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MARTINS, Amanda Lovisotto Batista. Inoculação de microrganismos promotores 
de crescimento no cultivo de gérbera em vaso. 2022. 43 f. Dissertação (Mestrado 
em Agronomia) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022. 
 
 

RESUMO 
 
 
As gérberas estão entre as flores ornamentais de maior comercialização como flor de 
vaso, a inoculação dessas plantas com microrganismos promotores de crescimento 
são uma estratégia sustentável que auxiliam o crescimento e desenvolvimento das 
plantas. Objetivou-se avaliar o efeito da inoculação com microrganismos promotores 
de crescimento no cultivo de gérbera em vaso e a produção de auxinas em suas 
raízes. O experimento foi realizado utilizando a Gerbera jamesonii L. híbrido Festival, 
em delineamento inteiramente casualizado, contendo quatro tratamentos e doze 
repetições. Os tratamentos foram aplicados em dose única via fertirrigação, sendo 
eles: T1: Controle (água); T2: Streptomyces sp. Estirpe 102; T3: Bacillus subtilis ZK; 
T4: Adubação química (N:P:K 13-13-15). Os microrganismos foram provenientes da 
coleção de Bactérias Promotoras de Crescimento da Universidade Estadual de 
Londrina. Foram realizadas avaliações aos 15, 47 e 78 dias após a inoculação (DAI) 
e as variáveis avaliadas foram as seguintes: número de folhas, número de raízes, 
comprimento da parte aérea, comprimento de raiz, volume de raiz, massa fresca e 
seca de parte aérea e das raízes. Ao final das avaliações foi feita a quantificação de 
auxinas nas raízes com 15 DAI através da cromatografia líquida de ultra performance. 
As pressuposições de normalidade dos erros e homogeneidade das variâncias foram 
testadas por Shapiro-Wilk e Bartlet, respectivamente. Os resultados obtidos foram 
submetidos a análise de variância através do teste de Tukey (p < 0,05). Todas as 
análises foram realizadas pelo software R. Os resultados indicam que houve melhora 
significativa no volume das raízes de gérbera com a inoculação de B. subtilis aos 15 
DAI com um volume de 23,0 mL em relação apenas com o controle (13,0 mL) e aos 
78 DAI com um volume de 16,17 mL em relação a adubação química (6,83 mL). Na 
segunda avaliação aos 47 DAI o comprimento das raízes de gérbera teve resultado 
significativo com 31,10 cm quando inoculadas com Streptomyces sp. em relação 
apenas ao B. subtilis (21,50 cm). A análise de componentes principais dos compostos 
radiculares do metabolismo de AIA agrupou os tratamentos de modo separado com a 
análise de cromatografia líquida, pois os microrganismos atuam sobre a via 
metabólica do AIA de modo diferente, resultando em perfis cromatográficos distintos 
e característicos para cada tratamento. Concluiu-se que durante o período 
experimental não houve uma tendência de crescimento e desenvolvimento das 
plantas em relação aos tratamentos, obtendo diferenças significativas isoladas. 
Maiores análises serão realizadas para identificação e quantificação dos compostos 
encontrados relacionados ao metabolismo do AIA. 
 
Palavras-chave: auxina; bacillus sp; gerbera jamesonii; nutrição; streptomyces sp. 
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ABSTRACT 
 
 
Gerberas are among the most commercialized ornamental flowers as vase flowers, 
the inoculation of these plants with growth-promoting microorganisms is a sustainable 
strategy that helps the growth and development of plants. The objective was to 
evaluate the effect of inoculation with growth-promoting microorganisms in the 
cultivation of gerbera in pots and on the production of auxins in their roots. The 
experiment was carried out using the Gerbera jamesonii L. hybrid Festival, in a 
completely randomized design, with four treatments and twelve replications. The 
treatments were applied in a single dose via fertigation, as follows: T1 – Control 
(water); T2 – Strepmomyces sp. Strain 102; T3 – Bacillus subtilis ZK; T4 – Chemical 
fertilization (N:P:K 13-13-15). The microorganisms came from the collection of Growth-
Promoting Bacteria at the Universidade Estadual de Londrina. Evaluations were 
performed at 15, 47 and 78 days after inoculation (DAI) and the variables evaluated 
were the following: number of leaves, number of roots, shoot length, root length, root 
volume, fresh and dry mass of shoots and roots. At the end of the evaluations, the 
quantification of auxins in the roots was performed using ultra performance liquid 
chromatography. The assumptions of normality of errors and homogeneity of variances 
were tested by Shapiro-Wilk and Bartlet, respectively. The results obtained were 
subjected to analysis of variance using the Tukey test (p < 0.05). All analyzes were 
performed using the R software. The results indicate that there was a significant 
improvement in the volume of gerbera roots with the inoculation of B. subtilis at 15 DAI 
with a volume of 23,0 mL in relation to the control alone (13,0 mL) and at 78 DAI with 
a volume of 16.17 mL in relation to chemical fertilization (6.83 mL). In the second 
evaluation at 47 DAI, the length of the gerbera roots had a significant result with 31.10 
cm when inoculated with Streptomyces sp. compared only to B. subtilis (21.50 cm). 
The analysis of principal components of root compounds of AIA metabolism grouped 
treatments separately with liquid chromatography analysis, as microorganisms act on 
the AIA metabolic pathway differently, resulting in distinct and characteristic 
chromatographic profiles for each treatment. It was concluded that during the 
experimental period there was no trend of growth and development of the plants in 
relation to the treatments, obtaining significant differences isolated. Further analyzes 
will be carried out to identify and quantify the compounds found related to the 
metabolism of AIA. 
 
Key words: auxin; bacillus sp; gerbera jamesonii; nutrition; streptomyces sp. 
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1 INTRODUÇÃO 

A produção de plantas e flores ornamentais constitui em um promissor 

ramo do agronegócio para geração de renda e empregos, exercendo ainda funções 

sociais, culturais e ecológicas. Por apresentar ciclos relativamente curtos de produção 

e um alto valor agregado aos produtos ornamentais, a floricultura possibilita um rápido 

retorno econômico para o produtor. 

