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RESUMO: O enraizamento de estacas semilenhosas de oliveira, durante o desenvolvimento de 
mudas, ainda é considerado baixo. Estudos têm demonstrado que rizobactérias, pela produção 
de hormônios, principalmente ácido indolacético (AIA), podem atuar no enraizamento. 
Este estudo objetivou avaliar o potencial de isolados de rizobactérias (32, 39, 42 e 48) e das 
estirpes-tipo Azospirillum brasilense (BR 11001t), Azospirillum amazonense (BR 11040t), 
Herbaspirillum seropedicae (BR 11175t) e Burkholderia brasilensis (BR 11340t) de 
promoverem o enraizamento e desenvolvimento de mudas de oliveira, a partir de estacas 
semilenhosas da cultivar Grappolo 541. Os isolados e estirpes-tipo apresentaram produção 
de AIA in vitro variando de 200 a 1.406 μg mL-1, sendo os isolados 39 e 48 os maiores 
produtores. No entanto, não houve correlação entre produção de AIA obtida in vitro e o 
enraizamento. A estirpe-tipo H. seropedicae (BR 11175t), pelo incentivo no crescimento das 
raízes, apresentou potencial de utilização no enraizamento e desenvolvimento de estacas 
de oliveira da cultivar Grappolo 541, comparado ao hormônio ácido indolbutírico (AIB), 
comercialmente utilizado na formação de mudas.

ABSTRACT: The rooting of olive semi-hardwood cuttings, during the formation of seedlings, 
is still considered low. Studies have shown that plant growth-promoting rhizobacteria 
(PGPR), due to its hormones production, mainly indoleacetic acid (IAA), can act in rooting. 
This study aimed to evaluate the potential of rhizobacteria isolates (32, 39, 42 and 48) and 
of the reference strains Azospirillum brasilense (BR 11001t), A. amazonense (BR 11040t), 
Herbaspirillum seropedicae (BR 11175t) and Burkholderia brasiliensis (BR 11340t) 
promote rooting and development of seedlings from semi-hardwood cuttings of olive cultivar 
Grappolo 541. The bacterial isolates and the reference strains showed production of IAA in 
vitro ranging from 200 to 1406 mg L-1, being the isolates 39 and 48 the largest producers. 
However, there was no correlation between IAA production in vitro and formation and root 
growth. The strain H. seropedicae (BR 11175t), for the incentive in the root growing, showed 
rooting potential and development of olive cuttings cultivar Grappolo 541, compared to 
hormone indolbutyric acid (IBA), commercially used in the formation of seedlings.
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do Centro de Estudos em Qualidade Ambiental (Cequam), da 
Universidade Federal de Itajubá.

Os isolados bacterianos foram cultivados em meio Dygs 
(glicose 2%; peptona 1,5%; extrato de levedura 2%; KH2PO4 
0,5%; MgSO4.7H2O 0,5%; ácido glutâmico 1,5% com pH 6,8), 
conforme recomendado por Kuss et al. (2007), em agitação 
de 120 rpm a 28°C, até atingir a densidade populacional de 
108 UFC/mL.

Para avaliar a produção de AIA in vitro de cada isolado e 
estirpe-tipo foram realizados testes conforme metodologia descrita 
em Salkowski (Mayer, 1958). Para isso, os microrganismos 
foram padronizados em 0,6 de absorbância, acrescentando-se 
uma solução salina de 0,85% até se obter uma absorbância de 
0,5, utilizando-se espectrofotômetro a 600 nm. Uma alíquota 
de 0,5 mL de suspensão de cada um dos microrganismos foi 
inoculada em meio líquido Dygs e agitada por 72 horas a 30 °C. 
Após esse período, cada uma das culturas homogeneizadas foi 
centrifugada a 10000 rpm por 15 minutos. No sobrenadante 
obtido foram acrescentados 2 mL de reagente de Salkowski 
(2 mL de FeCl3 0,5 mol L-1 + 98 mL de HClO4 35%) e armazenados 
em ambiente escuro por 30 minutos para desenvolvimento de 
cor, a qual foi determinada em espectrofotômetro a 530 nm.

A curva padrão para comparação da absorbância 
colorimétrica da quantidade de AIA produzida RPCP foi 
obtida por meio de oito concentrações de AIA comercial 
(0, 0,5, 50, 100, 200, 300, 400, 500 μg mL-1, respectivamente), 
obtidas por meio de diluições de uma solução 1 mg L-1 de 
ácido-3-indolacético comercial, e 2 mL do reagente de Salkowsky 
em cada frasco (Galdiano-Junior, 2009), com as quais gerou-se 
a equação linear y = 0,0005x + 0,0041, com R2 = 0,99.

