apesar de ndo apresentar resultados tdo expressivos, em decorréncia de fatores
como: constituicdo genética, estagdo do ano, oxidacdo dos propagulos e modo de inoculacao
das bactérias, ainda assim, demonstrou que a rizobactéria Bacillus sp. RZ2MS9 quando
inoculada nas estacas de guaranazeiro da cultivar BRS-CG611, contribui para reduzir a perda
do material propagativo em campo. Corroborando com os efeitos positivos apontados em outras
culturas como soja, milho e tomateiro.

A inoculacdo bacteriana nas sementes de guarand, ndo promoveu aumento no
crescimento das mudas de guaranazeiro, ndo havendo interacdo significativa entre o0s
tratamentos, e nem entre os parametros avaliados. Considera-se, a possibilidade de ajuste de
metodologia, realizando um processo de escarificacdo antes das sementes serem submetidas
aos tratamentos, visto que, existe a possibilidade de dorméncia morfolégica nas sementes de
guarand, além da mudanca do substrato, uma vez que ele pode influenciar no aumento da
germinacdo e velocidade de emergéncia das sementes. Outras possibilidades, seriam fazer
consorcios com outras linhagens bacterianas, como forma de se obter incremento na biomassa
vegetal das mudas.

A bactéria endofitica Burkholderia sp. se mostrou eficiente quanto ao seu uso no
biocontrole da antracnose do guaranazeiro quando inoculada antes do fitopatdgeno C.
fructicola, suprimindo o aparecimento da doenca. No entanto, apesar de varios estudos
apontarem que esse género possui significativo potencial de controle biolégico, devido sua
capacidade de produzir uma ampla variedade de antifungicos e sider6foros, além de induzir a
resisténcia sistémica para melhorar a capacidade de defesa das plantas, diferentes espécies desse
género fazem parte do complexo B. cepaceae, que podem atuar como patégenos oportunistas
em seres humanos. Tornando a identificacdo dessa linhagem um passo crucial no
desenvolvimento de bioinoculantes para o controle da antracnose em diversas culturas

frutiferas, dentre elas, o guaranazeiro.
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Resumo

O guaranazeiro [Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.) Ducke] é uma espécie de grande
importancia econémica e social no Brasil, pois é o Unico produtor comercial de guarana no
mundo. O método de propagacdo vegetativa indicado para a cultura é a estaquia que visa
produtividade, tolerancia e uniformidade das cultivares clonais, isso porque a reproducao por
sementes possui lenta germinacdo e alta variabilidade genética, o que nas variedades
tradicionais € um fator indesejado. Fatores genéticos podem interferir na capacidade de
enraizamento da cultura. Estudos buscam alternativas que possam melhorar essa condi¢édo e
potencializar o sistema produtivo. Uso de reguladores de crescimento, microrganismos
promotores do crescimento vegetal, variacdo de substratos e adubacdes, tem sido estratégias
utilizadas. Ensaios preliminares sobre a taxa de enraizamento caulinar e germinacdo de
sementes com uso de fitormonio exdgenos ndo demonstraram efeitos expressivos em relacao a
ndo aplicacdo desses indutores. O uso de rizobactérias, apresenta-se como atividade promissora
em muitas culturas, ainda ndo foi demonstrado na cultura do guarana. Por outro lado, a
influéncia de diferentes substratos sobre o enraizamento, ja demonstrou resultados
significativos em funcdo da taxa de enraizamento. A adubacédo das plantas matrizes conforme
recomendacdo do sistema de producdo para a cultura, comprovadamente € um procedimento
eficiente. Constata-se que ainda sdo escassos estudos voltados a melhoria da propagacdo do
guaranazeiro, demonstrando que novos protocolos precisam ser explorados, ou que 0s
protocolos ja utilizados sejam revistos sob outra perspectiva.

Palavras-chave: — Paullinia cupana — Estaquia — Enraizamento — Indutores de crescimento

Introducéo

Algumas espécies apresentam condi¢des que limitam a propagacdo das sementes, por
apresentarem dorméncia, por serem recalcitrantes, com pouca capacidade de germinagdo, com
pouca uniformidade de germinagédo e baixo crescimento da planta (Moura, 2022). Sendo a
estaquia um método alternativo de propagacéo, cujo resultado depende de fatores enddgenos

e/ou exdgenos que influenciam o método, como estado fisioldgico da planta matriz, espécies,
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proporcdo dos ramos, tipos e doses de hormonios e condigdes ambientais como luz, temperatura
e umidade (Souza et al., 2020).

O guaranazeiro pode ser propagado atraves de duas vias: sexuada (sementes) e
assexuada (estaquia) (Atroch et al., 2007). A producdo de mudas por sementes ndo é
recomendada, devido a grande variabilidade genética, produzindo plantas desuniformes de
produtividade variavel, se 0 material genético ndo for melhorado. J& na propagacgéo assexuada
as plantas sdo obtidas a partir de um propagulo retirado da planta matriz, constituido apenas por
células somaticas, permitindo a manutencéo das caracteristicas da planta matriz (Hartmann et
al., 2002; Pereira, 2005).

As variaveis que interferem no enraizamento de estacas sdo diversas, e seus efeitos
podem ocorrer isoladamente ou em interagdo com outros. Todos esses fatores devem ser
estudados, visto que a simples modificacdo de uma ou mais condigdes pode permitir a
propagacgdo vegetativa de espécies de dificil enraizamento, como em algumas variedades do
guaranazeiro (Pinto, 2019). Estudos apontam que apesar da selecdo de matrizes para producdo
de mudas de alta qualidade, as cultivares de guaranazeiro possuem diferentes capacidades de
enraizamento. Atroch et al. (2007), retratou que existe forte componente genético com relacéo
a capacidade e/ou habilidade para o enraizamento entre as diferentes cultivares de guaranazeiro,
0 que pode inviabilizar a multiplicacdo de determinado material em larga escala, mesmo que
tenha bom potencial produtivo.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria — Embrapa é a instituicdo responsavel
pela conservacgdo dos recursos geneticos do guaranazeiro (Paullinia cupana var. sorbilis (Mart.)
Ducke) no Brasil e, por meio da selecdo de plantas matrizes desenvolveu cultivares com
potencial produtivo e resisténcia a antracnose (Escobar, 1986; Nascimento Filho, 2003; Atroch,
2009), doenca causada pelo fungo Colletotrichum guaranicola o qual pode chegar a destruir

até 80% das areas cultivadas (Muniz et al., 2011). A Embrapa recomenda a técnica de
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propagacdo vegetativa por meio do enraizamento de estacas, visando produgdo de mudas em
larga escala com intervalos curtos de tempo, que proporciona cultivos homogéneos em
produtividade e qualidade, precocidade e tolerancia a fitopatdgenos (Pereira, 2005; Hartmann
etal., 2018).

