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Impacto potencial desta pesquisa 

Social: A pesquisa sobre técnicas de aprimoramento de qualidade de sementes e 
mudas de espécies nativas, tem impacto social significativo. Ao desenvolver métodos 
como o uso de bactérias promotoras de crescimento, imagens de raio-X em sementes 
e criopreservação, a pesquisa promove a eficiência na produção agrícola, 
especialmente em comunidades rurais onde o investimento em tecnologia é limitado. 
Isso pode reduzir a intensidade de trabalho, proporcionar oportunidades de educação 
e desenvolvimento de habilidades, e estimular o desenvolvimento rural. Além disso, 
ao preservar a biodiversidade, a pesquisa contribui para a restauração de 
ecossistemas naturais, promovendo o bem-estar social e ambiental. 

Ambiental: As técnicas desenvolvidas neste estudo têm o potencial de melhorar a 
eficiência no uso de recursos e reduzir o impacto ambiental da agricultura. Ao 
possibilitar a seleção precisa de sementes viáveis, monitoramento não invasivo e 
conservação da diversidade genética, a pesquisa ajuda a evitar o desperdício de 
recursos e a preservar a biodiversidade. Isso pode levar a uma produção agrícola mais 
sustentável, com menor emissão de poluentes e menor necessidade de expansão 
agrícola em habitats naturais, contribuindo para um ambiente mais equilibrado e 
saudável. 

Econômico: A implementação dessas técnicas pode aumentar a produtividade e 
qualidade das mudas e sementes, o que pode resultar em maior renda e lucratividade 
para os agricultores. Além disso, ao tornar a produção mais competitiva no mercado, 
a pesquisa pode atrair investimentos e promover a inovação no setor da floricultura. 
O uso das técnicas leva economia de custo, criação de empregos e crescimento 
econômico em áreas rurais e urbanas. Fortalecendo a cadeia de valor do setor 
agrícola, a pesquisa pode garantir um futuro estável e próspero para as regiões 
produtoras de ipê-amarelo e ipê-roxo, como outras arbóreas nativas. 

Potential impact of this research  

Social: Research on techniques to enhance the quality of seeds and seedlings of native 
species has significant social impact. By developing methods such as the use of 
growth-promoting bacteria, X-ray imaging of seeds, and cryopreservation, the research 
promotes efficiency in agricultural production, especially in rural communities where 
investment in technology is limited. This can reduce labor intensity, provide 
opportunities for education and skills development, and stimulate rural development. 
Additionally, by preserving biodiversity, the research contributes to the restoration of 
natural ecosystems, promoting social and environmental well-being 

Environmental: The techniques developed in this study have the potential to improve 
resource efficiency and reduce the environmental impact of agriculture. By enabling 
precise selection of viable seeds, non-invasive monitoring, and conservation of genetic 
diversity, the research helps to avoid resource wastage and preserve biodiversity. This 
can lead to more sustainable agricultural production, with lower emissions of pollutants 
and reduced need for agricultural expansion into natural habitats, contributing to a 
more balanced and healthier environment. 



 
 

 

  

Economic: The implementation of these techniques can increase the productivity and 
quality of seedlings and seeds, which can result in higher income and profitability for 
farmers. Additionally, by making production more competitive in the market, the 
research can attract investment and promote innovation in the floriculture sector. The 
use of these techniques leads to cost savings, job creation, and economic growth in 
rural and urban areas. By strengthening the value chain of the agricultural sector, the 
research can ensure a stable and prosperous future for regions producing trumpet 
trees, as well as other native tree species. 
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AVANÇOS TECNOLÓGICOS NA CONSERVAÇÃO DE SEMENTES E NA 

PRODUÇÃO DE MUDAS DE Handroanthus spp. 

 

 
RESUMO – A demanda por técnicas que visam aprimorar a qualidade de sementes 
e mudas é constante, especialmente quando se trata de espécies nativas, nas 
quais o investimento geralmente é reduzido. O trabalho buscou estudar algumas 
inovações tecnológicas nas espécies de ipê-amarelo - Handroanthus chrysotrichus 
(Mart. ex DC.) Mattos e ipê-roxo - Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) 
Mattos. Para isso, foram estudadas três metodologias: a primeira foi o uso de 
bactérias promotoras de crescimento vegetal, a segunda foi o uso de imagens de 
raio-X em sementes e a terceira foi o uso da criopreservação em sementes. O uso 
de bactérias promotoras de crescimento vegetal, que tem recebido destaque 
devido à crescente busca por tecnologias sustentáveis que impulsionem a 
produção agrícola global. Notadamente, as bactérias dos gêneros Azospirillum e 
Bacillus, frequentemente encontradas na rizosfera, demonstram uma capacidade 
adicional de colonizar os tecidos da parte aérea das plantas. Esse processo 
contribui para a resistência das plantas a estresses abióticos, além de melhorar a 
disponibilidade e absorção de nutrientes. Já o uso de imagens de raio-X em 
sementes, técnica não destrutiva amplamente empregada para avaliar 
características internas das sementes sem comprometer sua viabilidade ou 
integridade. Essa técnica permite a visualização e análise de características como 
tamanho, forma, integridade interna, presença de danos, estágio de 
desenvolvimento embrionário, teor de água e uniformidade de preenchimento. Já 
a terceira técnica é o uso da criopreservação em sementes que busca a 
conservação a longo prazo da diversidade genética de espécies vegetais. A 
criopreservação envolve o armazenamento das sementes em temperaturas 
ultrabaixas, geralmente abaixo de -196 °C em nitrogênio líquido, o que interrompe 
o metabolismo celular e reduz os danos causados pelo envelhecimento das 
sementes. Ao preservar a variabilidade genética dessas espécies, a 
criopreservação contribui para a conservação da biodiversidade e para a 
restauração de ecossistemas naturais. O primeiro objetivo foi avaliar o efeito de 
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas na produção de mudas de ipê-
amarelo e ipê-roxo. Para ambas as espécies, o delineamento experimental foi o 
inteiramente casualizado e os tratamentos consistiram nos microrganismos 
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens e Azospirillum 
brasilense mais a ausência de microrganismos – controle; em quatro repetições e 
dez plantas por parcela. A inoculação de B. amyloliquefaciens promoveu 
incremento na altura da muda, no diâmetro do coleto, no comprimento de raiz, na 
área foliar, na MSPA, MSR e MST, além de ter aumentado o IQD para o ipê-
amarelo, o que demonstra que o uso de rizobactérias é promissor para produção 
de mudas dessa espécie, sendo a bactéria B. amyloliquefaciens o inoculante mais 
eficiente. Já para o ipê-roxo os inóculos A. brasilense e B. subtilis promoveram 
aumento no crescimento, acúmulo de biomassa, maiores níveis de qualidade e 
melhorias na fluorescência da clorofila em comparação com o tratamento controle, 
evidenciando que as rizobactérias utilizadas no presente estudo promovem o 
desenvolvimento, aumentam a eficiência fotossintética. O segundo objetivo deste 

https://sistemas.unesp.br/posgraduacao/projeto.cadastro.action?txt_id_projeto=81061
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trabalho foi investigar a eficácia do uso da técnica de raio-X para avaliar a 
viabilidade de sementes de ipê-roxo. Foi utilizado equipamento de raio-X 2D 
KUBTEC® XPERT® 80. Após a exposição à radiação de raio-X, as sementes 
foram submetidas ao teste de germinação. A análise das imagens permitiu 
identificar que as sementes que apresentavam alto grau de desidratação ou 
ausência do eixo-embrionário não germinaram ou teve a formação de plântulas 
anormais. O terceiro objetivo do estudo foi avaliar a eficiência da criopreservação 
sem e com uso de soluções crioprotetoras (PVS2 e PVS3) combinadas com o 
floroglucinol para a preservação de sementes de ipê-roxo. Os resultados 
mostraram que o uso de soluções PVS2 e PVS3 não é recomendado para a 
espécie, no entanto, o uso somente do nitrogênio líquido é promissor para 
criopreservação das sementes de ipê-roxo. 
 

Palavras-chave: plantas ornamentais, rizobactérias, qualidade de sementes e 
mudas, raio-X de sementes, criopreservação.  
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TECHNOLOGICAL ADVANCEMENTS IN SEED CONSERVATION AND 
PRODUCTION OF Handroanthus spp. SEEDLINGS 

 

 

ABSTRACT – The demand for techniques aimed at improving the quality of seeds 
and seedlings is constant, especially when it comes to native species, where 
investment is usually limited. The study sought to investigate some technological 
innovations in the species Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos and 
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, commonly known as golden 
and lavender trumpet tree, respectively. For this purpose, three methodologies 
were studied: the first was the use of plant growth-promoting bacteria, the second 
was the use of X-ray imaging in seeds, and the third was the use of seed 
cryopreservation. The use of plant growth-promoting bacteria has received 
attention due to the increasing demand for sustainable technologies that boost 
global agricultural production. Notably, bacteria of the genera Azospirillum and 
Bacillus, often found in the rhizosphere, demonstrate an additional ability to 
colonize plant aerial tissues. This process contributes to plant resistance to abiotic 
stresses, as well as improving nutrient availability and absorption. X-ray imaging 
in seeds is a non-destructive technique widely used to evaluate internal seed 
characteristics without compromising their viability or integrity. This technique 
allows visualization and analysis of characteristics such as size, shape, internal  
integrity, presence of damage, embryonic development stage, moisture content, 
and filling uniformity. The third technique, seed cryopreservation, aims at long-term 
conservation of the genetic diversity of plant species. Cryopreservation involves 
storing seeds at ultra-low temperatures, usually below -196 °C in liquid nitrogen, 
which halts cellular metabolism and reduces damage caused by seed aging. By 
preserving the genetic variability of these species, cryopreservation contributes to 
biodiversity conservation and restoration of natural ecosystems. The first objective 
was to evaluate the effect of plant growth-promoting rhizobacteria on the 
production of golden and lavender trumpet tree seedlings. For both species, the 
experimental design was completely randomized, and treatments consisted of the 
microorganisms Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens, 
and Azospirillum brasilense plus the absence of microorganisms - control; in four 
replicates and ten plants per plot. Inoculation of B. amyloliquefaciens promoted an 
increase in seedling height, stem diameter, root length, leaf area, photosynthetic 
rate, transpiration rate, and stomatal conductance, as well as increased seedling 
quality index for golden trumpet tree, demonstrating that the use of rhizobacteria 
is promising for seedling production of this species, with B. amyloliquefaciens being 
the most efficient inoculant. For lavender trumpet tree, inoculants A. brasilense and 
B. subtilis promoted growth enhancement, biomass accumulation, higher quality 
levels, and improvements in chlorophyll fluorescence compared to the control 
treatment, showing that the rhizobacteria used in this study promote development 
and increase photosynthetic efficiency. The second objective of this work was to 
investigate the effectiveness of using X-ray technique to evaluate the viability of 
lavender trumpet tree seeds. A KUBTEC® XPERT® 80 2D X-ray equipment was 
used. After exposure to X-ray radiation, the seeds were subjected to germination 
testing. Image analysis allowed identification that seeds with high dehydration or 
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absence of the embryonic axis did not germinate or had the formation of abnormal 
seedlings. The third objective of the study was to evaluate the efficiency of 
cryopreservation with and without the use of cryoprotective solutions (PVS2 and 
PVS3) combined with floroglucinol for the preservation of lavender trumpet tree 
seeds. The results showed that the use of PVS2 and PVS3 solutions is not 
recommended for the species; however, the use of only liquid nitrogen is promising 
for cryopreservation of lavender trumpet tree seeds. 
 

Keywords: ornamental plants, rhizobacteria, quality of seeds and seedlings, seed X-

ray, cryopreservation.
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CAPÍTULO 1 – Considerações gerais 

 

1.1 Família Bignoniaceae, gênero Handroanthus e espécies estudadas  

 

A Bignoniaceae, composta por cerca de 82 gêneros e 840 espécies, é 

predominantemente Pantropical, com poucos representantes nas regiões temperadas 

(Lohmann, 2018). No Brasil ocorrem 33 gêneros e 406 espécies, nos biomas 

Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Pampa e Pantanal (Lohmann, 2015). 

As plantas desta família desempenham papel significativo em diversos aspectos 

econômicos, destacando-se pela qualidade de sua madeira, amplamente empregada 

na construção civil e na indústria madeireira, e o seu aspecto bastante explorado que 

é o notável potencial ornamental, despertando o interesse na inclusão das espécies 

em projetos paisagísticos ou na arborização urbana (Lorenzi, 2020).  

Além da importância econômica, o grupo possui relevância etnobotânica e 

medicinal. Algumas espécies são usadas na medicina popular e farmacêutica e são 

aplicadas no tratamento de diversas doenças, como câncer, acidentes ofídicos, 

dermatose, epilepsia, cólera, mialgia, malária, problemas cardiovasculares, doenças 

sexualmente transmissíveis e distúrbios gastrointestinais, urinários, respiratórios, 

ginecológicos e hepáticos, o que faz dessas plantas uma potencial fonte de compostos 

bioativos, despertando interesse na indústria farmacêutica (Rahmatullah et al., 2010; 

Vb et al., 2015). 

Originalmente, todas as espécies conhecidas como ipês eram incluídas no 

gênero Tabebuia, no entanto, a descrição de novas espécies na família e a grande 

variabilidade morfológica, acabaram levando a uma expansão nos limites genéricos 

iniciais. Assim, à medida que surgiam novos estudos, o conceito tradicional se 

modificava, de modo que a circunscrição original não se manteve ao longo do tempo. 

Visando resolver a questão, Mattos, em 1970, dividiu as espécies de ipês em dois 

gêneros, Tabebuia e Handroanthus, este último criado, especialmente, para os 

representantes brasileiros. Porém, tal interpretação foi fortemente criticada por Gentry, 

que tornou a posicionar todas as espécies de ipês no grupo original. No entanto, Grose 

e Olmstead, em 2007, propuseram, com base em estudos filogenéticos, a divisão do 

gênero Tabebuia em três novos gêneros, Tabebuia, Handroanthus e Roseodendron, 
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confirmando, em definitivo, a segregação proposta por Mattos e a existência de 

linhagens diferentes dentro do grupo (Santos, 2017). 

 O gênero Handroanthus apresenta 27 espécies, é nativo no Brasil, porém, não 

endêmico; ocorre nos biomas Amazônia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlântica, Pampa e 

Pantanal; representado por indivíduos arbóreos, raramente arbustivos, apresenta 

como principais características folhas compostas por 3 a 9 folíolos estreitos a ovais, 

cobertos por tricomas ao longo das axilas das veias. Suas flores são tubulares, 

variando em cores de amarelo a magenta e os frutos são cápsulas alongadas e as 

plantas são reconhecidas por seu cerne distintivo e pela presença de lapachol 

(Lohmann, 2024). 

 

1.1.1 Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) 

 

A espécie Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos, popularmente 

conhecida como ipê-amarelo, é uma árvore nativa brasileira de ampla distribuição 

geográfica, presente nos biomas Cerrado, Mata Atlântica e Pampa, tem potencial 

econômico e é amplamente utilizada na arborização urbana e na recuperação de 

áreas degradadas (Lorenzi, 2020). É também uma espécie lenhosa de alta densidade, 

muito requisitada na indústria da construção civil e moveleira, podendo ser cultivada 

em integração lavoura-pecuária-silvicultura (FLS) e consorciada com outras espécies 

em sistemas agroflorestais (SAFs) (Candaten et al., 2020; Oliveira Junior et al., 2020) 

A reprodução do ipê-amarelo geralmente ocorre através de sementes, as quais, 

embora sejam abundantemente produzidas, podem enfrentar desafios de germinação 

e conservação, impactando negativamente a qualidade da produção de mudas. Dessa 

forma, a crescente demanda por mudas de espécies nativas destaca a importância de 

elaborar protocolos que otimizem a qualidade de sementes e a produção mudas de 

alta qualidade (Sampaio et al., 2013; Mendes-Rodrigues et al., 2023).  

Um ponto importante em relação ao uso do ipê-amarelo é que o mesmo pode 

ser facilmente confundido quanto a outras espécie, pois abrange um grupo diverso de 

espécies somente pelo fato de apresentarem a mesma coloração amarela de flor. 

Logo existe uma variedade de ipês-amarelos (popular) como nomes científicos 

diferentes, são elas: Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos, Handroanthus 

ochraceus (Cham.) Mattos, Handroanthus albus (Cham.) Mattos, Handroanthus 
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serratifolius (Vahl) S. O. Grose, Handroanthus vellosoi (Toledo) Mattos, Handroanthus 

billbergii (Bureau e K.Schum.) S.O.Grose, Handroanthus spongiosus (Rizzini) S. 

Grose, Tabebuia aurea (Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore, Tabebuia umbellata 

(Sond.) Sandwith (Lohmann, 2024). 

 

1.1.2 Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos 

 

A espécie Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, conhecida 

popularmente como ipê-roxo, é uma árvore de madeira nobre devido à sua densidade, 

dureza, resistência, beleza e durabilidade, que pode atingir até 30 metros de altura e 

80 cm de diâmetro do tronco, a qual possui ampla distribuição em florestas tropicais 

sazonalmente secas, abrangendo áreas do sul e da Mesoamérica (Lorenzi, 2020; 

Silva-Junior et al., 2018). É uma espécie perene, com dispersão anemocória, de 

fecundação cruzada e com autoincompatibilidade (Bittencourt, 2010). 

A espécie também é encontrada por nomenclaturas antigas ou equivocadas 

como: Tabebuia impetiginosa (Mart. ex DC.) Mattos., Handroanthus avellaneda 

(Lorentz ex Griseb.) Mattos, Tabebuia avellanedae (Lorentz ex Griseb.), 

Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos, Tabebuia dugandii Standl., Tabebuia 

ipe (Mart.) Standl. Tabebuia nicaraguensis S.F. Blake, Tabebuia palmeri Rose, 

Tabebuia schunkevigoi D.R. Simpson, Tecoma adenophylla Bureau ex K. Schum, 

Tecoma avellanedae (Lorentz ex Griseb.) Speg., Tecoma impetiginosa Mart., Tecoma 

integra (Sprague) Chodat. (WFO, 2024).  