Para verificar o potencial de enraizamento das estacas de 
oliveira por RPCP, instalou-se um experimento em delineamento 
inteiramente casualizado, com 9 fontes produtoras de hormônio 
(4 isolados de rizobactérias + 4 estirpes-tipo + 1 hormônio 
sintético AIB), com 5 repetições por tratamento, totalizando 
45 unidades experimentais, em casa de vegetação dotada de 
nebulização intermitente automatizada, acionada das 7 às 19 h, 
em intervalos de 10 min, por 10 s, na Fazenda Experimental 
de Maria da Fé (FEMF-Epamig/MG).

Cada unidade experimental foi constituída por um copo 
plástico de 100 mL, sendo preenchido com areia esterilizada 
autoclavada duas vezes por 2 h, com intervalo de 24 h. Cada 
unidade experimental recebeu duas estacas semilenhosas, 
resultando em 90 estacas de oliveira no total. A cultivar 
de oliveira utilizada no experimento foi a Grappolo 541, 
pertencente ao banco ativo de germoplasma situado na Fazenda 
Experimental da Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas 
Gerais (Epamig), de Maria da Fé (MG).

As estacas foram obtidas no mês abril de 2014, apresentando 
tamanho de 15 cm e dois pares de folhas, oriundas de ramos 
sadios e com folhas bem desenvolvidas, estágio considerado 
de dormência da planta. O caule das estacas foi desinfestado 
superficialmente com álcool 70% por 10 segundos. Em seguida, 
foram submersas em solução de hipoclorito de sódio 1% por 
3 minutos, sendo realizadas, em seguida, cinco lavagens com 
água destilada e esterilizada (Silva, 2011).

Posteriormente, os caules das estacas ficaram imersos em 125 mL 
de cada suspensão bacteriana em meio Dygs durante 60 min. 
No tratamento controle sem inoculação, as estacas de cada 

1 Introdução
A olivicultura ou cultivo de oliveira (Olea europaea L.) é 

praticada em várias regiões do mundo, mas a sua produção 
está concentrada, principalmente, nos países europeus, sendo 
à base da agricultura da região Mediterrânea da Europa 
(Oliveira et al., 2010). A oliveira foi introduzida no Brasil no 
início do século XIX, nas regiões sul e sudeste, e atualmente 
existem áreas com plantios comerciais nos estados do Rio Grande 
do Sul, Minas Gerais e Santa Catarina (Coutinho et al., 2009).

O método de propagação vegetativa mais utilizada na 
olivicultura é a estaquia devido, principalmente, a sua 
simplicidade e capacidade de formação de raízes adventícias 
pelas estacas (Porfírio et al., 2016). Diferentes cultivares de 
oliveira apresentam respostas distintas quanto ao enraizamento 
das estacas, sendo que a época do ano pode influenciar nesse 
processo, devido ao estado fenológico das plantas (Silva et al., 
2012). Entretanto, fatores genéticos também podem influenciar 
no processo de diferenciação celular e formação de raízes em 
estacas (Pio et al., 2010). Segundo Oliveira et al. (2010), para 
espécies vegetais que apresentam dificuldade de enraizamento, 
como a oliveira, podem ser utilizadas técnicas auxiliares com 
reguladores de crescimento, como o ácido indolbutírico (AIB).

Embora a auxina natural amplamente encontrada nas plantas 
seja o ácido indolacético (AIA), a utilização de auxinas sintéticas 
é muito comum na propagação vegetativa por estaquia, tais 
como o AIB que, aplicado de forma exógena, possui ação 
similar ao fitohormônio (Lazaj et al., 2015). Entretanto, estudos 
mostram que a aplicação do hormônio sintético AIB em altas 
concentrações pode causar toxidez ao vegetal ou efeito inibitório 
do enraizamento (Sauer et al., 2013).

Por outro lado, o desenvolvimento de inoculantes com 
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) 
pode contribuir com a agricultura sustentável, podendo ser 
utilizadas como inoculantes biofertilizantes, as quais promovem 
crescimento das plantas por meio de maior comprimento e 
número de raízes, bem como de produção de clorofila (Mohite, 
2013; Ruzzi & Aroca, 2015).