Esta revisdo teve como objetivo fazer levantamento sobre as diferentes estratégias

empregadas até hoje visando a melhoria do sistema de producdo da cultura do guaranazeiro.

O guaranazeiro

O guaranazeiro é nativo da Amazénia, cujo fruto é o guarana. Pertence a familia
Sapindaceae, com cerca de 140 géneros e 2.000 espécies distribuidas em trés subfamilias
(Buerki et al., 2012). E uma espécie vegetal arbustiva e trepadeira, dos quais 27 géneros e 419
espécies ocorrem no Brasil (Somner et al., 2014).

O género Paullinia possui aproximadamente 200 espécies, esta restrito a essa regiao
com poucas excecdes na America tropical e subtropical. A espécie P. cupana possui duas
variedades boténicas, a variedade sorbilis encontrada somente no Brasil, e por isso conhecida
como guarana brasileiro, e a P. cupana var. typica, o guarand encontrado na Venezuela e
Colémbia (Schimpl et al., 2013; Tricaud; Pinton; Pereira, 2016).

Conhecido como guarand da Amazbnia, guarana, uarana ou narana, € um fruto
esférico, preto brilhante, em forma de capsula com um a trés folhetos contendo apenas uma
semente. Quando maduro, apresenta principalmente cascas vermelhas e laranjas, se abrindo
parcialmente para revelar as sementes. O pericarpo é marrom-escuro e parcialmente coberto
por uma substancia branca (arilo) e é utilizado para a dispersdo do fruto (Kuskoski et al.,

2005; Schimpl et al., 2013).
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O desenvolvimento do guarané esté relacionado com o regime de precipitacdo no estado
do Amazonas, tendo em vista que o plantio do guaranazeiro ocorre no periodo chuvoso (janeiro
a marco) e o florescimento no periodo seco (julho a setembro), com frutificacdo dois ou trés
meses depois (outubro a dezembro), dependendo da maturacéo do fruto, j& que o guaranazeiro
apresenta frutificacdo desuniforme (Embrapa, 1998; Santos et al., 2021).

As condicOes edafoclimaticas para a cultura sdo quentes e Umidos, com temperatura
média anual entre 23 e 28 °C, umidade relativa de 80% e precipitacdo de 1.500 a 3.000 mm/ano.
Os solos devem ser profundos e bem drenados, sem pedras, e 0 terreno pode ser plano (drenado)
ou inclinado (Pereira, 2005).

O guaranazeiro foi domesticado pelos povos indigenas Sateré-Mawé entre 0s rios
Madeira e Tapajés, na fronteira dos estados do Amazonas e Pard (Pereira, 1954).
Transformaram uma trepadeira silvestre em arbusto cultivado, criando o complexo processo de
beneficiamento do guarana (Lorenz, 1992). E uma planta alégama, polinizada principalmente
por abelhas e com alta variabilidade genética. A variedade sorbilis se distingue das demais
espécies do género Paullinia por apresentar caracteristicas morfoldgicas e genéticas, que
atualmente sabemos serem causadas pela poliploidia da espécie, contendo 2n=210
Cromossomos, engquanto as outras espécies do mesmo género apresentaram 2n=24 (Freitas et
al., 2007).

A guaranicultura tem importancia econémica e social no Brasil, ja que é o Unico
produtor de guarana no mundo em termos comerciais. A producdo atende as necessidades
nacionais e internacionais. E cultivada nos estados do Amazonas, Acre, Para, Ronddnia, Mato
Grosso e Bahia para fins comerciais (Atroch e Nascimento Filho, 2018) devido seu alto
potencial, em funcdo de suas caracteristicas medicinais com propriedades estimulantes,

afrodisiacas e cicatrizantes (Marques et al., 2016).
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O guarana tornou-se uma importante matéria-prima, sendo responsavel por cerca de
70% da fabricacdo de refrigerantes e bebidas energéticas (Suframa, 2013; Machado et al.,
2018). Constitui-se um fruto com altos teores de cafeina, amplamente utilizado na inddstria
farmacéutica, cosmética, alimenticia e, principalmente, na industria de bebidas, onde o extrato
concentrado é responsavel pela cor, aroma e sabor dos refrigerantes (Schimpl et al., 2013;
Marques et al., 2019).

As sementes podem ser comercializadas de quatro formas diferentes: guarana em rama
(gréo torrado); guarand em bastdo (pasta do grdo torrado, triturado, pilado e misturado com
agua em forma de bastéo); guarana em pé (grao torrado e moido); xaropes e esséncias, sendo

esta, a forma mais disponivel no mercado (Majhenic; Skerget; Zeliko et al., 2007).

Propagacéo vegetativa

A propagacdo vegetativa € utilizada para obter uma planta geneticamente idéntica a
planta mde. A via assexuada consiste na utilizacdo de parte de segmentos de uma planta, e se
baseia na premissa da inducdo do enraizamento adventicio, no qual, pretende-se obter a
formacdo de um novo individuo idéntico a planta de origem (Lafeta et al., 2016), além de
conservar as caracteristicas genéticas da planta-mae (matriz), permite a obtencdo de muitas
mudas a partir de uma Unica planta, em menor tempo, quando comparado com a reproducédo
sexuada (Bernardo et al., 2020).

As vantagens vdo desde a obtencdo de muitas plantas a partir de uma Gnica planta matriz,
materiais de propagacdo melhorados capazes de resistirem a doencas e maior taxa de
sobrevivéncia no campo. O tempo para formacdo de mudas é menor (sete meses), 0 inicio da

producdo antecipado (dois anos apos plantio definitivo), ha rapida estabilidade da producéo
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(trés anos) e a produtividade relativamente alta (1,5 Kg sementes secas.planta™) que também
séo consideradas vantagens (Atroch e Nascimento Filho, 2005).