O ipê-roxo é fonte significativa de produtos naturais, destacando-se os 

quinoides extraídos da sua casca, que se apresentam como promissores antitumorais, 

anti-inflamatórios, antioxidantes, antibacterianos e anti-leishmaníaco (Ahmad et al., 

2020; Mariano et al., 2022; Valle et al., 2023; Santos et al., 2024). Essa espécie 

também pode ser utilizada em restauração florestal e no paisagismo urbano pela 

exuberância de sua floração, sendo recomendado apenas o uso de mudas sadias, 

vigorosas e de procedência conhecida (Chaves et al., 2018; Viana et al., 2019; 

Lorenzi, 2020).  

Existe uma situação preocupante que é o aumento das atividades antrópicas, 

que tem resultado na fragmentação de áreas naturais, propiciando o isolamento de 
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populações e aumentado a probabilidade de erosão genética (Pimenta et al., 2023). 

Devido à essa exploração predatória, H. impetiginosus foi categorizado como uma 

espécie quase ameaçada de extinção de acordo com a lista da IUCN (2020). 

1.2 Produção de mudas florestais nativas 

 

Desde o início da década de 2010, tem sido observado um aumento na 

demanda por sementes e mudas de espécies nativas, impulsionado pelas novas 

exigências governamentais relacionadas à recuperação e preservação de áreas 

degradadas (Mapa, 2011). Logo para atender essa demanda os viveiros devem 

passar por atualizações e a construção de infraestruturas mais robustas (Silva et al., 

2015). 

A produção de mudas florestais nativas desempenha um papel fundamental na 

prática da silvicultura, abrangendo operações cruciais para o estabelecimento de 

florestas, o desenvolvimento de povoamentos florestais e a recuperação de áreas 

degradadas (Ronquim et al., 2020). Quando se trata de espécies nativas, a aquisição 

dessas mudas nos viveiros comerciais regionais pode ser desafiadora, principalmente 

devido à escassez de conhecimento sobre seus métodos de produção ou às 

procedências devido às dificuldades associadas à obtenção de sementes na natureza, 

como a identificação correta da espécie, a sazonalidade de produção, período de 

reprodução, tempo correto para coleta e beneficiamento das sementes (Oliveira et al., 

2016). 

A Lei nº 10.711, de 5 de agosto de 2003, estabelece normas para a produção, 

comercialização e utilização de sementes no Brasil. Essa legislação tem como objetivo 

primordial assegurar a qualidade genética, fisiológica e sanitária das sementes, 

visando à regularidade do mercado e à proteção dos interesses dos agricultores 

(Brasil, 2003). Essa abordagem legal compreende diversos aspectos, incluindo 

normas para a produção e comercialização de sementes, estabelecimento de padrões 

de qualidade, procedimentos de certificação, fiscalização e a definição das 

responsabilidades dos órgãos competentes no controle desse setor (Brasil, 2017). 

No caso específico de produção de mudas de espécies florestais nativas, deve-

se observar o capítulo XII do Decreto 5.153/2004, em seus artigos 143 a 175. Para a 

produção de mudas de espécies nativas são exigidas práticas específicas para 
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assegurar a origem do material e o desenvolvimento saudável das plantas. O produtor 

e o viveiro devem ser registrados no RENASEM (Registro Nacional de Sementes e 

Mudas) e o processo deve ser acompanhado por responsável técnico pela produção 

de sementes ou mudas, podendo ser Engenheiro (a) Agrônomo (a) ou Engenheiro (a) 

Florestal registrado no CREA (Conselho Regional de Engenharia e Agronomia) para 

que sejam assegurados e certificados (Brasil, 2004). 

As etapas de produção de mudas nativas florestais são descritas por Scremin-

Dias et al. (2006) e Oliveira et al. (2016), no entanto os procedimentos estabelecidos 

não são aplicáveis a todas as espécies. Nesse sentido, deve-se incentivar a pesquisa 

e o desenvolvimento de técnicas inovadoras, buscando aprimorar significativamente 

a produção de mudas nativas de qualidade (Ronquim et al., 2020). 

Diversos estudos voltados à melhoria da qualidade das mudas nativas são 

conduzidos anualmente e, no caso do ipê-amarelo e do ipê-roxo, vários autores 

buscam identificar melhores substratos, recipientes, fertilizantes, sombreamento, 

técnicas de propagação vegetativa, entre outros avanços (Leite et al., 2017ab; 

Rabaiolli et al., 2017; Chaves et al., 2018; Máximo et al., 2020, Cunha et al., 2022; 

Rezende et al., 2023). Entre as tecnologias na produção de mudas, a utilização de 

microrganismos benéficos, como neste estudo, mencionados apenas como 

rizobactérias, têm demonstrado resultados promissores e apresentam alto potencial 

de aplicação na produção de mudas florestais (Monteiro et al., 2014). 

1.3 Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas 

 

Os primeiros reportes sobre a utilização de rizobactérias benéficas às plantas 

foram há cinco décadas (Patel, 1969) antes da atualidade. Contudo, o entendimento 

completo de seu modo de ação e a forma como podem ser aplicadas com êxito para 

otimizar a produção ainda não foi completamente elucidado (Kushwaha et al., 2024). 

Para que as rizobactérias sejam eficazes elas devem possuir três propriedades: 

devem ser capazes de colonizar a superfície da raiz; devem ser capazes de sobreviver 

e competir com outras microbiotas na rizosfera, a fim de expressarem a sua promoção 

do crescimento das plantas e atividades de biocontrole e; devem ser capazes de 

promover o crescimento das plantas (Kloepper, 1978; Lugtenberg e Kamilova, 2009). 
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As rizobactérias iniciam sua ação pela colonização radícular, que é dada pela 

capacidade das mesmas se estabelecerem nas raízes das plantas, de se propagarem, 

sobreviverem e se dispersarem ao longo da raiz em crescimento na presença de 

microflora natural (Santoyo et al., 2021). Para que isso aconteça, os exsudados das 

raízes das plantas devem exercer efeito de quimiotaxia positivo nas bactérias do solo, 

o que lhes permite encontrar e colonizar a rizosfera e as raízes das plantas (Hassan 

et al., 2019). 

As rizobactérias também podem agir na proteção das plantas contra os 

fitopatógenos e assim promover o seu crescimento através da formação de biofilmes 

(Meneses et al., 2011). Estes desempenham um papel na proteção dos locais de 

colonização através dos quais os patógenos colonizariam e infectariam as plantas 

(Seneviratne et al., 2011). Além disso, os biofilmes estão associados ao aumento da 

absorção de nutrientes pelas plantas e auxiliam na sua adaptação às mudanças nas 

condições ambientais (Nayak et al., 2020). A importância dos biofilmes se estende à 

ligação do Na+, retendo fósforo livre e outros nutrientes essenciais, permitindo o 

acesso da planta à eles (Gupta et al., 2015). Visto isso, a formação de biofilme se 

assemelha à colonização radicular, pois não influencia diretamente o crescimento das 

plantas nem atua contra patógenos, mas as rizobactérias que possuem a 

característica oferecem vantagem adicional sobre aquelas que não a possuem (De-

la-Peña e Loyola-Vargas, 2014). 

Portanto, as rizobactérias promovem o crescimento das plantas direta e 

indiretamente, sendo o primeiro promovido através da produção de fitohormônios, 

fixação de nitrogênio, solubilização de fosfato, produção de sideróforos; e o segundo 

dado ao impedir o crescimento de patógenos através da produção de antibióticos e da 

competição por espaço e nutrientes (Chandran et al., 2021).  

As rizobactérias podem ser classificadas de acordo com seu principal modo de 

ação nas plantas, sendo divididas em quatro grupos: biopesticidas, fitoestimulantes, 

fitorremediadores e agentes de controle de estresse, bem como os biofertilizantes (De-

la-Peña e Loyola-Vargas, 2014).  

As rizobactérias que foram desenvolvidas em biopesticidas são aquelas que 

inibem o crescimento de patógenos através da produção de antibióticos e compostos 

voláteis, como por exemplo espécies dos gêneros Bacillus, Pseudomonas e 
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Streptomyces (Singh et al., 2019; Riaz et al., 2021). Já os fitoestimuladores são 

aquelas rizobactérias que proporcionam estímulo no crescimento das plantas através 

da produção de fitohormônios como a auxina ácido indol-3-acético (AIA), sendo 

exemplos notáveis as espécies dos gêneros Azotobacter, Bacillus, Enterobacter e 

Pseudomonas (Gupta et al., 2016). Os agentes fitorremediadores e de controle do 

estresse são aqueles que podem degradar os poluentes do solo e produzir a enzima 

ACC deaminase que auxilia na tolerância ao estresse, como por exemplo, 

Pseudomonas spp. (Su et al., 2014; Zhu et al., 2023;). Finalmente, os biofertilizantes 

fornecem nutrientes à planta promovendo assim o seu crescimento, alguns exemplos 

incluem espécies pertencentes aos géneros Allorhizobium, Bacillus, Pseudomonas e 

Rhizobium (Singh et al., 2019; Riaz et al., 2021; Aloo et al., 2022). 

Um dos principais fitohormônios no crescimento e desenvolvimento das plantas 

é a auxina. Quando o L-triptofano está presente nos exsudatos radiculares, algumas 

rizobactérias podem sintetizar o AIA, desencadeando o aumento do alongamento e 

da divisão celular, dominância apical e diferenciação tecidual (Ul Hassan e Bano, 

2015). O incremento na divisão celular conduz ao aumento no comprimento das 

raízes, proporcionando uma ampliação na área de superfície das mesmas. Isso 

viabiliza maior absorção de nutrientes do solo, resultando no crescimento mais robusto 

da planta (Goswami et al., 2016).  Adicionalmente, o AIA provoca o afrouxamento das 

paredes celulares das plantas, ocasionando acréscimo na emissão de exsudatos 

radiculares, isso, por sua vez, propicia a proliferação mais intensa dos 

microorganismos benéficos na rizosfera (Zhang et al., 2007). Além disso, o AIA 

desempenha uma função crucial na resistência ao estresse salino, inibindo a formação 

de espécies reativas de oxigênio, e na promoção da defesa contra doenças 

associadas às rizobactérias (Kawano, 2002; Hmaeid et al., 2019; Shah et al., 2022). 

Em situações de estresse as plantas sintetizam etileno, que desempenha papel 

na regulação da homeostase vegetal, resultando na diminuição do crescimento das 

raízes e dos brotos (Taiz et al., 2017). Durante a síntese do etileno, o 1-

aminociclopropano-1-carboxilato (ACC) é formado como o precursor do mesmo, e 

esse processo ocorre em duas etapas, sendo uma responsável pelo 

desencadeamento dos mecanismos de defesa, enquanto a outra está associada à 

abscisão, senescência, clorose e até a morte (Binder, 2020). As rizobactérias têm a 
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habilidade de sintetizar a enzima ACC desaminase, que tem a capacidade de 

hidrolisar o ACC, levando à diminuição na produção de etileno pela planta (Su et al., 

2024). Isso assegura que, à medida que as condições de estresse ambiental 

persistem, o desenvolvimento das plantas também continue. Outro fator é que durante 

o processo de hidrólise do ACC pela ACC desaminase, ocorre a liberação de amônia, 

que é aproveitada pelas rizobactérias como fonte de nitrogênio e energia e esse 

nitrogênio pode então também estar acessível à planta em situações de escassez 

desse elemento (Orozco-Mosqueda et al., 2020). 

As rizobactérias que têm a capacidade de fixar nitrogênio possuem o 

agrupamento de genes que codifica a enzima nitrogenase responsável pela fixação 

de nitrogênio (Smith et al., 2013; Santoyo et al., 2021). A presença de bactérias 

fixadoras de nitrogênio no solo significa que há mais nitrogênio disponível para as 

plantas, reduzindo assim a quantidade de fertilizante artificial necessário para ser 

aplicado ao solo como suplemento (Aloo et al., 2022; Chandran et al., 2021).   

Depois do nitrogênio, o fosfato é o segundo nutriente mais importante para as 

plantas e, embora amplamente presente, sua pronta disponibilidade para uso pelas 

plantas é limitada, sendo que, um dos fatores que o torna indisponível, é da formação 

de complexos com alumínio, cálcio e ferro que o tornam imóvel e menos solúvel na 

solução do solo (Prado, 2020). Algumas rizobactérias são eficazes na solubilização 

destes complexos, tornando assim o fosfato mais disponível para absorção pelas 

plantas, tais como Azobacter spp., Azospirillum spp., Bacillus spp., Pseudomonas 

spp., Rhizobium spp. e Serratia spp., pois produzem ácidos inorgânicos (acetato, 

oxalato, succinato, citrato e gluconato) que solubilizam o fosfato de complexos 

minerais (Andrade et al., 2023). 

O ferro (Fe) disponível no solo pode ser ligado a diversas moléculas e nas 

plantas esse mineral é requerido para a síntese de moléculas de clorofila, 

desempenhando assim, importante função no processo de crescimento vegetal (Taiz 

et al, 2017; Prado, 2020). Para aproveitar o ferro presente no solo, tanto as 

rizobactérias, quanto as plantas desenvolveram estratégias similares para a 

mobilização desse elemento, sendo as rizobactérias, geralmente mais competitivas e 

eficientes nesse processo em comparação às plantas (Crowley, 2006; Chadran et al., 

2021). As rizobactérias utilizam sideróforos que possuem forte afiliação para ligar a 
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íons férricos (Fe3+) (Santoyo et al., 2021). Sideróforos são caracterizados como 

moléculas peptídicas de pequeno porte que possuem cadeias laterais e grupos 

funcionais, proporcionando uma variedade de ligantes de alta afinidade para 

coordenar Fe3+ (Ansari et al., 2017). Os sideróforos sintetizados por bactérias são 

essenciais, já que apresentam maior afinidade pelo Fe3+ do que os quelantes 

produzidos pelos patógenos, tornando o Fe3+ menos disponível para os patógenos e 

mais disponível para as plantas, retardando assim, a proliferação de patógenos, uma 

vez que estes têm acesso limitado ao Fe3+ disponível (Kloepper et al., 1980; Trapet et 

al., 2016).   

Curiosamente, a maioria dos isolados que sintetizam sideróforos também 

demonstram a capacidade de solubilizar fosfato, como indicado por Son et al. (2014). 

A produção de sideróforos está comumente associada a espécies dos gêneros 

Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Azotobacter, Enterobacter e Serratia. Sendo 

assim seleção de rizobactérias com modo de ação múltiplo ou mesmo o uso de mais 

de uma cepa com modo de ação diferente, contribui para melhor eficiência na 

aplicação de rizobactérias em plantas (Ansari et al., 2017).  

 

1.3.1 Rizobactérias em mudas florestais 

 

Estudos têm demonstrado os efeitos positivos dessas interações, destacando 

o potencial uso mudas de espécies florestais. Nos últimos quatro anos os efeitos 

destas bactérias em espécies arbóreas vêm sendo reportado por diversos autores 

(Kondo et al., 2020; Bettegowda et al., 2021; Duan et al., 2022; Liu et al., 2022; 

Campos et al., 2023; Loguercio et al., 2023; Ribeiro et al., 2023; São José et al., 2023; 

Souza et al., 2023; Cabanzo-Atilano et al., 2024; Kondo et al., 2024). O manejo da 

simbiose planta-rizobactéria paras as espécies florestais demonstram os efeitos 

positivos das interações e destacam o potencial uso das rizobactérias para melhorar 

o desenvolvimento das mudas. Visto isso, o manejo da simbiose para as espécies 

florestais pode contribuir para melhor absorção de nutrientes, facilitação da adaptação 

das mudas, compartilhamento de recursos, estimulação do uso de comunidades 

microbianas nativas do solo, respostas das plantas aos fitopatógenos e as 

modulações fisiológicas para melhorar a adaptação a condições ambientais adversas 

(Monteiro et al., 2014; Puri et al., 2017).   
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As rizobactérias Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis e e B. megaterium 

aumentaram o crescimento da raiz principal e os teores de P e N na parte aérea na 

fase do caule em mudas de Araucaria angustifolia (Bert.) (Kondo et al., 2024). Campos 

et al. (2023) verificaram que a inoculação da rizobactéria B. subtilis proporcionou 

maior crescimento e qualidade das mudas de Euterpe oleracea Mart. (Açaí). B. subtilis 

aplicados no substrato proporcionou desenvolvimento significativo na altura e 

biomassa em mudas de Eucalyptus urograndis aos 30 dias após o plantio (Luciano et 

al., 2023). O inóculo Bacillus subtilis, promoveu o aumento da biomassa da raíz, da 

altura, do diâmetro do caule e comprimento da raiz, além de melhorar a qualidade das 

mudas de Pinus bungeana Zucc. (Liu et al., 2022). 

Foi observada interação entre Theobroma cacao L. e as rizobactérias do gênero 

Bacillus, Enterobacter e Pseudomonas, uma vez que ocorreu aumento da biomassa 

seca da raiz e da relação biomassa raiz e parte aérea em relação as plantas não 

incouladas (Loguercio et al., 2023). Na qualidade das mudas de Corymbia citriodora 

(Hook.) a aplicação de Trichoderma e B. subtilis apresentou resultados positivos em 

relação ao controle para o Índice de Qualidade de Dickson e no crescimento inicial 

(Ribeiro et al., 2023). A inoculação de Azospirillum brasilense no substrato promoveu 

maior aérea foliar e incremento para todos os índices fisiológicos em mudas de Cordia 

alliodora Ruiz e Pavon (Souza et al., 2023a). 

Mudas de Pinus taeda L. que foram inoculadas com Bacillus amyloliquefaciens 

apresentaram um aumento significativo na altura das plantas (9,8%), na massa seca 

das raízes (60%) e no Índice de Qualidade de Dickson (30%), comparadas às plantas 

não inoculadas (Kondo et al., 2020). Já a altura das plantas, o diâmetro do caule e o 

número de bactérias do solo aumentou com a inoculação de B. amyloliquefaciens em 

Malus hupehensis Rehd. quando comparada com o controle sem inoculante (Duan et 

al., 2022). O uso de Bacillus megaterium permitiu a dissolução eficiente do fósforo 

inorgânico e promoveu o crescimento de Cinnamomum camphora (Kapur) (Qian e Ye, 

2020). 

