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RESUMO GERAL

A floricultura € um ramo do agroneg6cio que abrange desde flores de corte a plantas
envasadas e folhagens. Sua demanda tem crescido no mercado internacional, o que
levou muitos profissionais a buscar tecnologias que possibilitem a melhoria dos
produtos, seja em questdes de qualidade, beleza e durabilidade. No Brasil, esse setor
vem em crescimento constante, tendo ocorrido um aumento de 4% no valor de mercado
em 2018 em comparacdo ao ano anterior, chegando a um total de R$ 7,2 bilhGes.
Dentre as flores de corte, as rosas se destacam no mercado nacional e internacional.
Para a sua producdo sdo utilizados produtos quimicos, os quais sao aplicados em larga
escala, podendo trazer prejuizos para 0 meio ambiente e para o agricultor. Portanto, uma
alternativa que vem se consolidando € o uso de microrganismos benéficos, que podem
atuar tanto no controle de doencas, quanto na promocao do crescimento das plantas e na
na durabilidade das hastes. A inoculacdo com as bactérias promotoras de crescimento,
pode aumentar a producdo e melhorar a qualidade das flores produzidas, bem como
influenciar a quantidade e qualidade dos 6leos produzidos. Dessa forma, objetivou-se
com este trabalho estudar o potencial de bactérias promotoras de crescimento no manejo
do mofo cinzento e na producéo de rosas. O primeiro experimento baseou-se na selecdo
de bactérias para o controle de Botrytis cinerea, principal patdgeno da roseira, na pos
colheita das hastes. que resultou na selecdo de quatro bactérias que foram selecionadas
devido ao seu potencial de producdo de compostos antifingicos bioativos e volateis,
onde auxiliaram no controle do patégeno e aumentaram a durabilidade das hastes
florais, quando aplicadas diretamente em hastes florais obtidas no ponto de colheita. A
partir dessa selecdo, realizou-se 0 segundo experimento, que objetivou estudar o efeito
das quatro bactérias selecionadas na producdo de hastes florais e na quantidade e
composicao quimica dos 6leos essenciais. a aplicacdo dos microrganismos selecionados
para a producdo em estufas ndo s melhorou as caracteristicas agronémicas relativas a
producdo como o tamanho das hastes e dos botdes florais, como aumentou a
durabilidade das flores, além de aumentar o teor de Oleos essenciais produzidos,
estimulando a producdo de compostos de interesse para a indUstria quimica, como o
Oxido de Carofileno, a-Selineno, Limoneno e o-Farneseno.Assim, esse trabalho
demonstrou o potencial do uso de bactérias promotoras de crescimento na protecdo ao
mofo cinzento e na producdo de rosas vermelhas das variedades “Tonight” e “Principe
Negro”.

Palavras-chave: Bactérias. Floricultura. Rosas.



ABSTRACT

Floriculture is a branch of agribusiness that ranges from cut flowers to potted plants and
foliage. Its demand has grown in the international market, which has led many
professionals to seek technologies that enable the improvement of products in terms of
quality, beauty and durability. In Brazil, floriculture has been growing steadily, with a
4% increase in market value in 2018 compared to the previous year, reaching a total of
R $ 7.2 billion. Among the cut flowers, roses stand out in the national and international
market. For its production are used chemicals applied on a large scale, which can cause
damage to the environment and the farmer. Therefore, an alternative that has been
consolidating is the use of beneficial microorganisms, which can act in disease control,
in promoting plant growth and in stems durability. Inoculation with growth promoting
bacteria can increase yield and improve flowers quality, as well as influence the
quantity and quality of oils produced. Thus, the objective of this work was to study the
potential of growth promoting bacteria in management of gray mold and rose
production. The first experiment was based on selection of bacteria for the control of
Botrytis cinerea, the main pathogen of the rose bush, after stalk harvest. This resulted in
selection of four bacteria that were selected due to their potential to produce bioactive
and volatile antifungal compounds, which helped control the pathogen and increased the
durability of flower stems when applied directly to flower stems obtained at the harvest
point. From this selection, the second experiment was carried out, which aimed to study
the effect of the four selected bacteria on the production of floral stems and on the
quantity and chemical composition of the essential oils. The application of the selected
microorganisms for the production in greenhouses not only improved the agronomic
characteristics related to the production as the size of the stems and the flower buds, but
also increased the durability of the flowers, besides increasing the essential oils
produced, stimulating the production of compounds of interest to the chemical industry,
such as Carophylene Oxide, a-Selinene, Limonene and a-Farnesene. Thus, this work
has demonstrated the potential of using growth promoting bacteria to protect gray mold
and to produce red roses from “Tonight” and “Black Prince” varieties.

Keywords: Bacteria. Floriculture. Roses.
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1. INTRODUCAO

A floricultura € um ramo do agronegdcio que esta em ascensao em muitos paises ao
redor do mundo devido aos seus mais variados produtos, abrangendo desde flores de corte a
plantas envasadas e folhagens. Sua demanda tem crescido no mercado internacional, levando
muitos produtores a voltar os olhares para tecnologias que possibilitem a melhoria dos
produtos em questdes de qualidade, beleza e durabilidade. No cenario mundial, a exportacéo
de flores cresceu de U$ 8 bilhdes em 2006 para U$ 13 bilhdes em 2015, tendo uma taxa de
crescimento anual em torno de 5%, onde as principais flores de corte exportadas séo as rosas,
as gérberas e os crisantemos (HANKS, 2018; VAHONIYA et al., 2018). No Brasil, esse setor
vem crescendo constantemente, tendo um aumento de 4% no valor de mercado em 2018 em
comparacao ao ano anterior, chegando a R$ 7.2 bilhdes, sendo concentrado principalmente no
mercado doméstico (JUNQUEIRA et al., 2018).

As flores séo vulneraveis a diversos fatores que afetam a qualidade da producédo e a
durabilidade das hastes, tais como descoloracdo de folhas e pétalas, murchas prematuras e
ataque de microrganismos patogénicos. Para evitar esses problemas, é adotado o manejo
integrado em toda a cadeia produtiva, sendo utilizadas préaticas para reduzir a perda de &gua,
limitar a senescéncia das flores e controlar as doengas que possam aparecer tanto na producao,
guanto na pos-colheita (SCARIOT et al., 2014).

Porém, esse manejo integrado utiliza em sua maioria produtos quimicos, 0s quais
devido a sensibilidade e suscetibilidade das espécies vegetais a patdgenos, sdo aplicados em
larga escala, podendo acarretar prejuizos tanto para o meio ambiente, quanto para a salde
humana. Portanto, uma alternativa que vem se consolidando é o uso de microrganismos
benéficos que podem atuar tanto no controle de doencas, como na promocdo do crescimento
das plantas, auxiliando também na durabilidade das hastes (TSUDA et al., 2016).

O uso de bactérias promotores de crescimento em plantas (BPCPs) afetam o
desenvolvimento da planta de forma direta e indireta, sendo identificados alguns processos
principais que auxiliam nesse crescimento por parte dos microrganimos: a producdo de
horménios, como auxinas e citocininas, e vitaminas; a fixacdo de nitrogénio atmosférico; a
solubilizacdo de fosfato inorgéanico e a mineralizacdo do fosfato e outros nutrientes; o controle
de microrganismos fitopatogénicos (ESITKEN et al., 2010).

A inoculagdo com microrganismos, como as bactérias promotoras de crescimento,
pode aumentar a producdo e melhorar a qualidade das flores produzidas, aléem de poder
influenciar a quantidade e a qualidade dos 6leos produzidos (MOSTAFA et al., 2019). As
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plantas possuem em sua fisiologia um metabolismo secundario que é responsavel pela sintese
de substéncias bioativas, que providenciam protecdo contra fatores externos e auxilia na
interacdo com o0 meio ambiente. Entre essas substancias, destacam-se 0s 6leos essenciais, que
sdo substancias bioativas, cujas suas moléculas tém sido amplamente estudadas devido ao seu
interesse nas mais diversas industrias (ZAKER, 2016; BEHBAHANI et al., 2018;
PETRETTO et al., 2018). Embora existam diversos estudos nas mais variadas culturas de
interesse agricola mostrando a influéncia positiva do uso de microrganismos eficientes na
agricultura, ainda sdo escassos os trabalhos que visem elucidar seus efeitos na floricultura.
Dessa forma, objetivou-se com esta revisdo realizar um levantamento do efeito de
microrganismos promotores de crescimento vegetal para a producdo de flores, levando em
consideracdo fatores como aumento da durabilidade por retardo na senescéncia, controle de

doencas e melhoria na producéo das hastes e 6leos essenciais

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Beneficio dos microrganismos promotores de crescimento em flores

A utilizacdo de microrganismos promotores de crescimento em espécies de flores de
corte proporciona um balango na absor¢do de nutrientes, aumenta a absor¢ao de nitrogénio e
fosforo por algumas espécies, devido principalmente ao potencial de fixacdo de nitrogénio e
solubilizacdo de fosfato que alguns microrganismos possuem, a exemplo das bactérias,
proporcionando uma interacdo benéfica com as plantas (QASIM et al., 2014). O potencial de
fixagcdo de nitrogénio e a solubilizagdo de fosfato sdo alguns dos fatores relacionados ao
aumento de tamanho de plantas, peso de folhas frescas, tamanho de hastes e botdes florais,
além de melhoria na quantidade de flores produzidas (YOUNIS et al. 2014)

As bactérias promotoras de crescimento podem atuar diretamente na planta pela
facilitacdo da aquisicdo dos nutrientes, ou modulando a producdo de horménios responsaveis
pelo crescimento, esse efeito j& foi observado em espécies de Gladiolos, onde a inoculagédo de
BPCPs promoveram o aumento das hastes e aumento no tamanho e nimero de flores. Alguns
géneros de bactérias, como Azospirillum, além de serem responsaveis pela fixacdo de
nitrogénio e solubilizacdo de fosfato, também podem estar envolvidos na producdo de
horménios como o &cido indol-acético (AlA), acido giberélico (GA) e citocininas, 0s quais

sdo responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento das plantas (QASIM et al., 2014).
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A producgdo de citocininas j& foi relatada também em estirpes de Azotobacter spp.,
Rhizobium spp., Pantoea agglomerans, Rhodospirillum rubrum, Pseudomonas fluorescens,
Bacillus subtilis e Paenibacillus polymyxa. Embora alguns fitopatdgenos também possam
produzir esse fitorménio, a principal diferenca entre eles € que as citocininas produzidas pelos
microrganismos benéficos estimulam processos metabdlicos no crescimento das plantas,
enquanto que as dos fitopatdgenos causam efeito inibitério. De forma similar, as auxinas
produzidas por microrganismos benéficos se relacionam com o crescimento da planta,
aumento da area radicular e promove a nodulacao das raizes (GLICK, 2012).

