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RESUMO GERAL

As bactérias promotoras do crescimento vegetal atualmente representam uma alternativa
viavel para o incremento de uma agricultura mais sustentavel, sem perder seus anseios de
aumento de produtividade e qualidade do produto. No cultivo de flores e plantas ornamentais,
esses anseios anteriormente citados sdo uma necessidade para 0 sucesso em meio ao atual
mercado competitivo e exigente, principalmente relacionados as roseiras, para corte ou vaso.
A producdo de mudas de rosas com baixo custo e de melhor qualidade permitird um produto
mais competitivo. Desse modo, o objetivo deste trabalho foi avaliar linhagens bacterianas
de diferentes géneros quanto a promoc¢éo do crescimento vegetal e enraizamento de estacas
Rosa sp. Para tanto, foram utilizadas 24 linhagens bacterianas dos géneros Pseudomonas,
Burkholderia, Pantoea, Stenotrophomonas, Enterobacter e Bacillus isoladas da cultura da
cana-de-acgucar (Saccharum officinarum) e da soja (Glycine max). Foram selecionadas com
base em suas caracteristicas de promocdo de crescimento vegetal, tais como: fixagdo
bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato inorganico, producéo de &cido indol acético
(AlA). As estacas de Rosa sp. foram submetidas ao delineamento experimental inteiramente
casualizado com o numero de tratamentos equivalentes ao nimero de géneros bacterianos
avaliados, acrescidos de trés tratamentos: controle (CONT = Tratamento controle sem
inoculagdo/sem acido indol butirico IBA; IBA1000 = Tratamento controle com &cido indol
butirico a 1000 ppm/sem inoculacédo; IBA1500 = controle com acido indol butirico a 1500
ppm/sem inoculacdo). Com 10 repeticdes por tratamento. Apds o processo de inoculacdo e
aplicacdo do AIB a 1000 e 1500 ppm, as estacas foram colocadas em sacos de polietileno na
casa de vegetacdo. Depois de 40 dias do plantio das estacas de rosas foram avaliadas as
caracteristicas de rizogénese adventicia, como tamanho da raiz (medida por uma régua de 60
cm), nimero de raizes adventicias, massa fresca das raizes, massa seca das raizes
(acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa a 60° C até a obtencdo do peso seco
constante). Quanto ao desenvolvimento da parte aérea da planta foi avaliado o tamanho do
ramo. Aplicou-se a analise de variancia pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade utilizando

0 programa estatistico SISVAR para os dados avaliados. O tratamento com bactérias do


https://www.google.com.br/search?es_sm=122&q=Saccharum+officinarum&spell=1&sa=X&ei=X9yhVN_4MoigNte3hPgN&ved=0CBsQvwUoAA

género Bacillus obteve destaque, superando as testemunhas CONT, AIB1500 e
assemelhando-se ao tratamento controle AIB1000 em todas as caracteristicas de rizogénese
avaliadas, afirmando-se como alternativa biotecnoldgica viavel, propiciando melhoria na
qualidade do sistema radicular, aumentando a qualidade das mudas e diminuindo a

mortalidade, produzindo mudas com condi¢des melhores para irem a campo.

Palavras-chave: Rosa sp., Interacdo bactéria-planta, Bacillus, Rizogénese.



ABSTRACT

Plant growth promoting bacteria today represent a viable alternative for the growth of a more
sustainable agriculture, without losing their desire to increase productivity and product
quality. In the cultivation of flowers and ornamental plants, the aforementioned wishes are
a necessity for success amidst the current competitive and demanding market, especially
related to rose bushes, cut or vase. The production of roses seedlings with low cost and better
quality will allow a more competitive product. Thus, the objective of this work was to
evaluate bacterial strains of different genera regarding the promotion of plant growth and
rooting of Rosa sp. For this purpose, 24 bacterial strains of the genera Pseudomonas,
Burkholderia, Pantoea, Stenotrophomonas, Enterobacter and Bacillus isolated from
sugarcane (Saccharum officinarum) and soybean (Glycine max) were used. They were
selected based on their characteristics of plant growth promotion, such as: biological nitrogen
fixation, inorganic phosphate solubilization, indole acetic acid (AlA) production. The stakes
of Rosa sp. were submitted to a completely randomized design with the number of treatments
equivalent to the number of bacterial genera evaluated, plus three treatments: control (CONT
= Control treatment without inoculation / without indole butyric acid IBA; IBA1000 =
Control treatment with indole butyric acid at 2000 ppm / no inoculation IBA1500 = control
with indole butyric acid at 1500 ppm / no inoculation). With 10 replicates per treatment.
After the inoculation and application of the AIB at 1000 and 1500 ppm, the cuttings were
placed in polyethylene bags in the greenhouse. Adventitious rhizogenesis characteristics,
such as root size (measured by a 60 cm ruler), number of adventitious roots, fresh root mass,
root dry mass (packed in sacks) paper and oven dried at 60 ° C until constant dry weight is
obtained). Regarding the development of the aerial part of the plant, the size of the branch
was evaluated. The analysis of variance was applied by the Tukey test at 1% of probability
using the SISVAR statistical program for the data evaluated. The treatment with bacteria of
the genus Bacillus was highlighted, overcoming the controls CONT, AIB1500 and
resembling the control treatment AIB1000 in all the characteristics of rhizogenesis evaluated,

being affirmed as a viable biotechnological alternative, providing improvement in the quality



of the root system, increasing the quality of seedlings and reducing mortality, producing

seedlings with better conditions to go to the field.