Demais rizobactérias, além das estudadas, também apresentaram resultados 

promissores. O índice médio de crescimento vegetal e a biomassa seca de mudas 

inoculadas com o consórcio de rizobactérias (Rhizophagus fasciculatus, Azotobacter 
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chroococcum, Bacillus coagulans e Trichoderma harzianum) foram, respectivamente, 

42% e 39% maiores, do que mudas não inoculadas de Dalbergia sissoo Roxb. ex DC 

(Bettegowda et al., 2021). Na produção de mudas de Acacia mearnsii De Wild. a 

inoculação de Bradyrhizobium guangdongense melhorou de maneira geral o 

crescimento das plantas (São José et al., 2023).  A espécie Pseudomonas tolaasii 

apresentou efeito positivo nas variáveis altura, diâmetro do caule, área foliar e massa 

seca da parte aérea quando inoculadas em mudas de Rubus spp. (Cabanzo-Atilano 

et al., 2024).  O uso combinado de Trichoderma longibrachiatum e Burkholderia stabilis 

reduziu efetivamente a incidência e severidade da doença tombamento (Fusarium 

oxysporum), promovendo o crescimento de mudas de Pinus massoniana Lamb. (Yu 

et al., 2024). 

 

1.4 Conservação de plantas in situ e ex situ 

 

A pesquisa e a conservação das espécies vegetais nativas são cruciais para a 

preservação da biodiversidade, proteção de espécies em risco e prevenção do 

agravamento do status de ameaça de outras espécies. Durante a Conferência das 

Nações Unidas sobre as Mudanças Climáticas (COP) em 2022, houve a Convenção 

sobre a Diversidade Biológica (CBD) que adotou a Estrutura Global de Biodiversidade 

Kunming-Montreal (GBF), a qual definiu 23 metas visando deter a perda contínua da 

biodiversidade. Relacionado à conservação vegetal, duas delas chamam a atenção:  

a meta 2 e a 7. A meta 2, que buscará garantir que, até o ano de 2030, pelo menos 

30% das áreas de ecossistemas terrestres sejam objeto de processos de restauração 

eficazes, com o propósito de aprimorar a biodiversidade, as funções e os serviços 

ecossistêmicos, assim como a integridade ecológica e a conectividade; e a meta 7, 

que visa assegurar medidas urgentes para conter a extinção causada pelo homem de 

espécies ameaçadas e promover sua recuperação, com foco na redução significativa 

do risco de extinção. Isso envolve a manutenção e restauração da diversidade 

genética em populações de espécies nativas, selvagens e domesticadas para 

preservar sua adaptabilidade. Essas ações abrangem a conservação tanto in situ 

quanto ex situ, bem como práticas de gestão sustentável (CBD, 2022). 
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Os métodos de conservação in situ e ex situ representam as duas principais 

estratégias para a conservação de plantas. A conservação in situ refere-se à proteção 

e gestão de espécies vegetais dentro de seus habitats naturais, enquanto a 

conservação ex situ diz respeito à proteção de espécies vegetais em ambientes fora 

de seus habitats naturais (Engelmann e Engels 2002; Rotach, 2005; Zegeye, 2017). 

A conservação in situ abrange áreas como reservas naturais, parques nacionais, 

refúgios de vida selvagem e terras privadas, que contribui para a adaptação e 

evolução contínua das espécies e populações em seus ambientes naturais, além de 

promover e preservar os processos e interações ecológicas (Rotach, 2005). Embora 

a conservação in situ seja amplamente reconhecida pelos conservacionistas como 

uma prioridade, esse método isoladamente não é suficiente para garantir a 

preservação e proteção das espécies de plantas, especialmente considerando o 

rápido ritmo de perda e degradação de habitats em escala global (Braverman, 2014). 

A conservação ex situ então visa complementar os esforços in situ para apoiar 

e restaurar populações nativas, envolvendo a proteção de plantas e germoplasma fora 

de seus habitats naturais. Essa abordagem é meramente uma contingência e deve 

ser encarada como uma medida temporária, não como uma solução permanente, para 

a preservação de espécies de plantas ameaçadas (Engelmann e Engels, 2002). Os 

métodos ex situ complementam a conservação in situ ao garantir a preservação e o 

acesso facilitado à vastas coleções de germoplasma vegetal, promovendo assim a 

pesquisa, o melhoramento genético e a educação (Volis e Bleche, 2010). Existem 

muitas formas e abordagens para a conservação ex situ, incluindo coleções vivas 

(jardins botânicos e viveiros), bancos de sementes, criopreservação e cultura in vitro. 

 

1.5 Conservação e qualidade de sementes  

 

Na preservação de espécies vegetais, a conservação de sementes é uma das 

estratégias mais eficazes, porém a viabilidade desse método varia de acordo com a 

espécie em questão (Cochrane et al., 2007). Aquelas que produzem sementes com 

capacidade fisiológica de serem armazenadas, denominadas sementes ortodoxas, 

são especialmente adequadas para essa finalidade, já que estas são capazes de 

suportar condições de armazenamento prolongado sem comprometer sua viabilidade 
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ou capacidade de germinação (Carvalho e Nakagawa, 2012; Copeland e McDonald, 

2012). 

Para a conservação dessas sementes, as mesmas devem ser secas até um 

grau de umidade adequado, geralmente entre 5% e 10% dependendo da espécie, pois 

isso ajuda a prevenir o desenvolvimento de microrganismos patogênicos e a reduzir o 

risco de deterioração durante o armazenamento (Garcia et al., 2004). As sementes 

requerem armazenamento em recipientes herméticos para mitigar a entrada de 

umidade e evitar a infestação por insetos, como sacos de papel ou alumínio, pois 

proporcionam uma barreira eficaz contra a umidade externa e a penetração de pragas 

(Carvalho e Nakagawa, 2012). 

Por fim, deve-se monitorar regularmente as condições de armazenamento que 

abrange aspectos como temperatura, umidade e integridade das sementes. As 

sementes devem ser mantidas em ambientes frescos e secos, com temperaturas 

geralmente entre 0 °C e 10 °C e umidade relativa abaixo de 50%. Esse monitoramento 

sistemático permite a detecção precoce de quaisquer irregularidades ou desafios que 

possam surgir durante o processo de armazenamento e desempenham um papel 

crucial na garantia da preservação desses recursos genéticos ao longo do tempo 

(Copeland e McDonald, 2012). 

Tratando-se da qualidade das sementes, a regra de análise de sementes 

florestais no Brasil exige a realização de testes padrões antes do uso. Os testes 

padronizados comumente realizados são o teste de umidade que mede o teor de água 

das sementes; o teste de pureza física que avalia a proporção de sementes puras em 

relação a sementes inertes, materiais estranhos e sementes de outras espécies; o 

teste de tetrazólio para verificar viabilidade; o teste de germinação que determina a 

capacidade das sementes de produzir plântulas normais sob condições favoráveis; e 

o teste de vigor que avalia a capacidade das sementes de germinar sob condições 

adversas, como baixas temperaturas ou estresse hídrico (Brasil, 2013). 

No entanto, exceto o teste físico, os demais testes são destrutivos e demandam 

prazos para obter os resultados, logo a inserção e o aprimoramento de tecnologias 

que permitam análises conclusivas e não destrutivas são cruciais na conservação de 

espécies nativas em que o acesso às sementes são escassos ou difíceis (Dell'aquila, 

2007). 
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1.5.1 Qualidade via análise imagem raio-X 

 

A técnica de radiografia na qualidade de sementes é um método não destrutivo 

utilizado para avaliar a integridade interna das sementes e identificar possíveis 

defeitos ou danos que não são visíveis externamente, a qual usa de radiação 

ionizante, como raios-X, para penetrar nas sementes e produzir uma imagem que 

revela sua estrutura interna (Van der Burg et al., 1994). A radiação eletromagnética 

tem um comprimento de onda que varia de 0,01 a 10 nanômetros. Os fótons de raios-

X têm uma energia na faixa de 0,1 a 120 kiloelectron volts (keV), o que lhes confere 

uma alta capacidade de penetração, logo os raios-X que atravessam as sementes 

atingem um detector sensível (alvo metálico, como tungstênio), que os converte em 

sinais elétricos e esses sinais são processados e transformados em uma imagem 

radiográfica que é normalmente exibida em um monitor (Xia et al., 2019). 

As imagens realizadas permitem detectar uma série de características que não 

são possíveis de ser identificadas a olho nu, como o teor de água relativo devido às 

variações na densidade das sementes; a viabilidade do embrião revelando se o 

mesmo está presente ou bem desenvolvido; a integridade e formação do endosperma; 

a presença de danos mecânicos, como rachaduras, quebras ou deformidades nas 

sementes; e a presença de insetos, fungos ou bactérias dentro das sementes 

indicando infestações ou contaminações (Gomes Junior e Duijn, 2017). Todos esses 

fatores podem afetar sua capacidade de germinação e o desenvolvimento caso as 

estruturas estejam ausentes ou danificadas (ISTA, 2003). 

De acordo com a Regra Internacional de Análise de Sementes,, para a análise 

radiográfica de sementes existem processos básicos que se iniciam com a preparação 

das mesmas para a radiografia. Isso envolve a assepsia dessas sementes, a fim de 

remover quaisquer resíduos que possam afetar a qualidade da imagem. Em seguida 

as sementes são organizadas em bandejas ou suportes de radiografia, garantindo 

uma distribuição uniforme e facilitando o posicionamento na máquina de radiografia. 

Dependendo do formato das sementes, é necessário ajustar o posicionamento para 

garantir que todas estejam na mesma posição e, uma vez corretamente posicionadas, 

as sementes são expostas à radiação ionizante (ISTA, 2003). 
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Pesquisas têm buscado relacionar a anatomia das sementes com a germinação 

ou morfologia das plântulas, cuja correspondência tem variado de acordo com a 

espécie. Dentre as espécies florestais em que se verificou tal correspondência 

destacam-se as sementes de Lithraea molleoides (Vell.) Engl (Machado e Cícero, 

2003), Xylopia aromatica Lamarck. (Socolowski et al., 2011), Platypodium elegans 

Vog. (Gomes et al., 2016), Leucaena leucocephala Lam. (Medeiros et al., 2018), 

Jatropha curcas L. (Bianchini et al., 2021) e Anadenanthera peregrina L. Speg. 

(Pinheiro et al., 2022).  

 

1.5.2 Criopreservação de sementes 

 

A criopreservação de sementes fornece uma abordagem adicional para o 

armazenamento de germoplasma e na preservação da diversidade genética a longo 

prazo, protegido contra contaminação e com requisitos mínimos de espaço e 

manutenção (Stanwood, 1985). No entanto, a técnica requer um investimento inicial 

significativo de capital, técnicos especialmente treinados e um fornecimento regular 

de nitrogênio líquido (Benelli, 2021). 

A criopreservação envolve a remoção de água do tecido, seja por secagem ou 

remoção ou substituição de água por meios químicos (dependendo do tipo de tecido), 

seguida de exposição ao nitrogênio líquido (NL) a -196 °C (Engelmann e Dussert, 

2012). As divisões celulares e os processos metabólicos cessam a esta temperatura, 

tornando possível o armazenamento a longo prazo (Vendrame, 2018). A quantidade 

de dessecação necessária para a criopreservação pode variar dependendo do 

sistema utilizado. No entanto, o rápido resfriamento envolvido no processo permite a 

vitrificação, que é a transição direta da água líquida para uma fase amorfa (vidro). Isso 

evita a formação de cristais de gelo prejudiciais (Engelmann e Dussert, 2012; 

Vendrame, 2018). 

A técnica de vitrificação de plantas é empregada para a criopreservação de 

plantas menos resistentes ao frio ou não resistentes. As amostras são primeiro 

embebidas com uma concentração intermediária de solução crioprotetora (geralmente 

2 M de glicerol + 0,4 M de sacarose) e, em seguida, imergidas em uma solução de 

vitrificação de alta concentração (PVS) para desidratação. As amostras são então 



 

 

16 

resfriadas por imersão direta em nitrogênio líquido e, em seguida, rapidamente 

aquecidas em banho-maria (Merzougui et al., 2023). 

As soluções de vitrificação de plantas projetadas por Sakai e Engelmann (2007) 

são amplamente utilizadas, especialmente PVS2 e PVS3. Uma solução de 

criopreservação é uma mistura especial de líquidos utilizados na criopreservação para 

manter células, tecidos ou órgãos em temperaturas muito baixas, promovendo a 

vitrificação, esse processo é a conversão direta da água em um estado amorfo sem a 

formação de cristais de gelo, que previne danos às células durante o congelamento. 

As soluções de acidificação geralmente contêm compostos crioprotetores, como 

glicerina, dimetilsulfóxido (DMSO), etilenoglicol. ou polímero, protegendo as células 

dos efeitos negativos do congelamento, que podem incluir agentes osmóticos para 

ajustar o equilíbrio osmótico durante o procedimento (Merzougui et al., 2023). 

A criopreservação de sementes de espécies florestais brasileiras sem o uso de 

soluções de vitrificação foi promissora para as espécies Aegiphila ihotzkiana Cham; 

Albizia lebbeck (L.) Benth. L.; Anadenanthera macrocarpa Benth.; Bauhinia sp.; 

Cassia ferruginea (Schrader.) Schrader Ex DC.; Chorisia speciosa St. Hil.; Hymenae 

stignocarpa Mart. ex Hayne; Mimosa setosa Benth.; Platypodium elegans Vog.; 

Qualea parvilora Mart. Warm.; Roupala montana Aubl.; Sclerolobium aureum (Tul.) 

Benth. (L.); Tabebuia umbellata (Sond./SandW) (Wetzel et al., 2003); Astronium 

urundeuva Engl.; Schinopsis brasiliensis Engl. (Gonzaga et al., 2003); Chorisia 

speciosa St. Hil (Prudente et al., 2016); Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (Freire 

et al., 2018); Butia yatay (Vargas et al., 2020); Myracrodruon urundeuva Allem.; 

Astronium fraxinifolium Schott. (Pereira et al., 2022); Swietenia mahagoni (L.) Jacq. 

(Entensa et al., 2022) e Genipa americana L. (Souza et al., 2023b).  

Já o uso de soluções crioprotetoras foram aplicados na criopreservação de 

sementes quando essas não toleram o tratamento de frio direto (Ballesteros et al., 

2021). De acordo, Yong et al. (2019) demonstraram que taxas mais altas de vitalidade 

e germinação de sementes foram obtidas usando PVS3 por 60 minutos em sementes 

de Artemisia sieversiana Ehrh. Ex Willd. O uso da solução PVS2, permitiu a melhor 

preservação de sementes de Hylocereus costaricensis (FAC Weber) Britton & Rose 

(Santana et al., 2024). 
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De acordo com Ferrari et al. (2016), o uso de glicerol 2M (20 min) + PVS2 com 

1% de floroglucinol (10 min) em sementes de Encholirium spectabile Martius ex 

Schultes f. manteve porcentagens mais altas de germinação, no entanto, não diferiu 

signicamente da imersão direta no NL. O uso das soluções PVS1; PVS2; PVS2 + 1% 

de floroglucinol; e PVS3 não interferiu na germinação de Astronium urundeuva M. 

Allemão Engl., porém também não diferiu da imersão direta em NL (Paula et al., 2022). 

Todo esse esforço se destina a fortalecer a criopreservação, reconhecida como 

potencialmente o método mais seguro para a manutenção a longo prazo do 

germoplasma vegetativo e das sementes (Benelli, 2021). 
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CAPÍTULO 2 – Rizobactérias incrementam o crescimento e a qualidade das 

mudas de Handroanthus chrysotrichus (Mart. Ex DC.) Mattos 

2.1 RESUMO 

Popularmente conhecida como ipê-amarelo, Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex 
DC.) Mattos é uma arbórea nativa do Brasil, de florescimento exuberante, usada na 
arborização de cidades, no reflorestamento de áreas degradadas, além de sua 
madeira ser destinada para diversos fins. Para o desenvolvimento de plantas 
vigorosas após o plantio, é importante a produção de mudas de alta qualidade, que 
podem ser obtidas com o uso de rizobactérias. Consideradas como fontes renováveis, 
as rizobactérias apresentam propriedades de promoção do crescimento, facilitadoras 
da absorção e/ou solubilização de nutrientes e contribuem para a produção de 
fitohormônios, ao mesmo tempo que podem atuar como controladoras de patógenos 
e na mitigação de estresse abiótico. Esses atributos juntos possibilitam o 
estabelecimento de um sistema de produção sustentável para a obtenção de mudas 
vigorosas e de crescimento rápido. O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de 
rizobactérias promotoras de crescimento de plantas na produção de mudas de ipê-
amarelo. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Os tratamentos 
consistiram nos microrganismos Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus 
amyloliquefaciens e Azospirillum brasilense mais a ausência de microrganismos – 
controle; em quatro repetições e dez plantas por parcela. Os parâmetros avaliados 
foram:  altura da parte aérea; diâmetro do coleto; comprimento do sistema radicular; 
massa seca da parte aérea, das raízes e total; número de folhas e área foliar, além do 
teor de clorofila; fluorescência mínima e máxima; e máxima eficiência fotoquímica do 
fotossistema II; razão altura da parte aérea/diâmetro do coleto e o Índice de Qualidade 
de Dickson. A inoculação de B. amyloliquefaciens promoveu incremento na altura da 
muda, no diâmetro do coleto, no comprimento de raiz, na área foliar, na massa seca 
da parte área, das raízes e total e, também, aumentou o Índice de Qualidade de 
Dickson. Pode-se concluir que B. amyloliquefaciens é o inoculante mais eficiente para 
a produção de mudas de ipê-amarelo, seguido por A. brasilense. 
 

PALAVRAS-CHAVE: Azospirillum brasilense; Bacillus spp.; Microrganismos 
promotores de crescimento de plantas. 
 

2.2 INTRODUÇÃO 

A espécie Handroanthus chrysotrichus (Mart. ex DC.) Mattos, popularmente 

conhecida no Brasil como ipê-amarelo, pertencente à Bignoniaceae, é nativa de ampla 

distribuição geográfica, presente nos biomas Cerrado, Mata Atlântica e Pampa, sendo 

de alto valor econômico, muito empregada na arborização urbana e na recuperação 

de áreas degradadas, além de apresentar madeira de alta densidade, muito procurada 

na construção civil e movelarias, podendo ser cultivada em sistemas integrados, tais 

como Integração Lavoura Pecuária Floresta (ILPF) e consorciada com outras espécies 
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em Sistemas Agroflorestaís (SAFs) (Oliveira Junior et al., 2020; Flora e Funga do 

Brasil, 2024). 