A gérbera é originária da África do Sul, sua propagação pode ser feita 

a partir de sementes ou por meio da propagação in vitro. Considerada uma espécie 

de fácil adaptação a diferentes climas, podendo florir durante todo o ano. A Gerbera 

jamesonii Bollus ex Hook é uma das espécies mais comercializadas, sendo utilizada 

como flor de corte, flor de jardim e flor de vaso. Essa espécie apresenta uma grande 

variedade de formato e colorações de flores, uma extensa longevidade, atraindo a 

atenção dos consumidores devido a essas características. 

A inoculação dos microrganismos promotores de crescimento vem 

ganhando espaço em cultivos comerciais e sendo utilizada de maneira crescente em 

todo o mundo, no entanto não há estudos relatados na literatura com a cultura da 

gérbera. 

Inoculação de plantas com vem se tornando uma estratégia para 

auxiliar no crescimento e enraizamento, diminuindo a utilização de adubação química 

e consequentemente reduzindo custos e danos ao meio ambiente. A associação 

simbiótica com microrganismos pode favorecer as espécies vegetais em diversos 

estágios de desenvolvimento, como na germinação das sementes, absorção de 

nutrientes e resistência a fatores bióticos e abióticos. 

Os gêneros Bacillus e Streptomyces possuem membros de grande 

importância na área agrícola por serem promotores de crescimento em plantas e por 

promoverem a produção da auxina e consequentemente o crescimento e 

desenvolvimento das raízes, deste modo a inoculação com microrganismos 

promotores de crescimento de plantas pode resultar em benefícios ao cultivo de 

gérbera. 

 O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da inoculação com 

microrganismos promotores de crescimento no cultivo de gérbera em vaso e a 

produção de auxinas em suas raízes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 FAMÍLIA ASTERACEAE 

A família das Asteraceae Bercht. & J.Presl, pertencente as 

Angiospermas, são encontradas em todas as regiões do mundo, exceto na Antártida, 

atualmente no Brasil são reconhecidos 291 gêneros e 2.124 espécies, no estado do 

Paraná encontra-se 631 dessas espécies (ROQUE et al., 2020). Há uma grande 

diversidade entre os representantes dessa família, podendo ser cultivadas como 

anuais ou perenes, normalmente são caracterizadas como plantas herbáceas, 

variando como arbustos, ervas, trepadeiras e raramente com hábito arbóreo (FUNK 

et al., 2009; NATAL, 2017). 

Uma característica marcante dentro das Asteraceae é a apresentação 

do grão de pólen os quais são empurrados para fora das anteras pelo crescimento do 

estilete (FUNK et al., 2009; NATAL, 2017). 

O cultivo das Asteraceae abrange diversas áreas econômicas, 

podendo ser cultivadas e utilizadas como ornamentais, medicinais, apícolas, 

oleaginosas, aromáticas, inseticidas e comestíveis. Possui também espécies 

consideradas invasoras de lavouras ou potencialmente tóxicas tanto para os animais 

quanto ao homem (RITTER E BAPTISTA, 2005; FERNANDES, 2015). 

 

 

2.2 GÊNERO GERBERA SP. 

As plantas do gênero Gerbera são importantes flores ornamentais, 

originárias da África do Sul, pertencem à mesma família do crisântemo 

(Chrysanthemus ssp.) e do girassol (Helianthus annuus L.), esse gênero é composto 

por cerca de quarenta espécies como Gerbera jamesonii H. Bolus e a G.viridifolia D.C., 

outra espécie sul africana. Atualmente a maioria das cultivares são oriundas de 

hibridações entre G. jamesonii x G.viridifolia, originando a Gerbera hybrida Hort. 

(ARCE et al., 2017; DENG; BHATTARAI, 2018). 

A gérbera está entre as flores mais comercializadas no Brasil e entre 

as dez flores de corte mais importantes do mundo, com maior aplicabilidade na 

comercialização de flores e até mesmo em vasos e canteiros. Possuem boa 

adaptação ao clima de diversas regiões, facilitando seu cultivo por todo o país. 
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Apresentam boa durabilidade, são resistentes ao transporte e possuem alto valor 

agregado por suas colorações de diversas tonalidades e seus formatos (GUERRERO 

et al., 2012; MENEGAES et al., 2015; SULZBACH et al., 2015; SAGAR MAITRA et al., 

2020) (Figura 1). 

 

Figura 1 – Flor de gérbera durante a condução do experimento. Londrina, 2020. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

São plantas herbáceas em que as hastes podem atingir até 40 cm de 

altura, perenes, no Brasil florescem durante todo o ano, principalmente durante as 

estações da primavera e verão. O sistema radicular das gérberas é composto 

inicialmente de raízes pivotantes das quais inicia-se numerosas raízes fasciculadas. 

As folhas são dispostas em roseta e alongadas, da axila de algumas folhas evoluem 

os botões florais que nascem do pecíolo, com uma inflorescência terminal 

denominada capítulo (INFOAGRO, 2016) (Figura 2). 
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Figura 2 – Estrutura radicular da gérbera. Londrina, 2020. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

A G. jamesonii é uma espécie diplóide, seu capítulo é composto de 

flores marginais liguladas (femininas) e flores tubulares (hermafroditas e masculinas) 

(CARDOSO et al., 2009). Segundo Arce et al. (2017) e Ludwig et al. (2007), 

morfologicamente as gérberas são classificadas por sua inflorescência, podendo ser 

simples, duplas ou semiduplas, pela coloração do centro sendo claro ou escuro e 

ainda pela coloração das brácteas. 

O fruto é um aquênio, de coloração marrom claro ou escuro, que 

contém apenas uma semente externa, facilitando sua propagação, a qual pode ser 

sexuada, vegetativa ou por multiplicação in vitro (INFOAGRO, 2016).  