Key words: Rosa sp., Plant bacterium interaction, Bacillus, Rhizogenesis.
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1. INTRODUCAO

O Produto Interno Bruto (PIB) da cadeia produtiva de Flores e Plantas Ornamentais do
Brasil foi de R$ 6,65 bilhdes em 2016 e, para 2017, a previsdo de crescimento em todo o pais
é de 9% com faturamento de R$ 7,2 bilhGes (IBRAFLOR, 2017).

A rosa (Rosa sp.), pertence & familia Rosaceae, teve origem na Asia, possuindo cerca de
200 espeécies selvagens e mais de 30 mil variedades, que sdo derivadas de cruzamentos e
backcrossing. A maior parte das variedades hibridas produzem roseiras que sao aptas
preferencialmente ao clima temperado, mas adaptadas as condi¢es climéticas do Brasil
(BARBOSA et al., 2005; TAKANE et al., 2007).

Desta cadeia produtiva brasileira de Flores e Plantas Ornamentais, 19% das
movimentacOes financeiras relacionadas a aquisi¢cdo de insumos ficam com as empresas
produtoras de mudas, sementes e bulbos, que faturaram um montante estimado de R$ 248
milhGes em 2014. Salientando que neste levantamento financeiro foram estimados somente
0s gastos com o material de propagacdo, ndo sendo contabilizados os faturamentos das
empresas desenvolvedoras de royalties devido a sua complexidade, esse custo é comum na
producdo de algumas variedades de rosas (FERREIRA; BELO, 2015).

A producdo de mudas de roseiras pode ser propagada de forma sexuada usando sementes,
ou assexuada, por estacas, por enxerto e micropropagacdo (BARBOSA et al., 2005). O uso
de estacas € 0 método mais utilizado até o momento, pela possibilidade de propagar um grande
namero de plantas de uma Unica planta-mae em curto espaco de tempo e especialmente pelo
custo reduzido e de facil implementacdo (FACHINELLO, 2005).

No entanto, a producdo de rosas necessita de padronizacao e qualidade. A propagacao por
estaquia classica ndo propicia aos produtores enraizamento de estacas de roseira com taxas
aceitaveis de enraizamento e sobrevivéncia para uma boa producdo comercial, levando ao
produtor a utilizar reguladores sintéticos do grupo das auxinas, propiciando mudas de

qualidade, porém com aumento no custo de producdo (ONO et al., 2004; PIROLA, 2016).
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Deste modo, uma alternativa viavel aos requisitos de qualidade dos produtores de roseiras,
e com reducéo de custo na producdo de mudas quando comparadas ao método convencional,
resultaria no incremento da produtividade em relacéo ao custo-beneficio.

A ciéncia contemporanea torna descartavel o pensamento, de manter ou aprimorar a vida
das plantas sem bactérias (RYAN et al., 2008), devido ao fato das bactérias epifitas
preencherem a superficie das folhas, caules, frutos e raizes, e bactérias denominadas
endofiticas habitarem no interior do corpo da planta, onde se habitam nos feixes vasculares,
espacos intercelulares e no interior das células (ALMEIDA et al., 2009). A maior parte destas
bactérias que colonizam a planta ndo apresentam nenhuma influéncia negativa para a mesma,
sendo em sua maioria benéficos para o crescimento, desenvolvimento e protecdo das plantas
(ZAWADZKA, et al. 2014).

Por diferentes meios, as bactérias podem promover o crescimento vegetal, mas a literatura
0 divide em trés: biofertilizagdo, fitoestimulagdo e biocontrole (BLOEMBERG &
LUGTENBERG, 2001; MOREIRA et al., 2010). Para tanto, as bactérias utilizam mecanismos
diretos, como a solubilizacdo de nutrientes, como o fosfato inorganico, a fixacao bioldgica de
nitrogénio (FBN), ou a producdo de fitohorménios, a exemplo do acido indol 3-acético (AlA)
do grupo das auxinas, giberelina, citocinina e etileno, e os meios indiretos como a producéo
de enzimas quitinases, glutanases e celulases (FERRARA et al., 2001; PODILE & KISHORE,
2007).

Portanto, de acordo com os fatos anteriormente apresentados quanto ao uso de bactérias
promotoras do crescimento vegetal, pode ser uma alternativa viavel, sustentavel e de baixo
custo para o enraizamento e desenvolvimento de mudas provenientes de estacas Rosa sp.