Apesar de poucos estudos relacionados à inoculação de 
rizobactérias no processo de propagação vegetativa da oliveira, 
essa pode servir como uma opção alternativa natural aos 
reguladores sintéticos de enraizamento, atualmente utilizados 
para a cultivar Grappolo 541, definida em função de seu 
potencial de produtividade e desenvolvimento na região de 
estudo (Oliveira et al., 2012; Ferreira et al., 2015).

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a produção de 
AIA por diferentes isolados de rizobactérias e a possibilidade 
de sua utilização no enraizamento e desenvolvimento de 
mudas, a partir de estacas semilenhosas de oliveira da cultivar 
Grappolo 541.

2 Material e Métodos
As RPCP utilizadas no presente trabalho foram as estirpes-tipo, 

Azospirillum brasilense (BR 11001t), Azospirillum amazonense 
(BR 11040t), Herbaspirillum seropedicae (BR 11175t) e 
Burkholderia brasilensis (BR 11340t) pertecentes à coleção 
de cultura da  Embrapa Agrobiologia - Seropédica-RJ, e os 
isolados de rizobactérias 32, 39, 42 e 48, obtidos por Silva & 
Melloni (2011) e depositados no banco de microrganismos 
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50% das estacas enraizadas. Esse valor é maior ao encontrado na 
literatura para a mesma cultivar (Grappolo 541), com registros 
de porcentagem de enraizamento de 8% para o tratamento de 
3 g L-1 de AIB (Oliveira et al., 2012) e de 12%, em trabalho 
realizado por Silva et al. (2012), nas mesmas condições.

Para o comprimento médio das raízes (CR), o maior valor 
médio atribuído ao tratamento com a estirpe H. seropedicae 
(BR 11175t), seguida pelo isolado 42, B. brasilensis (BR 11340 t) 
e isolado 39, não havendo diferença estatística entre eles, de 
acordo com o teste Tukey a 5% de probabilidade de erro. 
Houve diferença estatística apenas para o tratamento com 
a estirpe H. seropedicae (BR 11175t), com maior valor, em 
relação à A. amazonense (BR 11040t), A. brasilense (BR 11001t), 

cultivar ficaram imersas em meio Dygs autoclavado sem inóculo 
bacteriano, durante 60 min, conforme metodologia descrita em 
Baldotto et al. (2010), com modificações. No tratamento com 
hormônio sintético, as bases das estacas foram mergulhadas 
em ácido indolbutírico (AIB), com concentração de 3 g L-1, 
por 5 s, conforme metodologia descrita em Silva (2011).

Após 150 dias da instalação do experimento, as estacas 
foram avaliadas quanto à porcentagem de estacas enraizadas, 
ao número e crescimento de raízes formadas, seguindo a análise 
de variância, com teste de Tukey a 5% de significância por 
meio do software estatística Sisvar (Ferreira, 2008), e dados 
transformados por raiz de x + 0,5. Para verificar a correlação 
entre a produção de hormônios in vitro pelos microrganismos 
e seu potencial de enraizamento das estacas de oliveira, foi 
determinado o coeficiente de correlação de Pearson.

3 Resultados e Discussão
Os resultados da produção de AIA in vitro pelas RPCP estão 

apresentados na Tabela 1. Destaca-se o isolado 39, que apresentou 
um maior valor bruto de produção de AIA (1406 μg mL-1), em 
contraposição à menor produção para o isolado 32 (270 μg mL-1). 
As estirpes-tipo utilizadas como microrganismos-padrão na 
produção dos hormônios apresentaram produção de AIA em 
média de 417 μg mL-1.

Kuss  et  al. (2007), avaliando a produção de AIA por 
rizobactérias diazotróficas isoladas de arroz em relação às 
estirpes-tipo A. lipoferum e A. brasilense pertencentes à coleção 
de cultura de microrganismos da Embrapa Agrobiologia 
(Seropédica - RJ), registraram valores entre 2,79 e 13,47 μg mL-1 
para as primeiras é de 4,63 e 5,04 μg mL-1 para as respectivas 
estirpes-tipo. Esses valores podem ser considerados muito 
inferiores aos obtidos no presente estudo para todas as 
bactérias. Essa variação pode ser resultado de diversos fatores 
ainda não bem esclarecidos, como às diferentes condições de 
armazenamento, repicagem e mutações genéticas que podem 
ocorrer naturalmente (Madigan et al., 2010).

