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RESUMO: Handroanthus impetiginosus Mart., popularmente conhecido como ipé-
roxo, € uma espécie florestal nativa da Amazénia com mdltiplas funcionalidades, por
isso, estratégias que possam otimizar a producdo de mudas dessa espécie sdo
indispensaveis, como o uso de bioestimulantes de crescimento. Diante disso, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de mudas de H. impetiginosus apés
inoculagdo de microrganismos promotores de crescimento. Quatro tratamentos
foram testados, sendo trés com inoculagéo de microrganismos (R46 = Burkholderia
pyrrocinia; R92 =Bacillus subtilis e MIX = quatro isolados de Trichoderma
asperellum) e um sem inoculacéo, considerado como referéncia (CTL). A inoculagdo
ocorreu 14 dias apds a germinacdo e as medi¢Oes dos pardmetros avaliados
ocorreram apds 60 dias. Para altura, diametro do coleto e indice de Qualidade de
Dickson, apenas os tratamentos R92 e MIX foram superiores ao CTL. O teor de
clorofila ndo diferiu entre os tratamentos. A andlise de Cluster evidenciou a
semelhanca entre R92 e MIX. A inoculagdo de microrganismos resultou no aumento
na massa fresca de raiz. Acreditamos que as propriedades antimicrobianas da espécie
florestal podem ter inibido os efeitos de R46, enquanto que para R92 os beneficios
puderam ser notados, pois H. impetiginosus libera exudatos que atraem a bactéria.
Os efeitos positivos e relevantes do MIX podem ser explicados pela capacidade do
fungo em produzir acido indol-3-acético. Assim, esse estudo destacou a eficiéncia
de bioestimulantes para a producdo de mudas de H. imperiginosus e recomenda-se 0
uso de B. subtilis e T. asperellum como estratégia para aperfeigoar a pratica.

Efficiency of the use of biostimulants for the
production of Ipé-roxo seedlings (Handroanthus
impetiginosus Mart.)

ABSTRACT: Handroanthus impetiginosus Mart., commonly known as “ipé-roxo”,
is a native forest species of the Amazon with multiple functionalities; hence,
strategies that can optimize seedling production of this species are indispensable,
such as the use of growth-promoting biostimulants. Therefore, the objective of this
study was to evaluate the growth of H. impetiginosus seedlings after inoculation with
growth-promoting microorganisms. Four treatments were tested, three with
microorganism inoculation (R46 = Burkholderia pyrrocinia; R92 = Bacillus subtilis;
and MIX = four isolates of Trichoderma asperellum) and one without inoculation,
considered as a control (CTL). Inoculation took place 14 days after germination, and
measurements of the evaluated parameters occurred after 60 days. For height, stem
diameter, and Dickson's Quality Index, only treatments R92 and MIX were superior
to CTL. Chlorophyll content did not differ among treatments. Cluster analysis
revealed similarity between R92 and MIX. Microorganism inoculation resulted in an
increase in root fresh mass. We believe that the antimicrobial properties of the forest
species may have inhibited the effects of R46, whereas for R92, benefits could be
observed because H. impetiginosus releases exudates that attract the bacterium. The
positive and relevant effects of MIX can be explained by the fungus's ability to
produce indole-3-acetic acid. Thus, this study highlighted the efficiency of
biostimulants for the production of H. impetiginosus seedlings, and the use of B.
subtilis and T. asperellum is recommended as a strategy to enhance the practice.
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Introducao

No cenério mundial, os alertas acerca dos
impactos provenientes da mudanga na cobertura do
solo para a manutencao dos servicos ecossistémicos
estimulam a criacdo de estratégias voltadas para a
recuperacdo de areas degradadas (Mataveli et al.
2021; Guerra et al. 2020). Na Amazdnia, isso é ainda
mais urgente, ja que o bioma é responsavel pela
regulacdo do clima global (Lépez 2022). Assim, a
escolha de métodos eficientes é uma etapa
fundamental, pois é capaz de otimizar o tempo e
recursos destinados para a restauracdo (Barbosa et
al. 2022), onde em escala mundial, o plantio de
mudas é o método mais usual (Martins et al. 2020a).