Algumas bactérias como as do género Bacillus e Paenibacillus, possuem a facilidade
de colonizar as raizes das plantas por possuirem caracteristicas como multicamadas na parede
celular, endosporos resistentes a estresse e secretarem substancias antibioticas, as quais
permitem a sobrevivéncia nos mais variados ambientes por longos tempos (RICHARDSON et
al., 2009). A utilizacdo de bactérias promotoras de crescimento, como Bacillus pumilus,
também tem sido relatada auxiliando no manejo da fitotoxidade de plantas a metais pesados e
pesticidas agindo também como biorremediadores (CHOUDHARY et al., 2017).

Estudos indicam que esses microrganismos também podem auxiliar plantas na
resisténcia a estresse salinos, ja que a associacdo das plantas com estas bactérias corrobora
com a manutencdo das atividades fisioldgicas 6timas do hospedeiro, que sdo reduzidas em
situacdo de estresse, além de aumentar a producdo de pigmentos fotossintéticos, promovendo
maior crescimento das culturas (ANSARI et al., 2019). A inducdo de resisténcia a patdgenos
através da inoculacdo de BPCPs ja foi observada em espécies de antdrios, isso se deve porque
essa interacdo estimula a acumulacdo de &cido jasmdnico, promove a atividade de enzimas
antioxidantes e a expressdo de genes associados com a defesa da planta, além de estimular a
producdo de sideroforos (LIN et al., 2019)

2.2. Microrganismos e a durabilidade das hastes florais

Assim como a solucdo a qual as flores de corte sdo submetidas para sua conservagao
auxilia na durabilidade, ela também pode corroborar com a proliferacdo de microrganismos
prejudiciais. 1sso porque nessas solugéo sdo adicionadas sacarose que podem servir tanto para
a manutencgdo das atividades fisiologicas pds-colheita das hastes como também de substrato
para a proliferacdo de microrganismos que podem causar a ocluséo dos vasos condutores pela
producdo de exopolissacarideos, enzimas que degradam o tecido vegetal e hormdnios que

ocasionam a senescéncia, como o etileno Entre os principais géneros de bactérias que foram
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identificadas causando oclusdo em hastes de flores estdo as dos géneros Alcaligenes,
Pseudomonas, Acetinobacter, Achromobacter, Chromobacterium, Citrobacter, Enterobacter
e Erwinia (FARAGHER et al., 2010; WILLIAMSON et al., 2018).

As BPCPs podem auxiliar na durabilidade das hastes na pos colheita, controlando os
microrganismos prejudiciais 0 que auxilia na durabilidade das flores, j& que essas bactérias
causam uma interacdo benéfica com as espécies vegetais, produzindo compostos que podem
impedir a colonizacao pelos microrganismos que causam oclusdo e também utilizam as fontes
de carbono como substrato para sua multiplicacdo (CARLSON et al., 2015).

Estudos indicam que o pH da solugcdo de conservagdo pode influenciar na
durabilidade, quanto menor for o pH da solucdo, maior sera a sua durabilidade. 1sso se deve
ao fato de a solugdo com pH mais acido auxiliar na reducao do crescimento de bactérias, que
causam a oclusao dos vasos, e algumas BPCPs podem produzir compostos que acidificam o
meio impedindo a proliferagdo de microrganismos patogénicos (REGAN et al., 2010). Em
contrapartida, nas espécies tolerantes ao entupimento dos vasos por microrganismos, a
acidificacdo da solucdo de “pulsing” ndo influencia na durabilidade das hastes florais,
indicando que outros fatores podem ser responsaveis pelo inicio da senescéncia nessas
espécies (CARLSON et al., 2013).

Embora a proliferacdo de microrganismos no substrato de conservagdo das hastes
possa ser citado como um dos fatores que levam a diminui¢do na durabilidade e, como
consequéncia, a perda da qualidade; a sensibilidade das flores ao etileno parece ser o principal
fator que leva a diminuicdo da sua durabilidade, principalmente devido a sensibilidade a esse
hormdnio conforme as flores envelhecem (WILLIAMSON et al., 2018).

A durabilidade das hastes é determinada pela abertura floral e abscisao das pétalas que
murcham e definham. Esse processo é controlado pelo horménio vegetal etileno, que é
produzido nos tecidos das plantas, porém também pode ser produzido por alguns
microrganismos como fungos e bactérias, onde a exposicao ao etileno de forma exdgena pode
acelerar o processo de senescéncia, existindo diferencas significantes na sensibilidade a esse
horménio entre as espécies e entre cultivares de mesma espécie (SCARIOT et al., 2014).

As flores podem ser classificadas quanto a sensibilidade ao etileno em flores que a
senescéncia é regulada devido ao aumento da quantidade de etileno, seja pelo envelhecimento
ou devido a polinizacdo; flores que s6 se tornam sensiveis ao hormonio e passam a produzir
mais apés a polinizacéo; e flores que séo sensiveis ao etileno na abertura do botéo floral, mas
ndo produzem quantidades elevadas do horménio a medida que envelhecem, nesse ultimo
grupo se enquadram as rosas (KUMAR et al., 2008; SCARIOT et al., 2014). O efeito da
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senescéncia floral causado pelo etileno pode ocasionar o desenvolvimento de outras desordens
fisioldgicas, como o favorecimento da suscetibilidade a patdgenos, tal como Botrytis cinerea,
um dos principais patogenos da floricultura (SEGLIE et al., 2012).

Algumas BPCPs conseguem retardar o processo de senescéncia das flores de corte e
podem atuar como antienvelhecimento. Estas bactérias tem a capacidade de produzir a enzima
ACC desaminase que sequestra e cliva o ACC em “alfa cetobutirato” e ions NH4", de forma
que evita que concentracdes altas de etileno se acumulem nos tecidos vegetais sensiveis. Esse
efeito de inibicéo do etileno por parte de bactérias promotoras de crescimento ja foi observado
em flores como as tulipas, aumentando a durabilidade das flores e mantendo a qualidade
visual (ALl et al., 2012).

Esses microrganismos promotores de crescimento capazes de produzir ACC
desaminase podem se mostrar importantes para a floricultura, pois podem ser usados como
alternativa ao ethephon, produto comercial usado para inibir o elongamento das hastes em
algumas plantas envasadas que pode afetar a abertura floral pelo seu efeito inibitorio no
etileno. Assim, em flores de corte comerciais como rosa, cravo, geranio e zinia, que
apresentam alta sensibilidade a esse hormonio, ou flores moderadamente sensiveis como as
tulipas, narcisos, crisintemos e anémonas, 0S microrganismos promotores de crescimento
podem ser associados para evitar o uso de susbstancias quimicas e melhorar as suas

caracteristicas comerciais, como diametro floral e durabilidade (BASHIR et al., 2019)

2.3. Microorganismos controlando doencas em flores

Embora o controle de doencas ocorrentes em espécies de flores de corte seja focada no
uso de produtos quimicos e cultivares resistentes, o estudo de organismos antagonista tem
sido feito no intuito de encontrar novas fontes de controle, pois muitos patdgenos comecam a
apresentar resisténcia aos métodos tradicionais de controle. Entre os fungos utilizados no
controle de doencas ocorrentes em flores, como o crisantemo, pode-se citar espécies de
Verticillium lecanii, Aphanocladium album e Cladosporium spp., 0s quais apresentam relatos
de potenciais fontes de controle para doengas como a ferrugem branca (Puccinia horiana)
(TORRES et al., 2017), embora seu uso ainda ndo seja amplamente difundido. Ao contrario
das espécies mencionadas anteriormente, fungos do género Trichoderma possuem amplo uso
no controle de doencas devido ao seu potencial de controle j& conhecido e estudado. Em
gladiolos, ja foi comprovado a eficiéncia de estirpe da espécie Trichoderma harzianum no
controle da podridao do cormo (Fusarium oxysporum f. sp. Gladioli) (WALID et al.; 2010).
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De forma semelhante aos fungos citados, as bactérias do género Bacillus ja sdo bem
conhecidas pelo seu antagonismo contra outros microrganismos que afetam plantas e pela
producdo de metabdlitos que sdo benéficos para o crescimento e producado de diversas culturas
(LI et al.; 2018). O uso de estirpes da bactéria Aneurobacillus migulanus ndo s6 também
contribuiu para reducdo da incidéncia da podriddo do cormo do gladiolo, como também
influenciou positivamente a produgéo das plantas, emitindo maiores hastes com tamanho de
flor maior, mostrando que o uso de microrganismos pode servir ndo apenas como agente de
controle de patdgeno, mas também como estimulante para crescimento e producdo (WALID
etal., 2010).

Bactérias como a Serratia plymuthica, Bacillus subtilus e Paenibacillus polymyxa
também foram relatadas com potencial de biocontrole contra Botrytis cinerea e Sclerotinia
sclerotiorum, patdgenos da maioria das flores de corte. Essas bactérias apresentam potencial
para induzir resisténcia sisttmica em plantas (KARMENSKY et al., 2003). Mixobactérias
também j& tem sido relatadas como potencial antagonistas para doengas como a podriddo

mole de callas, causada pela Pectobacterium carotovorum (LI et al., 2018)

2.4. Influéncia na producéo dos 6leos essenciais

Os oOleos essenciais sdo substancias produzidas pelas plantas que se relacionam com
diversas fungdes ecoldgicas, entre elas a atracdo de polinizadores e a defesa da planta a
fatores ambientais. Como outros compostos secundarios, esses compostos sdo respostas da
planta as variacdes ambientais, por essa razao, a producdo dos 6leos essenciais ndo depende
somente de fatores genéticos ou estagio de desenvolvimento. As mudancas no ambiente
podem influenciar nas rotas bioquimicas e em processos fisiologicos que alteram o
metabolismo da planta e, assim, na biossintese de dleos essenciais (PRINS et al., 2010).

A aplicacdo exdgena de reguladores de crescimento vegetais, como o0s produzidos
pelos microrganismos promotores de crescimento, pode influenciar a producdo desses
compostos secundarios pelas plantas. Alguns estudos indicam que isso se deve ao fato que
dessa aplicacdo proporciona maior tamanho de folhas e flores, assim, a producdo de 6leo seria
incrementada devido ao aumento da biomassa (FAROOQI et al., 2003). Porém, as plantas
podem responder de forma diferenciada a acéo dos fitorménios exdgenos, onde o aumento no
rendimento dos 6leos essenciais pelo aumento dos érgdos vegetais pode ser ocasionado pela

producdo de auxinas, ou a sua sintese nos 0rgdos pode ser aumentada pela producdo exogena
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de giberelinas, podendo ocasionar também possiveis modificagdes em sua composicdo
(AMIRI et al., 2014; MOSTAFA et al., 2019)

Outros estudos confirmam que a aplicagdo de microrganismos, como estirpes de B.
subtilis, aumentaram em mais de duas vezes o acUmulo de 6leos essenciais em plantas
aromaticas, indicando a inducdo de biossintese de terpenos. Essa inducdo de resposta da
planta € considerada uma relagdo benéfica entre microrganismo-planta (BANCHIO et al.,
2009). O aumento do Oleo também pode ser devido ao aumento do sistema radicular
proporcionado por essa interacdo e pela maior producdo extracelular de fosfatase acida, que
permite maior aquisi¢cdo de compostos fosfatos organicos (BOUWMEESTER et al., 2007).