Neste contexto, a fim de atender a demanda para plantios, seja no meio urbano, 

em áreas de recuperação ou em sistemas integrados, há a necessidade de redução 

do tempo de viveiro, proporcionado pelo crescimento e desenvolvimento mais rápido 

das mudas e que essas sejam de boa qualidade, visando melhor desempenho no 

campo após o plantio. Este maior crescimento e qualidade das mudas pode ser obtido 

com o uso de bactérias promotoras de crescimento em plantas (Monteiro et al., 2014).  

As rizobactérias têm se mostrado eficazes na agricultura, promovendo o 

crescimento das plantas. Essas bactérias possuem diversos atributos que contribuem 

para o crescimento das plantas. Esses atributos incluem a capacidade de fixar 

nitrogênio atmosférico e solubilizar fosfato no solo, a produção de sideróforos para 

aquisição de ferro, atividade de ACC desaminase auxiliando na tolerância ao estresse 

e a produção do fitohormônio ácido indol-3-acético (AIA) (Gupta et al., 2015; Chandran 

et al., 2021). Além disso, elas promovem indiretamente o crescimento das plantas 

controlando patógenos por meio da competição por nutrientes e espaço, da produção 

de substâncias antibióticas e da indução de mecanismos de defesa nas plantas (Riaz 

et al., 2021; Zhu et al., 2023). 

Vários autores relataram resultados positivos em relação à promoção do 

crescimento e melhoria de diferentes espécies como Bacillus subtilis e Bacillus 

megaterium (Santos et al., 2021; Campos et al., 2023; Kondo et al., 2020), Bacillus 

amyloliquefaciens (Zhao et al., 2016; Rios et al., 2018; Gamez et al., 2019) e 

Azospirillum brasilense (Gonzalez et al., 2018; Kondo et al., 2024). 

Considerando o exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de 

rizobactérias (Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens e 

Azospirillum brasilense) no crescimento e qualidade de mudas de ipê-amarelo (H. 

chrysotrichus). 

 

2.3 MATERIAL E MÉTODOS 

O Experimento foi conduzido de setembro de 2021 a janeiro de 2022, em casa 

de vegetação, na Faculdade de Ciências Agrárias e Veterinárias (UNESP/FCAV), 

Câmpus de Jaboticabal, SP, cujas coordenadas são: Latitude: 21°14´45” S, Longitude: 
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48°18´58” O e Altitude: 595 m. O clima da microrregião, pelo sistema de Köppen-

Geiger, foi o Aw - tropical de savana, com inverno seco e, pelo sistema de 

Thornthwaite, mostra a região com clima úmido e pequena deficiência hídrica no 

inverno (Andre e Garcia, 2015). 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Os tratamentos 

consistiram na presença de quatro microrganismos (Bacillus subtilis, Bacillus 

megaterium, Bacillus amyloliquefaciens e Azospirillum brasilense) mais a ausência de 

microrganismos – controle, com quatro repetições e dez plantas por parcela. 

As sementes de ipê-amarelo foram colhidas de matrizes existentes no Viveiro 

Experimental de Plantas Ornamentais e Florestais da Faculdade de Ciências Agrárias 

e Veterinárias (UNESP/FCAV) em setembro de 2021 e semeadas em tubetes com 

capacidade volumétrica de 280 cm³ acondicionados em bandejas de polipropileno 

com capacidade para 54 recipientes, contendo como substrato comercial Carolina 

Soil®, composto por turfa, vermiculita, casca de arroz torrefada, calcário dolomítico 

calcinado, fertilizante NPK 14-16-18 e micronutrientes (informações obtidas a partir de 

dados existentes na embalagem). As bandejas foram suspensas em bancadas de 

malhas metálicas a 70 cm do solo, em casa de vegetação coberta e com as laterais 

protegidas com tela preta que permite a passagem de 50% da luz e, ainda, com 

cobertura de plástico transparente acima da cobertura de tela. 

Foram distribuídas três sementes por tubete e, após a emergência, foi realizado 

o desbaste, deixando-se apenas uma plântula por recipiente, utilizando-se como 

critério a plântula de maior vigor e mais centralizada. A irrigação das mudas foi 

realizada por meio de microaspersores acionados automaticamente três vezes ao dia 

com duração de 15 minutos cada, com vazão de 30 L h-1. 

Os microrganismos utilizados fazem parte da coleção do Laboratório de 

Microbiologia do Solo do Departamento de Produção Vegetal da UNESP-FCAV, 

Câmpus de Jaboticabal, onde foram produzidos separadamente, em meio de caldo 

nutritivo por sete dias em frascos mantidos em B.O.D. (Eletrolab, modelo 347 F, 

Brasil), à temperatura de 25 °C. Após o período de incubação, os microrganismos 

foram centrifugados separadamente a 10.000 rpm durante 10 minutos a 28 °C 

(Novatecnica, modelo MLW K24, Brasil). A concentração do inóculo foi padronizada 

conforme recomendação de Barry e Thornsberry (1991) e Sahm e Washington (1991) 
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em 1 x 107 UFC mL-1 com auxílio de espectrofotômetro (Micronal, modelo B382, Brasil) 

na absorbância de 695 nm. 

A inoculação dos microrganismos foi realizada duas vezes, uma aos 30 dias 

após a semeadura e outra aos 60 dias após a semeadura, por meio da aplicação de 

1,0 mL da solução no substrato próximo ao caule, com o auxílio de micropipeta 

mecânica (VF-1000, Digipet®). As mudas destinadas ao tratamento controle não 

foram inoculadas. 

Quando as raízes começaram a aparecer na base inferior dos tubetes foram 

avaliadas as características: altura da parte aérea (H, cm), medida a partir do nível do 

substrato até o ápice da última folha com o auxílio de régua milimetrada; diâmetro do 

coleto (DC, mm), determinado ao nível do substrato, com uso de paquímetro digital 

com precisão de 0,01 mm (Western® PRO DC-6); comprimento do sistema radicular 

(CR, cm), levando em consideração o comprimento da maior raiz, obtido com o auxílio 

de régua milimetrada; massa seca da parte aérea (MSPA) e das raízes (MSR), obtidas 

após a secagem em estufa com circulação forçada de ar a 70 ºC até atingir peso 

constante, sendo posteriormente pesadas em balança de precisão de 0,001g 

(SHIMADZU®, modelo AY220) e os resultados expressos em gramas; massa seca 

total (MST), obtida somando-se as massas secas da parte aérea e das raízes; 

contagem do número de folhas totalmente expandidas (NF) e área foliar (AF, cm2), 

utilizando medidor eletrônico de área foliar (Li-3100C, LI-COR®, Lincoln, Nebraska, 

USA). 

Foi determinado o teor de clorofila, com o aparelho ClorofiLOG, modelo 

CFL1030, marca FALKER®; fluorescência mínima (Fo), fluorescência máxima (Fm) e 

máxima eficiência fotoquímica do fotossistema II (Fv/Fm), obtidos pelo fluorômetro 

portátil (OS30p, Opti Science). 

Determinou-se também, a razão altura da parte aérea/diâmetro do coleto 

(H/DC) e o Índice de Qualidade de Dickson (IQD), obtido pela fórmula proposta por 

Dickson em 1960, aplicada em várias pesquisas, como descrita em Souza et al. 

(2022), onde: IQD = MST (g)/[H (cm)/DC (mm) + MSPA (g)/MSR (g)]. 

Foi realizada, ainda, a contagem de bactérias no substrato, raízes e parte 

aérea, nos tratamentos onde se realizou a aplicação das rizobactérias, a fim de 

observar a mobilização das mesmas após a inoculação.  
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A contagem de bactérias presentes no substrato foi realizada em dez gramas, 

que foram adicionados a um frasco Erlenmeyer contendo 95 mL de solução salina de 

pirofosfato de sódio 0,1%. Todos os frascos Erlenmeyer foram agitados por 1 hora e, 

do conteúdo dos frascos foram preparadas diluições em série seguindo a metodologia 

proposta por Wollum (1983). Cem microlitros (100 μL) das soluções obtidas por 

diluição foram inoculados em placas de Petri contendo meio ágar nutriente ou ágar 

batata dextrose em triplicata. Em seguida, as placas foram mantidas em estufa BOD 

a 30 °C, e o número de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) foi contado após 24, 

48 e 72 horas (Vieira e Nahas, 2005). 

Para a contagem de bactérias nas plantas, estas foram separadas em folhas e 

raízes e lavadas com água corrente. Para eliminação de microrganismos epifíticos, 

um grama (1 g) de cada tecido vegetativo (folhas e raízes) foi submetido à desinfecção 

superficial. Ambos os tecidos foram imersos sequencialmente em etanol 70% por 1 

minuto, solução de hipoclorito de sódio (2.0-2.5% Cl ativo) por 3 minutos e etanol 70% 

por 30 segundos. Posteriormente, os tecidos foram lavados três vezes com água 

destilada (Araújo et al., 2002). Uma vez lavados e esterilizados, os tecidos foram 

macerados assepticamente com o auxílio de um matraz e pilão e, em seguida, foram 

realizadas diluições e, alíquotas de 100 μL foram semeadas em placas de Petri 

contendo meio ágar triptona soja para isolamento de bactérias. Essas placas foram 

cultivadas em estufas microbiológicas à temperatura constante de 30 °C durante 24 

horas para crescimento de bactérias e a contagem do número de UFC foi realizado 

após 24, 48 e 72 horas. 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o Software 

AgroEstat (Barbosa e Maldonado Junior, 2015). 

 

2.4 RESULTADOS 

As plantas inoculadas com as bactérias Bacillus amyloliquefaciens e 

Azospirillum brasilense apresentaram médias mais altas para altura da parte aérea, 

massa seca das raízes e massa seca total; os valores médios entre elas foram de 

12,03 cm, 0,607 g e 0,913 g, respectivamente. Não houve diferenças no diâmetro do 

coleto e no comprimento das raízes entre B. amyloliquefaciens, A. brasilense e 
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Bacillus megaterium. Assim, a rizobactéria B. amyloliquefaciens foi a que apresentou 

as maiores médias massa seca da parte aérea (0,342 g), seguida por A. brasilense. 

Não houve diferença entre o controle e Bacillus subtilis para os parâmetros de 

crescimento (Figura 1.1). 

 

 

Figura 1.1.  Boxplots para avaliação do crescimento de mudas de Handroanthus 
chrysotrichus inoculadas com as rizobactérias Bacillus subtilis (BS), 
Bacillus megaterium (BM), Bacillus amyloliquefaciens (BA) e Azospirillum 
brasilense (AB), e sem inoculação – Controle, A - altura da parte aérea 
(cm), B - diâmetro do coleto (mm), C - comprimento da raiz (cm), D - massa 
seca da parte aérea (MSPA), E - massa seca de raízes (MSR), F - massa 
seca total (MST). Médias seguidas da mesma letra minúscula não diferem 
pelo teste de Tukey (p < 0,05). Jaboticabal, SP, 2022. 

 
B. amyloliquefaciens mostrou-se eficaz no crescimento quando comparado ao 

controle, promovendo ganhos de 18,3% na altura da parte aérea, 15,3% no diâmetro 

do caule, 14,5% no comprimento das raízes, 62,1% na massa seca da parte aérea, 

76,2% na massa seca das raízes e 68,7% na massa seca total. Para A. brasilense, os 

ganhos em comparação com o controle foram de 6,9% para altura da parte aérea, 

12,3% para diâmetro do caule, 10,4% para comprimento das raízes, 27,7% para 
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massa seca da parte aérea, 67,1% na massa seca das raízes e 50,4% na massa seca 

total. A rizobactéria B. megaterium mostrou ganhos de 8,2% no comprimento das 

raízes, 23,6% na massa seca da parte aérea, 36,5% na massa seca das raízes e 30% 

na massa seca total em comparação com o controle. 

Não houve diferença significativa entre os tratamentos para número de folhas, 

teor de clorofila e relação Fv/Fm (Figura 1.2). Para área foliar, a espécie B. 

amyloliquefaciens teve a média mais alta, 60,2 cm²; o ganho na área foliar a partir da 

inoculação foi de 215% em comparação com o controle. Para F0 e Fm, B. 

amyloliquefaciens e A. brasilense tiveram os maiores valores médios, 114; 476 e 114; 

439, respectivamente. 

 

Figura 1.2. Boxplots para avaliação do desempenho fotossintético de mudas de 
Handroanthus chrysotrichus inoculadas com rizobactérias, A – número 
de folhas, B – área foliar, C - clorofila, D - fluorescência mínima (Fo), E - 
fluorescência máxima (Fm), F - máxima eficiência fotoquímica do 
fotossistema II (Fv/Fm). Médias seguidas da mesma letra minúscula não 
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Controle; Bacillus subtilis (BS), 
Bacillus megaterium (BM), Bacillus amyloliquefaciens (BA) e Azospirillum 
brasilense (AB). Jaboticabal, SP, 2022. 

 
Não houve diferença significativa na relação H/DC. Para o IQD, B. 

amyloliquefaciens e A. brasilense apresentaram as médias mais altas, 0,142 e 0,140, 
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respectivamente (Figura 1.3). O ganho médio de IQD usando B. amyloliquefaciens e 

A. brasilense em comparação com o controle foi de 70,2%. 

 

Figura 1.3. Boxplots para avaliação da qualidade de mudas de Handroanthus 
chrysotrichus inoculadas com rizobactérias, A - razão altura da parte área 
pelo diâmetro do coleto (H/DC), B - Índice de Qualidade de Dickson (IQD). 
Médias seguidas da mesma letra minúscula não diferem pelo teste de 
Tukey (p < 0,05). Controle; Bacillus subtilis (BS), Bacillus megaterium 
(BM), Bacillus amyloliquefaciens (BA) e Azospirillum brasilense (AB). 
Jaboticabal, SP, 2022. 

 
Quanto à contagem de bactérias no substrato, o maior número foi observado 

para B. amyloliquefaciens (9,34 x 106) e A. brasilense (8,35 x 106), seguido por B. 

megaterium (Figura 1.4). O número de colônias de bactérias nas raízes foi maior 

quando B. amyloliquefaciens (4,77 x 104) foi inoculado, seguido por B. megaterium 

(4,18 x 104). Para as partes aéreas, o número foi maior para B. amyloliquefaciens 

(8,61 x 103). 

 

Figura 1.4. Boxplots para contagem de bactérias em mudas de Handroanthus 
chrysotrichus inoculadas com rizobactérias, A - UFC no substrato, B - 
UFC na raiz, C – UFC na parte aérea.  Médias seguidas da mesma letra 
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minúscula não diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05). Controle; Bacillus 
subtilis (BS), Bacillus megaterium (BM), Bacillus amyloliquefaciens (BA) 
e Azospirillum brasilense (AB), Unidade formadoras de colônias por 
grama (UFC g-1) Jaboticabal, SP, 2022. 

 
É possível observar através da Figura 1.5 o aspecto visual das mudas de ipê-

amarelo, de todos os tratamentos, aos 107 dias após a semeadura, sendo nítida a 

superioridade da rizobactéria B. amyloliquefaciens.  

 

Figura 1.5. Mudas de Handroanthus chrysotrichus aos 107 dias após a semeadura. 

Controle (A) Bacillus subtilis (B), Bacillus megaterium (C), Bacillus 

amyloliquefaciens (D) e Azospirillum brasilense (E). Jaboticabal, SP, 2022. 

 

2.5 DISCUSSÃO 

Nos últimos anos, as rizobactérias promotoras do crescimento das plantas 

(RPCP) têm recebido significativa atenção devido à sua capacidade de melhorar o 

crescimento das plantas. Para a agricultura sustentável, a diversidade microbiana do 

solo é fomentada por práticas que aumentam a mobilização de nutrientes, a 

solubilização e a supressão de doenças (Kumari et al., 2019). No entanto, a aplicação 

prática dessas bactérias benéficas, às vezes falha, devido à sua incapacidade de 

colonizar a rizosfera das plantas inoculadas, então a colonização das raízes pelas 

cepas inoculadas parece ser um passo essencial na interação entre as bactérias 

benéficas e as plantas hospedeiras (Ahemad e Kibret, 2014). Uma prática envolve a 

introdução de bactérias benéficas no solo usando inoculantes microbianos, que 

A               B                     C                      D              E 
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podem ser baseados em inoculantes de espécies únicas ou várias espécies de 

PGPRs e podem ser usados para aumentar a disponibilidade e a absorção de 

nutrientes minerais, aumentar a resistência à doenças de plantas e reduzir o estresse 

abiótico para promover um crescimento mais saudável das plantas (Santoyo et al., 

2021). 

O estudo demonstrou que as mudas de ipê-amarelo tiveram respostas 

significativas à inoculação de rizobactérias, especialmente com a  Bacillus 

amyloliquefaciens, onde foram observadas as maiores médias em altura da parte 

aérea (12,03 cm), diâmetro do caule (1,97 mm), comprimento das raízes (28,2 cm), 

massa seca da parte aérea (0,342 g), massa seca das raízes (0,607 g) e, massa seca 

total (0,913 g), seguida de Azospirillum brasilense, tornando evidente a ação dessas 

duas bactérias na melhoria do crescimento de suas mudas (Figura 1.1). 

O uso de rizobactérias também foi relatado para algumas espécies florestais. A 

inoculação de Azospirillum brasilense, Bacillus subtilis e B. megaterium aumentaram 

o crescimento da raiz primária e os níveis de fósforo e nitrogênio em mudas de 

Araucaria angustifolia (Kondo et al., 2024). Campos et al. (2023) identificaram que a 

inoculação de Bacillus subtilis levou a um crescimento mais significativo e melhoria na 

qualidade de mudas de Euterpe oleracea Mart. (Açaí). Luciano et al. (2023) mostraram 

que a inoculação de B. subtilis no substrato resultou em desenvolvimentos 

significativos na altura e biomassa de Eucalyptus urograndis. Na qualidade das mudas 

de Corymbia citriodora, a aplicação de Trichoderma e B. subtilis mostrou resultados 

positivos em comparação com o controle para o Índice de Qualidade de Dickson e 

crescimento inicial (Ribeiro et al., 2023). 