 

 

2.3 MICRORGANISMOS PROMOTORES DE CRESCIMENTO 

 

Os microrganismos promotores de crescimento de plantas (MPCP) 

são bactérias presentes no solo, que atuam de forma direta na aquisição de nutrientes 

para a planta (nitrogênio, potássio, solubilização de fosfato, entre outros), na produção 



 15 

de hormônios vegetais, vitaminas e de forma indireta para reduzir agentes 

patogênicos, podem ainda atuar como biofertilizantes auxiliando em seu crescimento 

e rendimento, melhoria do aporte de nutrientes pelas plantas e induzir mudanças na 

fisiologia, permitindo melhores processos de floração, germinação e estabelecimento 

das plantas, sendo capazes de se associarem a superfície das raízes (AHEMAD, 

2012; BABALOLA, 2010; DIAZ, 2018). 

Algum dos gêneros promotores de crescimento são: Agrobacterium, 

Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Burkholderia, Caulobacter, 

Chromobacterium, Erwinia, Flavobacterium, Micrococcous, Pseudomonas e Serratia 

(BHATTACHARYYA; JHA, 2012; FIGUEIREDO et al., 2011). 

Bactérias simbiônticas e não simbiônticas vem sendo utilizadas como 

bioinoculantes, esses microrganismos desenvolvem diferentes tipos de hormônios 

que são os responsáveis pelo crescimento das plantas, como as auxinas, citocininas, 

giberelina e compostos voláteis (DE LA TORRE-RUIZ et al., 2016). 

A inoculação com MPCP estão entre as técnicas de manejo visando 

o aumento da produtividade na agricultura, além de ser sustentável contribui na 

nutrição das plantas, diminui os efeitos de estresses bióticos e abióticos, melhora 

indiretamente a fertilidade do solo e consequentemente reduz a utilização de insumos 

químicos. A utilização destes microrganismos promotores de crescimento como 

inoculantes já vem sendo utilizados regularmente em culturas de espécies 

leguminosas (ZULUAGA et al., 2020). 

Alguns estudos apresentam respostas positivas no crescimento de 

plantas com a inoculação de microrganismos promotores de crescimento, como 

exemplo na cultura do abacaxizeiro (BALDOTTO et al., 2010), no arroz (FERREIRA 

et al., 2013), em cana-de-açúcar (GÍRIO et al., 2015), no girassol (SANTOS et al., 

2014), no milho (GUERREIRO, 2009) e em orquídeas (GALDIANO JR, 2009). A 

inoculação dos MPCP em plantas não leguminosas vem ganhando espaço em cultivos 

comerciais e utilizada de maneira crescente no Brasil (VERESOGLOU e MENEXES, 

2010). 

 

2.3.1 Bacillus subtilis 

 

Bacillus subtilis se caracteriza por ser uma bactéria Gram-positiva, 

produz enzimas hidrofílicas extracelulares que degradam polissacarídeos; produz 
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antibióticos lipopeptídicos, da família surfactina, bacitracina e polimixina; e é 

considerada um agente de controle biológico no solo (RAGAZZO-SÁNCHEZ et al., 

2011). 

As bactérias do gênero Bacillus têm sido utilizadas comercialmente, se 

destacando pela formação de endósporo e por apresentarem multiplicidade de 

mecanismos antagônicos, possibilitando, assim, versatilidade nos mecanismos de 

ação fitopatogênicos, assim como para incrementar a produtividade (CAMPOS SILVA 

et al., 2008). Desencadeiam resistência sistêmica induzida (RSI), promovendo sinais 

bioquímicos nas plantas e estimulando a concentração de hormônios vegetais 

(LEELASUPHAKUL, 2008; HAMMAMI et al., 2013).  

Segundo Oliveira et al. (2016), estudando o efeito de doses de B. subtilis 

na cultura do feijoeiro BRS Estilo, foi possível verificar que em todas as doses 

estudadas houve melhoria no crescimento das raízes e da parte aérea das plantas. A 

promoção de crescimento ocasionada por B. subtilis é consequência da melhora da 

fixação de nitrogênio, solubilização de nutrientes, síntese de fitormônios e melhoria 

das condições do solo (DIAZ, 2018). 

 

2.3.2 Streptomyces 

 

Pertencente ao filo Actinobacteria, Streptomyces é um gênero de 

bactérias Gram-positivas filamentosas, capazes de colonizar diversos ecossistemas, 

predominantemente o solo, totalizando aproximadamente 10% do total da microbiota 

do solo (TARKKA ET AL. 2008; SCHREY & TARKKA 2008). Alguns membros deste 

gênero possuem importância agrícola por ser promotoras de crescimento em plantas, 

pela produção de ácido-3-indolacético (AIA) (SALLA et al. 2014) e capacidade de 

solubilização de fosfato (OLIVEIRA et al. 2010).  

Apresentam função como agentes de biocontrole, por meio da produção 

de antibióticos (PALANIYANDI et al. 2013a), de proteases extracelulares 

(PALANIYANDI et al. 2013b), compostos orgânicos voláteis (VOC) (LI et al. 2012; 

WANG et al. 2013) e de sideróforos (OLIVEIRA et al. 2010). 

De acordo com Sadeghi et al. (2012) em seu estudo desenvolvido com 

plantas de trigo, a aplicação de Streptomyces sp. aumentou o crescimento e 

desenvolvimento das plantas, tendo ainda significativos aumentos na taxa de 

germinação e consequentemente na porcentagem de germinação, uniformidade das 
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plantas, altura e peso seco em comparação com a testemunha sem inoculação. 

 

 

2.4 HORMÔNIOS VEGETAIS 

 

Hormônios vegetais são substâncias orgânicas essenciais para os 

processos fisiológicos, normalmente agem em local diferente de onde são produzidos. 

As principais funções desses hormônios vegetais são a regulação dos processos 

fisiológicos, como a ativação ou inibição de crescimento e desenvolvimento e a 

regulação de respostas ao ambiente. Promovem a formação de novos tecidos, 

diferenciação dos órgãos, processo de maturação e senescência. (CASTRO E 

VIEIRA, 2001; PETRI et al., 2016; RODRIGUES e FIOREZI, 2015; TAIZ et al., 2017). 