Muitos 6leos essenciais possuem em sua composicao substancias que se relacionam
com a defesa contra microrganismos e/ ou herbivoria, a interacdo de bactérias promotoras de
crescimento pode auxiliar na ativacdo do sistema de defesa das plantas o que faz com que
essas moléculas sejam produzidas, alterando a composi¢cdo dos 6leos essenciais como forma
de preparar a planta para futuras infeccbes (BANCHIO et al., 2008). Outro fator que
influencia na composicdo e quantidade dos Oleos é a aplicacdo de microrganismos que
melhoram a disponibilidade e absorcdo de nitrogénio e fésforo pelas plantas. Esses dois
elementos desempenham um papel importante na estrutura e composicéo dos 6leos essenciais,
como por exemplo o isopentenil-pirofosfato e o dimetilalil pirofosfato (SANGWAN et al.,
2001).

A utilizacdo de microrganismos eficientes pode se fazer dtil para a floricultura por
meios como o controle da senescéncia, onde a producdo de enzimas naturais que retardam
esse processo podem ser estudadas, pelo aumento da producdo, com o aumento dos 6rgaos de
interesse pela producdo de fitormdnios ou pela associacdo com as plantas que permite uma
maior aquisi¢do de nutrientes, como nitrogénio e fosforo, podendo se correlacionar com a
melhoria na producdo dos 6leos essenciais, bem como pelo controle de patégenos que afetam

as culturas, abrindo assim um campo de interesse para estudos nessa area.
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RESUMO

O mofo cinzento, causado por Botrytis cinerea, € uma das principais doencas que apodrecem
os botdes florais de diversas flores de corte, sendo uma das doencas mais importantes na
producdo de rosa. Dessa forma, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito de bactérias no
controle de B. cinerea na pds-colheita de rosas de corte. Foram utilizadas sete espécies de
bactérias que foram avaliadas in vitro quanto a producdo de metabolitos antifingicos
difusiveis e volateis. A partir dos resultados foram selecionadas quatro bactérias as quais
foram inoculadas em rosas cultivar Tonight no ponto de colheita. Rosas tratadas com as
bactérias foram inoculadas com o patégeno B. cinerea e avaliou-se o potencial de controle
biolégico dos microrganismos. Também foi avaliada a durabilidade de rosas tratadas com as
bactérias. De acordo com os resultados da producdo de compostos bioativos e volateis foram
selecionados as bactérias Bacillus acidiceler Bacillus subtilis, Bacilus pumilus e
Staphylococcus equorum. As avaliagdes mostraram que as bactérias B. acidiceler, B. subtilis e
B. pumilus foram eficientes no controle de B. cinerea na pds-colheita de rosas vermelhas

cultivar Tonight e aumentaram a durabilidade das hastes florais.

Palavras-chave: Bacillus. Rosas vermelhas. Mofo cinzento.



24

ABSTRACT

Gray mold, caused by Botrytis cinerea, is one of main diseases that rot the flower buds of
various cut flowers, being one of the most important diseases in rose production. Thus, the
aim of this study was to evaluate the effect of bacteria on B. cinerea control in cut roses
postharvest. Seven species of bacteria were used and evaluated in vitro for diffusible and
volatile antifungal metabolites production. From the results were selected four bacteria which
were inoculated in roses cultivar Tonight at harvest point. Roses treated with the bacteria were
inoculated with the pathogen B. cinerea and the potential for biological control of the
microorganisms was evaluated. The durability of bacteria-treated roses was also evaluated.
According to the results of bioactive and volatile compounds productions. Bacillus acidiceler
Bacillus subtilis, Bacilus pumilus and Staphylococcus equorum bacteria were selected. The
evaluations showed that the bacteria B. acidiceler, B. subtilis and B. pumilus were efficient in
controlling B. cinerea in the post harvest of red roses cultivar Tonight and increased the
durability of the floral stems.

Keywords: Bacillus. Red roses. Gray mold.
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1. INTRODUCAO

O comercio de flores e plantas ornamentais representa um dos mais promissores segmentos do
agronegocio brasileiro, tendo movimentado em torno de R$ 6,5 bilhdes em 2016, com
potencial de crescimento anual de até 6%. As flores de corte participam com 34% das
movimentacOes nesse mercado, sendo a rosa a principal espécie cultivada, correspondendo a
30% das espécies produzidas e comercializadas no pais. Cultivada desde os tempos antigos
devido a sua fragrancia e beleza, a rosa apresenta maior demanda entre as flores de corte,
existindo cerca de 30.000 variedades, podendo ser comercializada como flor de corte ou
planta envasada. Além disso, a rosa € bastante utilizada na ornamentagdo de eventos como
formaturas e casamentos. (JUNQUEIRA et al., 2017).

O mofo cinzento, causado pelo fungo Botrytis cinerea, é uma das principais doencas
que prejudicam os botdes florais de diversas flores de corte, sendo uma das mais importantes
na producdo de rosa. O patégeno ocorre em todo 0 mundo e quando infecta as rosas causa
manchas claras nas pétalas que rapidamente evoluem e adquirem colora¢do marrom, que pode
se estender até o caule, e os botbes infectados ndo abrem. A doenca se desenvolve
preferencialmente em climas frios, com média de 15 °C, com altos niveis de umidade e pode
levar a perdas consideraveis. (WILLIAMSON, 1995).

Estudos voltados para a selecdo de microrganismos benéficos como alternativa para o
manejo de doencas de plantas tem aumentado e assim, muitos microrganismos tém sido
descobertos e utilizados como ferramenta eficaz (LI et al., 2018), pois esses microrganismos
proporcionam beneficios para o0 meio ambiente e fornecem bases para o desenvolvimento de
uma agricultura sustentavel, fazendo um contraponto ao uso tradicional de defensivos
quimicos.

Entre os organismos estudados, as bactérias vém ganhando espaco no controle
bioldgico, sendo utilizadas principalmente estirpes de Pseudomonas, Bacillus, Lactobacillus e
pectobactérias, onde muitas delas além de possuirem a capacidade de controlar fitopatdgenos
também sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios que contribuem melhorando o
desenvolvimento das plantas (ABDALLAH et al., 2018).

Embora tradicionalmente o controle do B. cinerea em rosas de corte seja feito com
produtos quimicos, outros tratamentos alternativos surgem como opcdo. Pesquisas
comprovam a acdo benéfica das bactérias na producéo de flores, auxiliando na minimizagéo

do amarelecimento das folhas, retardando a senescéncia, ajudando na quebra de dorméncia de
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sementes, melhorando a qualidade da iniciacdo floral e as caracteristicas das flores
produzidas.

Nesse contexto, o controle biolégico com o0 uso de bactérias benéficas, mostra-se
como forte alternativa a ser aplicada na pos-colheita de rosas. Dessa forma, objetivou-se neste
trabalho avaliar o efeito de bactérias no controle do fitopatdgeno Botrytis cinerea in vitro e na
pos-colheita de rosas de corte.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Aquisicao das bactérias e isolamento do patdgeno

As bactérias utilizadas foram isoladas a partir de plantas de morangueiro e as demais
adquiridas da Colecdo de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA) (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo e origem das bactérias utilizadas nos experimentos.

CODIGO BACTERIA SUBSTRATO
CCMA 0057 Bacillus acidiceler Fruto de Pimenta do mato
CCMA 0084 Bacillus amyloliquefaciens Fruto de Ananas
CCMA 0058 Bacillus macauenses Fruto de Pimenta do Mato

132 Bacillus subtilis Fruto de Morangueiro
CCMA 0098 Bacillus pumilus Fruto de Pequi

121 Pantoea ananatis Folha de Morangueiro

44 Staphylococcus equorum Raiz de Morangueiro

Fonte: Do autor (2019)
O fitopatdégeno B. cinerea foi isolado a partir de rosas, adquiradas no setor de
entomologia da UFLA, Lavras, Minas Gerais, com sintomas de mofo cinzento. Para o
isolamento foram utilizadas pétalas com lesdes provocadas pelo patdgeno, as quais foram
cortados fragmentos de 3 mm e submetidos ao processo de assepsia (etanol 70% por 1 min e
hipoclorito de sodio a 2% por 3 min, seguida de triplice lavagem em &gua destilada
esterilizada).
Apbs assepsia, os fragmentos foram colocados em meio de cultura Batata-Dextrose-
Agar (BDA) e foram colocadas para incubagio em BOD & 25 °C com fotoperiodo de 12 h
(claro/escuro). O isolamento do patdgeno seguiu-se a partir do crescimento de col6nias com
as caracteristicas do mesmo. As colonias passaram por identificacdo através de caracteres
morfoldgicos e foram usadas col6nias identificadas do fungo Botrytis cinerea, onde foi feito o

cultivo monosporico para obtencdo de coldnias puras



27
2.2. Produgéo de metabolitos antifungicos difusiveis

O experimento foi realizado in vitro em delineamento inteiramente casualizado
utilizando placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Nutriente. 2 Discos de 3 mm de
diametro contendo o micélio de B. cinerea foram colocados a 2 cm das bordas da placa e um
risco de 3 cm contendo células das bactérias foi feito no centro da placa (Rosa et al., 2010).
Cada bactéria constituiu um tratamento, onde o controle foi constituido de uma placa de Petri
contendo apenas o fitopatdgeno, que foi colocado a 2 cm da borda e feito o risco central
utilizando apenas agua destilada esterelizada. Seis repeticGes para cada tratamento foram
utilizadas, sendo cada placa de Petri considerada uma repetigéo.

Os tratamentos foram incubados em BOD na temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo
de 12 horas. O crescimento micelial foi analisado apos 4 dias de incubacédo, quando o controle
alcancou a borda da placa, sendo medido o crescimento na direcdo do risco central e na

direcdo oposta.

2.3. Producéo de metabolitos antifungicos volateis

O efeito da producdo de metabdlitos volateis pelas bactérias no crescimento da colénia
de B. cinerea foi avaliado in vitro, usando sete tratamentos, constituidos de cada bactéria, e o
fitopatégeno como controle, com 4 repeti¢cGes de uma placa de Petri cada.

Para isso, um disco de 3 mm de didmetro contendo o crescimento micelial do
patégeno foi colocado no centro da placa de Petri com 9 cm de didmetro, contendo meio de
cultura BDA. As bactérias foram cultivadas por dois dias em placas de Petri separadas de
mesmo tamanho, contendo meio 523, o qual foram feitas estrias para espalhar as células na
placa. As placas contendo os respectivos microrganismos foram unidas com fita adesiva
transparente e colocadas em BOD a 25 °C com fotoperiodo de 12 horas, deixando a placa de
Petri com o fitopatdgeno sobreposta a placa de Petri com o0 microrganismo antagonista,
segundo metodologia de Vieira et al. (2017). O controle consistiu de placas contendo apenas o
disco do fitopatdgeno colocado em posicéao central.