A baixa interação entre B. subtilis e B. megaterium com o ipê-amarelo pode 

estar relacionada à própria planta. Pesquisas mostraram que espécies vegetais 

podem responder de maneira diferente à associação com microrganismos promotores 

de crescimento, uma vez que a quantidade e a composição de substâncias liberadas 

nos exsudatos de espécies vegetais podem variar, afetando diretamente as respostas 

do inóculo (Zamioudis e Pieterse, 2012; Venturi e Keel, 2016; Velloso et al., 2019; 

Santos et al., 2020). Outra razão para a resposta divergente observada pode estar 

relacionada ao método de cultivo, como mostrado por Rios et al. (2018) e Santos et 

al. (2021), que conduziram plantios em solo rico em microrganismos. No entanto, são 
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necessárias mais informações sobre a associação desses microrganismos em plantas 

cultivadas em recipientes contendo substratos. 

O parâmetro área foliar corroborou o comportamento de crescimento das 

mudas de ipê-amarelo (Figura 1.2B). Maior área foliar (60,2 cm²) foi observada com a 

inoculação de B. amyloliquefaciens. Por outro lado, as menores médias de área foliar, 

observadas para o controle, B. subtilis (23,1 cm²) e B. megaterium (25,6 cm²), 

contribuíram para o menor crescimento e desenvolvimento das mudas devido à baixa 

acumulação de energia luminosa. A área foliar também aumentou em 80% em plantas 

de Musa acuminata Colla quando inoculadas com B. amyloliquefaciens (105,96 cm²) 

em comparação com plantas de controle não inoculadas (58,86 cm²) (Gamez et al., 

2019). Na espécie Codonopsis pilosula (Franch.) Nannf., a área foliar de plantas 

inoculadas com B. amyloliquefaciens aumentou em 43%, em comparação com o 

controle (Zhao et al., 2016). Isso indica aumento no potencial fotossintético das 

mudas, com maior área de superfície para absorção de luz e, consequentemente, 

maior assimilação de carbono (Tang et al., 2015). 

Para as análises de fluorescência, o mínimo (F0) representa a fluorescência 

com todos os centros de reação abertos, indicando a fluorescência emitida pela 

clorofila, uma molécula do complexo de captação de luz do Fotossistema II. Por outro 

lado, a fluorescência máxima (FM) representa a redução completa da quinona primária 

pela incidência de um pulso de luz em seu centro de reação, o que resulta em 

fluorescência máxima (Taiz et al., 2017). Para FM, foram obtidos ganhos de 23,5% 

com rizobacterização de B. amyloliquefaciens e 13,9% com A. brasilense, em 

comparação com o controle (Figura 1.2E). Esse parâmetro pode ser atribuído à 

capacidade dessas bactérias de estabelecer uma atividade fotossintética maior e 

melhor sob condições climáticas semelhantes, o que reduz os riscos de danos por 

fotoinibição, mesmo que não haja diferença entre os tratamentos quanto ao conteúdo 

de clorofila (Stirbet et al., 2018). 

No entanto, não houve diferença entre os tratamentos para a relação entre 

altura da parte aérea e diâmetro do caule na produção de mudas de ipê-amarelo. Essa 

relação expressa a robustez da planta, onde um valor mais baixo indica uma maior 

capacidade da planta de sobreviver e se estabelecer no campo (Cargnelutti et al., 

2017). Assim, ao analisar essa característica, não se observa superioridade para 
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nenhuma bactéria; no entanto, quando apenas o diâmetro do caule é avaliado, 

observa-se a superioridade de B. amyloliquefaciens e A. brasilense, o que também 

pode explicar o melhor desempenho das mudas inoculadas com ambas as espécies, 

uma vez que o diâmetro do caule é o preditor de desempenho pós-plantio mais 

confiável, indicando a qualidade da planta (Ritchie et al., 2010).  

Os resultados obtidos para o Índice de Qualidade de Dickson (IQD) reforçam a 

qualidade superior das mudas inoculadas com B. amyloliquefaciens seguidas por A. 

brasilense. O índice é um parâmetro completo para indicar o desempenho da muda, 

portanto, quanto maior o IQD, maior a qualidade da muda dentro desse lote (Lisboa 

et al., 2018). A fórmula do IQD usa a matéria seca das raízes, reconhecida como um 

dos indicadores mais simples que melhor determina o estabelecimento das mudas no 

campo, pois impacta diretamente a absorção de água e nutrientes (Shen et al., 2019; 

Avelino et al., 2021). Dessa forma, mudas com massa seca das raízes mais destacada 

terão mais sucesso no campo devido à sua melhor capacidade de aclimatação após 

o transplante (Avelino et al., 2021). Essa característica mostrou resultados 

semelhantes ao IQD no presente estudo, fortalecendo ainda mais a superioridade da 

qualidade das mudas de ipê amarelo inoculadas com B. amyloliquefaciens seguidas 

por A. brasilense. 

A maior média de massa seca das raízes das mudas inoculadas com B. 

amyloliquefaciens e A. brasilense pode ser devido ao maior comprimento, pois esse 

traço mostrou resultados semelhantes para ambas as bactérias e também um 

aumento nos pelos radiculares, como pode ser visto na Figura 1.5D. Quando as 

bactérias estão presentes nas raízes, elas causam mudanças na densidade e no 

comprimento dos pelos radiculares, aumentando a área de superfície das raízes, 

permitindo melhor uso de nutrientes e água (Hakim et al., 2021). Tais efeitos estão 

associados à capacidade das rizobactérias de liberar substâncias promotoras do 

crescimento, como ácido indolacético, giberelinas e citocininas (Ahemad e Kibret, 

2014). 

Logo, o maior número de unidades de colônia no substrato (Figura 1.4A) foi 

observado quando B. amyloliquefaciens e A. brasilense foram inoculados, 

confirmando que essas rizobactérias tiveram uma proliferação mais significativa neste 

substrato em associação com a espécie, além de mostrar os melhores resultados de 
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crescimento e qualidade para as mudas de ipê-amarelo. James Junior et al. (1985) 

observaram que esse aumento na colonização de plantas por certas bactérias é 

característico apenas à algumas cepas bacterianas que conseguem estabelecer laços 

irreversíveis nas raízes em comparação com bactérias que não colonizam as raízes. 

Essa característica foi também observada com a inoculação de Azospirillum em milho, 

onde os autores observaram que, o aumento da colonização de plantas promoveu o 

crescimento das raízes (Fallik et al., 1988). 

Sendo assim, o ponto de partida na promoção do crescimento das plantas é a 

colonização da rizosfera e dos tecidos vegetais, como raízes e folhas (Bulgarelli et al., 

2013). Neste estudo, o tratamento com B. amyloliquefaciens mostrou o maior número 

de unidades de colônia nas raízes (4,7 x 104), seguido por A. brasilense (3,6 x 104) 

(Figura 1.4B), indicando uma preferência do local para colonização dessas bactérias 

em ipê-amarelo. A inoculação de B. amyloliquefaciens também apresentou maior 

número de colônias nas partes aéreas, com 8,61 x 103 UFC g-1 (Figura 1.4C), 

tornando a interação positiva dessa rizobactéria com a espécie estudada ainda mais 

evidente. 

Diante dos resultados obtidos, foi possível observar que as rizobactérias 

testadas interferiram no crescimento, na qualidade e na capacidade fotossintética da 

espécie estudada e que, portanto, o uso destes microrganismos benéficos na 

produção de mudas de ipê-amarelo é promissor, concordando com Yarte et al. (2022) 

que também afirmaram que há potencial na aplicação de rizobactérias para melhorar 

a produção de mudas de ipê-roxo (Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) 

Mattos). 

 

2.6 CONCLUSÕES 

O uso de rizobactérias para cultivar mudas de ipê-amarelo melhorou os 

parâmetros de crescimento como altura da planta, diâmetro do caule, comprimento 

das raízes, biomassa da planta e área foliar. A espécie Bacillus amyloliquefaciens 

mostrou-se o inoculante mais eficiente. Além disso, a bactéria Azospirillum brasilense 

também pode ser uma alternativa na produção de mudas dessa espécie. 



 

 

41 

Com base na pesquisa, recomenda-se a aplicação das rizobactérias isoladas 

para otimizar a produção de mudas, com a redução no tempo de viveiro e na formação 

de mudas mais robustas e saudáveis. 
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CAPÍTULO 3 – Promoção de crescimento de mudas de Ipê-roxo 

(Bignoniaceae) por inoculação de rizobactérias 

 

3.1 RESUMO 

A utilização de bactérias promotoras do crescimento vegetal tem se destacado 
na busca por tecnologias sustentáveis que impulsionem a produção agrícola global. 
As bactérias dos gêneros Bacillus e Azospirillum que habitam principalmente a 
rizosfera, demonstram a capacidade adicional de colonizar os tecidos da parte aérea 
das plantas, contribuindo para resistência das mesmas à estresses abióticos e para 
melhorar a disponibilização e absorção de nutrientes. Este estudo teve como objetivo 
avaliar o efeito de rizobactérias promotoras de crescimento vegetal na produção de 
mudas de ipê-roxo (Handroanthus impetiginosus), importante espécie arbórea nativa 
usada no paisagismo e ameaçada de extinção. O delineamento experimental foi o 
inteiramente casualizado. Os tratamentos consistiram nas rizobacterias Bacillus 
subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens e Azospirillum brasilense 
mais a ausência de bactérias – controle; foram quatro repetições e dez plantas por 
parcela. Avaliou-se a altura da parte aérea; diâmetro do coleto; comprimento do 
sistema radicular; massa seca da parte aérea, das raízes e total; a razão altura da 
parte aérea/diâmetro do coleto e o Índice de Qualidade de Dickson. Foi determinado 
também o número de folhas, área foliar, índice SPAD, fluorescência mínima, 
fluorescência máxima e máxima eficiência fotoquímica do fotossistema II. Os inóculos 
B. subtilis e A. brasilense promoveram aumento no crescimento, acúmulo de 
biomassa, maiores níveis de qualidade e melhorias na fluorescência da clorofila em 
comparação com o tratamento controle. Os resultados evidenciaram que as 
rizobactérias utilizadas no presente estudo têm capacidade de colonizar as mudas de 
ipê-roxo, promovendo o desenvolvimento e aumentando a eficiência fotossintética das 
mesmas. Assim, conclui-se que, a aplicação das rizobactérias B. subtilis e A. 
brasilense demonstrou ser eficaz para promover o crescimento sustentável de mudas 
de ipê-roxo, contribuindo significativamente para melhorias na qualidade e no manejo 
do cultivo em viveiros. 
 
Palavras-chave: Handroanthus impetiginosus; Microrganismos promotores de 
crescimento de plantas; Mudas Florestais, Viveiro, Fotossíntese.  
 

3.2 INTRODUÇÃO 

Ipê-roxo (Handroanthus impetiginosus Mart. ex DC. Mattos), pertencente à 

Bignoniaceae é uma árvore perene e de grande porte, cuja altura pode chegar a 30 

m; sua principal característica é a floração vistosa, de coloração magenta, sendo 

amplamente distribuída em florestas tropicais sazonais secas da América Central e do 

Sul (Lorenzi, 2020). 
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O ipê-roxo é utilizado de diferentes formas; sua madeira é destinada à 

fabricação de móveis e na construção civil e naval em decorrência da qualidade 

tecnológica da mesma, a qual possui como características a alta resistência mecânica 

e a longa durabilidade natural (Silva-Junior et al., 2018). Sua casca, flor e folha são 

bastante utilizadas como fitofármacos em virtude da presença isolada de substâncias 

com ação em atividades biológicas anticancerígenas, anti-inflamatórias, antioxidantes, 

antibacterianas e anti-leishmaníaca (Valle et al., 2023; Ahmad et al., 2020; Mariano et 

al., 2022; Santos et al., 2023). Além dessas utilizações, essa espécie é recomendada 

na recuperação de áreas degradadas (Viana et al., 2019) ou para fins ornamentais, 

devido à sua beleza cênica durante o período de floração, ideal à projetos de 

paisagismo ou na arborização urbana (Lorenzi, 2020). 

No estágio inicial do crescimento das espécies de ipê-roxo, é comum observar 

um desenvolvimento lento e um sistema radicular fraco, o que impacta negativamente 

o crescimento em altura e a qualidade geral das plantas. Essas condições 

comprometem significativamente a sobrevivência das plantas durante os estágios 

posteriores (Lima et al., 2014; Viana et al., 2019). Nesse aspecto, para a utilização da 

espécie, a produção e disponibilidade de mudas vigorosas e de qualidade são 

indispensáveis. 

Um dos recursos que contribuem para a produção de plantas mais resistentes, 

sadias e em menor tempo é o uso de bactérias promotoras de crescimento em plantas. 

Diversos estudos verificaram que algumas espécies de bactérias, denominadas 

rizobactérias, tem a capacidade de colonizar as raízes, que proporcionam estímulos 

diretos ou conferem benefícios ao crescimento, desenvolvimento e resistência à 

fatores bióticos e abióticos em várias espécies de plantas (Castro et al., 2020; Kondo 

et al., 2020; Alexandre et al., 2021; Campos et al., 2023; Rodrigues et al., 2023; Tarh 

et al., 2023). Na rizosfera, uma porção significativa da superfície radicular, 

aproximadamente entre 7% e 15%, é ocupada por uma diversidade de bactérias, e a 

atividade microbiológica nessa região, que se estende desde a superfície da raiz até 

uma distância de 1 a 3 mm, engloba diversas espécies com importância para o 

desenvolvimento vegetal (Santoyo et al., 2016). As rizobactérias têm habilidade de 

desenvolvimento extracelular nos tecidos radiculares de diversas plantas, por 

demonstrar a capacidade de promover o crescimento vegetativo mediante a produção 



 

 

47 

de sinais ou substâncias específicas promotoras do crescimento vegetal (Olanrewaju 

et al., 2017). 

Estudos apontam que as rizobactérias pertencentes ao gênero acillus têm a 

capacidade de influenciar o crescimento e o desenvolvimento das plantas através da 

síntese e liberação de fitohormônios, como citocinina, ácido abscísico e regulação 

hormonal das giberelinas (Miljaković et al., 2020). Estas podem atuar na solubilização 

do fosfato, estimulando o crescimento da planta por meio de uma nutrição apropriada 

de fósforo, além de aumentar a absorção de nitrogênio, fósforo, potássio e ferro e, 

ainda, algumas espécies demonstram a capacidade de reduzir o Fe III que é tóxico as 

plantas, para Fe II que não é toxico (Meena et al., 2016). Adicionalmente, essas 

rizobactérias apresentam potencial como agentes biológicos contra doenças de 

plantas e resistência aos estresses hídrico, salino e térmico (Hashem et al., 2019). 

Já as bactérias do gênero Azospirillum são vantajosas para as plantas devido 

à sua habilidade de fixar o nitrogênio molecular (N2), tornando-o mais disponível para 

as plantas (Fukami et al., 2018). Também induzem a produção e liberação de 

fitormônios, como auxinas, giberelinas e citocininas (Cassán et al., 2020).  

Diante do exposto, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito de 

rizobactérias promotoras de crescimento vegetal na produção de mudas de ipê-roxo 

(Handroanthus impetiginosus). 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

O Experimento foi conduzido durante os meses de setembro 2021 a janeiro de 

2022, em casa de vegetação, pertencente à Faculdade de Ciências Agrárias e 

Veterinárias (UNESP/FCAV), Câmpus de Jaboticabal, SP (21°14’45” S, 48°18’58” O 

e altitude 595 m). O clima da microrregião, pelo sistema de Köppen-Geiger, é 

classificado como do tipo Aw - tropical de savana, com inverno seco e, pelo sistema 

de Thornthwaite, mostra a região com clima úmido e pequena deficiência hídrica no 

inverno (Andre e Garcia, 2015). 

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. Foram quatro 

tratamentos, sendo: Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Bacillus amyloliquefaciens 

e Azospirillum brasilense, mais o controle (a ausência de rizobactéria), com quatro 

repetições e dez plantas por parcela.  
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Foram utilizadas sementes de H. impetiginosus colhidas de matrizes existentes 

no Viveiro Experimental de Plantas Ornamentais e Florestais da Faculdade de 

Ciências Agrárias e Veterinárias (UNESP/FCAV) durante o mês de setembro de 2021. 

A semeadura foi realizada em tubetes com capacidade volumétrica de 280 cm³, e os 

mesmos foram acondicionados em bandejas de polipropileno com capacidade para 

54 recipientes, contendo como substrato comercial Carolina Soil®, o qual possui em 

sua composição turfa, vermiculita, casca de arroz torrefada, calcário dolomítico 

calcinado, fertilizante NPK 14-16-18 e micronutrientes (informações obtidas a partir de 

dados existentes na embalagem). As bandejas com os tubetes foram suspensas em 

bancadas de malhas metálicas a 70 cm do solo, em casa de vegetação coberta e com 

as laterais protegidas com tela preta que permite a passagem de 50% da luz e, ainda, 

com cobertura de plástico transparente acima da cobertura de tela. 

Foram distribuídas três sementes por tubete e, cinco dias após a emergência, 

foi realizado o desbaste, deixando-se apenas uma plântula por recipiente, utilizando-

se como critério a plântula de maior vigor e mais centralizada. A irrigação das mudas 

foi realizada por meio de microaspersores acionados automaticamente, três vezes ao 

dia com duração de 15 minutos cada com vazão de 30 L h-1. 

 

3.3.1 Produção e preparo do inóculo 

Os microrganismos fazem parte da coleção do Laboratório de Microbiologia do 

Solo do Departamento de Produção Vegetal da UNESP-FCAV, Câmpus de 

Jaboticabal, onde foram produzidos separadamente, em meio de caldo nutritivo por 

sete dias em frascos mantidos em B.O.D. (Eletrolab, modelo 347 F, Brasil), à 

temperatura de 25 °C. Após o período de incubação, os microrganismos foram 

centrifugados separadamente a 10.000 rpm durante 10 minutos à 28 °C (Novatecnica, 

modelo MLW K24, Brasil). A concentração do inóculo foi padronizada conforme 

recomendação de Barry e Thornsberry (1991) e Sahm e Washington (1991) em 1 x 

107 UFC mL-1 com auxílio de espectrofotômetro (Micronal, modelo B382, Brasil) na 

absorbância de 695 nm. 