As plantas podem ser classificadas conforme sua capacidade de enraizamento em trés
grupos: 1. Plantas de facil enraizamento: os tecidos vegetais possuem substancias enddgenas
necessarias a iniciacdo radicular e ndo é necessaria a aplicacdo de auxinas exogenas para que
as estacas formem raizes adventicias; 2. Plantas moderadamente féceis de enraizamento: 0s
tecidos vegetais possuem cofatores necessarios, mas ndo possuem auxinas suficientes, sendo
necessaria a aplicacdo de auxinas exdgenas para que as estacas tenham sucesso na formacao de
raizes adventicias; 3. Plantas de dificil enraizamento: os tecidos vegetais ndo possuem um ou
mais cofatores, independentemente da quantidade de auxinas endogenas, desta forma, somente
aaplicacdo de substancias exdgenas nao € suficiente para o enraizamento das estacas (Hartmann
et al., 2002).

A propagagdo do guaranazeiro por estaquia, ainda atende as recomendacdes da
Embrapa. As estacas devem ser confeccionadas a partir de plantas matrizes, com bom vigor
vegetativo, de ramos novos, ndo lenhosos e folhas expandidas. Cortadas em bisel e contendo
um par de foliolos cortados ao meio. O substrato utilizado para producdo de mudas, € uma
combinacéo de terrico e areia, na proporcao de 4:1 (v/v), com acréscimo de superfosfato simples
por metro cubico (Pereira, 2005).

As estacas devem ser mantidas sob condi¢fes de casa de vegetacao de sete a nove meses,
com sombreamento de 50%, nebulizacdo feita através de balanca de evaporacédo, para que a
agua seja distribuida de maneira uniforme na superficie dos meios foliolos. A adubacdo deve
ser feita diretamente no substrato, a cada 30 dias, com uma mistura de 200 g de ureia e 200 g
de cloreto de potassio, diluidos em &gua e preparada antes do uso (Pereira, 2005).

Para que haja a formacao de raizes adventicias em uma estaca, apds o corte na base da

estaca, por meio de uma reacao histoldgica de cicatrizacdo das células exteriores, forma-se uma
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placa necrosada, a qual € selada com um material de cortica (suberina). Esta placa evita a
dessecacdo e a entrada de patdgenos na estaca. As células vivas que estdo por detras desta placa
comecgam a se dividir, e uma camada de células do parénquima forma uma massa irregular
chamada de “calo” (Hartmann et al., 2002). Este tecido ¢ pouco diferenciado, sendo originado
do cAmbio vascular, do cortex ou da medula, cuja formac&o representa o inicio do processo de
regeneracdo (Fachinello et al., 2005).

As células que se tornam meristematicas e comecgaram a se dividir por mitose, presentes
na vizinhanga do cadmbio vascular e floema, d&o inicio & formagdo das raizes adventicias. A
formacdo dessas raizes da-se em duas fases, sendo a primeira de iniciacdo, caracterizada pela
divisdo celular e, em seguida, vem a fase de diferenciacdo das células num primoérdio radicular,
que resulta no crescimento da raiz adventicia (Fachinello et al., 2005).

O sucesso da estaquia depende de fatores enddgenos e/ou exdgenos, que interferem no
método. Por exemplo, o estado fisiol6gico da planta-mée, a cultivar, a porc¢éo do corte do ramo,
substrato, facilidade de enraizamento, tipo e concentracGes de reguladores de crescimento, e
condicdes ambientais, como luz, temperatura e umidade (Rios et al., 2012; Stuepp et al., 2015;
Souza et al. 2020), além dos devidos cuidados fitossanitarios, como a limpeza das tesouras de
poda e eliminacdo de materiais com sintomas de doencas e pragas (Broch et al., 2021).

A estaquia € considerada uma técnica de grande viabilidade econémica para o
estabelecimento de plantios clonais, visto que plantas inicialmente bem desenvolvida e de
rapido estabelecimento podem reduzir custos e maximizar o sistema produtivo, além dos
individuos propagados vegetativamente também serem capazes de produzir precocemente e

mostrarem maior sobrevivéncia no estabelecimento inicial (Silva et al., 2018).

Propagac&o por semente
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A reproducéo sexuada (germinacdo da semente) é o principal método de reproducao em
plantas superiores e o tnico método disponivel para algumas espécies. E considerada a forma
mais segura, pois produz plantas mais vigorosas, com sistema radicular rico e profundo e,
portanto, com maior longevidade (Fachinello et al., 2005).

A propagacéo do guaranazeiro por sementes ndo tem sido muito recomendada, ja que
apresenta fecundacdo cruzada (alégama) (principalmente por abelhas) que induz o
aparecimento de individuos segregantes, ou em funcdo da autofecundagdo (Gondim, 1978;
Escobar et al., 1984).

O guarand possui sementes recalcitrantes que rapidamente perdem sua viabilidade.
Ademais, esse tipo de propagacao resulta em alta variabilidade nas caracteristicas qualitativas
e quantitativas, diversidade de tamanho, forma e coloracéo das folhas, frutos e sementes, (150
g de semente seca.planta), variag@es de resisténcia a doengas e baixo indice de sobrevivéncia
no campo (Atroch et al., 2007; Albertino et al., 2012).

Para aproveitar suas caracteristicas, as sementes precisam ser germinadas apos a
colheita, porém, sua germinacdo sé inicia a partir de sessenta dias ap6s a estratificacdo,
podendo levar até noventa dias para o inicio do processo. Desta forma as mudas irdo crescer
até estarem prontas para o plantio, o que ocorre, doze meses ap0s a germinacao inicial,
precisando estar vigorosas para suportar o transplante para sacos e o plantio no local definitivo
(Carvalho et al., 1982).

Com relacdo as caracteristicas de germinacdo, a literatura é bastante contraditoria. As
sementes apresentam poder germinativo bastante lento e desuniforme, levando de 60 a 80
dias para germinar de acordo com Calzavara (1979), podendo se prolongar por até 180 dias
contribuindo para baixa producdo de mudas, ja que ocorre elevado descarte de plantulas a
serem repicadas e mudas em diferentes estagios de desenvolvimento nos viveiros (Frazao et

al., 1981). Cardoso (1944) citou que o tempo de germinacdo tambeém pode variar em funcao
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do substrato, relatando que o tempo de germinacao é de 90 a 150 dias quando as sementes sdo
semeadas em substrato de areia, e de 40 a 70 dias em substrato de serragem.