O primeiro hormônio do crescimento a ser estudado em plantas foi a 

auxina, descoberta pelos irmãos Charles e Francis Darwin na obra O Poder do 

Movimento nas Plantas em 1881. Além da auxina, o crescimento e desenvolvimento 

das espécies vegetais é regulado por outros oito hormônios considerados principais: 

ácido abscísico, ácido salicílico, brassinosteroides, citocininas, estrigolactonas, 

etileno, giberelinas e jasmonatos (TAIZ et al., 2017).  

A auxina (AIA) é um hormônio essencial ao crescimento vegetal, 

sendo utilizada em cada aspecto do desenvolvimento como o alongamento e divisão 

celular, dominância apical, e desenvolvimento de brotos (WURST et al., 1984). 

O ácido abscísico (ABA) é o principal regulador da tolerância a 

estresses abióticos em plantas e coordena uma série de funções, induz o fechamento 

estomático para redução da transpiração e assim ativar mecanismos contra o estresse 

hídrico (MUNEMASA, 2015; FINKELSTEIN, 2013; WANI AND KUMAR, 2015). 

O ácido salicílico (AS) é conhecido como indutor do metabolismo 

secundário em plantas, desempenhando um papel na resistência sistêmica adquirida, 

atuando na defesa contra patógenos e é relacionado com a resistência a diferentes 

estresses bióticos e abióticos, mas sua ligação na planta depende da espécie, estágio 

de desenvolvimento, entre outros (WEBER et al., 2012; SÁNCHEZ et al., 2010; 

HORVÁTH et al., 2007). É ainda um composto fenólico natural que possui a função 

de diminuir a síntese de etileno nas plantas, retardando os efeitos desse hormônio 

(VAN ALTVORST E BOVY, 1995). 

Brassinosteróides (BRs) são hormônios esteróides que tem atuação 
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no alongamento celular, permitindo o aumento das taxas de crescimento e 

desenvolvimento das plantas, promovendo melhorias na eficiência do fotossistema II 

e em trocas gasosas, (HU et al., 2013; LIMA; LOBATO, 2017; VRIET; RUSSINOVA; 

REUZEAU, 2013; WEI; LI, 2016; BAGHEL et al. 2019). 

As citocininas induzem a estimulação da divisão de células vegetais, 

principalmente na presença de auxinas, além do retardamento da senescência foliar, 

quebrando a dominância apical, quebra de dormência de gemas, desenvolvimento de 

flores, entre outros (DAVIES, 2010; TAIZ et al., 2017). 

As estrigolactonas estimulam a germinação, reprimem a 

ramificação a formação das raízes secundárias, estimulam a atividade cambial e o 

crescimento de pelos radiculares (TAIZ et al., 2017). 

O etileno é o hormônio que está relacionado com o desenvolvimento 

de raiz e parte aérea, estimula a maturação dos frutos, senescência de frutos, induz a 

abscisão foliar, a quebra de dormência das sementes entre outros. É produzido em 

resposta a estresses bióticos e abióticos. Esse hormônio é um gás, seu deslocamento 

é feito por difusão através dos espaços entre as células do tecido vegetal (TAIZ E 

ZEIGER, 2017; DE MELO, 2002). 

As giberelinas (GAs) promovem a germinação de sementes, o 

alongamento celular em caules e folhas, florescimento, desenvolvimento do fruto, 

retarda o envelhecimento dos tecidos vegetais entre outros (LAVAGNINI et al., 

2014). 

Os jasmonatos (JAs) modulam diversos eventos fisiológicos, tais 

como a resistência a patógenos e insetos, estresses bióticos e abióticos, regulam 

aspectos do desenvolvimento das plantas e seu crescimento, amadurecimento dos 

frutos, maturação e produção de pólen viáveis, germinação de sementes (AVANCI et 

al., 2010; HAUSE et al., 1996).  

 

2.4.1 Auxina 

 

O ácido-3-indolacético (AIA), conhecido como auxina vegetal 

primária, é a forma mais abundante presente nas plantas, normalmente está ligada a 

tecidos que fazem rápida multiplicação, como alongamento e divisão celular, 

dominância apical e desenvolvimento de brotos (WURST et al., 1984). A síntese do 
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AIA acontece em tecidos que tem capacidade de se dividirem mais rapidamente como 

os meristemas apicais, folhas e frutos novos (WACHOWICZ e CARVALHO, 2002).   

Sua sintetização ocorre em duas etapas: o triptofano é convertido em 

indol-3-piruvato (IPyA) pela triptofanos aminotransferase; e sequentemente, o indol-3-

piruvato é convertido em AIA. Por possuir uma estrutura simples, foi possível a 

formulação de substâncias sintéticas que são utilizadas na agricultura como o 2,4-

diclorofenoxiacétio (2,4-D) que é utilizado como herbicida ou hormônio vegetal (TAIZ 

et al., 2017). 

Outra via biossintética de AIA são os próprios microrganismos 

associados as plantas, bactérias endofíticas como os Bacillus sp., por exemplo, são 

capazes de sintetizar AIA auxiliando assim no crescimento vegetal, promovendo o 

crescimento da raiz diretamente pela estimulação da elongação da célula vegetal ou 

divisão celular, alternativamente, o AIA pode estimular a atividade da enzima ACC 

sintase, aumentando assim a produção de ACC. Parte do ACC produzido pela planta 

pode ser exsudado e absorvido por bactérias que o convertem em amônia e α-

cetobutirato por meio da ação da enzima ACC deaminase (1-aminociclopropano-1-

carboxilato, um precursor do etileno) (PATTEN e GLICK, 2002; TSAVKELOVA et al., 

2006).  