Desse modo, o objetivo do trabalho foi avaliar linhagens bacterianas dos géneros
Pseudomonas, Burkholderia, Pantoea, Stenotrophomonas, Enterobacter e Bacillus quanto a

promocao do crescimento vegetal e enraizamento de estacas Rosa sp.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A Cadeia produtiva de flores e plantas ornamentais

O faturamento da cadeia produtiva de Flores e Plantas Ornamentais do Brasil, foi R$ 5,7
bilhdes em 2014, R$ 6,2 bi em 2015, R$ 6,65 bi em 2016 e, para 2017, a estimativa de
crescimento em todo o pais é de 9% com faturamento de R$ 7,2 bilhdes (IBRAFLOR, 2017).
Esta cadeia produtiva é muito ampla com mais de 2.000 espécies de flores e plantas
ornamentais. Deste modo, para uma melhor logistica foi dividida a producéo das principais
espeécies a partir de trés setores de produtos: flores e folhagem de corte, flores e plantas de
vaso e plantas ornamentais e destinadas ao paisagismo, com exce¢do da grama. A producéo
de rosa tem participacdo de destaque nos dois primeiros setores citados anteriormente
(JUNIOR et al., 2015).

As informac6es oficiais sobre consumo mundial de flores e plantas ornamentais sao
poucas, mas para ter uma ideia do tamanho do consumo deste setor intenso e dinamico, foram
somadas todas exportacGes de todos os paises produtores e re-exportadores e em 2013
alcancou uma movimentacdo financeira de US$ 21,773 bilhdes, importante destacar que
mesmo setor em 1999 atingiu US$ 8,77, um crescimento de 148,2% (JUNIOR et al. 2015).

Quando o assunto é o consumo de flores e plantas ornamentais no Brasil, podemos
destacar dois pontos importantes. O primeiro esta relacionado ao destino da producao, tendo
como foco o mercado interno, esse fato fica expresso nos dados do volume financeiro
comercializado pelos produtores, 97% no mercado interno, posicionando os brasileiros como
os principais consumidores da cadeia. O segundo ponto importante a ser destacado esta
pertinente ao crescimento no consumo médio per capta do brasileiro com flores e plantas
ornamentais. Passando de R$ 23,00 por pessoa no ano de 2012, para R$ 25,83 em 2013 e
alcancando R$ 26,68 em 2014. Representando um crescimento médio anual de 7,71%
(JUNIOR et al., 2015).

A cadeia produtiva de flores e plantas ornamentais em relacdo ao ciclo das suas atividades,
é dividida em trés etapas fundamentais: a primeira consiste no desenvolvimento de cultivares;

seguida da producdo de mudas, esta etapa € crucial, pois, a expressdo final de desempenho
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maximo de cada cultivar, depende totalmente dos parametros com que a muda foi produzida,
a outra etapa fundamental corresponde a logistica de comercializacdo dos produtos, que
quando bem elaborada é a solucdo para umas das principais problematicas desse setor,
representado pela alta perecibilidade de seus produtos (OINAM et al., 2011; JUNIOR et al.,
2015).

O setor possui também como destaque um aumento na aquisicdo de mao-de-obra,
resultando no aumento da renda da populagdo presente na zona rural e contribuindo
diretamente com a diminuicdo do éxodo rural. Salientando que o diferencial dessa cadeia
produtiva das outras cadeias produtivas do agronegdcio brasileiro € que 70% a 80% total de

trabalhadores desse setor é composto pelo género feminino (JUNIOR et al., 2015).

2.2. Cultura da roseira

A rosa (Rosa sp.), pertence a classe da Angiospermas, subclasse Dicotiledénea, ordem
Rosales e familia Rosaceae, teve origem na Asia, possuindo cerca de 200 espécies selvagens
entre as quais apenas 8 a 20 espécies contribuiram para a composicdo genética de
aproximadamente de 30 a 35 mil variedades de nossas cultivares atuais, que séo derivadas de
cruzamentos e backcrossing. A maior parte das variedades hibridas produzem roseiras que
sdo aptas preferencialmente ao clima temperado, mas, adaptadas as condicdes climaticas do
Brasil (BARBOSA et al., 2005; TAKANE et al. 2007; BENDAHMANE et al., 2013).

Segundo Takane et al. (2007) a roseira apresenta as seguintes caracteristicas de
morfologia: planta arbustiva, perene, hébito de crescimento ereto, caule lenhoso, geralmente
possuindo aculeos, folhas compostas de cinco a sete foliolos ovalados, gerando flores no apice
das hastes, apresentando normalmente cinco sépalas com I6bulos laterais e fruto carnoso com
coloragéo avermelhada.