Carvalho et al. (1980) ao avaliarem a germinacdo de semente de guaranazeiro
provenientes de diferentes épocas do ano, verificaram que a germinacdo e o vigor das
sementes ndo foram afetados pelas épocas de colheita, j& que apresentaram alto poder
germinativo, quando semeadas imediatamente apos a colheita, iniciando sua germinag&o aos
67 dias de semeadura e terminando aos 177 dias.

O prolongado periodo para a semente iniciar sua germinacdo pode ser em fungédo do
guaranazeiro ndo apresentar radicula externamente diferenciada, exigindo certo tempo para
que se processe a diferenciacdo dessa estrutura (Milanez, 1958).

Vérias tentativas de padronizacao do plantio fazendo uso de sementes de guaranazeiro
ja foram realizadas como forma de se obter uma germinacdo rapida e uniforme, como uso de
sementes de diferentes colheitas, diferentes tamanhos, e submetidas a tratamentos térmicos e
qguimicos. No entanto, nenhum dos métodos se mostrou eficiente na producdo de mudas
(Conceicao et al., 1999).

No final de 2021, a Embrapa, lancou a primeira cultivar de guaranazeiro a ser
reproduzida por sementes chamada de BRS-Nocoquém. O desenvolvimento dessa cultivar
busca diminuir a propagacdo da cultura por cultivares clonais, indicando que a propagacao
vegetativa é considerada um método dispendioso para o produtor, pois exige mais cuidados.
Apesar de todas os atributos (resisténcia a antracnose, alta produtividade e alta variabilidade
genética) o tempo para formacao das mudas ainda continua sendo lento, doze meses (Souza,

2021).

Propagacéo vegetativa tratadas com &cido indol-3-butirico (AIB)



72

Estacas lenhosas podem manifestar dificuldade para enraizar, ja que estdo distantes da
zona de producdo de promotores de enraizamento e dessa maneira podem apresentar baixos
niveis de auxina endogena (Cardoso, 2022).

No que se refere a fitormonios ou reguladores vegetais, destacam-se as auxinas,
giberelinas, citocininas e inibidores de crescimento. Eles sdo compostos organicos que atuam
em baixas concentragcdes como mensageiros quimicos que interagem em sitios especificos com
proteinas receptoras ligadas a rotas de transducdo de sinais. Em plantas, os hormonios ajudam
na obtencéo de habilidades em resposta a fatores como a luz ou estresses presentes no ambiente
em que o vegetal se encontra. Geralmente, esses hormonios sdo sintetizados em um 6rgdo
especifico do vegetal, e atuam em outros tecidos adjacentes regulando o desenvolvimento
vegetal (Taiz e Zeiger, 2013; Sivasakthi et al., 2014).

A auxina utilizada com maior frequéncia e primeiro hormonio vegetal a ser descoberto,
foi identificado como &cido indol-3-acético (AlA), é o fitorménio mais estudado e sintetizado
de forma natural. No entanto existem as auxinas sintéticas como o acido indol-3-butirico (AIB)
e 4cido naftaleno acético (ANA) que vém sendo utilizadas comercialmente na agricultura ha
mais de 50 anos para diversos fins como, abscisdo de frutos e folhas, promocdo do
florescimento, inducdo de frutos partenocarpicos e enraizamento de estacas para propagacado
vegetativa (Taiz e Zeiger, 2013). Esses compostos sintéticos, que ndo sdo produzidos pelas
plantas, sdo aplicados exogenamente e podem produzir efeitos similares aos grupos de
horménios vegetais (Vieira et al., 2010).

Segundo Fachinello et al. (2005) estudos afirmaram que o AIB pode ativar a iniciagao
radicular, promover a formacdo de raizes em estacas, estimular o aumento no nimero e na
qualidade do sistema radicular, de modo a uniformizar o enraizamento das plantulas.

A utilizacdo de AIB na estaquia tem sido considerada pratica fundamental para o

enraizamento, pois é considerado fotoestavel, de acdo localizada e pouco sensivel & degradacao
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bioldgica, responsavel pelos mecanismos de expanséo das células, sendo uma classe sintetizada
a partir do triptofano, cuja caracteristica se relaciona a capacidade de indu¢do do alongamento
das células (Camara et al., 2017).

Um fator que pode influenciar na formacdo de raizes adventicias em estacas é a
concentracdo do regulador de crescimento utilizada (Almeida et al., 2007), sendo de extrema
importancia a utilizacdo correta das concentracdes de fitorreguladores a serem aplicados na
base das estacas (Dias et al., 2012).

Rodrigues e Lucchesi (1987), avaliando a propagacdo vegetativa de estacas de
guaranazeiro induzidas (capeadas) e com AIB a 50 ppm, demonstraram que as estacas induzidas
obtiveram um percentual de enraizamento de 91,70% quando comparadas as estacas tratadas
com AlIB, que a porcentagem caiu 30%, no entanto, apesar de apresentarem menor percentual
de enraizamento, quando as estacas induzidas foram tratadas com AIB, as mesmas
apresentaram maior nimero de raizes.

Rios (1995) avaliou a propagacéo assexuada de estacas herbaceas de guaranazeiro, com
aplicacdo de diferentes niveis de concentracdo de acido indol-3-butirico (AIB) (0, 2000, 4000,
6000 e 8000 ppm) em trés variedades denominadas CS1, CS2 e CP1l. Os resultados
demonstraram uma resposta positiva na concentracdo de 4000 ppm apresentando maior
percentual de nimero de estacas com calos e nimero de estacas com raizes. Na concentracdo
de 6000 ppm demonstrou nivel adequado para a formacédo de maior nimero de raizes por estaca,
bem como melhor desenvolvimento longitudinal das raizes. J& a concentragdo de 8000 ppm se
mostrou toxica para as trés variedades. Também foi observado diferentes respostas entre as
variedades de guaranazeiros, sendo a variedade CS1 a que apresentou 0s maiores niveis de
resposta, superando CP1 e CS2, que foram menos sensiveis aos tratamentos com AlB.