As medicOes do crescimento micelial foram feitas aos 6 dias, tempo em que o
crescimento micelial do tratamento controle, alcangou a borda da placa. O didmetro do
crescimento micelial do fitopatdgeno foi avaliado medindo-se dois eixos ortogonais,

utilizando duas medidas diametralmente opostas.
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2.4. Avaliacéo do controle em pos colheita de rosas

Para a avaliacdo do controle de B. cinerea na pos-colheita de rosas foram selecionadas
as 4 bactérias que apresentaram os melhores resultados nas anélises de controle por producéo
de compostos difusiveis e compostos volateis, que consistiram o0s tratamentos. Para a
inoculacéo foi feito o preparo de solugdo contendo a suspensdo dos indculos das bactérias. A
suspensdo foi preparada utilizando-se o meio 523 liquido o qual foi colocado 3 alcadas de
crescimento bacteriano e deixado em agitacdo por 48 horas, sendo feito o ajuste da
concentracéo para 108 células.mL™.

O teste de controle na pos colheita foi realizado em rosas vermelhas cultivar Tonight
adquiridas com produtor no ponto de colheita, as quais foram lavadas em A.D.E. e
padronizadas em um tamanho de 50 cm. A inoculagdo bacteriana foi feita pela imerséo das
rosas na suspensdo, durante 30 minutos. O controle foi feito imergindo as rosas em &gua
destilada esterilizada.

Apds a inoculacdo das bactérias, as rosas foram mergulhadas em suspensdo de B.
cinerea durante 5 minutos.A suspensdo foi preparada através da agitagdo de ADE em placas
de Petri contendo o micélio do patégeno com 6 dias, filtrando-se em dupla camada de gaze e
ajustando a concentrac&o para 1,03 x 10° conidios.mL™.

Decorrido esse tempo, as rosas foram colocadas em copos de 700 mL contendo 500
mL de solucdo de sacarose a 2%, permanecendo em sala com temperatura controlada de 20
°C, fotoperiodo de 12 h, por 7 dias. O controle positivo consistiu de rosas inoculadas apenas
com o patogeno, e 0 negativo de rosas nao inoculadas. Foram utilizadas 6 repeti¢Ges para cada
tratamento, sendo cada repeticdo formada de duas rosas, em delineamento inteiramente
casualizado.

As avaliagOes de severidade da doenca foram feitas com a escala de notas descrita por
Araujo (1995), que varia de 1 a 10 sendo: 1 = 0%; 2 = 1-2%; 3 = 3-5%; 4 = 6-10%); 5 = 11-
15%; 6 = 16-25%; 7 = 26-50%; 8 = 51 a 75%; 9 = 76-99%; 10 = 100% de &rea lesionada em
cada botdo. As notas obtidas foram usadas para avaliar a severidade da doenca de acordo com
0 indice de McKinney (McKinney, 1923). As rosas foram avaliadas diariamente até o sétimo
dia apos a inoculacdo, periodo em que as rosas do tratamento controle atingiram ponto de
descarte.

Os dados obtidos nas avaliagcbes também serviram de base para o célculo da éarea

abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) segundo a férmula:
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AACPD =_[((yi + Yi+1)/2) x (ti+1 - ti)]

onde: yi: indice de doenca ou

incidéncia no tempo ti, em dias; yi+1: indice de doenca ou incidéncia no tempo ti+1.

2.5. Analise em microscopio eletronico de varredura (MEV)

Ao final do experimento de controle em pos-colheita, fragmentos de pétalas de cada
tratamento foram coletados para avaliar a interagdo do fitopatdgeno com as bactérias por
microscopia eletronica de varredura. Os fragmentos coletados foram imediatamente fixados
em solucdo Karnovsky modificada (2,5 % de glutaraldeido, 2,5 % de formaldeido em 0,05 M
de cacodilato de sodio, pH 7,2 e 0,001 M de CaCl,) por 24 horas. Os fragmentos fixados
foram transferidos para a solucéo de cacodilato (0,05 M) e lavados trés vezes por 10 minutos.
Entdo, foram lavados em agua destilada trés vezes e desidratados em solugdes com aumento
da concentracdo de acetona (25, 50, 75, 90 e 100 %). Subsequentemente, os fragmentos foram
secos em ponto critico com CO; liquido em aparelho Balzers CPD 030; montados em suporte
de aluminio (stubs) e cobertos com ouro (Balzers SCD 050 evaporador) para observagdo em
microscopio eletrénico de varredura LEO EVO 40 (ALVES, 2005).

2.6. Avaliacdo da durabilidade das rosas tratadas com bactérias

Hastes de 50 cm com flores em ponto de colheita foram inoculadas com as bactérias
conforme descrito anteriormente e entdo colocadas em copos plastico com capacidade para
700 mL contendo 500 mL de solucdo de sacarose a 2% e fechados com papel filme. Em
seguida, foram acondicionadas em sala com temperatura controlada a 20 °C, com fotoperiodo
de 12 h. Para as avaliagcdes foram utilizadas 6 repeti¢Oes, consistindo de 2 flores para cada
bactéria, onde flores ndo inoculadas corresponderam as testemunhas. A durabilidade das
flores foi avaliada diariamente, utilizando-se para isso uma modificagdo da escala descrita por
Capdeville et al. (2005), que variou de 6 a 0 (Tabela 2).
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Tabela 2. Escala de notas para avaliagéo da durabilidade de rosas de corte, levando em
consideracdo o estagio da abertura floral.

Nota Estégio abertura floral

6 Haste floral com foliolos verdes e bem hidratados, com seépalas eretas
aderidas, até cerca de 2/3 do seu comprimento, com pétalas externas
iniciando abertura (ponto de colheita comercial).

5 Haste com foliolos verdes bem hidratados, flor com sépalas iniciando a
curvatura e pétalas
externas mostrando-se mais abertas. Pétalas intermediérias iniciando
abertura.

4 Haste com foliolos verdes e hidratados, flor com as sépalas quase
completamente curvadas. Pétalas externas completamente abertas e
iniciando a curvatura dos bordos para fora e pétalas intermediarias bem
abertas.

3 Foliolos verdes e hidratados, flor com as sépalas completamente curvadas
para baixo.

Pétalas externas quase horizontais com o0s bordos bem curvados,
intermediarias abertas e internas iniciando abertura.

2 Foliolos apresentando leve perda de turgidez. Sépalas completamente
curvadas para baixo, e pétalas totalmente abertas com estames a mostra.

1 Haste floral exibindo perda generalizada de turgidez e com inicio de
curvatura do pedunculo.

0 Haste floral totalmente desidratada. Flor morta.

Fonte: Do autor (2019)
Para a avaliacdo da durabilidade foram consideradas rosas que obtiveram até a nota 3
como o limite das flores que possuiam qualidade comercial e/ou com qualidade para uso em

arranjo, abaixo disso, considerado flores em ponto de descarte.

2.7. Avaliacdo da perda de massa

As rosas inoculadas com as bactérias, conforme descrito anteriormente, foram
acondicionadas em copos de plastico com capacidade para 700 mL coberto com papel filme e
adicionados 500 mL de solucdo de sacarose a 2% e mantidas em sala com temperatura
controlada a 20 °C, com fotoperiodo de 12 h. As rosas foram pesadas diariamente até a perda
da qualidade comercial das flores e a perda de massa foi calculada pela diferenca de peso
entre o dia anterior e o dia seguinte. O percentual total de perda de massa das flores através da

diferenca de peso do Gltimo dia com o primeiro dia de avaliacao.
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2.8. Analise estatistica dos dados obtidos

Os dados obtidos foram avaliados quanto a sua normalidade e entdo submetidos a
ANAVA aplicando as analises de regressdo e teste de Scott-Knott a 5% para comparagao
maltipla de médias, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de producgéo de compostos bioativos (Tabela 1) mostrou que houve inibicdo do
crescimento da colbnia do patégeno, sendo observado uma redugdo que variou de 35,65 %
(Bacillus subtilis) a 77,10 % (Bacillus acidiceler) . Ja na producdo de compostos volateis, a
taxa de inibicdo do crescimento variou de 5,62 % (Bacillus macauenses) a 68,1 % (B.
acidiceler).

Tabela 1. Percentual de inibicdo do crescimento da col6nia de Botrytis cinerea pela producgéo
de compostos bioativos e volateis por bactérias.

BACTERIAS BIOATIVOS VOLATEIS
Bacillus acidiceler 77,10 a* 68,10 a
Bacillus amyloliquefaciens 0,00d 27,28 b
Bacillus macauenses 0,00 d 5,62c
Bacillus subtilis 35,65 ¢ 58,81 a
Bacillus pumilus 65,00 b 29,67 b
Pantoea ananatis 0,00d 16,85 ¢
Staphylococcus equorum 76,20 a 35,86 b
Testemunha 0,00 d 0,00 c
C.V. (%) 7,36 21,83

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si no teste Scott-Knott, a 5%. Fonte:
Do autor (2019)
O B. acidiceler apresentou 0 melhor desempenho para controle do patégeno in vitro,

tanto com a producdo de compostos difusiveis como na producdo de compostos volateis.
Staphyloccocus equorum mostrou a mesma eficiéncia que o B. acidiceler na produgéo de
compostos difusiveis, também tendo sido eficientes B. subtilis e Bacillus pumilus, ambas
alcancado taxas de inibicdo de desenvolvimento do patdégeno de 35,65 e 65,0 %,
respectivamente.

A producédo de compostos difusiveis pelas bactérias testadas neste estudo pode indicar
0 uso de mecanismo de antibiose por parte desses microrganismos, o que confere potencial de
biocontrole do patégeno nas culturas que o mesmo afeta. Alguns microrganismos durante o
processo de antibiose produzem compostos enzimaticos com forte potencial de biocontrole, os

quais séo capazes de degradar as paredes celulares dos fitopatdgenos, ja outros conseguem
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estabelecer uma competi¢do por sitios de infeccdo e nutrientes, os chamados nichos de
exclusdo (BAE et al., 2016). Semelhante a isso, estirpes de bactérias do género Pseudomonas
podem produzir compostos como 2,4-diacetilfloroglucinol, fenazina, pirrolnitrina,
pioluteorina e cianeto de hidrogénio, que sdo antibidticos capazes de inibir o desenvolvimento
de diversos patogenos de plantas (LANTEIGNE et al., 2012; WICAKSONO et al., 2018)

Com relagdo aos compostos volateis, o B. subtilis teve desempenho semelhante ao
Bacillus acidiceler, com alta taxa de inibicdo do crescimento do patdégeno, com valores
superiores a 58,81%. Os microrganismos Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus pumilus e
Staphylococcus equorum apresentaram desempenhoentre 27,28 e 35,86%, néo diferindo entre
Si.