Para o plantio, espécies do género
Handroanthus (familia bignoniaceae),
especialmente H. impetiginosus (Mart. ex DC.)
Mattos, popularmente conhecido como ipé-roxo,
apresentam elevado potencial de restauracdo, sendo
recomendada como estratégia de enriquecimento
(Martins et al. 2020b). A espécie apresenta sementes
do tipo ortodoxa, as quais resistem a dessecacédo de
até 5% do teor de agua sem reduzir a qualidade
fisiol6gica (Martins et al. 2011). Somado a isso, a
floracdo de cor roxa torna a espécie atrativa para o
uso na arborizacao urbana (Bacelar et al. 2020, Paiva
et al. 2022), enquanto as propriedades medicinais
podem ser utilizadas para o tratamento do cancer,
inflamagdes e infecgdes (Ryan et al. 2021).

No entanto, a producdo de mudas nativas na
regido amazonica é um dos principais gargalos,
devido a baixa disponibilidade de viveiros
legalizados e com capacidade para produgdo em
larga escala (Martins et al., 2022). Outra limitacéo
no setor florestal é o tempo despendido para o
crescimento das mudas, por isso, a utilizacdo de
bioestimulantes caracteriza-se como uma alternativa
viavel para a producdo de mudas florestais,
especialmente por meio da inoculagdo de
microrganismos promotores de crescimento (Hoyos-
Carvajal et al. 2009, Silva et al. 2020). Fungos
Trichoderma asperellum e as rizobactérias Bacillus
subtilis e Burkholderia pyrrocinia vém sendo
amplamente utilizadas para a producdo de mudas
florestais (Machado et al. 2015, Liu et al. 2022,
Admasu et al. 2023), visto que estes se destacam por
estimular o crescimento de raizes, além de
estabelecer relagdes mutualisticas com as plantas,
favorecendo os incrementos em altura e diametro
(Lbpez-Bucio et al. 2015, Saia et al. 2019). No
entanto, estudos dessa magnitude voltados para a H.
impetiginosus ainda s&o limitados.

Diante disso, a hipdtese inicial foi de que os
microrganismos bioestimulantes interagem com a
planta e favorecem o desenvolvimento vegetal, sem
diferir quanto a eficiéncia na producdo de mudas de
Handroanthus impetiginosus Mart. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento de
mudas de H. impetiginosus ap06s inoculacdo de

diferentes  microrganismos  promotores  de
crescimento.

Material e métodos

Area de estudo

O experimento foi conduzido em ambiente
semi-controlado, na unidade de producdo de mudas
da Universidade Federal Rural da Amaz6nia
(UFRA) (01° 2725 " S, 48 © 26'36" O) em Belém -
PA. O clima regional de acordo com a classificagdo
de Koppen é Af (Alvares et al. 2013). Os isolados
microbianos utilizados neste estudo foram
provenientes da colecdo de microrganismos
pertencente ao Laboratorio de Protecdo de Plantas
(LPP) da instituicdo supracitada, onde atualmente
estdo preservados e armazenados.

Isolados microbianos

As bactérias Bacillus subtilis UFRA-92
(GenBank MN175193) e Burkholderia pyrrocinia
(BRM32113) foram isoladas. Além disso, quatro
isolados do fungo Trichoderma asperellum (UFRA-
06, UFRA-09, UFRA-12 e UFRA-52) foram
isolados de solos rizosféricos de areas reflorestadas
e de florestas nativas na Amazonia e testados para
promocdo do crescimento vegetal. B. subtilis e B.
pyrrocinia foram cultivadas em meio sélido 523
(Kado and Heskett 1970) por 24 h a 28 °C e
posteriormente, as suspensfes bacterianas foram
preparadas com agua esterilizada, com concentra¢éo
ajustada em espectrofotdmetro para 550 nm,
correspondendo a 10% unidades formadoras de
colénias. Os isolados de T. asperellum foram
cultivados em meio de cultura BDA a + 28°C, com
fotoperiodo de 12 h por sete dias. Em seguida, as
suspensdes foram preparadas com agua esterilizada
e a lconcentragéo ajustada para 6 x 108 conidios
mL .