 

3.3.2 Rizobacterização do substrato 
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A inoculação dos microrganismos foi realizada duas vezes, sendo a primeira 

aos 30 dias após a semeadura e a segunda aos 60 dias, por meio da aplicação de 1,0 

mL da solução no substrato próximo ao caule, com o auxílio de micropipeta mecânica 

(VF-1000, Digipet®). As mudas destinadas ao tratamento controle não foram 

inoculadas. 

 

3.3.3 Variáveis de crescimento e qualidade 

Quando as raízes começaram a aparecer na base inferior dos tubetes, após 

107 da semeadura, foram avaliadas as características: altura da parte aérea (cm), 

medida a partir do nível do substrato até o ápice da última folha com o auxílio de régua 

milimetrada; diâmetro do coleto (mm), determinado ao nível do substrato, com uso de 

paquímetro digital com precisão de 0,01 mm (Western® PRO DC-6); contagem do 

número de folhas totalmente expandidas; comprimento do sistema radicular (cm), 

levando em consideração o comprimento da maior raiz, obtido com o auxílio de régua 

milimetrada; massa seca da parte aérea (MSPA) e das raízes (MSR), obtidas após a 

secagem em estufa com circulação forçada de ar a 70 ºC até atingir peso constante, 

sendo posteriormente pesadas em balança de precisão de 0,001g (SHIMADZU®, 

modelo AY220) e os resultados expressos em gramas; massa seca total (MST), obtida 

somando-se as massas secas da parte aérea e das raízes, resultados expressos em 

g planta-1. 

Determinou-se também, a razão entre a altura da parte aérea e o diâmetro do 

coleto (H/DC) e o Índice de Qualidade de Dickson (IQD), obtido pela fórmula proposta 

por Dickson em 1960, aplicada em várias pesquisas, como descrita em Souza et al. 

(2022), onde: IQD = MST (g)/[H (cm)/DC (mm) + MSPA (g)/MSR (g)]. 

 

3.3.4 Variáveis do comportamento fotossintético 

Foi mensurada a área foliar (AF cm2) utilizando medidor eletrônico de área foliar 

(Li-3100C, LI-COR®, Lincoln, Nebraska, USA) e determinado o teor de clorofila, com 

o aparelho ClorofiLOG, modelo CFL1030, marca FALKER®; a fluorescência mínima 

(Fo), fluorescência máxima (Fm) e máxima eficiência fotoquímica do fotossistema II 

(Fv/Fm), foram obtidas pelo fluorômetro portátil (OS30p, Opti Science). 
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3.3.5 Variáveis microbiológicas  

Foi realizada, ainda, a contagem de bactérias no substrato, raízes e parte 

aérea, nos tratamentos onde se realizou a aplicação das rizobactérias, a fim de 

observar a mobilização das mesmas após a inoculação.  

A contagem de bactérias presentes no substrato foi realizada em dez gramas 

de material fresco, que foram adicionados a um frasco Erlenmeyer contendo 95 mL 

de solução salina de pirofosfato de sódio 0,1%. Todos os frascos Erlenmeyer foram 

agitados por 1 hora e, do conteúdo dos frascos foram preparadas diluições em série 

seguindo a metodologia proposta por Wollum (1983). Cem microlitros (100 μL) das 

soluções obtidas por diluição foram inoculados em placas de Petri contendo meio ágar 

nutriente em triplicata. Em seguida, as placas foram mantidas em câmara tipo B.O.D. 

a 30 °C, e o número de Unidades Formadoras de Colônia (UFC) foi contado após 24, 

48 e 72 horas (Vieira e Nahas, 2005). 

Para a contagem de bactérias nas plantas, estas foram separadas em parte 

aérea e raízes e lavadas com água corrente. Para eliminação de microrganismos 

epifíticos, um grama (1 g) de cada tecido vegetativo (folhas e raízes) foi submetido à 

desinfecção superficial. Ambos os tecidos foram imersos sequencialmente em etanol 

70% por 1 minuto, solução de hipoclorito de sódio (2,0-2,5% Cl ativo) por 3 minutos e 

etanol 70% por 30 segundos. Posteriormente, os tecidos foram lavados três vezes 

com água destilada (Araújo et al., 2002). Uma vez lavados e esterilizados, os tecidos 

foram macerados assepticamente com o auxílio de um matraz e pilão e, em seguida, 

foram realizadas diluições e, alíquotas de 100 μL foram semeadas em placas de Petri 

contendo meio ágar triptona soja para isolamento de bactérias. Essas placas foram 

cultivadas em estufas microbiológicas à temperatura constante de 30 °C durante 24 

horas para crescimento de bactérias e a contagem do número de UFC foi realizado 

após 24, 48 e 72 horas. 

 

3.3.6 Procedimentos estatísticos 

Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o Software 

AgroEstat (Barbosa e Maldonado Junior, 2015). Os dados foram apresentados em 

gráficos Boxplot elaborados em R Core Team (2013). 
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3.4 RESULTADOS 

Os resultados obtidos no experimento de produção de mudas de ipê-roxo, via 

inoculação de rizobactérias em substrato, mostraram efeito significativo (P<0,05) para 

todos os parâmetros avaliados. 

A rizobactéria Azospirillum brasilense se destacou, apresentando maiores 

médias para altura da parte aérea (13,9 cm), diâmetro do coleto (1,72 mm), massa 

seca da parte aérea (0,172 g) e massa seca total (0,686 g) (Figura 2.1). Para massa 

seca de raiz, A. brasilense não apresentou diferença para Bacillus subtilis com médias 

de 0,503 g e 0,443 g, respectivamente (Figura 2.1E). Já com relação ao comprimento 

de raiz, as rizobactérias não diferiram entre si, com média de 19,98 cm, sendo todas, 

exceto a B. amyloliquefacens, superiores ao controle (Figura 2.1C). 
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Figura 2.1: Boxplots para avaliação do crescimento de mudas de Handroanthus 
impetiginosus inoculadas com rizobactérias para A - altura da parte aérea 
(cm), B - diâmetro do coleto (mm), C - comprimento da raiz (cm), D – 
MSPA - massa seca da parte aérea (g planta-1), E – MSR - massa seca 
de raízes (g planta-1), F – MST - massa seca total (g planta-1). Médias 
seguidas da mesma letra não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). 
Azospirillum brasilense (AB), Bacillus amyloliquefaciens (BA), Bacillus 
megaterium (BM), Bacillus subtilis (BS) e sem inoculação (Controle). 
Jaboticabal, SP, 2022. 
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Em relação à qualidade das mudas, A. brasilense apresentou a maior média 

para a relação H/DC (8,82) e IQD (0,089), sendo superior às demais rizobactérias e 

ao controle, com o incremento de 18,8% para H/DC e 60,36% para o H/DC quando 

comparada com o controle (Figura 2.2).  

 

Figura 2.2: Boxplots para avaliação da qualidade de mudas de Handroanthus 
impetiginosus inoculadas com rizobactérias, A - razão altura da parte 
área pelo diâmetro do coleto (H/DC), B - Índice de Qualidade de Dickson 
(IQD). Médias seguidas da mesma letra não diferem pelo teste de Tukey 
(P<0,05). Azospirillum brasilense (AB), Bacillus amyloliquefaciens (BA), 
Bacillus megaterium (BM), Bacillus subtilis (BS) e sem inoculação 
(Controle). Jaboticabal, SP, 2022. 

 

Observando o crescimento radicular, este não apresentou expressivo aumento 

de comprimento (Figura 2.3C), no entanto, houve incremento significativo na massa 

seca promovido pelo aumento na formação de raízes secundárias (Figura 2.3E). É 

possível observar esse ganho pelo aspecto morfológico das mudas de ipê-roxo aos 

107 dias após a semeadura (Figura 2.3). Esse ganho não se refletiu apenas no 

sistema radicular, como também em outras partes vegetativas das mudas e, a Figura 

3 permite comparar os aspectos morfológicos dos ganhos obtidos apresentados entre 

os tratamentos. 
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Figura 2.3: Aspecto visual das mudas de Handroanthus impetiginosus aos 107 dias 
após a semeadura. Tratamentos: Controle (A), Bacillus amyloliquefaciens 
(B), Bacillus megaterium (C), Bacillus subtilis (D) e Azospirillum brasilense 
(E). Jaboticabal, SP, 2022. 

 
Os parâmetros fotossintéticos das mudas de ipê-roxo como o número de folhas, 

área foliar, índice SPAD e máxima eficiência fotoquímica do fotossistema II, destacou 

as rizobactérias A. brasilense que apresentou valores médios de 4,4; 32,43 cm²; 

18,86; 0,738, respectivamente, e B. subtilis com valores de 4,2; 28,22 cm², 18,14; 

0,705, respectivamente (Figura 2.4). A rizobactéria B. amyloliquefaciens apresentou 

fluorescência máxima de 458 e mínima de 149, sendo indicativo de estresse fisiológico 

das mudas. 
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Figura 2.4: Boxplots para avaliação do desempenho fotossintético de mudas de 
Handroanthus impetiginosus inoculadas com rizobactérias, A – número de 
folhas, B – área foliar (cm²), C –SPAD, D - fluorescência mínima (Fo), E - 
fluorescência máxima (Fm), F - máxima eficiência fotoquímica do 
fotossistema II (Fv/Fm). Médias seguidas da mesma letra não diferem pelo 
teste de Tukey (P<0,05). Azospirillum brasilense (AB), Bacillus 
amyloliquefaciens (BA), Bacillus megaterium (BM), Bacillus subtilis (BS) e 
sem inoculação (Controle). Jaboticabal, SP, 2022. 
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Para os atributos microbiológicos (Figura 2.5), verificou-se que a inoculação da 

rizobactéria Azospirillum brasilense promoveu maior colonização de bactérias no 

substrato (6.071.262 UFC/mL), nas raízes (98.628 UFC/mL) e na parte aérea (6.636 

UFC/mL), à qual diferiu estatisticamente dos demais tratamentos.  

 

Figura 2.5: Boxplots para contagem de bactérias em mudas de Handroanthus 
impetiginosus inoculadas com rizobactérias, A - UFC no substrato, B - 
UFC na raiz, C – UFC na parte aérea.  Médias seguidas da mesma letra 
não diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Azospirillum brasilense (AB), 
Bacillus amyloliquefaciens (BA), Bacillus megaterium (BM), Bacillus 
subtilis (BS). Unidades formadoras de colônias por grama (UFC/ml). 
Jaboticabal, SP, 2022. 

 
3.5. DISCUSSÃO 

A associação simbiótica entre plantas e bactérias dos gêneros Bacillus e 

Azospirillum proporciona diversos benefícios para o desenvolvimento e sanidade 

vegetal. A capacidade de interação entre o ipê-roxo e as bactérias naturalmente 

endofíticas foi constada por Yarte et al. (2022), que coletaram folhas e raízes de 
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árvores adultas distribuídas naturalmente e identificaram bactérias endofíticas nativas 

dos gêneros Bacillus, Paenibacillus, Pseudomonas, Rhizobium Rummeliibacillus e 

Methylobacterium, apresentando, a maioria das cepas, potencial de promover o 

crescimento de plantas e resistência às condições salinas. Llacsa et al. (2019) também 

analisarama diversidade de bactérias na rizosfera de Handroanthus chrysotrichus 

(Mart. ex DC) Mattos e Handroanthus billbergii Bureau & K. Schum., e identificaram 

mais de 546 e 154 bactérias, respectivamente. Desse modo, o conhecimento desse 

tipo de associação contribui para a aplicação da tecnologia de rizobacterização para 

a Bignoniaceae. 

Os efeitos benefícios da inoculação de rizobactérias na promoção do 

crescimento de mudas de espécies florestais é muito estudado, sendo relatados para 

diversas espécies como Caesalpinia peltophoroides Benth. (Cunha et al., 2013), 

Corylus avellana L. (Rostamikia et al., 2016), Euterpe oleracea Mart (Castro et al., 

2020; Campos et al., 2023), Handroanthus impetiginosus (Rodrigues et al., 2023), 

Jacaranda mimosifolia D. Don (Missio, 2016), Pinus taeda L. (Kondo et al., 2020), 

Soymida febrifuga (Roxb.) Juss. (Tarh et al., 2023) e Tectona grandis L.f. (Alexandre 

et al., 2021). Os principais resultados destas pesquisas foram em relação ao aumento 

do crescimento da planta, proteção contra estresses abióticos e eficiência na absorção 

de água e nutriente. 

Os resultados do presente estudo evidenciaram o efeito positivo de A. 

brasilense seguido por B. subtilis sobre o crescimento e qualidade das mudas de ipê-

roxo, expresso pela altura, diâmetro do coleto, massa seca da parte aérea, massa 

seca da raiz, massa seca total, relação H/DC e IQD. Desse modo, A. brasilense 

mostrou-se eficaz no crescimento e qualidade das mudas quando comparado ao 

controle, promovendo ganhos de 24,2% para altura, 18,2% para o diâmetro do coleto, 

9,39% para o comprimento de raiz, 45,9%, para massa seca de parte área, 50,2% na 

massa seca de raiz, 49,2% no massa seca total, 18,76% para H/DC e 60,36% para 

IQD.  

Este resultado corrobora com o sucesso da propagação in vitro na interação 

entre o ipê-roxo e Azospirillum brasilense indicado por Larraburu e Llorente (2015 a,b), 

em que, a colonização bacteriana melhorou a divisão celular, o crescimento 

secundário do caule e a densidade dos pelos radiculares em comparação com as 
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plantas não inoculadas. Porém, para Jacaranda mimosifolia, também pertencente à 

Bignoniaceae, Salotti et al. (2023) observaram que não há interações positivas com 

inoculação de A. brasilense para o crescimento in vitro. No entanto, isso é um 

indicativo de que a espécie de bactéria possui influência sobre os aspectos estudados. 

A inoculação de Azospirillum também melhorou o crescimento e a qualidade de 

mudas de Soymida febrifuga (Tarh et al., 2023), em que, houve incremento em altura, 

diâmetro do coleto, área foliar total, massa seca de mudas e IQD. No entanto, A. 

brasilense, não foi efetiva no crescimento e qualidade para as arbóreas A. pavonina 

L. (Almeida et al., 2021), Cassia leptophylla Vogel., Lafoensia pacari Saint-Hilaire., 

Mimosa flocculosa Burkart e Schinus terebinthifolius Raddi. (Felix et al., 2021). O efeito 

da rizobacterização é, portanto, variável com a espécie vegetal, como ocorreu neste 

estudo e demais autores.  

Para B. subtilis, os ganhos em crescimento e qualidade comparada ao 

tratamento controle, foram de 7,01% para altura, 4,29% para o diâmetro do coleto, 

7,69% para o comprimento de raiz, 18,93% na massa seca de parte área, 32,52% na 

massa seca da raiz, 28,79% na massa seca total, 2,55% para H/DC e 31,94% para 

IQD.  

O potencial da inoculação de microrganismos para ipê-roxo desenvolvido 60 

dias em viveiro foi recentemente mostrado por Rodrigues et al. (2023). Estes autores 

verificaram que a inoculação de isolados de Trichoderma asperellum e Bacillus subtilis 

aumentaram a altura de 10,80 ± 0,76 cm para 12,30 ± 1,20 cm, o diâmetro em 4,08 ± 

0,30 mm e a massa seca total em 0,84 ± 0,14 g. Em mudas de Euterpe oleracea 

inoculadas com B. subtilis houve aumento do diâmetro do coleto, do comprimento de 

raiz e do IQD (Campos et al., 2023); para a mesma espécie, a inoculação de consórcio 

microbiano (Bacillus subtilis + Burkholderia sp. + Bacillus safensis + Pseudomonas 

fluorescens) melhorou o crescimento em altura, o comprimento e a massa seca de 

raiz e a relação H/DC (Rodrigues et al., 2023). Para a arbórea Jacaranda mimosifolia 

houve incremento de 14 % em altura, 7,4 % em diâmetro do coleto, 11,8% em massa 

seca da parte aérea, 19,52 % em massa seca da raiz quando mudas foram inoculadas 

com B. subtilis (Missio., 2016). B. subtilis e B. megaterium promoveram melhor IQD 

em mudas de Pinus taeda (Kondo et al., 2020). No entanto, o uso de B. subtilis na 
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produção de mudas de Caesalpinia peltophoroides não é recomendado (Cunha et al., 

2013). 

As variáveis número de folhas, área foliar e índice SPAD são indicativas do 

potencial fotossintético da planta, pois representam a superfície de captação de 

energia luminosa e, por conseguinte, a assimilação de carbono e a intensidade do 

verde da folha (Taiz et al., 2017). Os melhores resultados, neste estudo, foram com a 

inoculação de A. brasilense e B. subtilis. 

No entanto, mudas de ipê-roxo inoculadas com Bacillus subtilis avaliadas aos 

60 dias não apresentaram diferença para teor de clorofila (SPAD) entre os demais 

microrganismos e o controle (Rodrigues et al., 2023), provavelmente em decorrência 

do menor período de avaliação e das condições de experimentação em comparação 

com o presente estudo. Já mudas de Corylus avellana inoculadas com o consórcio 

bacteriano Pseudomonas putida + Bacillus subtilis + Enterobacter cloacae, avaliadas 

aos 240 dias após a semeadura, apresentaram aumento no índice SPAD e na área 

foliar (Rostamikia et al., 2016). Em estudos que envolvem a interação de plantas com 

microrganismos deve-se considerar a biologia e o ciclo de vida das rizobactérias 

específicas em questão (Santoyo et al., 2016). Logo, deve-se garantir que o tempo de 

condução do estudo seja adequado para observar as respostas desejadas, podendo 

experimentos mais longos oferecer uma compreensão mais abrangente das 

adaptações e respostas das rizobactérias. 