Sabe-se que a relação planta bactéria pode ser mutualística, sendo o 

AIA sintetizado por diversas vias bioquímicas, mas a que utiliza o triptofano como 

precursor é a principal via realizada pelas bactérias. Contudo, é possível observar que 

o fornecimento de AIA estimula o crescimento vegetal e consequentemente há uma 

maior disponibilidade de nutrientes para as bactérias (PATTEN e GLICK, 1996; 

SOLANO et al., 2008). 

A auxina faz com que as paredes celulares afrouxem, tendo maior 

plasticidade, proporcionando a planta alongamento celular, estimulando o 

enraizamento primário, na diferenciação vascular, na formação de gemas florais e no 

desenvolvimento dos frutos. Vem sendo utilizada na técnica de propagação vegetativa 

e de estaquia em mudas comerciais, nesses dois casos a auxina utilizada é sintética, 

que é o ácido-indol-butírico (AIB) e o ácido naftaleno-acético (ANA) (PEIXOTO et al., 

2018; TAIZ et al., 2017). 
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2.5 CROMATOGRAFIA  

 

A cromatografia é um método físico-químico que consiste em uma 

técnica de separação, entre um fluído (fase móvel) e um adsorvente (fase 

estacionária), tornando-a uma técnica muito versátil. Essa técnica originou-se no 

século XX pelo botânico Mikhail Semenovich Tswell que desenvolveu trabalhos com 

a separação de extratos de plantas por adsorção diferencial em colunas, onde 

utilizava di-sulfureto de carbono (CS2) como fase móvel e carbonato de cálcio (CaCO3) 

como fase estacionária, com suas experiências ele obteve a formação de bandas de 

colorações diferentes nas colunas utilizadas devido à adsorção diferencial dos 

pigmentos corados, pois percorriam em diferentes velocidades (UNIVERSIDADE DE 

COIMBRA, 2020). 

Há dois métodos de classificação da cromatografia, a primeira pela 

forma física do sistema cromatográfico, onde a fase móvel e a estacionária estão em 

contato. A segunda constitui de uma classificação mais básica, baseando-se nos tipos 

de fase móvel e estacionária. A primeira classificação consiste na cromatografia em 

coluna onde a fase móvel é forçada a passar sob pressão em um tubo ou coluna e a 

cromatografia planar onde a fase móvel é transportada por capilaridade ou gravidade 

e a fase estacionária fica sob uma folha de papel, havendo diferença entre a 

velocidade do transporte entre as fases móvel e estacionária (SKOOG et al., 2002). 

Quanto a classificação realizada pela fase móvel existe três formas 

de cromatografia: a gasosa, a líquida e a supercrítica. A cromatografia gasosa (CG) é 

utilizada para substâncias voláteis e amostras termicamente estáveis; a cromatografia 

líquida (CL) é utilizada para a separação de substâncias como aminoácidos e 

proteínas; e a cromatografia supercrítica (CSC) utiliza vapor pressurizado para a 

separar os compostos da amostra (GARCIA et al., 2020). 

 

2.5.1 Cromatografia Líquida de Ultra Performance (UPLC) e Espectrometria de 

Massas (MS) 

 

A cromatografia líquida é uma técnica analítica utilizada para separar 

os componentes de uma mistura, para identificar e para quantificar cada um dos 

componentes. Cada componente na amostra interage de forma ligeiramente diferente 
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com o material adsorvente, causando diferentes taxas de fluxo para os diferentes 

componentes e que leva à separação dos componentes à medida que fluem para fora 

da coluna (SNYDER et al., 2011). A cromatografia a gás e líquida são as técnicas mais 

utilizadas em estudos biológicos e para análises de misturas é comum fazer uso de 

técnicas de separação in tandem com a espectrometria de massas (MICHOPOULOS 

et al., 2009; SCHAUER et al., 2005).  

A espectrometria de massa é uma técnica utilizada na identificação e 

quantificação de compostos químicos presentes em uma amostra através da 

observação da relação massa/carga (m/z) e abundância de íons. A espectrometria de 

massa funciona por meio da ionização de compostos químicos, através do 

bombardeamento com elétrons, para gerar moléculas carregadas ou fragmentadas. 

Estas moléculas são aceleradas e submetidas a um campo eletromagnético, onde 

moléculas com diferentes relações massa/carga são defletidas diferentemente e 

assim, são detectadas separadamente gerando o espectro de massa do composto ou 

mistura (SPARKMAN, 2000).  

 

 



 22 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação coberta cobertura 

plástica, com 50% de retenção luminosa (Sombrite®) no Centro de Ciências Agrárias 

(CCA) da Universidade Estadual de Londrina (UEL) na cidade de Londrina-PR, 

localizada a 51° 11’ longitude Oeste, 23° 23’ latitude Sul e altitude de 566 m.  

 

3.1 MATERIAL VEGETAL 

 

Utilizou-se mudas de gérbera (Gerbera jamesonii L.) híbrido Festival, 

pertencentes à série Light Eyed da empresa Sakata Seed Sudamérica (Sakata®), 

oriundas da Floricultura Úrsula localizada na cidade de Nova Petrópolis-RS. As mudas 

foram aclimatadas durante sete dias e transplantadas para vasos P11 (11 x 14 cm), 

os vasos foram previamente sanitizados com hipoclorito de sódio a 2,5% e 

enxaguados com água corrente, após a sanitização o transplantio ocorreu utilizando-

se substrato comercial a base de turfa canadense (Sphagnum), perlita expandida, 

vermiculita expandida e casca de arroz carbonizada, Carolina Soil®, sendo os vasos 

mantidos em bancadas suspensas e irrigados uma vez ao dia durante todos os dias 

da condução do experimento (Figura 3).  