A producdo de compostos volateis desempenha papel essencial na atividade de
antagonismo de muitos microrganismos endofiticos promotores de crescimento o que 0s
fazem agir como potenciais agentes de controle de doencas em plantas. Compostos volateis
produzidos por estirpes de Pseudomonas stuzeri E25 e Stenotrophomonas maltophilia CR71
como aqueles pertencentes ao grupo dos sufurados (S-metiltiobutirato, isobutil isotiocianato,
2-metiltioetanol e DMDS), podem ser os responsaveis pela inibicdo de crescimento de B.
cinerea devido ao seu potencial ja ter sido associado as atividades antimicrobianas (ROJAS-
SOLIS et al., 2018). Alguns microrganismos sdo capazes de produzir compostos volateis
como o 2-feniletanol, composto que esta presente na natureza, principalmente no perfume de
algumas flores e Oleos essenciais, e que é letal para o desenvolvimento de alguns
fitopatdgenos, tendo capacidade de inibir a producdo de aflatoxinas devido as alteracdes que
esse composto pode causar na biossintese de aminoacidos e proteinas nas mitocéndrias dos
fungos e bactérias (CHANG et al., 2015; FARBO et al., 2018).

A aplicacdo das quatro bactérias que tiveram bom desempenho no controle in vitro de
Botrytis cinerea também foram eficientes na pds colheita de rosas . A partir da curva de
progresso da doenga (Figura 1) constata-se a reducdo do desenvolvimento das lesdes quando
comparado com a testemunha (sem aplicagdo de bactérias) no qual apenas as hastes tratadas
com a bactéria S. equorum apresentaram resultado similar a testemunha ao final do periodo de
avaliacdo, mesmo tendo retardado o aparecimento dos sintomas iniciais. Comportamento que
diverge das demais bactérias que retardaram o aparecimento de sintoma e inibiram o

desenvolvimento da doenca durante o periodo de avaliacéo.
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Figura 1. Curvas de progresso da doenca de Botrytis cinerea em rosa com e sem aplicagéo de
bactérias, sendo: A — Staphylococcus equorum, B — Bacillus acidiceler, C — Bacillus pumilus
e D — Bacillus subtilis.

&
g &

Y =27.96+4.27X-3.19%
R*=96.79

2
S

140 Y =27.96+4.27X-3.19%x*
R?=96.79

-
i~
S

\
[ndice McKinney
®
g

Y =28.69+4.64X - 3.08X2
20 R?=99.63 20

[ndice McKinney
@
g

0 1 2 3 R 5 6 0 1 2 3 a 5 6

Dias

—Testemunha ==-Staphylococcus equorum A —Testemunha ==-Bacillus acidiceler B

Y =27.96 +4.27X- 3.19%*

140 Y =27.96+4.27X-3.19%2
R?=96.79

R?=96.79

indice McKinney
\
\

indice McKinney

R?=99.47 R?=99.87

Dias Dias

Fonte: Do autor (2019)
Vérios estudos indicam a eficiéncia de bactérias do género Bacillus na protecdo de
plantas contra fitopatdgenos, algumas estirpes de espécies do género sdo capazes de produzir
enzimas como a catalase, o qual sdo eficientes no controle de fitopatdgeno como
Colletotrichum capsici, causador de antracnose em pimentas e tomate (SRIKHONG et al.,
2018). Essa capacidade antagonica da associacdo de plantas com bactérias do género Bacillus
contra fitopatdgeno se deve a presenca de genes que codificam lipopeptideos que sdo
responsaveis por esse antagonismo, tal como a surfactina e a fengicina (MORA et al., 2015;
VILLEGAS-ESCOBAR et al., 2018). Genes que decodificam a producdo de surfactina,
bacilisina, fengicina e subtilosina-A que possuem acdo contra diversos microrganismos ja
foram identificados em algumas estirpes de B. subtilis. O efeito mais proeminente desses
lipopepitideos em patdgenos é a sua capacidade de permeabilizacdo da membrana na célula-
alvo (THENNARASU et al., 2005; PATEL et al., 2011; ANDREES et al., 2019; LI et al.,
2019).
A eficiéncia no controle do fitopatogeno em pds-colheita foi confirmada através da
avaliacdo da Area Abaixo da Curva de Progresso da Doenca (AACPD) e indice de McKinney
de severidade da doenca (Tabela 2). A AACPD foi menor para o B. acidiceler, B. pumilus e

B. subtilis indicando menor desenvolvimento da doenca ao longo do periodo de avaliacdo, da
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mesma forma, o indice de severidade foi menor nas hastes tratadas com essas trés bactérias.
N&o ocorrendo diferenca significativa entre a testemunha e o S. equorum.

Tabela2. Area abaixo da curva de progresso da doenca (AACPD) e indice de McKinney para
severidade da doenca, avaliado aos 7 dias ap0s o tratamento das rosas.

BACTERIA AACPD MCKINNEY
Bacillus acidiceler 10,00 a 76,18 a
Bacillus pumilus 9,83a 99,99 a
Bacillus subtilis 11,48 a 108,09 a
Staphylococcus equorum 17,83 b 171,42 b
Testemunha 20,75 b 176,18 b
C.V. (%) 24,62 27,78

* Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si no teste Scott-Knott a 5%. Fonte:
Do autor (2019)

Bactérias produzem grande nimero de compostos bioativos que sdo eficazes no
controle de microrganismos. Estirpes de B. pumilus podem produzir compostos como a
guanidina composto usado como pesticida e que possui capacidade nematicida, sendo
comprovado sua eficiéncia no controle de nematoides, além de peptideos classificados como
P-1 e P-2 que séo eficientes no controle de fungos e bactérias (LI et al., 2018; YAN et al.,
2018).

A partir da microscopia eletrénica de varredura foi possivel constatar a interacdo das
bactérias na superficie das pétalas da rosa (Figura 2). O crescimento das hifas do patégeno na
superficie das pétalas ocorre de forma livre quando ndo ha inoculacdo de (Figura 2 A), ja em
rosas inoculadas com bactérias ha a interacdo delas com as hifas do patdgeno (Figuras 2 B e
C), essa interacdo pode ter sido mais eficaz para o controle da doenga quando a inoculagédo
ocorreu com as bactérias B. acidiceler, B. pumilus e B. subtilis, ndo tendo S. equorum sido tdo
eficiente quanto as demais. Da mesma forma, a colonizacdo da superficie das pétalas pelas
bactérias (Figura D e E) permaneceu até o final do experimento o que pode ter contribuido
para a reducdo no desenvolvimento da doenca, ja que a producdo de compostos inibitorios
pela bactéria na superficie das pétalas pode ter desfavorecido a colonizacdo destas pelo

patdgeno.
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Figura 2. Eletromicrografia de varredura. A - Superficie da pétala de rosa sendo colonizada
por Botrytis cinerea; B — Staphylococcus equorum colonizando hifas de Botrytis cinerea; C —
Bacillus acidiceler colonizando hifas do patégeno e superficie da pétala; D e E — Bacillus
pumilus e Bacillus subtilis colonizando superficie da petala das rosas.
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Fonte: Do autor (2019)

Diversos sdo 0s mecanismos de acdo de microrganismos antagonistas no controle das
doencas de plantas. Alguns microrganismos ao colonizarem os tecidos das plantas produzem
compostos bioativos que funcionam como antibidticos. Além disso, a colonizagdo de sitios de
infeccdo pelos microrganismos antagonistas € um importante mecanismo de agdo contra
fitopatdgenos, podendo ocorrer competicdo por espaco e nutrientes existentes nos sitios de
infeccdo. A colonizagdo endofitica ou da superficie das células pode diminuir as populacdes
endofiticas e epifiticas dos patdgenos ocasionando a reducdo dos sintomas de doenca nas
plantas. Alguns organismos podem colonizar células dos patégenos, como as hifas dos
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fungos, e por meio da producdo de enzimas hidroliticas como amilase, celulase, lipase,
pectinase, entre outras degradar as paredes das células correspondentes as estruturas de
inoculacdo do patdgeno (ROSELLO et al., 2017; PINTO et al., 2018; DANARAS et al.,
2019).

O tratamento das rosas com bactérias aumentou a durabilidade delas, havendo redugéo
da qualidade visual apenas nas rosas que foram tratadas com s. equorum,. Esse aumento de
durabilidade das bactéria do género Bacillus indica que além do controle da doenca em pos-
colheita, a aplicacdo delas pode levar a uma menor perda da qualidade e maior durabilidade
para comercializacdo (Figura 3).

Figura 3. Durabilidade de rosas tratadas com bactérias. A — Staphilococcus equorum, B —
Bacillus acidiceler, C - Bacillus subtilis e D — Bacillus pumilus.
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O crescimento de microrganismos nos vasos das hastes cortadas pode levar a oclusao
dos vasos condutores e, com isso, acarretar um processo de senescéncia mais rapido, o que
desvaloriza o produto. Porém, o uso de microrganismos que possam atuar no controle
bioldgico pode auxiliar no controle dos microrganismos ndo benéficos que causam o
entupimento desses vasos devido ao controle de suas populagdes, podendo acarretar em maior
durabilidade das flores (CARLSON et al., 2015).

Houve variagéo na perda de massa das hastes ao longo dos dias (Figura 4). A perda de
massa das rosas tratadas com S. equorum se comportou de forma linear, indicando perda

constante da massa fresca, o que sugere que as flores tratadas com esse microrganismo entrou
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em estado de senescéncia mais rapido que os demais. J& as flores tratadas com 0s outros
microrganismos mostraram reducdo inicial na perda de massa seguido de aumento da mesma,
indicando que houve retardo no periodo de senescéncia.

Figura 4. Perda de massa de hastes de rosas tratadas com bactérias. A — Staphylococcus
equorum, B — Bacillus acidiceler, C — Bacillus subitilis e D — Bacillus pumilus.
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A perda de massa de flores acima de 10% do seu peso pode reduzir a longevidade,
uma vez que isso pode significar a murcha das hastes (SANGALLI et al., 2007). O retardo
inicial da perda de massa pode estar relacionado a influéncia da bactéria em fatores como a
diminuicdo da transpiracdo, além da acdo inibitoria sobre outros microrganismos que
poderiam favorecer processos de deterioragdo das hastes florais (BRACKMANN et al., 2000;
PIETRO et al., 2012). A proliferacdo de bactérias nos vasos condutores também pode reduzir
a durabilidade de algumas flores de corte, como as rosas, devido a diminuicdo da condutancia
hidraulica por meio de oclusdo vascular das hastes e por utilizar os carboidratos soluveis
armazenados nestas para seu desenvolvimento, o que pode limitar o crescimentos dos botdes
florais e afetar a sua durabilidade. Esses carboidratos sdo substrato necessarios para a
respiracdo das flores, além de ser componente da parede celular e pigmentos, podendo ser
sinalizadores da expressdo de alguns genes presentes em flores e auxiliar na pressdo de
turgescéncia nas células das pétalas, aumentando a pressdo de agua que podem retardar a
senescéncia (NORIKOSHI et al., 2016, AZUMA et al., 2019).
A durabilidade das rosas tratadas com B. acidiceler, B. subitilis e B. pumilus foi
superior que as demais mostrando interacdo positiva dos tratamentos com a qualidade das
flores (Tabela 3).
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Tabela 3. Durabilidade e perda de massa de rosas tratadas com bactérias.