Design experimental e coleta de dados

Utilizou-se um delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), com 4 tratamentos,
sendo 3 com aplicacdo de microrganismos
promotores de crescimento (R46 = Burkholderia
pyrrocinia; R92 =Bacillus subtilis e MIX = quatro
isolados de Trichoderma asperellum), e 1 tratamento
referéncia, ou seja, sem aplicagdio de
microrganismos (CTL). Para cada tratamento,
utilizamos sete repeticfes. As sementes de H.
impetiginosus foram lavadas com agua destilada e
em seguida, semeadas em tubetes contendo solo
coletado na camada 0 - 20 cm no Instituto de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural da
Amazbnia, o qual é classificado como Latossolo
Amarelo Distrofico de textura franco-arenosa e
apresenta 14,6 g kg* de matéria organica (Costa et
al. 2022). A inoculagdo dos microrganismos foi
realizada por meio de rega, 14 dias ap6s a
emergéncia das plantulas, onde cada tubete recebeu
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uma suspensao de 5 ml. Apds 60 dias da emergéncia
de plantulas, com uma régua medimos altura das
mudas (cm), com um paquimetro digital, o diametro
do coleto (mm) e para o teor de clorofila utilizamos
um clorofildmetro. A massa fresca da parte aérea e
raiz foram pesada em balanca de precisdo, e
posteriormente, secada em estufa (60 °C) por 48 h e
obtida a massa seca. Com os dados obtidos foi
possivel calcular o indice de Qualidade de Dickson
(1QD), seguindo Dickson et al. (1960) (Eq. 1).

MST
10D = Eq.1

(%) + RPAR

Onde: 1QD = indice de Qualidade de Dickson; MST
= Massa seca total (g); H = Altura total da muda

(cm); DC = Diametro do coleto (cm); RPAR=
Relacéo parte aérea-raiz.
Resultados e discusséo

As médias de altura variaram de 9,30 + 0,76
cm a 1230 *= 1,20 cm para CTL e MIX,
respectivamente (Fig. 1A), e apenas R46 ndo foi
maior do que o CTL (F;16)= 9,42; p > 0,05). Para o
diametro do coleto, as médias de R92 (4,11 £ 0,30
mm) e MIX (4,06 + 0,30 mm) foram maiores (F;16)
=5,81; p < 0,05) do que o CTL, enquanto que R46
(3,77 £ 0,12 mm) néo diferiu entre os tratamentos
(Fig. 1B). O teor de clorofila ndo diferiu entre os
tratamentos (F@;16) = 2,19; p = 0,129), embora as
médias tenham variado de 33,50 * 4,24 ug cm? a
4162 + 517 upug cm? para CTL e MIX,
respectivamente (Fig. 1C). Para o indice de Dickson,
a media de CTL (0,12 + 0,02) foi estatisticamente
menor do que R92 e MIX (F@;16) = 8,13; p < 0,05),
porém foi semelhante ao R46 (F@6) = 8,13; p =
0,229) (Fig. 2D).
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Figura 1. Média + sd da altura (A), diametro do coleto (B), teor de clorofila (C) e indice de Qualidade do Dickson
(D) de mudas de Handroanthus impetiginosus Mart. sob os tratamentos com inoculagéo de Bacillus subtilis (R92),
Burkholderia pyrrocinia (R46) e mix de Trichoderma asperellum (MIX), e sem inoculacdo de microrganismos