 

Figura 3 – Mudas de gérbera (Gerbera jamesonii L.) transplantadas. Londrina, 2020. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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3.2  INOCULAÇÃO 

 

A inoculação foi realizada com Bacillus sp. ZK e Streptomyces sp. 

estirpe 102, ambas compõem a coleção de Bactérias Promotoras de Crescimento da 

Universidade Estadual de Londrina. Os tratamentos foram compostos pela inoculação 

em dose única 48 dias após o transplantio das mudas, através da rega de 50 mL de 

inoculante, onde as bactérias foram diluídas na concentração de 1x107 células.mL-1 

em água destilada, sendo T1: Água (controle); T2: Streptomyces sp. Estirpe 102; T3: 

Bacillus sp. ZK; T4: Adubação química. Para a adubação química foi utilizado o 

produto comercial N:P:K (13-13-15) na dose de 1 g.L-1 de água destilada, sendo 

aplicados via fertirrigação 50 mL da solução por vaso em dose única.  

 

Figura 4 – Plantas de gérbera no dia da inoculação. Londrina, 2020. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

3.3  AVALIAÇÃO  

  

Foram realizadas três avaliações: 15 dias após a inoculação (DAI), 47 

DAI e 78 DAI. As variáveis analisadas foram: número de folhas (NF), número de raízes 

(NR), comprimento da parte aérea (CA), comprimento da radicular (CR), volume da 
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raiz (VR), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa fresca radicular (MFR), massa 

seca da parte aérea (MSPA), massa seca radicular (MSR). 

Para a mensuração do comprimento de raiz e parte aérea foi utilizado 

uma régua graduada em centímetros (cm). Para a análise de massa das raízes e da 

parte aérea foi utilizada uma balança de precisão semi-analítica e as mesmas foram 

alocadas em sacos de papel do tipo Kraft para posterior secagem em estufa a 65 ºC 

por 7 dias. Após este procedimento as amostras foram pesadas em balança de 

precisão e os resultados expressos em gramas (g). 

 

 

3.4  ANÁLISE POR UPLC-MS 

 

3.4.1 Preparo das amostras vegetais 

 

Amostras de raízes coletadas de seis repetições por tratamento foram 

armazenadas em ultrafreezer a -30 ºC e posteriormente levadas a um liofilizador a -

77 ºC em que amostras congeladas são mantidas à vácuo e em baixas temperaturas 

para que ocorra a sublimação da água, passagem direta do estado sólido para o 

gasoso, havendo assim uma diminuição do teor de água da amostra. 

 

Figura 5 – Raízes de gérbera em liofilizador a -77 ºC. Londrina, 2020. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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Após a liofilização as repetições de cada tratamento foram maceradas 

em nitrogênio líquido (N2) para obtenção de amostras com 0,5 g de material vegetal 

finamente moído.  Em tubos Falcon (15 mL) adicionou-se 0,5 mL de solução de 

metanol acidificado (ácido fórmico 0,05%) juntamente com o material vegetal. Foi feita 

a centrifugação a 10.000 rpm a 4 ºC durante 10 minutos e em seguida feita a coleta 

do sobrenadante (0,2 mL) e mantido por 12 hr em geladeira. 

Adicionou-se 0,5 mL da solução de metanol acidificado (ácido fórmico 

0,05%) ao material precipitado, agitado em vortex e mantido em geladeira por no 

mínimo 12 horas. Fazendo novamente a centrifugação do material vegetal a 10.000 

rpm a 4 ºC durante 10 minutos e em seguida coletou-se o sobrenadante (0,2 mL), os 

sobrenadantes da primeira e segunda extração foram misturados, e posteriormente 

foi adicionado 6 mL de HCl a 0,1 M. 

  

 

3.4.2 Análise por UPLC-MS 

Os sobrenadantes foram utilizados para a extração dos metabólitos e 

análise por UPLC-MS, alíquotas de 6,4 mL foram centrifugadas por 10 minutos a 

10000 RPM para obtenção do extrato livre de células (ELC).  

Figura 6 – Extrato livre de células (ELC). Londrina, 2021. 

 

Fonte: Próprio autor. 
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O extrato livre de células (ELC) foi acidificado com 1 volume de Ácido 

clorídrico (HCl) 0,1 M e, em seguida, os metabólitos presentes no sobrenadante foram 

extraídos empregando o cartucho de extração em fase sólida (SPE) Strata-X® (200 

mg/ 3mL; Phenomemex), conforme o seguinte procedimento: o cartucho foi ativado 

com 10 mL de metanol e equilibrado com 5 mL de HCl 0,05 M. Após o carregamento 

com 5 mL do ELC acidificado, o cartucho foi lavado com 10 mL de HCl 0,05M e, em 

seguida, os metabólitos foram eluídos com 3 mL de metanol. 

 

Figura 7 – Extração dos metabólitos com o cartucho Strata -X®. Londrina, 2021. 

 

Fonte: Próprio autor. 

 

Para análise por UPLC-MS foi utilizado um sistema LC20AD UPLC 

(Shimadzu, Japão) acoplado com um espectrofotômetro de massa do tipo triplo-

quadruplo (Bruker, Alemanha), equipado com uma fonte de ionização tipo ESI, 

operando no modo de ionização positiva a uma voltagem de spray de 2500V. O extrato 

de metabólitos foi filtrado em uma membrana de nylon 0,45µM e uma alíquota de 10 

µL foi injetado em uma coluna KINETEX 5 µM EVO C18 (100Â, 100 x 2,1 mm, 

Phenomenex). A separação cromatográfica foi realizada a 200 ºC, com um fluxo de 

9.0 L/min e uma fase móvel composta do solvente A (0.1% ácido acético em água) e 

solvente B (metanol), utilizando o seguinte programa: gradiente de 0.01-10 min de 

20% a 95% B; 10.0 – 14.0 min de 95% de B, 14.0 – 15.0 min de 95% a 20% B e 15.0 

– 20.0 min com 20% B. Padrões do composto ácido-3-indol acético (AIA) foram 

analisados nas mesma condições descritas, sendo injetado 10 µL de cada padrão (20 
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µg/mL) e 5 µL de mistura destes padrões (20 µg/mL).  