Garcia, Filho e Silva (1999) em circulares técnicas recomendaram a aplicagdo de AIB

de guaranazeiro por duas vias: seca (pd) ou via liquida. Por via seca a dosagem era de 6000
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ppm enquanto que por via liquida era de 4000 ppm. No entanto, atraves de atualizacdo do
sistema produtivo para cultura do guaranazeiro, Pereira (2005) diminui a concentragdo do
fitormdnio para 2000 ppm, sendo agora seu tratamento feito apenas por via seca com auxilio de
talco inerte.

Atroch et al. (2007) avaliaram o desempenho do enraizamento de 11 clones de
guaranazeiro através de varias concentra¢des do &cido AIB (0, 2000, 4000, 6000, 8000 e 10000
ppm), e observaram que existe variabilidade genética quanto ao percentual de enraizamento, e
que os clones se comportaram da mesma forma, independentemente do nivel de AIB utilizado,
estabelecendo que a interacdo entre os clones e as doses de AIB nédo foram significativas, sendo
esses clones agrupados em classes (CMU619 e BRS-Amazonas — classe 1 (facil enraizamento);
BRS-CG611, CIR196, BRS-CG608, CMU723 e CMU375 — classe 2 (enraizamento mediano);
CMUG606, BRS-CG505 e CMA514 — classe 3 (dificil enraizamento); CIR203 — classe 4
(péssimo enraizamento). Também foi possivel afirmar que os clones ndo responderam ao
aumento da dosagem de AIB, e que clones de facil enraizamento ndo necessitam fazer uso do
fitormonio.

Segundo Albertino (2012) avaliando o enraizamento de estacas de guaranazeiro com e
sem adicdo exdgena de AIB, foi constatado que independente da cultivar, obteve-se maior
percentual de estacas enraizadas, estacas com calo, e menor indice de mortalidade, das estacas
sem o AlB.

Pinto (2019) em seu estudo prop6s estimar a capacidade de enraizamento de estacas
herbaceas de trés cultivares de guaranazeiro (BRS-Amazonas, BRS-CG372 e BRS-CG611),
submetidas a cinco concentra¢des de AlIB (0, 1000, 2000, 3000 e 4000 ppm). A cultivar BRS-
Amazonas apresentou potencial de enraizamento (75%) com a mais alta concentragdo do
fitorménio (4000 ppm), enquanto a BRS-CG372 apresentou bom indice de enraizamento (60%)

sem uso de AIB, podendo o fitormdnio ter expressado certa toxidade, tendo em vista que a
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maior dose ocasionou redugdo na sua porcentagem de enraizamento. No entanto, apresentou
resultados promissores quanto a qualidade do sistema radicular, j& que quando submetida as
doses de AIB, as varidveis biométricas como comprimento, volume da raiz e massa seca da
raiz, aumentaram de forma significativa.

Lemos (2020) avaliou o efeito de solugdes enraizadoras, entre elas 0 AIB em 15 clones
de guaranazeiro e uma cultivar, na concentracdo de 2000 mg L, e mais uma vez foi
demonstrado que o uso de reguladores ndo influéncia no enraizamento das estacas, somente
favorece a melhoria da qualidade do sistema radicular das estacas, se destacando as variaveis
como: volume, massa fresca e massa seca de raizes, gerando resultados expressivos.

O AIB é considerado um dos reguladores menos toxico as plantas (Hartmann et al.,
2002), favorecendo o enraizamento em muitas espécies. Porém, como descrito acima, 0s
trabalhos relacionados com a cultura do guaranazeiro obtiveram resultados ndo muito

promissores com sua utilizacdo ou com o aumento de sua concentragéo.

Propagacéo por sementes tratadas com acido giberélico (GA3) e citocinas

O é&cido giberélico estimula o fracionamento de reservas das sementes, liberando e
direcionando energia para locais de desenvolvimento do embrido. Com isso, ha o estimulo do
alongamento e da divisdo celular, provocando o rompimento do tegumento pela raiz, acelerando
a velocidade de emergéncia das sementes com uniformidade (Stenzel et al., 2003; Silva et al.,
2014). Ja as citocinas podem levar a divisdo celular e ativar o crescimento do embrido, levando
a germinacgdo (Miransari e Smith, 2014).

De acordo com Atroch et al. (2020) ao avaliar a germinacédo e o vigor de plantulas de
guaranazeiro fazendo uso de diferentes concentracdes de reguladores de crescimento como

giberelina e citocina BAP (0,0 mg/L (testemunha), 10 mg/L, 15 mg/L e 20 mg/L), constataram
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que o uso de giberelina teve efeito na germinacdo e aumento do vigor das plantulas de acordo
com as variaveis: média de germinacdo, altura e namero de folhas por plantula, em comparacéo
aos tratamentos com BAP. Apresentou ainda resultados semelhantes aos observados na
propagacdo vegetativa fazendo uso do AIB, em funcdo do aumento das dosagens dos
reguladores, demonstrando efeito inibitério em relagdo a testemunha. A hipdtese apresentada
para esse efeito, foi a possibilidade de as sementes apresentarem dorméncia morfoldgica ou

morfofisioldgica, o que direciona a novos estudos.

Propagacdo por sementes induzidas por rizobactérias promotoras do crescimento

vegetal

Rizobactérias formam um vasto grupo de microrganismos rizosféricos que habitam o
solo e que circundam as raizes, atraidos pelos exsudados radiculares (Ahemad e Kibret, 2014).
Esses microrganismos atuam na promocao de crescimento das plantas, sendo chamadas de
rizobactérias promotoras de crescimento vegetal (RPCV) ou rizobactérias multifuncionais,
podendo ser de diferentes géneros, utilizadas de forma isolada (inoculacdo) ou combinada
(coinoculacéo) e contribuindo beneficamente para o desenvolvimento de uma ou mais espécies
vegetais, através de diferentes mecanismos de acdo (Compant et al., 2005; Freitas, 2007).