As roseiras se destacam como a cultura mais importante economicamente na cadeia
produtiva de flores e plantas ornamentais, utilizadas para fins decorativos (plantas de jardim,
plantas de interior e flores de corte), para producdo de 6leos essenciais utilizados em uma
ampla gama de produtos para a industria cosmética, alimentar e medicinal (BENDAHMANE
etal., 2013).
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Desta cadeia produtiva brasileira de Flores e Plantas Ornamentais, 19% das
movimentacOes financeiras relacionadas a aquisi¢cdo de insumos, ficam com as empresas
produtoras de mudas, sementes e bulbos, que faturaram um montante estimado de R$ 248
milhdes em 2014. Salientando que neste levantamento financeiro foram estimados somente
0s gastos com o material de propagacdo, ndo foram contabilizados os faturamentos das
empresas desenvolvedoras de royalties devido a sua complexidade, esse custo € comum na
producdo de algumas variedades de rosa (FERREIRA; BELO, 2015).

A producdo de mudas de roseiras podem ser propagadas de forma sexuada usando
sementes, ou assexuada, por estacas, por enxerto e micropropagacao (BARBOSA et al.,
2005). Dentre métodos de propagacdo vegetativa o uso de estacas (estaquia) € método mais
utilizado até momento, pela possibilidade de propagar um grande nimero de plantas de uma
Unica planta-mde em um curto espaco de tempo e especialmente pelo custo e facil
implementacdo (FACHINELLO, 2005; PEREIRA et al, 2015).

A producdo de rosas necessita de padronizacdo e qualidade, a propagacao por estaquia
classica ndo propicia aos produtores enraizamento de estacas de roseira com taxas aceitaveis
de enraizamento e sobrevivéncia para uma boa producdo comercial, levando ao produtor
utilizar reguladores do crescimento sintéticos do grupo das auxinas, propiciando um aumento
na qualidade das mudas, mas aumento no custo de producdo (ONO et al., 2004; PIROLA,
2016).

2.3. Bactérias promotoras do crescimento vegetal

A ciéncia contemporanea torna descartavel o pensamento de manter ou aprimorar a vida
das plantas sem bactérias (Ryan et al., 2008). Pelo fato das bactérias epifitas preencherem
superficies das folhas, caules, frutos e raizes, e bactérias denominadas endofiticas que habitam
no interior do corpo da planta, onde habitam os feixes vasculares, espagos intercelulares e no
interior das células (ALMEIDA et al., 2009). A maior da parte destas bactérias que colonizam
a planta ndo apresenta nenhuma influéncia negativa para a mesma, boa parte destes
microrganismos sao benéficos para o crescimento, desenvolvimento e prote¢do dos vegetais
(ZAWADZKAet al., 2014).
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As bactérias promotoras do crescimento vegetal colonizam diferentes nichos, tais como a
rizosfera, que interagem no solo préximo a raiz, e as endofiticas que se localizam e atuam no
interior dos tecidos de todos os 6rgaos da planta. Deste modo, podem contribuir positivamente
no crescimento e desenvolvimento do vegetal. (MOREIRA et al., 2010). Por diferentes meios,
as bactérias podem promover o crescimento vegetal, mas a literatura os divide em trés:
biofertilizacdo, fitoestimulacdo e biocontrole (BLOEMBERG & LUGTENBERG, 2001).
Para tanto, as bactérias utilizam mecanismos diretos, como a solubilizacdo de nutrientes,
como o fosfato inorganico, fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), ou a producdo de
fitohorménios, como &cido indol 3-acético (AlA) do grupo das auxinas, giberelina, citocinina
e etileno, e os meios indiretos como producdo de enzimas quitinases, glutanases e celulases
(FERRARA et al., 2001; PODILE & KISHORE, 2007).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Selegéo das Linhagens bacterianas

Foram utilizadas 24 linhagens bacterianas, estas de diferentes géneros Pseudomonas,
Burkholderia, Pantoea, Stenotrophomonas, Enterobacter e Bacillus isoladas da cultura da
cana-de-acgucar (Saccharum officinarum), exceto a linhagem EN230 isolada da cultura da soja
(Glycine max). Todas pertencentes a colecdo de culturas bacterianas do Laboratério de
Genética e Biotecnologia Microbiana (LGBM) da Unidade Académica de Garanhuns/
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UAG/UFRPE). A tabela 1 apresenta as linhagens
que foram previamente selecionadas por possuirem in vitro caracteristicas de bactérias
promotoras do crescimento vegetal, quanto a fixacdo biologica de nitrogénio, producdo de
acido indol acético (AlA), producdo exopolissacarideos (EPS) e solubilizacdo de fosfato
inorganico, todas foram identificadas por analise parcial do gene 16S rRNA (SOBRAL, 2003;
BARBOSA 2010; BARROS, 2010; SILVA, 2011; FARIAS, 2015, LIMA, 2012, FARIAS,
2015; SANTOS, 2015).

Tabela 1: Origem, identificacdo e caracterizagdo da promocao do crescimento vegetal das

linhagens bacterianas isoladas de cana-de-acUcar e soja coinoculados em estacas de Rosa sp.