Diversos fatores como tempo de incubação, aminoácidos, 
fontes de carbono e nitrogênio interferem diretamente na 
produção de hormônios pelos microrganismos, como demonstrado 
por Bharucha  et  al. (2013) uma máxima produção de AIA 
na concentração de 0,20 mg/mL de triptofano, presença de 
sacarose como fonte de energia e (NH4)2SO4 como fonte de 
nitrogênio em um tempo de incubação de 96 h. Os isolados 
estudados apresentaram uma faixa de produção do AIA de 
26,4 a 591,8 μg mL-1, destacando-se a bactéria Pseudomonas putida 
cepa UB1, com maior produção. No presente estudo, os 
isolados 39 e 48 proporcionaram valores de produção in vitro 
de AIA muito superiores (Tabela 1), apresentando potencial 
de utilização em programas de enraizamento de oliveira, 
considerando esse fator como determinante. Nesse sentido, 
os dados referentes ao enraizamento das estacas de oliveira 
estão apresentados na Tabela 2.

Observa-se, na Tabela  2, que não houve significância 
(P>0,05) para os valores de número médio de raízes (NR), não 
justificando, assim, uma análise complementar dos dados, ou 
seja, não houve diferença estatística entre as médias apresentadas, 
mesmo sendo obtido um valor médio de 22,4 raízes para o 
tratamento com o AIB.

Observou-se que o tratamento com a estirpe-tipo H. seropedicae 
(BR 11175t), juntamente com o isolado 42, apresentaram 

Tabela 1. Produção in vitro de ácido indolacético (AIA) pelas rizobactérias 
promotoras de crescimento em planta (RPCP).
Table 1. Indolacetic acid (IAI) in vitro production by plant growth 
promoter rhizobacteria (PGPR).

RPCP Produção de AIA 
(μg mL-1)

32 270,46
39 1406,46
42 199,80
48 719,14

Herbaspirillum seropedicae (BR 11175t) 304,14
Azospirillum brasilense (BR 11001t) 477,80

Burkholderia brasilensis (BR 11340 t) 365,14
Azospirillum amazonense (BR 11040 t) 522,46

Tabela 2. Avaliação do potencial de enraizamento das estacas de oliveira 
(Grappolo 541) inoculadas com rizobactérias promotoras de crescimento 
em planta, em comparação com o tratamento com hormônio sintético AIB.
Table 2. Evaluation of rooting potential of olive tree cuttings (Grappolo 541) 
inoculated with plant growth promoter rhizobacteria, in comparation with 
synthetic hormone IBA.

Tratamentos % de estacas 
enraizadas NR CR 

(cm)
AIB 20 ab 22,4 0,52 b
32 10 ab 4 0,59 b
39 20 ab 5 0,89 ab
42 50 a 2,6 1,74 ab
48 10 ab 0,8 0,31 b

Herbaspirillum seropedicae 
(BR 11175t)

50 a 4 3,09 a

Azospirillum brasilense 
(BR 11001t)

10 ab 2 0,64 b

Burkholderia brasilensis 
(BR 11340 t)

20 ab 2 0,90 ab

Azospirillum amazonense 
(BR 11040 t)

0 b 0 0 b

IV (%) 36,65 44,07 17,55
P value 0,0029 0,32 0,0062

Médias seguidas da mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste 
Tukey a 5% de significância. Índice de Variação (IV) dado pelo coeficiente de 
variação dividido pela raiz quadrada do número de repetições. NR: número de 
raízes; CR: comprimento das raízes. P value obtido pela análise de variância.
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inoculação são esperados quando se testam diferentes estirpes 
e diferentes genótipos de hospedeiros.

Interações microbiológicas que envolvem o crescimento e 
desenvolvimento são fundamentais em processos de formação 
das mudas de oliveira, podendo ser encontrado microrganismos 
como fungos micorrízicos arbusculares, que proporcionam 
um incremento no desenvolvimento das estacas já enraizadas, 
aumentando o sistema radicular, bem como a parte aérea das 
plantas (Ferreira et al., 2015), e também bactérias que promovem 
o crescimento das plantas por meio de polímeros e hormônios 
produzidos (Montero-Calasanz et al., 2013). No entanto, a maioria 
dos estudos envolvendo enraizamento ou crescimento de mudas 
de oliveira concentra-se em fatores químicos (Porfírio et al., 
2016) e poucos são os trabalhos que consideram as interações 
microbiológicas, essenciais nas etapas iniciais de produção.