Segundo Gray e Smith (2005), as rizobactérias podem ser classificadas em intracelulares
e extracelulares. As intracelulares vivem dentro de células radiculares, em estruturas nodulares
especializadas, destacando aquelas que fixam nitrogénio simbioticamente em plantas
leguminosas, como bactérias dos géneros Bradyrhizobium e Rhizobium (Bhattacharyya e Jha,
2012). As extracelulares habitam a rizosfera ou os espacos entre as células do cortex da raiz,
abrangendo as rizobactérias de vida livre e as endofiticas, com destaque para 0s géneros

Azospirillum sp., Bacillus sp., Burkholderia sp., Pseudomonas sp. e Serratia sp.
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A promocdo do crescimento vegetal advinda do uso de insumos bioldgicos esta
diretamente relacionada a producédo e a exsudacdo de fitormdnios, como as auxinas, que ao
interagirem com as plantas séo capazes de promover o crescimento e o alongamento celular,
refletindo no crescimento do sistema radicular e da parte aérea da planta (Paulino et al., 2018).

As modificagdes ocorridas em virtude dessa associagdo resultam em melhorias na
absorcdo de agua, sais minerais e tolerancia a estresses abidticos (Araujo et al., 2020;
Aboelmagd, 2021), além da inducédo de resisténcia a patdgenos (Atakan e Ozkaya, 2021). A
utilizacdo nas culturas de interesse pode ser benéfica, principalmente sob condi¢des em que o
solo se encontra com fertilidade baixa. 1sso porque, a partir da sintese de hormdnios vegetais 0
crescimento radicular aumenta, o que permite maior exploracdo por dgua e nutrientes, assim
como mecanismos diretos ligados a maior disponibilizacdo de nitrogénio, fosforo e potassio
(Hungria et al., 2016).

Outro beneficio bastante conhecido oriundo do uso de microrganismos é o controle de
doencas de plantas. Os mecanismos que ajudam a explicar é o processo de antibiose, no qual
sdo produzidos metabdlitos com propriedades fungicidas, antibidticas e os nematicidas, sendo
estes capazes de degradar a membrana celular do patégeno, causando sua morte (Ferreira,
2019). Além desses, ha o parasitismo, o processo de competicdo, a predacdo e a inducédo de
resisténcia (Wu et al., 2015; Ferreira, 2019).

O aumento da biomassa radicular é um fator benéfico para a planta em processos de
aclimatizacdo e enraizamento, diminuindo assim perdas nesses processos. O uso de
rizobactérias com essa finalidade ja foi relatado por diversos autores, pelo aumento da biomassa
radicular e maior &rea de absorcdo de nutrientes (Ovando-Medina et al., 2007).

Ao avaliar a inoculacdo de rizobactérias como Bacillus sp. e Burkholderia ambifaria
sobre o desenvolvimento de mudas de guaranazeiro propagadas por sementes, observou que

independentemente do tipo de interacdo, as rizobactérias ndo apresentaram efeitos benéficos
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sobre as varidveis analisadas como (matéria seca da parte aérea, matéria seca da raiz, matéria
seca total, didmetro da raiz e area foliar) (Gama, 2015).

A cepa do género Bacillus sp. descrita como RZ2MS9, utilizada no trabalho de Gama
(2015), foi previamente isolada da rizosfera de plantas de guaranazeiro amazonico, e mostrou
potencial como promotora de crescimento de culturas de interesse comercial como milho e soja,
sendo a producéo de AlA apontada pelo efeito promotor de crescimento (Batista, 2012, 2018).

O grupo de bactérias do género Bacillus sp. se destaca como promotor de crescimento,
tendo sido observado seus mecanismos de acdo através da rapida germinacdo das sementes,
emergéncia de plantulas até o crescimento/desenvolvimento das plantas, o que fez com que a
planta atingisse o estadio adulto mais rapidamente, permanecendo menos tempo no campo e
favorecendo o escape contra pragas e doencas (Ribeiro; Sei; Leite, 2011).

Apesar dos efeitos benéficos de rizobactérias como do género Bacillus sp. descritos e
relatados em algumas pesquisas, ainda se constata grande variabilidade de respostas com o uso
da inoculacdo e coinoculacdo de microrganismos multifuncionais, ou seja, alguns resultados

mostram a promocao e outros a inibi¢do do crescimento vegetal (Silva et al., 2022).

Propagacdo vegetativa por influéncia de diferentes substratos

Entre os fatores que influenciam na formacao de raizes em estacas, esta o substrato e o
potencial genético de enraizamento (Fachinello et al., 1995). O substrato de cultivo implica em
um fator preponderante no desenvolvimento e maior vigor de mudas, principalmente, quando
incorpora caracteristicas fisicas e quimicas adequadas a producéo (Silva et al., 2017; Marques

etal., 2019).
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A qualidade do substrato estd relacionada com a presencga de caracteristicas como a
auséncia de patdgenos, nutrientes essenciais, textura, estrutura e pH adequado, reten¢do hidrica,
porosidade, agua disponivel, salinidade e composicdo da matéria orgénica (Silva et al., 2022).

Segundo Klein et al. (2012) e Xavier et al. (2013) o substrato exerce fungdes como
sustentacdo no momento de formacgéo das raizes adventicias, além de manter sua base Uumida,
escura, e arejada para acontecer a rizogénese, provendo mudas com caracteristicas superiores.

Em viveiros, 0 uso de substrato pobre em nutrientes, ou nutricionalmente
desequilibrado, é comum, causando baixa qualidade das mudas, comprometendo seu
desempenho no campo, tornando necesséario o uso de adubacdo mineral, principalmente de
macronutrientes, que sdo requeridos em maior quantidade pelas plantas (Silva et al., 2015).

N&o é facil achar um produto que tenha todas as condi¢des necessérias de cultivo para
diferentes espécies, inclusive as espécies florestais (Siqueira et al., 2018). Os melhores ganhos
em relagdo a producéo de mudas e/ou enraizamento de estacas foram alcangados com o uso de
substratos formados por restos vegetais ou compostos organicos (Mourdo Filho et al., 1998;
Salvador e Moreira, 1999; Bezerra; Rosa, 2002).