BACTERIAS DURABILIDADE PERDA DE
(dias) MASSA (%)
Bacillus acidiceler 6a 32.79 a
Bacillus subtilis 6a 33.59a
Bacillus pumilus 6a 33.26 a
Staphylococcus equorum 5b 39.20 a
Testemunha 4b 33.80a
C. V. (%) 16.81 16.07

* Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si no teste Scott-Knott a 5%. Fonte:
Do autor (2019)

A aplicagédo de agentes que controlem a proliferacdo de microrganismos indesejados
pode auxiliar na durabilidade das hastes cortadas, assim, a aplicacdo exdgena de bactérias em
flores de corte ja foi associada com o retardo da senescéncia de folhagens, aumento da
durabilidade de botbes florais, além de acarretar 0 aumento do consumo de &gua devido a
interacdo destas com os botdes florais (BASHIR et al., 2019). Embora a aplicagdo dos
agentes favoreca processos essenciais para a manutencdo da durabilidade pés colheita,
algumas flores de corte, como os lirios e tulipas, podem ndo responder a esses tratamentos,
ndo alterando o seu balango hidrico, sugerindo maior tolerdncia quanto a esses
microrganismos (AZUMA et al., 2019).

4. CONCLUSAO

As bactérias Bacillus acidiceler, Bacillus subtilis e Bacillus pumilus foram eficientes
no controle de Botrytis cinerea na pds-colheita de rosas vermelhas cultivar Tonight e

aumentaram a durabilidade das hastes florais.
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RESUMO

Os Oleos essenciais sdo compostos aromaticos extraidos de plantas. O Brasil tem lugar de
destaque na producdo de 6leos essenciais, ficando atras da India, China e Indonésia. O 6leo
essencial de rosa é rico em compostos terpénicos e sesquiterpénicos, que sdo bastante
explorados pela industria farmacéutica e cosmética, principalmente por sua capacidade
antioxidante. No Brasil a producéo de rosas ocupa a primeira posicao entre as flores de corte,
correspondendo a 30 % do mercado nacional. Dessa forma, objetivou-se com este trabalho
selecionar bactérias eficientes para a producgdo, além de avaliar sua influéncia na producao
dos 0leos essenciais de rosas. No experimento foram avaliadas sete bactérias as quais foram
avaliadas quanto ao potencial de promocdo de crescimento in vitro, sendo testadas quanto a
fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato, producdo de protease e producdo de auxina.
Das bactérias testadas, quatro foram selecionadas com base nos resultados dos testes de
promocdo de crescimento e inoculadas em plantas de roseira cultivar Principe Negro para
avaliacdo da influéncia na producéo e extracdo de 6leos essenciais. A avaliacdo da producéo
foi feita através das caracteristicas das hastes florais (tamanho, peso e didmetro da haste) e
caracteristicas do botéo floral (didmetro do botdo aberto e fechado e peso do botdo destacado).
Os Oleos essenciais das flores inoculadas com cada bactéria foram extraidos por
hidrodestilacdo e avaliados quanto ao teor, rendimento e composicdo quimica. A aplicacdo
das bactérias Bacillus acidiceler e Bacillus pumilus aumentaram o tamanho da flor e das
hastes florais. O Bacillus pumilus também aumentou o peso das pétalas frescas e orendimento
do 6leo essencial, alterando de a composicdo quimica do 6leo essencial extraido. Sendo
assim, concluem-se que o Bacillus pumilus e o Bacillus subtilus melhoraram a producéo das
rosas. J& o Bacillus pumilus aumentou o teor de éleo essencial bem como alterou de forma

positiva a composi¢cdo quimica do 6leo essencial extraido.

Palavras-chaves: Teor. Rendimento. Bacillus.
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ABSTRACT

Essential oils are aromatic compounds extracted from plants. Brazil has a prominent place in
essential oils production, behind India, China and Indonesia. Rose essential oil is rich in
terpenic and sesquiterpene compounds, which are widely exploited by pharmaceutical and
cosmetic industry, especially for their antioxidant capacity. In Brazil, rose production ranks
first among cut flowers, accounting for 30% of the national market. Thus, the aim of this work
was to select efficient bacteria for production, besides evaluating their influence on rose
essential oils production. In experiment, seven bacteria were evaluated for in vitro growth
promotion potential, being tested for nitrogen fixation, phosphate solubilization, protease
production and auxin production. Of the bacteria tested, four were selected based on the
results of the growth promotion tests and inoculated in rosemary cultivar “Principe Negro”
plants to evaluate the influence on the production and extraction of essential oils. The
evaluation of production was made through the characteristics of the floral stems (size, weight
and diameter of the stem) and characteristics of the floral bud (open and closed bud diameter
and detached bud weight). The essential oils of flowers inoculated with each bacterium were
extracted by hydrodistillation and evaluated for content, yield and chemical composition. The
application of Bacillus acidiceler and Bacillus pumilus bacteria increased the size of the
flower and flower stems. Bacillus pumilus also increased the weight of fresh petals and
essential oil yield by changing the chemical composition of extracted essential oil. Thus, it is
concluded that Bacillus pumilus and Bacillus subtilis improved the production of roses.
Bacillus pumilus increased the essential oil content as well as positively altered the chemical

composition of the extracted essential oil.

Keywords: Content. Yield. Bacillus.
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1. INTRODUCAO

Os oOleos essenciais sdo compostos aromaticos extraidos de plantas, que séo
comumente utilizados na industria alimenticia, cosmética e farmacéutica, devido a sua
composicdo quimica, pois algumas substancias presentes em sua constituicdo possuem alto
valor comercial. O Brasil tem lugar de destaque na producéo de 6leos essenciais, ficando atras
da india, China e Indonésia, principalmente pela producéo e importacdo de 6leos essenciais
extraidos de frutas citricas (B1ZZO et al., 2009). O 6leo essencial de rosa é rico em compostos
terpénicos e sesquiterpénicos, bastantes explorados pela inddstria farmacéutica e cosmética,
principalmente por sua capacidade antioxidante (PATRASCU et al., 2016).

No Brasil a produgdo de rosas ocupa a primeira posi¢do entre as flores de corte,
correspondendo a 30 % do mercado nacional (JUNQUEIRA & PEETZ, 2017). Porém, um
dos problemas enfrentados para a aquisicdo desse 6leo essencial € o baixo rendimento por
planta, sendo necessario o uso de técnicas de extracao que aumentem o rendimento por flor ou
manejo durante o cultivo que estimule a producéo pela planta (PATRASCU et al., 2016).

Microrganismos eficientes sdo aqueles utilizados com as mais diversas finalidades e
que sdo capazes de proporcionar beneficios ao homem. Na agricultura, o uso desses
microrganismos tem influenciado o crescimento e desenvolvimento das plantas, estimulando
0 aumento da producdo, auxiliando no controle de pragas e doencas e ativando enzimas
capazes de produzir compostos que melhoram a qualidade dos produtos obtidos por plantas
inoculadas com eles. Os microrganismos promotores de crescimento podem influenciar
também a producdo de compostos secundarios pelas plantas, ja que muitos deles possuem a
capacidade de produzir hormdnios como auxinas, citocininas e giberelinas ou mesmo
melhorar a absorcdo de nutrientes como o nitrogénio e fosforo, o que afeta diretamente a
producdo e qualidade dos 6leos essenciais de plantas (GLICK, 2012; YOUNIS et al., 2015).

Entre os microrganismos eficientes mais utilizados estdo as bactérias. Estudos indicam
que bactérias sdo capazes de auxiliar as plantas tanto no seu desenvolvimento, como sdo
capazes de estimular a producdo de compostos que auxiliam na defesa vegetal, como € o caso
da producdo de metabolitos secundarios responsaveis pelo sistema de defesa da planta a
fatores externos, o que pode influenciar na composi¢cdo quimica de seus compostos
aromaticos, como o0s o6leos essenciais (XIE et al., 2019). Assim, objetivou-se com este
trabalho selecionar bactérias promotoras de crescimento para a cultura da roseira, alem de

avaliar sua influéncia na producédo dos 0leos essenciais de rosas.


https://www-sciencedirect.ez26.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S009884721831133X?via%3Dihub#bib0055
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Aquisico das bactérias e isolamento do patdgeno

As bactérias utilizadas foram isoladas a partir de plantas de morangueiro e as demais
adquiridas da Colecdo de Culturas da Microbiologia Agricola (CCMA) da Universidade
Federal de Lavras (Tabela 1).

Tabela 1. Identificacdo e origem das bactérias.

CODIGO BACTERIA SUBSTRATO
CCMA 0057 Bacillus acidiceler Fruto de Pimenta do mato
CCMA 0084 Bacillus amyloliquefaciens Fruto de Ananés
CCMA 0058 Bacillus macauenses Fruto de Pimenta do Mato

132 Bacillus subtilis Fruto de Morangueiro
CCMA 0098 Bacillus pumilus Fruto de Pequi

121 Pantoea ananatis Folha de Morangueiro

44 Staphylococcus equorum Raiz de Morangueiro

Fonte: Do autor (2019)

2.2. Producéo de protease

A producéo de protease foi determinada pelo método de Sgroy et al. (2009). Placas de
Petri com meio de cultura Agar Leite Desnatado (SMA) foram inoculadas com 10 pL dos
isolados bacterianos cultivados previamente em meio Luria-Bertami (LB) e incubadas a 28°C.

A formacao de halos ao redor das colénias foi observada depois de 24h apds a inoculacao.

2.3. Producéao de auxina

Para determinacdo da producdo de auxinas foram utilizadas culturas das bactérias
ativadas em placas de Petri com meio 523 por 24 h. As coldnias das bactérias foram passadas
para um microtubo contendo 1 mL de caldo nutriente acrescido de 0.1 g L™ de L-triptofano,
deixando em agitacdo por 3 dias no escuro. ApoOs esse periodo, os microtubos foram
centrifugados a 1500 rpm por 3 minutos e retirou-se uma aliquota de 0.5 mL que foi acrescida
com 0.5 mL de reagente de Salkowiski. A reacdo foi incubada por 15 min no escuro, e entdo
foi observado a ocorréncia de uma coloracdo rosa ou avermelhada, significando presenca de

auxinas.
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2.4. Teste de solubilizagdo de fosfato

Neste teste as bactérias foram ativadas com 24 horas de antecedéncia. Placas contendo
0 meio NBRIP (glicose (10 g), Ca3(POa4)2 (5 g), MgCl2.6H20 (5 g), MgS04.7H20 (0,25 g),
KCI (0,2 g), (NH4)2SO4 (0,1 g), &gar (15 g)) (Nautiyal, 1999), foram inoculadas com 10 pL
dos isolados bacterianos cultivados em meio liquido 523, entdo foram incubadas a 28°C,
fotoperiodo de 12 h e observou-se a formacdo de halos ao redor das col6nias depois de 24h

apos a inoculagdo.