Para as análises dos espectros de massa, foi utilizado o software 

Compass DataAnalysis (Bruker) onde buscou-se detectar a presença dos metabólitos 

pelos valores de relação massa/carga (m/z). Os cromatogramas dos íons foram 

extraídos para cada valor de relação de massa/carga (m/z) dos padrões de compostos 

indólicos utilizados e a detecção de compostos, área do pico e sua intensidade foram 

determinados. As análises comparativas entre as estirpes nos diferentes tratamentos 

foram feitas com base na área total de cada cromatograma isolado. 

 

 

3.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 

12 repetições e 4 tratamentos, as pressuposições de normalidade dos erros e 

homogeneidade das variâncias foram testadas por Shapiro-Wilk e Bartlet, 

respectivamente. Os resultados obtidos foram submetidos a análise de variância 

através do Teste de Tukey (p < 0,05). Todas as análises foram realizadas pelo 

software R (R Core Team, 2021). 

Para a análise de componentes principais foi realizada análise 

multivariada para comparação dos perfis dos compostos obtidos pelos 

cromatogramas. 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Na primeira avaliação (Tabela 1) efetuada 15 DAI, foi possível 

observar uma diferença estatística apenas para o volume de raiz, promovida 

respectivamente pelo tratamento com B. subtilis, Streptomyces sp. e Adubo químico, 

proporcionando maiores médias em relação a testemunha para essa variável (Figura 

8). 

 

Tabela 1 – Médias de crescimento da gérbera (Gerbera jamesonii L.) referente a 

primeira avaliação 15 dias após a inoculação (DAI) com microrganismos promotores 

de crescimento. 

 

Médias seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo Teste de Tukey 
(p<0,05). NF: número de folhas (un); NR: número de raízes (un); CPA: comprimento 
da parte aérea (cm); CR: comprimento de raiz (cm); VR: volume de raiz (mL); MFPA: 
massa fresca da parte aérea (g); MFR: massa fresca de raiz (g); MSPA: massa seca 
da parte aérea (g); MSR: massa seca de raiz (g). 
 
 
Figura 8 – Primeira avaliação da gérbera (Gerbera jamesonii L.) 15 dias após a 

inoculação (DAI) com microrganismos promotores de crescimento. Londrina, 2020. 

 

Fonte: Próprio autor. 

NF NR CPA CR VR MFPA MFR MSPA MSR

(un.) (un.) (cm) (cm) (mL) (g) (g) (g) (g)

T1 - Controle (água) 20,2 a 15,4 a 14,3 a 25,4 a 13,0 b 14,6 a 14,0 a 1,97 a 2,09 a

T2 - Streptomyces sp. 16,1 a 12,5 a 16,6 a 26,2 a 18,0 ab 15,4 a 18,8 a 2,05 a 2,48 a

T3 - Bacillus subtilis 18,8 a 13,8 a 15,8 a 24,3 a 23,0 a 16,3 a 21,7 a 2,20 a 2,86 a

T4 - Adubo Químico 19,1 a 14,2 a 17,0 a 25,8 a 15,0 ab 15,9 a 14,5 a 2,09 a 1,59 a

CV (%) 9,58 24,29 9,19 13,14 0,76 13,78 21,76 15,62 26,35

p 0,22 0,2289 0,1048 0,8319 0,0189 0,8205 0,0381 0,8408 0,3268

1ª Avaliação
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Na segunda avaliação (Tabela 2) efetuada 47 DAI, observou-se uma 

diferença significativa apenas para o comprimento de raiz, diferentemente do 

resultado observado na primeira avaliação, que foi promovida respectivamente por 

Streptomyces sp., adubo químico e controle, proporcionando médias superiores em 

relação a inoculação com B. subtilis para essa variável (Figura 9). 

 

Tabela 2 – Médias de crescimento da gérbera (Gerbera jamesonii L.) referente a 

segunda avaliação 47 dias após a inoculação (DAI) com microrganismos promotores 

de crescimento. 

 

Médias seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo Teste de Tukey 
(p<0,05). NF: número de folhas (un); NR: número de raízes (un); CPA: comprimento 
da parte aérea (cm); CR: comprimento de raiz (cm); VR: volume de raiz (mL); MFPA: 
massa fresca da parte aérea (g); MFR: massa fresca de raiz (g); MSPA: massa seca 
da parte aérea (g); MSR: massa seca de raiz (g). 
 
Figura 9 – Segunda avaliação da gérbera (Gerbera jamesonii L.) 47 dias após a 

inoculação (DAI) com microrganismos promotores de crescimento. Londrina, 2020. 

 
Fonte: Próprio autor. 
 
 

Na terceira avaliação (Tabela 3) efetuada aos 78 DAI, observou-se 

diferença significativa para o volume de raiz, que foi promovida respectivamente por 

NF NR CPA CR VR MFPA MFR MSPA MSR

(un.) (un.) (cm) (cm) (mL) (g) (g) (g) (g)

T1 - Controle (água) 12,67 a 14,33 a 14,54 a 27,55 ab 9,00 a 15,37 a 18,97 a 2,00 a 2,56 a

T2 - Streptomyces sp. 13,50 a 15,75 a 16,42 a 31,10 a 10,75 a 18,02 a 20,16 a 2,25 a 2,55 a

T3 - Bacillus subtilis 13,25 a 15,42 a 15,61 a 21,50 b 9,92 a 18,05 a 17,52 a 2,31 a 2,38 a

T4 - Adubo Químico 14,25 a 14,33 a 14,54 a 27,55 ab 9,00 a 15,37 a 18,99 a 2,58 a 2,64 a

CV (%) 14,1 23,26 7,44 15,15 0,26 17,26 16,16 17,56 17,13

p 0,.5413 0,6609 0,125 0,0275 0,3025 0,3389 0,8216 0,2488 0,9754

2ª Avaliação
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B. subtilis, Streptomyces sp. e o controle, proporcionando médias maiores e diferindo 

estatisticamente dos resultados em relação ao adubo químico que não apresentou 

diferença para essa variável (Figura 10). 

 

Tabela 3 – Médias de crescimento da gérbera (Gerbera jamesonii L.) referente a 

terceira avaliação 78 dias após a inoculação (DAI) com microrganismos promotores 

de crescimento. 