Ao utilizar residuos organicos para compor os substratos, esses residuos como matéria-
prima pode resultar em beneficio econémico, além de reduzir os insumos quimicos e aumentar
a disponibilidade de nutrientes as plantas (Ferreira et al., 2015). Antigamente a formulacao de
substratos era o proprio solo, combinado com esterco bovino, principalmente para producéo de
mudas em sacos plasticos (Trazzi et al., 2012). Todavia, com 0 avanco da tecnologia e de
pesquisas na produgdo de mudas, surgiram outros tipos de constituintes alternativos, que
passaram a ser amplamente empregados, como a casca de arroz, fibra de coco, casca de café,
vermiculita, turfas, bagaco da cana-de-agUcar, subprodutos agroindustriais, dentre outros (Kratz

etal., 2016).
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Rodrigues e Lucchesi (1987) ao avaliarem o enraizamento do guaranazeiro fizeram uso
de substrato contendo apenas areia lavada, esterilizada com brometo de metila. Hartmann et al.
(2002) afirmaram que o substrato adequado, € aquele que favorece o enraizamento, devendo
conter espacos suficientes que permitam que as trocas gasosas acontegam, tendo em vista que
a maior disponibilidade de oxigénio na base das estacas melhora a atividade celular durante o
processo de formag&o de calos e consequentemente na emissdo de raizes. A areia nesse sentido
é composta de particulas minerais inertes com baixa retengdo de 4gua (Wendling, 2002), alta
densidade, drenagem rapida e eficiente, conferindo aeracdo ideal (Kampf, 2000). Visto que o
guaranazeiro precisa receber continuamente agua em poucas quantidades durante o
enraizamento, e que de forma alguma as estacas devem ficar encharcadas, o uso de areia
compondo o substrato se justifica.

A Embrapa através do Sistema de Producdo para o guarana (1998), propds uso de um
substrato composto da mistura de terrico da mata e areia, na proporcdo de 4:1, além da
suplementacdo em um metro cubico da mistura, com adi¢cdo de 1 Kg de superfosfato simples.

Apds sete anos, o Sistema de Producéo para o guarana foi atualizado, e a recomendacéo
vigente de substrato até os dias atuais ¢ formado da mistura de terrico da mata e areia, na
proporcéo de 4:1, além da suplementacdo em um metro cubico da mistura, com adicéo de 3 Kg
de superfosfato simples (Pereira et al., 2005). O aumento da suplementacdo se justifica ja que
o fosforo frequentemente limita o desenvolvimento das plantas; além dessa adubacgéo possuir
outros elementos como célcio que estimula o desenvolvimento das raizes e o enxofre que
participa ativamente da formacdo de moléculas organicas como aminodcidos, proteinas e
enzimas que estdo envolvidas no ciclo de vida vegetal. Segundo Wendling et al. (2002)
geralmente, quanto maior a quantidade de matéria organica no substrato, menor é a drenagem

do mesmo e maior é a sua capacidade de retengdo de agua.
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Visto que o percentual de enraizamento de vérias cultivares ainda é relativamente baixo,
Arruda et al. (2007) buscaram avaliar o percentual de enraizamento de 12 clones de
guaranazeiros em trés substratos diferentes. Os substratos testados foram uma mistura com base
em volume de 50% de solo + 50% de esterco de galinha (v/v); 50% de esterco de galinha +
50% de carvao moido passado em peneira de 10 mm (v/v) e substrato comercial para hortalicas
(Plantmax®). De maneira geral, considerando a média de todos os clones, o substrato comercial
e 0 esterco de aves com carvdo proporcionaram os melhores resultados 55,9 e 49,3% de
pegamento entre os clones, respectivamente. O substrato formado por solo e esterco de aves se
mostrou pouco eficiente, pois resultou em um substrato denso, que retia muita agua e
impossibilitava a oxigenacdo dos tecidos responsaveis pelo desenvolvimento do sistema
radicular.

Sendo assim, a selecdo de substratos que possam prevenir a desidratagdo da base da
estaca, e que possuam espacos que facilitem o fornecimento de oxigénio (Sommer et al., 2022)
é essencial para a formacdo de mudas, tendo em vista que uma baixa oxigenacdo causa a

paralisacdo do crescimento das raizes (Wendling et al., 2002).

Propagacdo vegetativa com influéncia de adubacéo

O jardim clonal, onde sdo cultivadas as plantas matrizes, € um componente importante
da estrutura de empreendimentos rurais destinados a producdo de mudas de espécies lenhosas.
Normalmente, essas areas sdao compostas por plantas matrizes selecionadas conforme
caracteristicas de interesse como produtividade, resisténcia a doencas, déficit hidrico e, tem
como objetivo, a producdo de propagulos vegetativos, para a producdo de mudas (Carvalho e

Silva, 2012).
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Entre as etapas de produgdo de mudas que interferem diretamente no crescimento das
plantas, mesmo quando em condi¢bes de campo, estd a adubacdo (Rosério et al., 2022).

A retirada sequencial de partes vegetativas para a producdo de estacas é responsavel
pela exportacdo de nutrientes essenciais a planta, sendo, portanto, necessaria a reposicao desses
nutrientes (Bazoni et al., 2020). O manejo nutricional das plantas do jardim clonal, deve ser
realizado de forma a suprir as necessidades fisiologicas para que haja crescimento e
desenvolvimento das matrizes e producdo de propagulos (Kolln, 2020).

O vigor da planta matriz, aliada a uma nutricdo equilibrada, podera induzir
positivamente na rizogénese das estacas, definindo a concentracéo de carboidratos, substancias
nitrogenadas, aminoécidos, auxinas, compostos fendlicos, entre outras substancias promotoras
do enraizamento (Lépez-Bucio et al., 2002; Cunha et al., 2009).

Cunha et al. (2009) descrevem na tabela 1 as demandas de macro e micronutrientes em

Eucalipto globulos durante a formag&o de raizes de espécies lenhosas.

Tabela 1 - Requerimentos nutricionais durante o processo de enraizamento adventicio para eucalipto

Funcéo/Atuacao Nutriente(s) requerido(s)

Sintese de proteinas N, K, Mg, S, Zn, Mo
Sintese de acidos nucléicos N, P, Mg, Zn, B, Mo
Metabolismo de carboidratos N, P, K, S, Mn, B
Metabolismo de horménios N, Ca, Zn, B, Fe, Mn, Cu
Osmorregulagéo K
Diviséo celular Ca, B
Metabolismo de peroxidases Ca, Cu, Fe, Mn, B
Metabolismo de fenois Cu, B, Zn
Respiracdo N, P, K, S, Mg
————— Fase de formacao-----
Formacdo da parede celular Ca, Fe, Cu, B
Lignificacdo Cu, Fe, Mn, B
Alongamento celular Ca, Fe, Mn, Zn, B

Fonte: Cunha et al. (2009).
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A adubacdo do guaranazeiro deve ser realizada em trés periodos diferentes ao longo do

ano, e em proporcdes que variam no decorrer dos anos. A recomendagao descrita por Pereira et

al. (2005) segue na Tabela 2.