(CTL).
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Com relagdo as variaveis biométricas como
altura, didmetro de colo os resultados obtidos
corroboram a outros trabalhos realizados com
espécies florestais (Brunetta et al., 2010, Raasch et
al., 2013, Luciana et al., 2023). Também obtiveram
resultados positivos com a inoculacdo de
rizobactérias e fungos promotores de crescimento.
Os tratamentos R92 e MIX obtiveram tanto uma
maior altura quanto um didmetro de colo,
provavelmente devido a maior producdo de
hormonios do crescimento vegetal como as auxinas
que estimulam o crescimento da planta (Hoyos-
Carvajal et al., 2009). O melhor desempenho do
tratamento MIX pode estar relacionado as alteracdes
estruturais que o fungo pode prover a arquitetura e
sistema radicular da planta, com o aumento tanto das
raizes laterais quanto dos pelos radiculares, o que faz

A

7\
i E
C

CIL

com que essa maior absorcdo de nutrientes através
das raizes ajude em um maior desenvolvimento da
parte aérea (Asari et al., 2017). O aumento no
diametro de coleto proporcionado é uma variavel de
grande relevancia na avaliacao de espécies florestais,
estando diretamente relacionado a capacidade de
translocacéo de solutos do sistema radicular para a
parte aérea das mudas (Santos et al., 2017).

Para o 1QD, diferentes valores podem ser
considerados adequados, dependendo da espécie
(Gomes et al. 2019), sendo que geralmente valores
acima de 0,2 referem-se a mudas de boa qualidade
de acordo com Hunt (1990), ou seja, com elevada
robustez. Em nosso estudo, apenas o R92 apresentou
média proxima a este valor, refletindo satisfatorios
resultados visuais, especialmente devido a boa
distribuicdo de biomassa (Fig. 2).

B

CTL

R46

CTL
MIX

\

Figura 2. Mudas de Handroanthus impetiginosus Mart. produzidas a partir dos tratamentos com inoculacdo de
Bacillus subtilis (R92), Burkholderia pyrrocinia (R46) e mix de Trichoderma asperellum (MIX), e sem inoculagdo

de microrganismos (CTL).

A acdo eficiente nas variaveis biométricas de
Bacillus subtilis (R92) pode ter ocorrido devido a
capacidade de H. impetiginosus em liberar exudatos
quimicos que atraem essa bactéria, caracterizando-a
como nativa da espécie florestal e, por conseguinte,
favorecendo a produgdo de fitormdnios relacionados
ao crescimento vegetal (Yarte et al. 2022). De
maneira geral, B. subtilis destaca-se como
importante no desenvolvimento de mudas florestais,
pois pode promover o aumento de até 88,4% na

germinacédo de sementes, tendo em vista incrementos
no contetdo de N e P total do solo, aumentando a
estabilidade do composto e fortalecendo interacdes
microbianas (Li et al. 2023), além de proporcionar a
expansdo do sistema radicular (Liu et al. 2022). A
bactéria também confere resisténcia a estresses,
como o salino (Woo et al. 2020) e o bi6tico (Hashem
et al. 2019).

No caso do tratamento R46, embora a
inoculacio de B. pyrrocinia ndo tenha se
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diferenciado do CTL, para a maioria das varidveis
avaliadas, as cepas do Burkholderia sp. coexistem e
combinam-se com outros fungos, estimulando
principalmente incrementos em altura e massa (Xu
et al. 2023), além de solubilizar fésforo e potéassio
(Baghel et al. 2020). No entanto, acreditamos que 0s
efeitos para H. impetiginosus podem ter sido
inibidos devido a propriedades antimicrobianadas da

Dendrogama de Cluster

espécie florestal, proporcionada da producdo de
compostos organicos como B-lapachona (Gomes et
al. 2021). Isso justifica os resultados da andlise de
cluster, que evidenciou trés grupos, sendo que dois
foram constituidos por apenas um tratamento cada
(CTL e R46), enquanto R92 e MIX apresentaram
caracteristicas semelhantes quanto as varidveis
analisadas, constituindo o outro grupo (Fig. 3)

Distancia Euclidiana
N

CTL

Correlagdo Cofenética = 0.78

MIX
R92

Tratamento

Figura 3. Andlise de cluster para os tratamentos com inoculacdo de Bacillus subtilis (R92), Burkholderia
pyrrocinia (R46) e mix de Trichoderma asperellum (MI1X), e sem inoculacdo de microrganismos (CTL) em mudas

de Handroanthus impetiginosus Mart.