Origem
Linhagens Indentificacdo FBN P EPS AlA
Nicho Variedade
UAGC159 Bacillus cereus ER RB92579 + + + +
UAGCS863 Bacillus sp. EF RB867515 + + + +
UAGCS867 Burkholderia sp. ER RB867515 + + - +
UAGCT78 Burkholderia sp. ER RB 863129 + - - +
G28 Burkholderia heleia ER RB863129 + + +
G29 Burkholderia gladioli EC RB867515 + + +
UAGC901 Enterobacter sp. ER RB92579 - + n/a +
UAGC917 Enterobacter sp. RIZ RB867515 + n/a +
UAGC879 Enterobacter sp. RIZ RB867515 - + n/a +
UAGC903 Enterobacter sp. R1Z RB867515 + + n/a +
UAGC930 Enterobacter sp. R1Z RB867515 - + n/a +



https://www.google.com.br/search?es_sm=122&q=Saccharum+officinarum&spell=1&sa=X&ei=X9yhVN_4MoigNte3hPgN&ved=0CBsQvwUoAA
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UAGC882 Pantoea sp. RIZ RB867515 - + n/a +
UAGCB858 Pantoea sp. ER RB92579 + + n/a +
UAGC972 Pantoea sp. ER RB867515 - + n/a +
UAGC906 Pantoea sp. RIZ RB867515 - + n/a +
UAGC907 Pantoea sp. RIZ RB867515 - - n/a +
UAGC86 Pseudomonas sp. RIZ RB 92579 + + n/a +
UAGC723 Pseudomonas sp. ER RB867515 + + - +
UAGC902 Pseudomonas sp. ER RB92579 + n/a +
UAGF14 Pseudomonas sp. RIZ RB 92579 + + +

EN230 Pseudomonas sp. ER + + n/a +
UAGC869 Stenotrophomonas sp. RIZ RB867515 + n/a +
UAGC925 Stenotrophomonas sp. RIZ RB867515 - - n/a +
UAGC965 Stenotrophomonas sp. ER RB867515 - - n/a +

Legenda: RIZ: Rizosfera; ER: Endofitico de Raiz; EF: Endofitico de Folha; EC: Endofitico de Colmo; + :
Positivos para a caracteristica avaliada; - : Negativo para caracteristica avaliada; n/a: caracteristica ndo avaliada;
FBN : Fixacdo Bioldgica de nitrogénio; P : Solubilizacdo de Fosfato Inorgénico; EPS: Producdo de
Exopolissacarideos; AlA: Sintese de &cido indol acético (Fonte: SOBRAL, 2003; BARBOSA, 2010; BARROS,
2010; SILVA, 2011; LIMA, 2012, FARIAS, 2015; SANTOS, 2015).

3.2. Coleta e preparo do material vegetal

A coleta e preparo do material vegetal ocorreram da seguinte forma: As hastes de rosas
foram colhidas no inicio da manhd onde a planta matriz apresenta maior hidratacdo,
selecionadas de plantas matrizes sadias e isenta de pragas e doencas; apds serem coletadas
foram transferidas imediatamente para um ambiente fechado (LGBM).Para o preparo das
estacas consistiu na retirada de todas as folhas e gemas, exceto as duas Ultimas gemas da parte
superior das estacas, em seguida foram feitos dois cortes, um corte reto na extremidade
inferior da estaca e outro corte em bisel na extremidade superior da estaca, obtendo
uniformemente ap6s o0s cortes das estacas altura de 20 cm (Figura 1). Efetivou-se
uniformemente os procedimentos citados, em todas as estacas empregadas nos ensaios,

mantendo-as constantemente em recipientes com &gua para evitar a desidratagdo (Figura 1).
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Figura 1: Preparo das estacas: (2) Retirada das folhas e gemas; (b) Estacas prontas sob hidratacdo constante.

3.3. Influéncia das bactérias promotoras do crescimento vegetal sob enraizamento e

desenvolvimento das estacas de Rosa sp.

Para avaliar a influéncia das bactérias promotoras do crescimento vegetal, as estacas de
Rosa sp. foram submetidas a nove tratamentos (Tabela 2), sob delineamento experimental

inteiramente casualizado, havendo 10 repeti¢des por tratamento.

Tabela 2: Tratamentos utilizados na avaliacdo do enraizamento e desenvolvimento das

estacas de Rosa sp.