Tabela 2 - Recomendacdo de adubacdo para o guaranazeiro no estado do Amazonas.

Idade Parcelamento N P,0s K20 Mg Zn
g/planta
No plantio 3 meses - 25 - - -
0 *
1% Ano apos o plantio 8 - 24 5 1
Total de adubo ao ano 8 16 24 5 1
12 aplicacdo 8 50 - 5
2° Ano* 22 aplicagéo 8 - 24 - 1
32 aplicacéo 8 - 24 -
Total de adubo ao ano 24 50 48 10 1
12 aplicacdo 18 50 - 10 -
3°Ano* 22 aplicacio 18 - 24 - 1
3% aplicagao 36 - 48 - -
Total de adubo ao ano 72 50 72 10 1

12 aplicacdo: final do periodo produtivo, logo ap6s a poda de limpeza (janeiro).

22 aplicagdo: logo apos a poda de frutificacdo, langamento de ramos novos (abril).

32 aplicacdo: logo antes do inicio da floragéo (maio).
*Esta adubacédo deve ser feita sempre até maio, mesmo que ndo tenha completado os trés meses.

Fonte: Pereira et al. (2005).

Como o conhecimento sobre a cultura ainda é de certa forma escasso, e desde 2005 ndo

sofreu atualizagcOes, Albertino et al. (2012) buscaram avaliar o efeito da adubacdo de plantas

matrizes (BRS-Amazonas, BRS-Maués, BRS-Mundurucénia, BRS-CG611, BRS-CG882 e o

genotipo CMU381) no enraizamento das estacas de guaranazeiro, seguindo as recomendacgdes

descritas por Pereira et al. (2005) para plantas com idade de trés anos. Desta forma percebeu-

se que a adubacdo de plantas matrizes de guaranazeiro, comparado a plantas que ndo receberam

adubacdo, aumentou o percentual de enraizamento e reduziu a mortalidade das estacas, de

forma significativa. Na anélise conjunta do percentual de estacas enraizadas e mortas, nos dois

anos de experimento, os valores de enraizamento foram superiores a 60% nas estacas retiradas

de matrizes adubadas.



84

Esses dados comprovam que a condigdo nutricional da planta matriz é essencial ndo
somente quanto a aparéncia de seu vigor vegetativo e do desenvolvimento de brotagdes, como
também quanto & quantidade e concentracdo dos minerais nos propéagulos vegetativos,
aumentando significativamente os indices de enraizamento e velocidade da rizogénese
(Modenezi, 2019).

Foi verificado também que os pardmetros biométricos aumentaram com a adubacéo
(numero, volume e massa de matéria seca das raizes de guaranazeiro). O Unico parametro que
ndo sofreu influéncia da adubacdo foi o comprimento das raizes. Essas caracteristicas
evidenciam que determinadas cultivares de guaranazeiro sdo dependentes dos niveis iniciais de

nutrientes dentro da porcéo da estaca onde as raizes sao formadas (Albertino et al., 2012).

Concluséao

O método de propagacao recomendado nos sistemas de producdo para o guaranazeiro é
pela técnica de propagacdo vegetativa.

A propagacdo via estaquia apesar de promover caracteristicas relevantes para
propagacao da cultura, ainda se depara com alguns entraves no que diz respeito ao enraizamento
por parte de algumas cultivares clonais. Estudos com abordagens diferentes testaram
metodologias que tentaram transpor esse obstaculo. O tratamento das estacas com diferentes
concentragdes de AIB ndo revelaram resultados significativos com seu uso ou com aumento de
sua concentracdo. Em determinadas concentragdes as diferentes cultivares clonais apresentaram
apenas aumento de algumas varidveis biométricas. E o uso de giberelinas e citocinas na
germinacdo e vigor de sementes também n&o se mostrou eficiente, mesmo a giberelina tendo

apresentado diferenca significativa em relagdo a citocina.
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Quanto ao uso de rizobactérias em sementes de guaranazeiro apesar de ter apresentado
resultados promissores em outras culturas de interesse comercial como milho e a soja, néo
apresentaram resultados significativos para as variaveis analisadas. O substrato comercial
Plantmax®, junto com esterco de aves e carvao proporcionaram os melhores resultados de
enraizamento entre os clones. Foi verificado que a adubacdo das plantas matrizes é essencial
para o enraizamento do guaranazeiro, visto que para formacdo de raizes, as estacas dependem
dos nutrientes que estdo armazenados na estaca providos da planta matriz.

Observa-se com este levantamento a escassez de trabalhos direcionados a melhoria dos
métodos de propagacdo da cultura do guaranazeiro. Novos protocolos precisam ser
estabelecidos para favorecer a germinagdo das sementes e técnicas de propagacéo vegetativa.
Uma das op¢des seria explorar o uso de rizobactérias, tanto na germinagéo de sementes, fazendo
uso de diferentes concentra¢Oes da cultura, como a inoculagdo da cultura na base da estaca,
favorecendo sua entrada, tendo em vista que ela produz AIA, o mesmo fitormonio usando pela
planta, estimulando dessa forma a producéo de raizes adventicias.

Recomenda-se que sejam realizados mais estudos referentes a utilizacdo de diferentes
substratos em contraste aos recomendados pela Embrapa, de modo que possam interferir na
producdo de sementes com melhores reservas, o que ird influenciar no percentual de germinacéo
e confeccdo de estacas. Estudos que se aprofundem na composicdo quimica e fisica dos
substratos, levando em consideracdo que a maior parte da producdo é realizada por pequenos
grupos familiares, dar atengdo a matérias primas mais utilizadas por estes, para que assim se
obtenha um substrato de qualidade, onde apresente-se economicamente viavel, disponivel na

regido, ausente de patdgenos e com nutrientes adequados para o crescimento das mudas.
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