 

Médias seguidas da mesma letra nas colunas não diferem entre si pelo Teste de Tukey 
(p<0,05). NF: número de folhas (un); NR: número de raízes (un); CPA: comprimento 
da parte aérea (cm); CR: comprimento de raiz (cm); VR: volume de raiz (mL); MFPA: 
massa fresca da parte aérea (g); MFR: massa fresca de raiz (g); MSPA: massa seca 
da parte aérea (g); MSR: massa seca de raiz (g). 
 
 
Figura 10 – Terceira avaliação da gérbera (Gerbera jamesonii L.) 78 dias após a 

inoculação (DAI) com microrganismos promotores de crescimento. Londrina, 2020. 

 

Fonte: Próprio autor. 
 
 

 
Como fora evidenciado ao longo das avaliações e de acordo com a 

análise de variância, houve efeitos isolados durante as avaliações com a aplicação 

NF NR CPA CR VR MFPA MFR MSPA MSR

(un.) (un.) (cm) (cm) (mL) (g) (g) (g) (g)

T1 - Controle (água) 13,25 a 16,08 a 16,05 a 31,50 a 9,50 ab 17,64 a 21,24 a 1,97 a 3,77 a

T2 - Streptomyces sp. 12,50 a 15,75 a 15,28 a 34,88 a 11,58 ab 17,68 a 20,85 a 2,00 a 3,26 a

T3 - Bacillus subtilis 12,08 a 13,58 a 15,47 a 35,35 a 16,17 a 18,81 a 23,01 a 2,18 a 3,79 a

T4 - Adubo Químico 14,33 a 17,42 a 16,54 a 36,17 a 6,83 b 17,82 a 20,45 a 1,93 a 3,27 a

CV (%) 39,25 27,13 7,31 11,81 0,6 14,79 18,06 16,34 23,65

p 0,7211 0,1875 0,5012 0,4829 0,0047 0,943 0,748 0,7904 0,7997

3ª Avaliação
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dos microrganismos promotores de crescimento, não diferindo estatisticamente do 

tratamento controle e da adubação química. Não existiu tendência de crescimento ao 

longo dos dias após a inoculação, as médias sobem e descem, independente do 

tratamento a qual a planta fora submetida, não havendo desenvolvimento das plantas 

durante o período experimental. 

De acordo com Freitas (2007), a colonização das raízes por 

microrganismos promotores de crescimento ocorre devido a concentração de 

nutrientes existentes no local em que a raiz se encontra, pois as rizobactérias nutrem-

se dos exsudados liberados pelas raízes, assim produzindo as substâncias que vão 

promover o crescimento da planta. Foi observado que desde o transplantio das mudas 

de gérbera (Figura 3) até o dia em que foi realizada a inoculação (Figura 4), um 

período de 48 dias, as plantas tiveram um bom crescimento e desenvolvimento, 

diferentemente do ocorrido após a inoculação, pois as mudas apresentavam alto vigor, 

juntamente com o substrato e as condições utilizadas em todos os tratamentos, bem 

como no controle, foram suficientes para manter o crescimento durante o período de 

ensaio. Tal fato nos coloca em questão o estado nutricional ter mitigado o efeito dos 

inoculantes e da adubação química a que foram submetidas. 

Cada tipo de cultura, dependendo de suas necessidades, fazem a 

seleção de microrganismos através da raiz (exsudatos) e, posteriormente, esses 

microrganismos colonizam o solo e tecidos internos da planta (HALLMANN et al., 

1997; HARDOIM; VAN OVERBEEK; ELSAS, 2008). 

Durante as avaliações percebe-se o incremento do volume radicular 

causado pela inoculação de B. subtilis (Tabela 1 e 3) sem que houvesse diferença no 

comprimento dessas raízes. Enquanto há diferença no comprimento de raiz quando 

as plantas foram inoculadas com Streptomyces sp (Tabela 2), mas sem interferir no 

volume radicular. Segundo Gutiérres-Luna et al. (2010), o AIA quando liberado por 

microrganismos promotores de crescimento afeta, principalmente, o sistema radicular, 

aumentando seu tamanho e peso, número de ramificações e a área de superfície em 

contato com o solo. 

Segundo os resultados obtidos na análise estatística, ressaltam a 

importância de se estudar os aspectos fisiológicos da gérbera para saber qual o 

melhor momento para fazer-se a inoculação com os microrganismos promotores de 

crescimento e quantas inoculações seriam necessárias para resultados satisfatórios.  
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Com a análise UPLC-MS foi possível correlacionar um conjunto de 

respostas e os tratamentos utilizados relacionados com o metabolismo do AIA (Figura 

11). A avaliação do perfil dos metabólitos das amostras, encontra-se diferente em 

cada perfil de acordo com a inoculação, esses perfis metabólicos se agrupam 

consistentemente pelas repetições e se separam consistentemente pelos tratamentos, 

obtendo correlações positivas e negativas. Com avanços nas técnicas metabolômicas 

e as informações contidas em bancos de dados do metaboloma fornecem pistas para 

entender melhor a complexidade dos padrões de exsudação da raiz afetados pela 

interação planta-micróbios, bem como os mecanismos bioquímicos subjacentes 

(MHLONGO et al., 2018; KORENBLUM et al., 2020). 

 

Figura 11 – Análise dos resultados metabolômicos das amostras em relação aos 
tratamentos. 
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5 CONCLUSÕES 

 

Durante o período experimental não houve uma tendência de 

crescimento e desenvolvimento das plantas em relação aos tratamentos, sugere-se 

que novos estudos sejam realizados e que as plantas utilizadas no experimento sejam 

acompanhadas desde a germinação para maior controle do estudo. 

Quanto a análise por UPLC-MS, foi possível verificar alguns 

compostos presentes relacionados ao metabolismo do AIA, porém maiores análises 

deverão ser realizadas para identificação e quantificação desses compostos. 
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