Tratamento Descrigéo

CONT Tratamento controle sem inoculagdo/sem &cido indol butirico (IBA)

IBA1000 Tratamento controle com &cido indol butirico a 1000 ppm/sem inoculacéo

IBA1500 Tratamento controle com é&cido indol butirico a 1500 ppm/sem inoculagéo

BACI Tratamento apenas com mix das linhagens do género Bacillus (UAGC159, UAGC 863)

BURK Tratamento apenas com mix das linhagens do género Burkholderia (G29, G28, UAGC78,
UAGC867)

ENTE Tratamento apenas com mix das linhagens do género Enterobacter (UAGC930, UAGC903,
UAGC879, UAGC917, UAGC901)

PANT Tratamento apenas com mix das linhagens do género Pantoea (UAGC907, UAGC906,

UAGC972, UAGC858, UAGC882)
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PSEU Tratamento apenas com mix das linhagens do género Pseudomonas (EN230, UAGF14,
UAGC902, UAGC723, UAGCB86)
STEN Tratamento apenas com mix das linhagens do género Stenotrophomonas (UAGC869,

UAGC925, UAGCI65)

3.3.1 Preparo dos indculos bacterianos

Para obtencdo dos indculos bacterianos se iniciou com a purificacdo das culturas
bacterianas por meio da técnica de estrias de esgotamento para obtencéo de coldnias isoladas,
em meio de cultura Trypcase Soy Agar (TSA) 10% sélido (Tabela 3).

Posteriormente a obtencéo das col6nias isoladas, as bactérias foram repicadas para 10 mL
de meio de cultura de Trypcase Soy Agar (TSA) 10% liquido, acrescido de L-triptofano
(Tabela 4), sob agitacdo constante (120 rpm) por 24 horas. Em seguida, as culturas bacterianas
foram diluidas em solugdo tampdo PBS (Tabela 5), acrescido de L-triptofano (5mM), de

forma a atingir densidade Optica de 0,2 (DOsoonm).

Tabela 3: Composicdo do meio de cultura Trypcase Soy Agar (TSA) 10% sélido.

Reagentes Gramas/Litro de meio de cultura
Triptofana de Soja 1,5¢g/L

Peptona Soja 59/L

NaCl 1,5¢g/L

Agar Bacterioldgico 15g/L

Agua Destilada 1000 mL

pH 7,3

Tabela 4:Composicdo do meio de cultura Trypcase Soy Agar (TSA) 10% liquido, acrescido
de L-triptofano.

Reagentes Gramas/Litro de meio de cultura
Triptofana de Soja 1,5¢g/L

Hidrolisado de peptona 59/L

NaCl 1,5¢g/L
L-triptofano 5Mm

Agua Destilada 1000 mL

pH 7.3
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Tabela 5: Composicédo do tampéo Phoshate Buffered Saline (PBS) acrescido L-triptofano.

Reagentes Gramas/Litro de meio de cultura
NaCl 8,0 g/L

KCI 0,2 g/L

Na;HPO4 1,44 g/L

KH2PO4 0,24 g/L
L-triptofano 5Mm

Agua destilada 1000 mL

pH 7,4

3.3.2 Inoculagéo e plantio das estacas de Rosa sp.

Apos o processo de diluicdo das culturas bacterianas em solucéo tampdo PBS acrescida
L-triptofano, as estacas foram imersas por aproximadamente 30 minutos sob agitacdo a cada
10 minutos (Figura 2). As estacas dos tratamentos: CONT, AIB1000 e AIB1500 também
passaram pelo mesmo procedimento imersos na solucdao tampéao PBS acrescida L-triptofano,
porém sem o indculo bacteriano. Posteriormente a esse processo microbiolizacdo, as estacas
foram colocadas em sacos de polietileno utilizados comercialmente para obtencdo de mudas
e o substrato empregado foi areia lavada e peneirada (Figura 3), irrigando-o apos o plantio,
com 50 mL da formulacdo utilizada na inoculacdo das estacas. Esses sacos com as estacas
foram colocados na casa de vegetacdo (Figura 4), por um periodo de 40 dias, para a formacao

das mudas.
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Figura 3: Substrato utilizado: areia lavada e peneirada.
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Figura 4: Disposicdo do experimento na casa de vegetacao.

3.3.3. Avaliacao dos portas-enxertos

Apo6s 40 dias de plantio, foram avaliados os seguintes fatores, como o indicio da
efetividade, o metodo utilizado sobre o enraizamento e desenvolvimento das mudas,
salientando que durante esse periodo de cultivo, diariamente era realizado o desbaste das
brotacdes indesejadas. Deste modo, foram avaliadas as mudas obtidas quanto as
caracteristicas de rizogénese adventicia. Como tamanho da raiz (medida por régua graduada),
numero de raizes adventicias, massa fresca das raizes emassa seca das raizes (acondicionadas
em sacos de papel e secas em estufa a 60° C até obtencdo do peso seco constante). Quanto ao
desenvolvimento da parte aérea das plantas foi avaliado o tamanho do ramo e a taxa de

sobrevivéncia das estacas.
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Figura 6: Medicdo do tamanho do ramo.
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3.3.4 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste de Tukey a 1% de

probabilidade utilizando o programa estatistico SISVAR 5.1., para os dados avaliados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliacdo a variavel comprimento de raiz, o tratamento com o mix de bactérias do
género Bacillus se destacou demostrando um incremento significativo de 187,74% e 158,2%
quando comparado com os tratamentos testemunhas CONT e AIB1500, respectivamente.
Comparando com o tratamento controle AIB1000 n&o houve diferenca significativa entre eles.
O tratamento bactérias do género Bacillus demostrou superioridade significativa aos demais
ensaios com inoculacdo de bactérias, com exce¢do do tratamento com bactérias do género