Quando observada a fluorescência, as mudas que foram inoculadas com B. 

amyloliquefaciens e B. megaterium apresentaram altos valores (Figura 4D), os quais 

são indicativos da manutenção dos centros de reação do PSII (fotossistema II) 

abertos, que geram um alto gasto energético, buscando a adaptação às condições 

fotoinibitórias provenientes do ambiente (Kalaji et al., 2016). Em relação a eficiência 

fotossintética, que é a fração da luz solar absorvida pelo PSII que não pode ser usada 

fotoquimicamente e dissipada como calor (Fo/Fm), se destacaram A. brasilense e B. 

subtilis. Os valores de Fv/Fm foram de 0,738 e 0,705, respectivamente, e quando 

comparadas ao controle houve aumento médio de 8,25% (Figura 4F). 

O rendimento quântico máximo do PSII, ou seja, o índice proporcional à taxa 

de fotossíntese (Fv/Fm) indicou que a eficiência de captura desta energia de excitação 

pelos centros de reação abertos do PSII foi baixa, pois acredita-se que o valor de 
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Fv/Fm deve estar próximo de 0,83–0,85 sob condições controladas (Stirbet et al., 

2018). As alterações na relação Fv/Fm também podem ser desencadeadas por 

extinção não fotoquímica, degradação da proteína D1 e inativação de centros de 

reação do PSII, sendo parâmetros confiáveis na avaliação dos estresses oxidativos 

(Kalaji et al., 2016; Stirbet et al., 2018). 

Sabe-se que à medida que as plantas se desenvolvem, a necessidade por 

recursos hídricos e nutricionais aumentam. Em situações de escassez desses 

recursos, as plantas recorrem às suas reservas energéticas, resultando em maiores 

gastos metabólicos para assegurar a sobrevivência (Taiz et al., 2017). No âmbito 

deste estudo, a irrigação foi realizada diariamente, sem a aplicação de fertilização 

suplementar, considerando apenas os nutrientes presentes no substrato ao longo dos 

meses de experimento, podendo ser a causa de todos os valores abaixo dos normais 

indicados. Logo, A. brasilense e B. subtilis proporcionaram fotoproteção às plantas, 

diferente de B. amyloliquefaciens e B. megaterium dentro das condições de cultivo. 

O uso de rizobactérias também melhorou os efeitos da capacidade 

fotossintética em Euterpe oleracea quando inoculada com consórcio das bactérias 

Bacillus subtilis + Burkholderia sp. + Bacillus safensis + Pseudomonas fluorescens 

(Castro et al., 2020). Os autores identificaram aumento de SPAD, média de 23, menor 

valor para fluorescência mínima, de 190 e melhor eficiência do PSII (0,8). 

A colonização por Azospirillum brasilense, promoveu ganhos de 125% para 

UFC no substrato, 47% para UFC na raiz e 68,6% para UFC na parte aérea 

comparada as demais rizobactérias (Figura 5). Os benefícios associados às espécies 

Azospirillum brasilense e Bacillus subtilis são a fixação biológica de nitrogênio, o 

estímulo ao crescimento radicular, a melhora na absorção de nutrientes e a eficiência 

no uso da água (Meena et al., 2016; Fukami et al., 2018). Sua presença na rizosfera 

fortalece a resistência das plantas aos estresses hídrico, salino e térmico, assim como 

a resistência aos patógenos do solo, atuando como agentes de controle biológico 

(Olanrewaju et al., 2017; Ferreira et al., 2019; Hashem et al., 2019). Além disso, essas 

bactérias também produzem compostos promotores de crescimento, como auxinas e 

citocininas, que impactam positivamente o desenvolvimento vegetal (Cassán et al., 

2020; Miljaković et al., 2020). 
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As características das rizobactérias apoiam os resultados encontrados. A alta 

colonização de bactérias no substrato contribuiu para a melhor associação e 

mobilização das rizobactérias na planta. Pôde-se inferir então, que a inoculação de 

rizobactérias específicas, como A. brasilense e B. subtilis, promoveu o melhor uso dos 

recursos disponíveis no substrato para as mudas de ipê-roxo, como demonstrado no 

presente estudo, acarretando o incremento no número de folhas e área foliar, que 

exerceu influência significativa no crescimento e na qualidade das mudas avaliadas. 

Esse resultado, portanto, é atribuído à interação favorável entre o ipê-roxo e as 

rizobactérias. 

 

3.6 CONCLUSÕES 

A produção de mudas de ipê-roxo em substrato inoculado com rizobactérias 

pré-selecionadas, aumenta a produção de raízes e folhas, assim como todo o 

desenvolvimento vegetativo. Houve interação positiva entre as mudas de ipê-roxo e 

Azospirillum brasilense.  

A utilização da rizobactéria Azospirillum brasilense pode ser empregada com o 

intuito de maximizar a produção de mudas de ipê-roxo, bem como otimizar a eficiência 

dos recursos fisiológicos. 
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CAPÍTULO 4 – Teste de qualidade com uso de imagens de Raio-X e 

criopreservação em sementes de ipê-roxo 

 

4.1 RESUMO 

A análise de imagens de raio-X em sementes é uma técnica não destrutiva empregada 

para avaliar características internas das sementes sem comprometer sua viabilidade 

ou integridade. A criopreservação é um método de conservação a longo prazo, em 

que o material biológico é submetido à temperaturas extremamente baixas (-196°C). 

Logo, o objetivo deste estudo foi verificar o uso da técnica de imagens de raio-X na 

qualidade das sementes de ipê-roxo, como também avaliar a germinabilidade das 

sementes que foram submetidas à criopreservação pelo método de vitrificação. Foram 

obtidas imagens de raio-X de 216 sementes, sendo que, cada uma correspondeu à 

uma unidade experimental, sendo que, cada semente correspondeu uma unidade 

experimental que foi germinada em papel filtro à 25°C a fim de comparação e 

investigação dos resultados. Na criopreservação, o delineamento experimental foi o 

inteiramente casualizado com sete tratamentos: T0) Controle (as sementes não foram 

imersas em nitrogênio líquido - NL nem em solução de vitrificação - PVS); T1) 

sementes acondicionadas em freezer a -80 ºC; T2) sementes imersas em NL sem 

solução de vitrificação; T3) sementes imersas em PVS2 seguido de NL; T4) sementes 

imersas em PVS2 mais 1,0% de floroglucinol (PG) seguido de NL; T5) sementes 

imersas em PVS3 seguido de NL; T6) sementes imersas em solução de PVS3 mais 

1,0% de PG seguido de NL; quatro repetições e 50 sementes por parcela. Após 

descongeladas e germinadas, foi avaliada a porcentagem de germinação e os dados 

biométricos das sementes. As imagens de raio-X revelaram que a desidratação foi a 

principal causa de anormalidade ou mortalidade nas sementes de ipê-roxo. A maior 

porcentagem de germinação foi obtida em freezer a -80ºC e diretamente no NL sem 

uso de soluções de vitrificação.  

 

4.2 INTRODUÇÃO 

A arbórea Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, conhecida 

popularmente como ipê-roxo, pode atingir até 30 metros de altura e 80 cm de diâmetro 

do tronco, possui uma vasta distribuição em florestas tropicais sazonalmente secas, 
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abrangendo regiões da América do sul e da Mesoamérica (Lorenzi, 2020; Silva-Junior 

et al., 2018). No entanto, essa espécie foi categorizada pela lista da IUCN (2020) como 

ameaçada, devido ao aumento da exploração predatória humana, a qual vem 

resultando na redução de áreas naturais. 

O principal meio de produção do ipé-roxo é a partir de sementes (Lorenzi, 

2020). Logo, avanços contínuos no conhecimento sobre análise da qualidade das 

sementes devem ser abordados, como o uso da análise de imagens, por exemplo, 

que representa uma ferramenta com um potencial indiscutível para estudos básicos e 

aplicados. Essa técnica visa elucidar diversos aspectos do comportamento das 

sementes e aprimorar a metodologia para a avaliação de diferentes atributos da 

qualidade das sementes (Silva et al., 2014). 

O raio-X é uma técnica que pode ser aplicada sem causar danos às sementes, 

permitindo que sejam conduzidos testes fisiológicos. Esses testes visam confrontar as 

observações da morfologia interna das sementes com as características das plântulas 

resultantes dos testes fisiológicos, sejam elas normais ou anormais (Gomes Junior e 

Duijn, 2017). Além disso, as imagens obtidas podem ser catalogadas, arquivadas e 

posteriormente utilizadas para estabelecer critérios de avaliação não subjetivos e 

padronizados, resultando em uma avaliação mais precisa do que aquela baseada 

apenas na observação visual humana (Dell'Aquila, 2007). 

Para esta análise, o teor de água deve ser reduzido ao mínimo possível para 

que a água não interfira na absorção da radiação pelo tecido, resultando em imagens 

opacas (Medeiros et al., 2018). Assim, um baixo teor de água das sementes utilizadas 

no teste de raio-X é crucial para obter radiografias com maior detalhamento das 

estruturas internas da semente (Simak, 1991). 

Além da análise da qualidade física e fisiológicas da sementes, técnicas que 

visam a conservação dessas sementes são imprescritíveis. A criopreservação é uma 

dessas técnicas que possibilita o armazenamento e a conservação a longo prazo de 

material vegetal, como sementes, pólen e tecidos (Gantait et al., 2016). Essa técnica 

desempenha um papel crucial na manutenção, preservação e desenvolvimento de 

estudos sobre espécies vegetais que enfrentam ameaças em seus habitats. Ao 

preservar o material biológico em nitrogênio líquido à temperaturas extremamente 

baixas, seja na fase líquida (-196 °C) ou na fase de vapor (-150 °C), a criopreservação 
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mantém as características originais do material e possibilita sua recuperação após o 

descongelamento (Engelmann e Dussert, 2012). Ao contrário de outras técnicas de 

armazenamento de curto prazo, a criopreservação oferece a vantagem de uma 

preservação duradoura de diversos materiais vegetais. 

No entanto, devido à temperatura extremamente baixa do nitrogênio líquido, 

existe o risco de danos nos tecidos devido à formação de cristais de gelo intracelular. 

Assim, o uso de soluções crioprotetoras torna-se essencial para garantir a 

recuperação bem-sucedida de órgãos, tecidos e a regeneração de plantas após o 

processo de criopreservação (Vendrame e Faria, 2011). Além disso, a umidade das 

sementes deve ser inferior a 10% para evitar a formação de cristais de gelo 

intracelulares durante o processo de congelamento, o que causaria a ruptura e morte 

celular (Engelmann, 2011). 

A vitrificação é a técnica mais amplamente utilizada em protocolos de 

criopreservação, devido à sua facilidade e eficiência. Não requer equipamentos 

sofisticados e apresenta alta taxa de recuperação e sobrevivência do material 

biológico criopreservado. Esta técnica utiliza soluções crioprotetoras altamente 

concentradas e pré-resfriadas à temperaturas muito baixas, resultando em soluções 

viscosas e estáveis resfriadas, que impedem a formação de cristais de gelo dentro 

das células e lesões que podem causar a morte celular e tecidual (Roque-Borda et al., 

2021). Além disso, a vitrificação também limita a difusão de produtos dentro da célula, 

como água e outros substratos, induzindo um estado de quiescência metabólica. Isso 

resulta na prevenção de reações químicas dependentes do processo de difusão. 

Devido às propriedades do "estado vítreo" das soluções de vitrificação, é possível 

suprimir a deterioração do sistema biológico (Sakai e Engelmann, 2007) 

O objetivo deste estudo foi verificar o uso da técnica de imagens de raio-X na 

qualidade das sementes de ipê-roxo, como também avaliar a germinabilidade das 

sementes que foram submetidas à criopreservação pelo método de vitrificação. 

 

4.3 MATERIAL E MÉTODOS 

Sementes da espécie H. impetiginosus foram coletadas de matrizes utilizadas 

na arborização urbana de Miami, no sul da Flórida (25°46'31" N 80°12'32" O). em maio 

de 2023. Esta área é de clima subtropical úmido, zona de resistência de plantas USDA 
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9a. A precipitação média anual é de 1.230 mm e as temperaturas variam entre um 

mínimo de 5,5 °C e um máximo de 32 °C. Foi avaliado o teor de água das sementes, 

o qual que determinado usando o método de estufa a 105 ± 3 °C por 24 horas (Brasil, 

2009). Foram utilizadas duas repetições de 2,0 g cada e os resultados foram 

expressos em porcentagem. 

A teor de água inicial das sementes foi de 12,3% usada no teste de raio-X e,  

após um dia em dessecador, a umidade reduziu para 6,5% e foi usada no estudo de 

criopreservação. 

 

4.3.1 Raio-X na qualidade das sementes 

O experimento de qualidade de semente por raio-X foi conduzido no Laboratório 

de Biologia de Sementes da Universidade da Flórida, localizado em Gainesville, 

Flórida, EUA.  Para a análise da morfologia interna das sementes foram utilizadas 

doze repetições de 18 sementes, totalizando 216 sementes. As amostras foram 

distribuídas em placas acrílicas transparentes, sendo todas as sementes distribuídas 

em posição similar e depois colocadas dentro do equipamento de raio-X digital 2D 

KUBTEC® XPERT® 80, configurado com um tempo de exposição à radiação de 20 

segundos, voltagem de 20-90 kV, distância focal de 5 µm, e contraste de imagem 

calibrado em 49.5 μm. As imagens digitais geradas foram salvas em um computador 

no formato JPEG. 

Na segunda parte do trabalho foi realizado o teste de germinação. Foi instalado 

usando o mesmo arranjo e sequência de sementes usado nas imagens de raio-X. 

Para esta etapa, as sementes foram distribuídas em papel filtro previamente 

umedecido com água destilada em uma proporção de 2,5 vezes a massa seca do 

papel, dispostas em caixas acrílicas de plástico transparente e mantidas em uma 

câmera de germinação à uma temperatura de 25 ºC. A porcentagem de germinação 

foi avaliada diariamente até a estabilização da germinação que se deu em 25 dias 

após a instalação do teste de germinação, com plântulas normais e anormais e 

sementes não germinadas sendo fotografadas e contadas. 

 

4.3.2 Criopreservação na germinação de sementes 
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O experimento de criopreservação foi conduzido no Laboratório de 

Micropropagação de Horticultura Ambiental, em Gainesville, Flórida, EUA. O teor de 

água das sementes de ipê-roxo foi determinado usando o método de estufa a 105 ± 3 

°C por 24 horas (Brasil, 2009). O delineamento experimental foi o inteiramente 

casualizado com sete tratamentos: T0) Controle (as sementes não foram imersas em 

nitrogênio líquido - NL nem em solução de vitrificação - PVS); T1) sementes 

acondicionadas em freezer a -80 ºC; T2) sementes imersas em NL sem solução de 

vitrificação; T3) sementes imersas em PVS2 seguido de NL; T4) sementes imersas 

em PVS2 mais 1,0% de floroglucinol (PG) seguido de NL; T5) sementes imersas em 

PVS3 seguido de NL; T6) sementes imersas em solução de PVS3 mais 1,0% de PG 

seguido de NL; foram quatro repetições e 50 sementes por parcela. 

Para os tratamentos de criopreservação, as sementes foram colocadas em 

tubos de centrífuga de polipropileno de 15 mL, contendo 15 mL de solução de glicerol 

a 2M por 60 minutos à 25 °C, conforme descrito por Nishizawa et al. (1993). Após 60 

minutos, a solução de glicerol foi removida e as sementes foram imersas em soluções 

de vitrificação com ou sem adição de 1% de floroglucinol. Estas soluções de 

vitrificação são: PVS2 e PVS3, sendo a primeira composta por 30% (p/v) de glicerol, 

15% (p/v) de etileno glicol, 15% (p/v) de dimetilsulfóxido (DMSO) e 0,4M de sacarose 

(Sakai et al., 1990), e a segunda composta por 5% de glicerol, 10% de etileno glicol 

(PEG), 10% de dimetil sulfóxido (DMSO), 5% de ficoll e 0,20 mol L-1 de sacarose 

(Mazur et al., 2008). As sementes foram imersas por 120 min na solução 

correspondente ao tratamento aplicado. 

Após 30 dias em ultra freezer (T1) ou NL (demais tratamentos, exceto controle), 

os tubos foram removidos e rapidamente reaquecidos em um banho de água mantido 

à 39,7 °C, até o degelo da solução. Em seguida, as sementes foram enxaguadas em 

água destilada e colocadas para germinar. Foram realizados dois testes de 

germinação: 1) teste em papel filtro, umedecido com água destilada 2,5 vezes o seu 

peso, onde as sementes foram distribuídas sobre o papel e acondicionadas em caixa 

acrílica transparente; 2) teste em substrato composto de areia grossa, turfa e casca 

de pinus, em que foi semeada uma semente por célula em bandejas de polipropileno 

com 72 células. As caixas acrílicas e bandejas foram colocadas em incubadoras 

ajustadas para 25 °C (Brasil, 2013). 
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Foi avaliada no teste de papel filtro a taxa de germinação (%)  por 14 dias e 

para o teste em substrato foram avaliados: germinação (%) e após 60 dias do início 

do teste foram mensuradas a altura da parte aérea (cm); comprimento radicular (cm), 

levando em consideração o comprimento da maior raiz, ambos obtidos com o auxílio 

de régua milimetrada; massa fresca e massa seca da parte aérea e das raízes, obtidas 

após a secagem em estufa com circulação forçada de ar à 70 ºC até atingir peso 

constante, sendo posteriormente pesadas em balança de precisão de 0,001g 

(SHIMADZU®, modelo AY220) e os resultados expressos em gramas planta-1. Foi 

determinado também o valor SPAD, com o aparelho ClorofiLOG, modelo CFL1030, 

marca FALKER®. A quantidade de cobertura verde formada pelas plantas foi obtida 

em imagens por planta, utilizando o aplicativo móvel Canopeo®. O celular contendo o 

aplicativo instalado foi mantido à 50 cm acima da copa e as fotos foram tiradas em 

sala com iluminação constante. Câmeras de celular de lente única foram usadas no 

experimento (equivalência de distância focal ~ 26 mm). 

 

4.3.3 Procedimentos estatísticos 

Os dados foram submetidos à análise de variância e, para dados com valores 

percentuais, foi aplicada uma transformação usando a arcsin (x/100) √½. As médias 

foram comparadas usando o teste de Tukey com um nível de probabilidade de 5%. As 

análises foram realizadas utilizando o software estatístico AgroEstat (Barbosa e 

Maldonado Júnior, 2015). Para execução dos bloxplot e as análises correlação de 

Spearman e de componentes principais foi utilizado o software R, versão 3.5.1 (R Core 

Team, 2018). 