2.5. Teste de fixacéo bioldgica de Nitrogénio

Este teste foi realizado em frascos de 10 mL contendo 5 mL de meio NFB semi-
solido, constituido por &cido malico (5 g), KaHPO4 (0.5 g), MgS0.4.7H.0 (0,2 g), NaCl (0,1
g), CaCl>.2H20 (0,02 g), solucdo de vitaminas (1 mL), solu¢do de micronutrientes (2 mL),
FEEDTA (4 mL), Azul de Bromotimol (2 mL), KOH (4.5 @), agar (2 g) e pH 6.8
(DOBEREINER et al., 1995). Bactérias com 24 h de crescimento, cultivadas em meio 523
foram inoculadas no meio com auxilio de uma alga de inoculagdo, por meio do qual foram
coletadas as bactérias e feito a perfuracdo do meio NFB. Em seguida, foram incubados a
28°C, sendo entdo possivel observar a formacao de halos na parte superior do meio de cultivo,

indicando a fixacdo do nitrogénio pelas bactérias.

2.6. Efeito de bactérias na producdo de rosas

De acordo com os testes de promogdo de crescimento, foram selecionadas 4 bactérias
que apresentaram os melhores resultados nas avaliagOes para visualizar o efeito delas na
producdo de rosas.

As espécies bacterianas selecionadas foram inoculadas em roseiras da cultivar Principe
Negro. Para inoculagéo, as plantas foram podadas a 30 cm do local de enxertia, retiradas dos
Vasos e suas raizes lavadas até a completa exposigéo.

Para o preparo da suspensdo, as bactérias foram cultivadas por 48 h em caldo nutriente
e a concentragdo de cada suspensdo foi ajustada para 10° células.mL™. A inoculacdo das
plantas foi feita por imersdo das raizes nuas na suspensdo por 1 hora. Decorrido esse tempo,
as mudas foram plantadas em vasos com capacidade de 10 L, contendo substrato comercial

Topstrato®. Foram utilizados 5 tratamentos, correspondendo a cada bactéria selecionada e
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uma testemunha que correspondeu a plantas inoculadas apenas com dagua destilada. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo, em delineamento de blocos casualizados
com 5 repeticdes, onde a unidade experimental consistiu de 4 plantas por bloco.

As avaliacdes de producao foram feitas a partir da primeira producdo de rosas, onde as
flores foram colhidas no ponto de colheita. As caracteristicas fitotécnicas avaliadas foram
diametro do botéo fechado, diametro da flor em ponto de colheita, tamanho da haste, didmetro

da haste, peso da haste e peso total das pétalas destacadas por flor.

2.7. Producéo de 6leo essencial de rosas

O oleo essencial das rosas foi extraido a partir de flores no ponto de colheita. Foram
pesadas 100 g de pétalas frescas e levadas para estufa com circulacdo de ar para secagem a 30
°C. Apds a secagem foram novamente pesadas e o 6leo foi extraido por hidrodestilacdo por
um periodo de 4 h.

Os 6leos essenciais foram extraidos no Laboratério de Quimica Organica - Oleos
Essenciais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), pelo método de hidrodestilacdo
utilizando o aparelho de Clevenger modificado (BRASIL. AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA, 2010). As extracbes foram realizadas em triplicata.
Posteriormente a extracdo, o 6leo essencial foi separado do hidrolato por processo de parti¢éo
com pentano. A parte organica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e rotaevaporada
para a eliminacgdo do solvente. O 6leo essencial sem residuos de solvente ficou armazenado ao

abrigo de luz e calor.

2.8. Identificacéo e quantificacdo dos constituintes dos 6leos essenciais

A caracterizagdo quimica dos dleos essenciais foi realizada na Central de Analise e
Prospeccdo Quimica (CAPQ) do Departamento de Quimica da UFLA. Os constituintes
guimicos dos 6leos essenciais foram caracterizados por CG / EM (Shimadzu, QP5050A) sob
as seguintes condicdes: coluna capilar silica fundida com fase ligada a DB-5 (30 m x 0,25
mm, espessura de 0,25 pm); temperatura programada de 60 a 240 °C a uma taxa de 3 °C / min
e de 240 °C a 300 °C a 10 °C/ min, onde foi mantida constante por 7 min; temperatura do
injetor de 220 °C; gas de arraste: hélio; injecdo de 0,1 uL de 6leos essenciais diluidos em
hexano a 1: 100 v/v). Utilizando uma temperatura do espectrébmetro de massas de 240 °C, nas

seguintes condicOes: detector de varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos e
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fragmentos detectados na faixa de 45 a 500 Da. A quantificacdo de compostos volateis foi
determinada por cromatografia gasosa com detector de ionizagdo de chama (FID) (Shimadzu
CG-17A), sob as mesmas condi¢cdes da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), com excecdo da temperatura do detector que foi de 300 °C. O indice de
retencdo foi calculado para todos os constituintes volateis nos dleos essenciais, utilizada a
equacdo de Van den Dool e Kratz (1963) em relagdo a série homologa de n-alcanos (nCs-
nCisg). Os constituintes foram identificados por comparacdo de seus espectros de massa, com
até 95% de similaridade, com aqueles presentes nas bibliotecas do equipamento NIST107 e

NIST21 e confirmados pelos indices de retencdo segundo Adams (2007).

2.9. Rendimento e teor dos 6leos extraidos

Para o célculo de rendimento e teor dos 6leos extraidos, frascos &mbar foram pesados
vazios e pesados novamente apOs a evaporacdo do hexano a temperatura ambiente. A
diferenca de pesos determinou a quantidade de Oleo extraida. Com esses valores, foi
determinado o rendimento para cada tratamento e o teor dos 6leos essenciais foi calculado de
acordo com a seguinte formula (SANTOS et al. 2004):

(Teor do 6leo (%) = [Peso do 6leo (g) x Biomassa de pétalas seca] / 100)

2.10. Andlise estatistica dos dados obtidos

Os dados foram avaliados quanto a sua normalidade e entdo submetidos a ANAVA
aplicando o teste de Scott-Knott a 5% para comparacdo mdltipla de médias, usando o
programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2014).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes de promocdo de crescimento mostraram que as estirpes
utilizadas das bactérias Bacillus acidiceler, Bacillus subtilis, Bacillus pumilus e
Staphylococcus equorum foram eficientes nos testes de solubilizacdo de fosfato, producédo de
protease e fixacdo de nitrogénio (Tabela 2). A estirpe de Bacillus amyloliquefacies foi
eficiente para solubilizacdo de fosfato e producdo de protease e as estirpes de Bacillus

macauenses e Pantoea ananatis foram eficientes apenas na solubilizagdo de fosfato e
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producdo de protease, respectivamente. Nenhuma das estirpes das bactérias utilizadas mostrou
capacidade de producéo de auxinas pelo teste avaliado.

Tabela 2.Teste de producdo de compostos bioquimicos por bactérias, avaliacdo da
solubilizacdo de fosfato, producdo de protease, fixacdo bioldgica de nitrogénio e
producdo de auxinas.

BACTERIAS FOSFATO PROTEASE NITROGENIO AUXINA
Bacillus acidiceler + + + -
Bacillus amyloliquefaciens + - -

Bacillus macauenses
Bacillus subtilis
Bacillus pumilus
Pantoea ananatis -

Staphylococcus equorum + + + -

+
+
+
+

+ + +

(+) reacdo positiva e (-) reacdo negativa. Fonte: Do autor (2019)

A solubilizacdo do fosfato € um mecanismo comum a muitos microrganismos que se
associam as raizes de plantas, o qual essa capacidade de solubilizacdo pode se relacionar com
a diminuicdo do pH do meio devido a producdo de &cidos organicos, tais como o acido
glucdnico, acido oxalico, acido malbnico, &cido acético, &cido formico, cido citrico e acido
succinico, dentre estes sendo mais comum a formagao do &cido glucdnico, 0s quais podem
dissolver o fosfato mineral como resultado de troca de anions ou quelatizar ions associados
com o fosfato (CHAGAS JUNIOR et al., 2010; TENGA et al., 2019). A acidificacdo do meio
é correlacionada com a solubilizacdo do fosforo pela atividade da fosfatase acida, indicando
que alguns microrganismos desenvolveram enzimas capazes de liberar fosfato inorganico dos
complexos de organofosfato, além da atividade dessa enzima se mostrar boa indicadora para a
mineralizacdo do fosforo organico (KUMAR, 2016; TENGA et al., 2019). Da mesma forma,
a capacidade de fixacdo de nitrogénio é comum a muito grupos de microrganismos e sua
associacao devido ao seu potencial benéfico tem sido estudado para aplicacdo nas mais
variadas culturas agricolas (MONDANI et al., 2019; SCHMIDT et al., 2019)

Com relacdo a producdo das rosas, a aplicacdo das bactérias ndo influenciou no
tamanho do botdo antes da abertura da flor (Tabela 3), porém, plantas tratadas com B.
acidiceler, B. subtilis e B. pumilus apresentaram maior diametro de flor aberta. Também foi
observado aumento do peso das pétalas das plantas tratadas com B. pumilus, evidenciando um

efeito positivo dessa bactéria em relacdo as outras avaliadas.
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Tabela 3. Efeito de bactérias promotoras de crescimento sobre o didmetro do botéo, didametro
da flor e peso das pétalas de rosas da cultivar Principe Negro

BACTERIAS Diametro do Botéo Diametro da Flor Peso das Pétalas
(mm) (mm) (9)
Bacillus acidiceler *30,68 a 61,10 a 8,56 b
Bacillus subtilis 31,66 a 58,48 a 8,43 b
Bacillus pumilus 27,16 a 65,41 a 15,89 a
Staphylococcus equorum 28,93 a 50,68 b 7,76 b
Testemunha 29,05 a 51,38 b 9,00 b
C.V. (%) 12,50 16,01 24,33

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Do autor (2019)

Algumas bactérias promotoras de crescimento podem interferir na producdo de
horménios pelas plantas, o que pode afetar a estrutura das raizes, aumentando a sua superficie
de é&rea, numero de pelos radiculares e tipo de raizes. Além desses fatores, a inoculagdo com
bactérias endofiticas pode promover o aumento da fotossintese, induzindo maior producéo de
carboidratos pelas plantas. Em rosas, o acimulo de carboidratos nas hastes florais pode
favorecer a durabilidade das flores na pds-colheita. Dessa forma, a aplicacdo de
microrganismos endofiticos que auxiliam no acimulo de carboidratos nas hastes florais
podem melhorar a qualidade final das rosas, levando a maior durabilidade das hastes cortadas
(MOUBAYIDIN et al., 2009; WANG et al., 2014; CASTANHEIRA et al., 2017; WANG et
al., 2019).