Dessa forma, é de extrema importância estudos em que se 
relacionem as comunidades microbianas e as espécies vegetais, uma 
vez que esses microrganismos são responsáveis pelo crescimento 
da planta, bem como pela proteção contra patógenos (Jin et al., 
2014). A descrição de espécies de microrganismos isolados 
das plantas e suas características de produção de hormônios 
são de grande relevância do ponto de vista de sustentabilidade 
ambiental. As possíveis cepas podem ser aplicadas em processos 
de biofertilização (Montero-Calasanz et  al., 2013), atuando 
como inoculantes comerciais e redução do uso de fertilizantes na 
produção de mudas, o qual contribui diretamente para produção 
mais econômica. Além disso, em produção orgânica, tais 
microrganismos podem estimular o enraizamento, apresentando-
se como uma alternativa viável (Erturk et al., 2010) em uma 
agricultura mais sustentável.

4 Conclusões
As RPCP apresentaram produção de AIA entre 200 e 1406 μg mL-1, 

com destaque para os isolados bacterianos 39 e 48. No entanto, 
não houve correlação entre produção de AIA in vitro com a 
formação e crescimento de raízes nas estacas de oliveira cultivar 
Grappolo 541.

A inoculação das estirpes-tipo e dos isolados bacterianos 
para o número médio de raízes não apresentou diferença com 
o tratamento hormônio sintético AIB.

A estirpe-tipo H. seropedicae (BR 11175t) apresentou 
potencial de utilização no processo de produção de mudas de 
oliveira cultivar Grappolo 541. Entretanto, mais estudos são 
necessários para verificar a possibilidade da produção de um 
inoculante comercial envolvendo essa bactéria.
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isolados 32 e 48, e o tratamento com o AIB, com os menores 
valores de CR.

Silva et al. (2012) observaram, em seu trabalho, utilizando 
como indutor do enraizamento o hormônio AIB, variação entre 
9,2 e 11 para NR em estacas da cultivar Grappolo 541 de acordo 
com os meses de abril e agosto respectivamente, não apresentando 
diferenças estatísticas entre eles, e com um CR de 0,6 cm. 
Tais resultados podem ser considerados próximos aos encontrados 
no presente trabalho, quando comparados ao tratamento AIB, 
com um comprimento médio de 0,52 cm (Tabela 2).

Com os resultados desse estudo observa-se maior efeito das 
RPCP no comprimento das raízes (CR) do que na formação 
de raízes (NR) em estacas (Tabela 2), quando comparadas 
ao tratamento convencional com o hormônio sintético AIB, 
destacando-se a estirpe H. seropedicae (BR 11175t). Entretanto, 
mesmo não apresentando significância estatística na formação 
de raízes nas estacas, houve um incremento no comprimento 
das raízes potencializados pela inoculação, uma vez que o AIA 
tem como característica o aumento no comprimento de raízes, 
número de pelos radiculares e raízes laterais (Zhao, 2010). 
Segundo Mohite (2013), isso se deve a um aumento osmótico 
da célula, aumento da permeabilidade de água, diminuição da 
pressão da parede e aumento da síntese de parede celular do 
vegetal, obtendo-se, assim, um maior alongamento radicular.

Ainda, a inoculação com a estirpe H. seropedicae (BR 11175t) 
proporcionou maiores valores médios de comprimento radicular 
(Tabela  2), mesmo não apresentando os maiores valores 
de produções de AIA in vitro (Tabela 1). Da mesma forma, 
a rizobactéria 39, mesmo apresentando a maior produção 
in vitro de AIA (Tabela 1), não se destacou como promotora 
de formação de raízes e maior comprimento médio nas raízes 
(Tabela 2), apresentando baixa correlação entre os valores, 
como observada pelo coeficiente de Pearson (r = -0,29 para o 
comprimento médio das raízes; r = 0,26 para número médio 
raízes e r= 0,29 para porcentagem de estacas enraizadas). 
Sendo assim, a produção de hormônios pelas bactérias in vitro 
não apresentou correlação com o enraizamento das estacas de 
oliveira nas condições estudadas. Entretanto, estudos realizados 
por Erturk et al. (2010) demonstraram efeito significativo da 
utilização de RPCP no enraizamento de kiwizeiro, com relação 
direta entre produção de AIA pelos microrganismos e as taxas 
de enraizamento.

Já Sayed & El-Naggar (2014) demonstraram efeito positivo da 
interação entre rizobactérias, fungos micorrízicos arbusculares e 
concentrações de AIB no enraizamento de plantas ornamentais, 
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