4.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.4.1 Raio-X na qualidade das sementes 

 

As imagens correspondentes às sementes radiografadas e as etapas da 

germinação da semente até a formação de plântulas, são mostradas na Figura 3.1. 

Observa-se que foi realizado o rastreamento de cada semente individualmente 

durante todo o processo de germinação.  
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Figura 3.1. Imagens Raio-X e fases do desenvolvimento da germinação de 
Handroanthus impetiginosus para rastreamento do comportamento de 
cada semente individualmente. 

 

Comparando então a Figura 3.2A com as demais, foi possível identificar os 

danos internos da semente, em que, na Figura 3.2B, os dois cotilédones delgados e 

foliáceos são visualizados sobrepostos; na Figura 3.2C, o eixo hipocótilo-radícula 

aparece com danos, já que sua forma reta facilmente identificada na imagem 

radiografada da Figura 2A, não se mostra da mesma forma na Figura 3.2A e; na Figura 

3.2D não se observa turgidez da semente comparado às demais imagens, sendo que 

esta coloração opaca e a difícil identificação das estruturas internas da semente está 

associada a desidratação severa da mesma. 
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Figura 3.2. Imagem Raio-X de Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos. 
A) semente normal; em destaque a seta 1 - indica o embrião isolado 
evidenciando o eixo hipocótilo-radícula; Seta 2 – cotilédone bilobado; B) 
destaque dos danos no cotilédone; C) dano no hipocótilo-radícula 
destacado pela coloração esbranquiçada; D) sementes com sinais de 
desidratação severa. 

 

As sementes possuem naturalmente um nível de tolerância à dessecação, no 

entanto quando desidratadas além desses limites, várias consequências podem ser 

observadas, entre elas: o aumento na concentração dos solutos intracelulares, o que 

pode levar à reações químicas destrutivas intensificadas; alguns solutos podem 

cristalizar, o que pode iniciar a desnaturação de proteínas e a ruptura das membranas 

celulares e, com isso, o processo de embebição das sementes é danificado, causando 
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danos irreversíveis ou a morte da semente (Guimarães et al., 2011; Pereira et al., 

2014). 

A comparação da resposta do teste de germinação às imagens captadas no 

equipamento de raio-X pode ser observada na Figura 3.3. A abordagem permitiu a 

visualização das condições internas de cada semente, sem causar danos, 

possibilitando assim a identificação de relações de causa e efeito após o teste de 

germinação ter sido concluído. 

 

Figura 3.3. Imagens Raio-X e plântulas anormais de Handroanthus impetiginosus 
(Mart. ex DC.) Mattos. DES – semente com desidratação severa. DAN – 
semente com dano(s) ou ausência de estrutura principal. 

 

O primeiro grupo (plântula normal) de sementes correspondeu à sementes 

inteiras, sem danos ou com danos leves, as quais contribuíram para um efeito positivo 
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na germinação com o desenvolvimento de plântulas normais, onde foram identificadas 

todas as estruturas morfológicas presentes e bem desenvolvidas de acordo com Felix 

et al. (2018). O segundo grupo de imagens (semente morta), caracterizam as 

sementes que não germinaram pela ausência e dano grave do eixo hipocótilo-radícula 

e pela desidratação. O terceiro grupo (plântula anormal) mostra danos intermediários 

nas estruturas, sendo possível visualizar como foi realizada a associação individual 

das imagens por cada indivíduo de plântula (Figura 3.3). Foram identificadas na 

amostra com 216 sementes, 77,5% de plântulas normais, 16% de plântulas anormais 

e 6,5% de sementes mortas. Sementes completas também resultaram em sementes 

não germinadas após  o teste de germinação.  

Resultados corroboram com o observado por Gomes et al. (2016), em que o 

teste de raio-X demonstrou ser eficaz na avaliação da morfologia interna das 

sementes de Platypodium elegans Vog. As imagens de raio-X também foram 

eficientes na avaliação interna da morfologia de sementes de Leucaena leucocephala 

Lam. quando comparadas com a germinação (Medeiros et al., 2018). Pinheiro et al. 

(2022) também estabeleceu uma relação entre a qualidade física e fisiológica das 

sementes de Anadenanthera peregrina (L) Speg. 

O processamento das imagens para o ipê-roxo apresentou algumas 

dificuldades, especialmente devido à forma achatada das sementes. Isso resultou em 

uma visualização menos nítida de algumas estruturas para algumas sementes. 

Pinheiro et al. (2022) também encontrou limitações na identificação de estrutura de 

sementes com uso da imagem de raio-X. 

4.4.2 Criopreservação de sementes 

Para avaliação da eficiência da criopreservação, as sementes foram removidas 

do nitrogênio líquido, descongeladas e colocadas para germinar por 21 dias, quando 

foram observadas as porcentagens máximas de germinação (Brasil, 2013). Para a 

germinação em papel não houve diferença entre T0, T1 e T2, onde a germinação 

média foi de 90% e, as menores taxas foram observadas em T4 (35%) e T5 (44%) 

(Figura 3.4A). Na germinação em substrato, observou-se o aumento da germinação 

para todos os tratamentos comparado ao teste em papel. Não foram observadas 

diferenças entre T0, T1, T2 e T6, todos com média de 96% de germinação, sendo 

superiores aos demais tratamentos (Figura 3.4B). 
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Figura 3.4. Germinação (%) de sementes criopreservadas de Handroanthus 
impetiginosus, pré-tratadas com soluções crioprotetoras, após 30 dias de 
recuperação. A) Germinação em papel. B) Germinação em substrato.**T0-
Controle: sem crioprotetores (sem glicerol, sem PVS2 ou 3, sem 
floroglucinol, sem NL, sem freezer); T1) acondicionadas em freezer a -80ºC 
T2) imersas em NL sem solução de vitrificação; T3) imersas em PVS2 (30 
min) seguido de NL; T4) imersas em PVS2 (30 min) mais 1,0% de 
floroglucinol (PG) seguido de NL; T5) imersas em PVS3 (30 min) seguido 
de NL e T6) imersas em PVS3 (30 min) mais 1,0% de PG seguido de NL. 

 
As diferenças entre os resultados dos testes de germinação podem ser 

explicadas pelo maior contato dos tratamentos com a semente no papel, enquanto 

que, no teste com substrato o mesmo permite a lixiviação das soluções, reduzindo a 

toxicidade durante a germinação. O uso do floroglucinol é recorrente na 

criopreservação de tecidos vegetais, pois exibe características que se assemelham 

tanto às citocininas quanto às auxinas, manifestando propriedades comparáveis ao 

tidiazuron (Silva et al., 2013). No entanto, o uso do floroglucinol não reduziu essa 

toxicidade na criopreservação de sementes de ipê-roxo. 

A criopreservação com teor de água de 6,5%, também foi eficiente para a 

semente de Pyrostegia venusta (Ker Gawl.) Miers (Salomão et al., 2020). Pesquisas 

também compararam o uso de outras temperaturas negativas com o uso do nitrogênio 

líquido. Oliveira et al. (2021) testou 20 espécies de Tillandsia sp. e observaram que o 

resfriamento a -5°C não preservou as sementes, já o uso do NL (-196°C) preservou 

as sementes, mantendo sua viabilidade. Não houve diferença na porcentagem de 

germinação de sementes de Handroanthus spongiosus aramazenadas 30 dias no 

freezer (-20°C) ou em NL, sendo ambas temperaturas recomendadas na 

criopreservação dessa espécie. (Silva et al., 2022). As sementes ortodoxas, como no 

caso das sementes de ipê-roxo, têm a capacidade de tolerar a secagem até baixo teor 



 

 

77 

de umidade sem danificar seu metabolismo, além de preservar sua integridade 

durante o armazenamento a frio de longo prazo. Entretanto, essas sementes permitem 

o potencial de conservação dentro de certos limites de temperatura (Vendrame et al., 

2020). 

Resultados semelhantes foram reportados no estudo de Velasco-García et al. 

(2022), em que o congelamento direto das sementes de Cedrela odorata L. sem 

qualquer agente vitrificante (PSV2 e PSV3), emergiu como o protocolo mais eficaz 

para preservar sua capacidade germinativa. As sementes de Astronium urundeuva M. 

Allemão Engl. também podem ser criopreservadas em NL sem crioprotetores (PVS2; 

PVS2 + 1% floroglucinol e PVS3) (Paula et al., 2022a). Os mesmos resultados foram 

encontrados para sementes de Sinningia leucotricha (Hoehne) Moore (Stegani et al., 

2017). No entanto, a solução de PVS2 foi eficiente na criopreservação de Quercus 

variabilis em NL (Zhang et al., 2023), assim como o uso de PVS2 e PVS2 + PG em 

sementes de Miltonia flavescens (Paula et al., 2020).  

Não foi observada diferença significativa entre os tratamentos para o valor 

SPAD (Figura 3.5A). Para área foliar (Canopeo), os tratamentos T1 e T2 foram 

superiores aos demais (Figura 3.5B). A altura foi afetada independente da solução de 

criopreservação utilizada (T3, T4, T5 e T6), com redução média de 36% quando 

comparado com o T0, T1 e T2. Já entre os tratamentos T1 (15,7cm), T2 (14,5 cm) e 

T3 (15,8 cm), não houve diferença entre si (Figura 5C). Para o comprimento de raiz, 

os tratamentos T0, T1, T2, T3 e T5, não diferiram entre si, entretanto, apenas o T0 foi 

superior ao T4 e ao T6 (Figura 5D). 
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Figura 3.5. Avaliações de sementes criopreservadas de Handroanthus 
impetiginosus, pré-tratadas com soluções crioprotetoras, após 30 dias de 
recuperação. A) SPAD. B) Canopeo. C) Altura (cm). D) Comprimento de 
raiz.**T0-Controle: sem crioprotetores (sem glicerol, sem PVS2, sem 
floroglucinol, sem NL, sem freezer); T1) acondicionadas em freezer a -80ºC; 
T2) imersas em NL sem solução de vitrificação; T3) imersas em PVS2 (30 
min) seguido de NL; T4) imersas em PVS2 (30 min) mais 1,0% de 
floroglucinol (PG) seguido de NL; T5) imersas em PVS3 (30 min) seguido de 
NL e T6) imersas em PVS3 (30 min) mais 1,0% de PG seguido de NL. 

 
  O uso de PVS2 e PVS3 também reduziram a altura das plântulas de Cedrela 

odorata L. (Velasco-Gárcia et al., 2022). O uso de PVS1; PVS2; PVS3; PVS2 + 1% 

phloroglucinol afetou negativamente a altura, o comprimento de raiz e a massa seca 

total na espécie Sinningia leucotricha (Hoehne) Moore (Stegani et al., 2017). A 

criopreservação de Genipa americana L. em NL manteve a germinação das espécies, 

no entanto, o tratamento de frio reduziu a altura e o comprimento da raiz (Souza et al., 

2023). 

Na avaliação da massa fresca da parte área (Figura 3.6A) e da raiz (Figura 

3.6C) o tratamento controle (T0) foi superior aos demais, com médias de 2,057 g e 

1,004 g, respectivamente, seguido, pelos tratamentos T2 e T1. Observando a massa 

seca da parte aérea (Figura 6B), os tratamentos T0, T1 e T2 não diferiram entre si, 
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com média de 0,426 g, sendo superiores aos demais tratamentos (T3, T4, T5 e T6), 

os quais reduziram a massa seca da parte aérea em 48%, 74%, 73% e 62%, 

respectivamente, quando comparados ao T2, quando usado o NL sem imersão nas 

soluções. Já a massa seca da raiz dos tratamentos T0 e T2 foram melhores que os 

demais e não diferiram entre si, com média de 0,145 g, seguidos do T1 (Figura 3.6B). 

Contudo, os tratamentos T3, T4, T5 e T6 também tiveram sua massa seca da raiz 

reduzida quando comparados ao T2 em 48%, 68%, 64% e 76% (Figura 3.6D), 

respectivamente.. aos ). Na. 

 

Figura 3.6. Avaliações de sementes criopreservadas de Handroanthus 
impetiginosus, pré-tratadas com soluções crioprotetoras, após 30 dias de 
recuperação. A) Massa fresca da parte aérea (g). B) Massa seca da parte 
aérea. C) Massa fresca da raiz (g). D) Massa seca da raiz.**T0-Controle: 
sem crioprotetores (sem glicerol, sem PVS2, sem floroglucinol, sem NL, sem 
freezer); T1) acondicionadas em freezer a -80ºC; T2) imersas em LN sem 
solução de vitrificação; T3) imersas em PVS2 (30 min) seguido de NL; T4) 
imersas em PVS2 (30 min) mais 1,0% de floroglucinol (PG) seguido de NL; 
T5) imersas em PVS3 (30 min) seguido de NL e T6) imersas em PVS3 (30 
min) mais 1,0% de PG seguido de NL. 

 
A altura, o comprimento da raiz, a massa seca da raiz e a massa seca da parte 

aérea não apresentaram diferenças entre plântulas de Astronium urundeuva M. 
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Allemão Engl. com a imersão ou não de soluções crioprotetoras (PVS2; PVS2 + 1% 

floroglucinol e PVS3) expostas ao NL (Paula et al., 2022a). Paula et al., (2022b) 

indicaram que o uso dos crioprotetores PVS1, PVS2, PVS2 + 1 % floroglucinol ou 

PVS3 mantiveram a massa seca da parte aérea e da raiz de Dyckia walteriana 

inalteradas quando expostas ao NL. Já Santana et al. (2024) indicaram que o 

crioprotetor PVS2 aumentou a biomassa das plântulas de Hylocereus costaricensis, 

pois a solução reduziu os estresses oxidativos causados pelo contato prolongado ao 

NL. 

 Analisando a matriz de correlação de Spearman (Figura 3.7), foram 

encontradas correlações positivas e negativas significativas entre as características. 

Para os traços da germinação e do desenvolvimento das plântulas, os maiores valores 

de correlação positiva (acima de 0,80) foram observados para canopeo, altura da parte 

aérea, massa fresca da parte aérea e da raiz, massa seca da parte área e da raiz. 

 
Figura 3.7. Matriz de correlação de Spearman entre as variáveis analisadas de ipê-

roxo (Handroanthus impetiginosus). Significativo a 5% de probabilidade. 
Onde: G_PAPER = germinação em papel; G_SOIL = germinação no 
substrato; SPAD; CANOPEO; HEIGHT = altura da parte aérea; 
ROOT_LENGHT = comprimento da raiz; SHOOT_FRESH = massa fresca 
da parte aérea; ROOT_FRESH = massa fresca da raiz; SHOOT_DRY = 
massa seca da parte aérea; ROOT_DRY = massa seca da raiz.  
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 Considerando a análise multivariada, para os tratamentos de criopreservação 

a variação média explicada pelas variáveis canônicas 1 e 2 foi de 82,35% da variância 

total (Figura 3.8). A análise de componentes principais separa os dados em dois 

clusters, com os tratamentos T1 e T2 apresentando comportamento similar ao controle 

(T0), enquanto os tratamentos de T3 a T6 formam um grupo separado. Observa-se 

que todas as variáveis de crescimento analisadas exceto SPAD, difere T0, T1 e T2 

dos demais tratamentos. Logo demonstra que a criopreservação das sementes não 

necessita de soluções de criopreservação para que haja o efeito de armazenamento 

a longo prazo desejado, pois a utilização dessas soluções interfere no 

desenvolvimento normal das plântulas. 

 

Figura 3.8. Análise de componentes principais pela dispersão dos tratamentos de 
criopreservação e as variáveis analisadas. Onde: T0-Controle: sem 
crioprotetores (sem glicerol, sem PVS2, sem floroglucinol, sem NL, sem 
freezer); T1) acondicionadas em freezer a -80ºC; T2) imersas em NL sem 
solução de vitrificação; T3) imersas em PVS2 (30 min) seguido de NL; T4) 
imersas em PVS2 (30 min) mais 1,0% de floroglucinol (PG) seguido de 
NL; T5) imersas em PVS3 (30 min) seguido de NL e T6) imersas em PVS3 
(30 min) mais 1,0% de PG seguido de NL. G_PAPER = germinação em 
papel; G_SOIL = germinação no substrato; SPAD; CANOPEO; HEIGHT = 
altura da parte aérea; ROOT_LENGHT = comprimento da raiz; 
SHOOT_FRESH = massa fresca da parte aérea; ROOT_FRESH = massa 
fresca da raiz; SHOOT_DRY = massa seca da parte aérea; ROOT_DRY 
= massa seca da raiz. 
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As soluções PVS2 e PVS3 são hipertônicas, o que pode causar estresse 

osmótico às células, levando à desidratação e danos às membranas celulares, além 

de poder afetar a capacidade de manutenção da homeostase e/ou causar lesões 

diretas na célula (Best, 2015). Porém, apesar dos efeitos tóxicos das soluções serem 

amplamente reconhecidos, as alterações provocadas pelas soluções crioprotetoras 

ainda carecem de uma explicação abrangente (Fahy et al., 2004). Existe uma 

desconexão entre a literatura que explora os efeitos bioquímicos dos crioprotetores e 

aquela que investiga seus efeitos tóxicos em aplicações criobiológicas (Fahy e Wowk, 

2015). 

A avaliação conjunta da germinação no papel e no substrato permitiu identificar 

a toxicidade das soluções crioprotetoras. Portanto, é possível constatar que a 

criopreservação das sementes de ipê-roxo sem o uso de soluções de vitrificação 

destaca a simplicidade e eficácia desse método, contornando a necessidade de 

processos adicionais que poderiam potencialmente comprometer a viabilidade das 

sementes. 

4.5 CONCLUSÕES 

O uso da técnica de imagens de raio-X é promissora na avaliação da qualidade 

das sementes. 

Os resultados indicam que o uso de soluções de vitrificação não é necessário 

para a criopreservação das sementes de ipê-roxo. A imersão das sementes direto em 

nitrogênio líquido permitiu a recuperação das plântulas sem interferência no 

desenvolvimento. 
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