Stenotrophomonas (Figura 8).
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Figura 7: Valores médios de comprimento das raizes adventicias das estacas de Rosa sp. dos tratamentos:
CONT = controle sem inoculacdo/sem IBA; IBA1000 = controle com IBA a 1000 ppm/sem inoculagéo;
IBA1500 = controle com IBA a 1500 ppm/sem inoculagdo; BACI = mix das linhagens do género Bacillus;
BURK = mix das linhagens do género Burkholderia; ENTE= mix das linhagens do género Enterobacter; PANT
= mix das linhagens do género Pantoea; PSEU = mix das linhagens do género Pseudomonas; STEN = mix das
linhagens do género Stenotrophomonas. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o
teste de Tukey (p<0,01).

Para 0 nimero de raiz, o tratamento com inoculagdo das bactérias do género Bacillus
apresentou médias superiores significativas de 263,78 % em relacdo a testemunha CONT e
234,05% ao tratamento AIB1500. Quando comparado com tratamento controle AIB1000 nédo

houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 9).
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Figura 8: Valores médios do nimero de raizes adventicias das estacas de Rosa sp. dos tratamentos: CONT=
controle sem inoculagdo/sem IBA; IBA1000= controle com IBA a 1000 ppm/sem inoculagdo; IBA1500=
controle com IBA a 1500 ppm/sem inocula¢do; BACI= mix das linhagens do género Bacillus; BURK= mix das
linhagens do género Burkholderia; ENTE = mix das linhagens do género Enterobacter; PANT = mix das
linhagens do género Pantoea; PSEU = mix das linhagens do género Pseudomonas; STEN = mix das linhagens
do género Stenotrophomonas. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de
Tukey (p<0,01).

Resultados semelhantes foram apresentados por Raasch et al., (2013), no ensaio de
inoculacdo de Bacillus subtilis em estacas de cinco clones diferentes de eucaliptos, resultou
no aumento do indice de emissdo de raizes, propiciando melhoria na qualidade das raizes e
incremento no desenvolvimento tanto do sistema radicular quanto da parte aérea.

O aumento de raizes adventicias principais quanto ao nimero, a espessura € 0
comprimento, sdo fundamentais para o desempenho inicial das mudas provenientes de
estaquia no campo, proporcionando maior direcionamento e capacidade dessas raizes em
absorverem agua e nutrientes diminuindo a mortalidade das plantas e favorecendo seu
crescimento e desenvolvimento (RAASCH et al., 2013).

Na afericdo da massa fresca, os tratamentos com bactérias dos géneros Bacillus, Pantoea,
Stenotrophomonas, apresentaram um acrescimo significativo nos valores medios desta
variavel em 323,36%, 337,70%, 285,86%, respectivamente, quando comparado com valores
médios do tratamento controle CONT. Comparando com tratamento controle AIB1000 e AIB

1500 néo houve diferenca significativa entre os tratamentos (Figura 10).
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Figura 9: Valores médios da massa fresca raizes adventicias das estacas de Rosa sp. dos tratamentos: CONT=
controle sem inoculagdo/sem IBA; IBA1000= controle com IBA a 1000 ppm/sem inocula¢do; IBA1500=
controle com IBA a 1500 ppm/sem inoculagdo; BACI= mix das linhagens do género Bacillus; BURK= mix das
linhagens do género Burkholderia; ENTE= mix das linhagens do género Enterobacter; PANT= mix das
linhagens do género Pantoea; PSEU= mix das linhagens do género Pseudomonas; STEN= mix das linhagens do
género Stenotrophomonas. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,01).

Para a massa seca, os tratamentos BACI e STEN apresentaram um incremento
significativo de 311,28% e 219,28%, respectivamente, frente ao tratamento testemunha
(CONT). Quando comparado os tratamentos com mix de bactérias com o tratamento controle
AIB1500, apenas o tratamento BACI apresenta valores médios superiores significativos de
162,5% em relacdo a testemunha AIB1500 (Figura 11).
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Figura 10: Valores médios da massa seca raizes adventicias das estacas de Rosa sp. dos tratamentos: CONT=
controle sem inoculagdo/sem IBA; IBA1000= controle com IBA a 1000 ppm/sem inocula¢do; IBA1500=
controle com IBA a 1500 ppm/sem inoculagdo; BACI= mix das linhagens do género Bacillus; BURK= mix das
linhagens do género Burkholderia; ENTE= mix das linhagens do género Enterobacter; PANT= mix das
linhagens do género Pantoea; PSEU= mix das linhagens do género Pseudomonas; STEN= mix das linhagens do
género Stenotrophomonas. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,01).