Em relagdo & acdo dos microrganismos no
acimulo de biomassa, a massa fresca aérea dos
tratamentos R92 (1,92 £ 0,45 g) e MIX (2,34 £ 0,12
g) foi maior do que CTL e R46 (F.16= 18,91; p <
0,01), enquanto a massa fresca de raiz de todos os
tratamentos foi maior do que o CTL (F;16) = 22,79;
p < 0,05), porém dentre os tratamentos com
inoculacdo de microrganismos, 0 R46 apresentou a
menor média (2,15 + 0,19 g). Para a massa fresca
total, MIX foi maior do que R46 (3,56 + 0,44 g) e

CTL (2,73 £ 0,37 g), porém ndo diferiu de R92 (4,35
+0,99 g) (Fig. 4).

A massa seca da parte aérea de MIX (0,55 +
0,11 g) foi maior do que em CTL (0,31 £0,07 g) e
R46 (0,37 £ 0,06 g), enquanto que para raiz, 0s
tratamentos com microrganismos nao diferiram
entre si e foram maiores que o CTL (Fig. 4). Por
outro lado, a massa seca total de MIX (0,85 + 0,14q)
e R92 (0,83 + 0,14 g) foram maiores do que CTL
(0,51 +£0,10 g), ndo diferindo de R46 (0,65 + 0,08 g,
Fig. 4).
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Figura 4. Média + sd da massa fresca e seca da parte aérea e da raiz de mudas de Handroanthus impetiginosus
Mart. sob os tratamentos com inocula¢do de Bacillus subtilis (R92), Burkholderia pyrrocinia (R46) e mix de
Trichoderma asperellum (MIX), e sem inoculagdo de microrganismos (CTL).

Constatamos que para H. impetiginosus o acimulo
de biomassa, tanto de parte aérea quanto de raiz,
pode ser otimizado pela inculacdo de B. subtilise T.
asperellum, j& que B. pyrrocinia s6 apresentou efeito
expressivo no aclimulo de massa seca de raiz,
quando comparado ao controle. Os efeitos positivos
e relevantes efeitos da inoculacdo do Mix de T.
asperellum podem ser explicados pela capacidade do
fungo em produzir de acido indol-3-acético (AlA), o
qual se caracteriza como um metabdlito que estimula
a producédo de raizes e o acimulo de biomassa da
parte aérea (Contreras-Cornejo et al. 2022), devido a
capacidade de regular a acdo de H*-ATPase na
membrana plasmatica radicular (Olivares et al.
2017). Efeitos benéficos da aplicacdo do fungo
também foram constatados para outras espécies
florestais, tais quais Handroanthus serratifolius
(Vahl) S.Grose, Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex
Steud. e Cedrela fissilis Vell. (Santos et al. 2020,
Griebeler et al. 2021). Somado a isso, Trichoderma
sp. desempenha uma funcdo antifungica, com
controle eficaz de Lasiodiplodia theobromae e
Neofusicoccum parvum (Admasu et al. 2023) os

quais causam podriddo do caule e acometem
espécies florestais nativas da Amazénia (i.e. Ceiba
pentandra L. Gaertn., Couroupita guianensis Aubl.,
Hura crepitans L. e Hymenaea courbaril L.)
(Hanada et al. 2003). Os beneficios proporcionados
no crescimento inicial de mudas podem refletir no
aumento da sobreviviéncia, garantindo mair sucesso
do plantio e reduzindos custos relacionados ao
replantio.

Concluséo

A inoculacdo de Bacillus subtilis e isolados
de Trichoderma asperellum ¢é eficiente no
crescimento de mudas de Handroanthus

impetiginosus, proporcionando maiores alturas,
didmetro do coleto e robustez as mudas, além de
maior acimulo de biomassa aérea e de raiz. No
entanto, a  Burkholderia  pyrrocinia  ndo
proporcionou resultados expressivos em relagdo ao
CTL para a maioria das variaveis.
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