Plantas tratadas com B. acidiceler e B. pumilus apresentaram maior tamanho de haste
(Tabela 4). O diametro das hastes produzidas foi menor em plantas tratadas com S. equorum e
B. pumilus, mas apenas plantas tratadas com S. equorum apresentaram 0 menor peso das
hastes florais.

Tabela 4. Efeito de bactérias promotoras de crescimento no tamanho da haste, didmetro da
haste e peso da haste de rosas da cultivar Principe Negro

BACTERIAS Haste (cm) Diam. Haste (mm) Peso haste (Q)
Bacilus acidiceler *67,62 a 4,15a 14,18 a
Bacilus subtilis 60,86 b 4,57 a 16,14 a
Bacilus pumilus 67,01 a 3,88 b 15,14 a
Staphylococcus equorum 54,32 b 3,35b 10,94 b
Testemunha 57,50 b 474 a 16,84 a
C.V. (%) 10,06 23,28 22,14

*Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si no teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Do autor (2019)

O rendimento do Oleo extraido das rosas tratadas com B. pumilus apresentou
superioridade em relacdo as outras bactérias. Contudo, foi observado efeito negativo no

rendimento das plantas tratadas com B. acidiceler, onde o teor de 6leo também foi menor em
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plantas tratadas com essa bactéria, ndo havendo diferenca no teor de 6leo entre as plantas
tratadas com as demais bactérias e a testemunha (Tabela 5). Porém, ndo foi possivel obter
quantidade de 6leo essencial suficiente para realizacdo da analise nas rosas tratadas com a
bactéria S. equorum através da metodologia utilizada para extracao.

A secagem do material pode levar a decréscimos no teor de dleos essenciais e
mudangas em sua composi¢do. Embora a secagem por liofilizagdo seja indicada devido a
menor perda na quantidade de dleo essencial, algumas espécies podem apresentar maior
conteddo de OGleos essenciais quando submetidas a processo de secagem convectivas
(PIRBALOUTI et al., 2013; ROSLON et al., 2016).

Tabela 5. Efeito de bactérias promotoras de crescimento no Rendimento e Teor de Gleo
essencial de rosas cultivar Principe Negro

Bacterias Rendimento do 6leo Teor do dleo (%)
Bacillus acidiceler 0,0120 ¢ 0,065 b
Bacillus subtilis 0,0142 b 0,076 a
Bacillus pumilus 0,0152 a 0,078 a
Testemunha 0,0137 b 0,074 a
C.V. (%) 3,32 5,27

* Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Do autor (2019)

Além da solubilizacdo de fosfato e da fixacdo de nitrogénio, os microrganismos
promotores de crescimento podem ser capazes de produzir fitormdnios, sider6foros e
antibidticos, sendo também capazes de induzir a resisténcia sistémica na planta (SGROY et
al., 2009). Além disso, as plantas também podem reagir a interacdo com esses organismos
através do aumento do seu crescimento, pois 0 aumento da quantidade dos 6leos essenciais
muitas vezes se relaciona com o crescimento dos 6rgdos vegetais devido a maior absor¢éo de
nutrientes e a qualidade dos 6leos sendo influenciada pela ativagdo de rotas metabdlicas
devido a interacdo da planta com os microrganismos (MAJI et al., 2013; SINGH et al., 2019)

Estirpes de B. subtilis tem o potencial de estimular a producdo de biomassa de plantas
até mesmo sob condi¢des de campo adversas, como em solos salinos, e aumentar a producédo
de clorofila e o contetdo de proteinas soltveis (Wang et al., 2018). Além disso, a aplicacdo de
estirpes de B. subtilis influenciou positivamente no crescimento e producédo de culturas como
o algodoeiro, capim braquipddio (Brachypodium distachyon), arabidopsis (Arabidopsis
thaliana) e trigo (Triticum aestivum) (ALI, 2015; GAGNE-BOURQUE et al., 2015; WANG
et al., 2018; ANDREES et al., 2019).

Para a composicdo quimicas dos Oleos essenciais das rosas houve diferenca
significativa de acordo com cada bactéria utilizada no tratamento das plantas (Tabela 6). O

menor nimero de componentes encontrado apareceu nos 6leos de plantas tratadas com o B.
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acidiceler , porém, plantas tratadas com B. pumilus e B. subtilis apresentaram maior numero
de componentes, nos quais 0s componentes quimicos Oxido de carofileno, a-Selineno,
Limoneno, a-Farneceno apareceram somente nas plantas tratadas com B. pumilus e o
Teaspirano somente nas flores tratadas com B. subtilis.

Tabela 6. Efeito de bactérias promotoras de crescimento na composi¢do quimica do 6leo de
rosas cultivar Principe Negro extraido por hidrodestilacdo.

% de Area

Constituintes IR tab Testemunha B. acidiceler  B. pumilus  B. subtilis
Myrtanol 1258 2,6654 - - 1,2507
Acool cetil 1874 36,5107 18,6024 25,3024 21,861
Eicosane 2000 34,7354 23,1142 - 1,3856
6- Acido Hexadecandico 1959 2,2855 - - -
3- Hexenol 1095 0,3864 - - -
Pentadecanol 1773 3,6226 - - 2,243
Docosano 2200 1,2555 29,8688 23,1823 19,8165
Tetracosano 2400 2,8186 20.9335 22,8112 16,7612
Pentacosano 2500 15,7198 7,4811 12,6941 8,0123
Oxido de Carofileno 1582 - - 6,8989 -
a-Selineno 1498 - - 0,6856 -
Limoneno 1132 - - 1,6021 -
a-Farneseno 1505 - - 3,2396 -
Heneicosano 2100 - - 1,5398 23,1917
Alcool Heptadecil 2290 - - 2,044 5,0872
Teaspirano B 1550 - - - 0,3908

Fonte: Do autor (2019)

O limoneno esta relacionado com o cheiro forte de laranja, o qual constitui o aspecto
citrico final do aroma da espécie em estudo. Esse composto possui acdo inseticida e pode
conferir resisténcia a insetos em algumas plantas, sendo bastante utilizado em industrias de
sabor e fragrancia (Thomas e Bessiére, 1989; Sowndhararajan et al., 2015). J& a-Selineno é
um sesquiterpeno que nado faz parte da composicao do cheiro dos éleos as quais se apresenta,
porém estd presente na composi¢do quimica dos 6leos essenciais de diversas plantas como a
Guamirim (Calyptranthes concinna), citronela (Cymbopongon nardus), tiririca (Cyperus
rotundus), entre outras (LIMBERGER et al., 2002; LAWAL & OYEDEJI, 2009; SILVA et
al., 2011).

Ja o a-Farneseno € um sesquiterpeno relacionado com a defesa das plantas a afideos,
além de conferir o sabor de alguns vegetais, sendo encontrado naturalmente revestindo frutas
como maca e pera. Em dleos essenciais, esse composto também se relaciona com o cheiro de
floral-verde ou amadeirado, sendo um dos constituintes majoritarios do 6leo de gengibre
(HARBONE, 1997; ANDRADE et al., 2012), assim, a presenca desse composto no o6leo

essencial de rosas inoculadas com o B. pumilus pode indicar uma ativagédo do sistema de
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defesa da planta que produziu esse metabolito, o que proporcionou ndo somente acao
repelente contra predadores bem como a alteragcdo no odor da rosa.

Semelhante ao a-Farneseno, o Oxido de carofileno é também um constituinte
majoritario de Oleos essenciais de algumas plantas que podem apresentar compostos toxicos.
Esse composto tem o potencial de inibir o crescimento de bactérias Gram-positivas, sendo
toxico também para formigas e fungos associados a elas. Além disso, o éxido de carofileno
presente em Oleos essenciais ja foi associado a acdo analgésica e anti-inflamatdria e pode
induzir apoptose em linfoma e células de neuroblastoma (NOROUZI-ARASI et al., 2006;
JUDZENTIENEA et al., 2010; SAIN et al., 2014). A presenca desse composto pode indicar
melhoria nas propriedades medicinais do dleo de rosas, assim como influenciar na defesa das
mesmas contra formigas cortadeiras.

Os élcoois e ésteres sdo os principais constituintes encontrados no 6leo essencial de
diversas variedades e espécies de rosas, configurando em algumas mais de 80 % dos
componentes chave de seus aromas, onde os alcoois sdo os componentes utilizados na
avaliacdo da qualidade do 6leo essencial de rosas (XIAO et al., 2018).

Os compostos myrtanol, acool cetil, eicosano, &acido hexadecanoico, hexenol,
docosano, tetracosan, pentacosao, heneicosano e o &lcool heptadecil fazem parte dos
compostos volateis do 6leo essencial das espécies de roseiras destinadas a extracdo de 6leos
essenciais. Porém, sua presenca e quantidade no 6leo pode variar dependendo do manejo,
condi¢bes ambientais, da metodologia e tempo de extragdo (OZEL et al., 2004; JOICHI et al.,
2005; XIAOQ et al., 2018).
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Os tempos de retencdo dos componentes sdo apresentados na Figura 1.

Figura 1. Cromatografia dos o6leos essenciais relacionando o tempo de retencdo e a
intensidade de cada componente dos 6leos de rosas cultivar Principe Negro, de acordo com
cada bactéria promotora de crescimento, sendo: 1- Myrtanol; 2- Alcool cetil; 3- Eicosano; 4-
Acido hexadecanoico; 5- Hexenol; 6- Pentadecanol; 7- Docosano; 8- Tetracosano; 9-
Pentacosano; 10- Carofileno ;11- o-Selineno; 12- Limoneno; 13- a-Farseno; 14-
Heneicosano;15- Alcool Heptadecil; 16- Teaspirano.
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Fonte: Do autor (2019)

A promocdo de crescimento de plantas também ja foi comprovada em estirpes de B.
pumilus, mostrando sua eficiéncia ndo somente no crescimento, desenvolvimento e producéao
das plantas, como também auxilia na resisténcia a alguns estresses ambientais, como o
estresse salino e a seca, e a tolerancia a metais pesados, auxiliando também na reducdo de
espécies reativas de oxigénio, no aumento do conteldo de metabdlitos secundarios e no
aumento da atividade de enzimas antioxidantes (KHAN et al., 2016; SIRAJUDDIN, 2016;
XIE et al., 2019). O potencial desses microrganismos em estimular a producdo e acimulo de
metabolitos secundarios pode explicar o aumento do teor de dleo essencial nas rosas e aos
diferentes compostos presentes na composi¢cdo quimica do éleo extraidos das rosas inoculadas

com o B. pumilus

4. CONCLUSAO

A aplicagdo das bactérias Bacillus acidiceler e Bacillus pumilus aumentaram o tamanho
da flor e das hastes florais. Bacillus pumilus e Bacillus subtilis apresentaram melhores

resultados na producdo dos 6leos essenciais de rosas. O Bacillus pumilus aumentou o peso das
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pétalas frescas e o rendimento do 6leo essencial, alterando de forma positiva a composicdo

quimica do 6leo essencial extraido de rosas cultivar Principe Negro.
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