Rizobactérias isoladas de limdo cravo também induziram o aumento na biomassa da
matéria seca das raizes desenvolvimento radicular e a formacdo de brotos nas estacas de
violeta africana, quando comparados com tratamento controle com AIB, demostrando que um
indculo proveniente de isolado de uma cultura diferente ndo se caracteriza como fator
limitante na expressao da interacdo bactéria-planta positiva (BORACIN, et al., 2016).

As bactérias género Bacillus avaliadas neste experimento também foram isoladas de uma
cultura diferente, a cana-de-actcar (Saccharum officinarum). Afirmando que este fator ndo
interferiu na bioprospecc¢édo destes microrganismos na cultura da roseira.

Texeira et al. (2007) encontrou entre 107 isolados de bactérias obtidas da rizosfera de
mudas de diferentes clones de eucalipto, 10 (Ca, FL2, MF2, MF4, RC3, R1, 3918, S1, S2 e
CIIB) apresentaram potencial como promotores de enraizamento de estacas e miniestacas de
Eucalyptus spp., proporcionando ganhos de 110% no enraizamento e de até 250% no peso de

matéria seca de raizes de estacas e miniestacas.


https://www.google.com.br/search?es_sm=122&q=Saccharum+officinarum&spell=1&sa=X&ei=X9yhVN_4MoigNte3hPgN&ved=0CBsQvwUoAA
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Bactérias diazotroficas ndo simbidticas (BDNS) também demostraram ser
potencialmente capazes de promoverem o calejamento e enraizamento das estacas semi-
lenhosas das cultivares de oliveira da mesma forma que aquelas tratadas com horménio
comercial AIB (SILVA, et al., 2017).

O potencial de enraizamento de estacas provenientes pelo método de estaquia nao esta
exclusivamente relacionado com as auxinas, mas quanto ao um conjunto de fatores abidticos
e bioticos (SILVA et al., 2017). Neste aspecto, as inoculacdes de bactérias promotoras do
crescimento vegetal estdo a frente, por disponibilizar ndo somente &cido indol acético,
possuindo outros atributos como solubilizacdo de fostato, fixacéo de nitrogénio, producéo de
outros fitohormdnios como giberelina, citocinina e etileno, producdo de enzimas quitinases,
glutanases e celulases, producdo de exopolissacarideos, biofilme e biocontrole de patdgenos.

Na avaliacdo do varidvel comprimento do ramo, houve apenas diferenciacéo significativa
entre os valores médios obtidos dos tratamentos BACI e ENTE, sendo a média do tratamento
BACI maior 358,50% em relacdo ao tratamento ENTE (Figural2).
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Figura 11: Valores médios do comprimento do ramo das estacas de Rosa sp. dos tratamentos: CONT= controle
sem inoculacdo/sem IBA; IBA1000= controle com IBA a 1000 ppm/sem inoculacéo; IBA1500= controle com
IBA a 1500 ppm/sem inoculag¢do; BACI= mix das linhagens do género Bacillus; BURK= mix das linhagens do
género Burkholderia; ENTE= mix das linhagens do género Enterobacter; PANT= mix das linhagens do género
Pantoea; PSEU= mix das linhagens do género Pseudomonas; STEN= mix das linhagens do género
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Stenotrophomonas. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si, de acordo com o teste de Tukey
(p<0,01).

A associacdo de bactéria-planta pode apresentar resultados positivos na
producdo de uma determinada cultura, como demostrado neste trabalho.
Entretanto, interacdo entre bactérias e raizes de plantas pode ser benéfica, prejudicial
ou neutra (SCHIPPERS et al., 1987). Neste aspecto, o gendtipo da cultura é o fator limitante
podendo implicar diretamente na expressdo fenotipica das caracteristicas bacterianas
(LOREDO-OSTI et al., 2004).

Portanto, este trabalho realizado com a cultura da roseira, o qual avaliou as caracteristicas
bacterianas de promocdo do crescimento vegetal, evidenciou a capacidade potencial das
linhagens bacterianas em promover o enraizamento e estimular o crescimento das estacas de
Rosa sp., tornando assim, uma alternativa promissora para aplicacdo biotecnoldgica agricola,

visando o aumento da produtividade sustentavel e economicamente viavel da agricultura.



37

Gomes Barbosa, Jesimiel - Enraizamento de estacas de Rosa sp. sob a inoculagdo de bactérias promotoras do

crescimento vegetal

5 CONCLUSOES

O tratamento com bactérias do género Bacillus obteve destaque superando as testemunhas
CONT, AIB1500 e assemelhando-se tratamento controle AIB1000 em todas as caracteristicas
de rizogénese avaliadas, afirmando-se como alternativa biotecnoldgica viével, propiciando
melhoria na qualidade no sistema radicular aumenta a qualidade das mudas e diminui a

mortalidade, produzindo mudas com condi¢fes melhores para irem a campo.
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