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RESUMO 

 
A família Myrtaceae possui destaque no Brasil devido ao amplo cultivo florestal de 
Eucalyptus spp., espécies exóticas, mas também pela grande diversidade de árvores 
frutíferas nativas, como Campomanesia xanthocarpa (guabirobeira). Visando 
produção comercial, as técnicas mais promissoras para a propagação vegetativa 
dessas plantas são miniestaquia e micropropagação, no caso de Eucalyptus e C. 
xanthocarpa, respectivamente. A formação de raízes adventícias é fundamental para 
o sucesso de ambas as técnicas, o que normalmente é induzido com o uso de auxinas 
sintéticas. Bactérias endofíticas são microrganismos que vivem em plantas, e muitas 
delas produzem hormônios vegetais, como auxinas, o que faria seu uso como 
bioinoculantes uma alternativa interessante para induzir formação de raízes em 
estacas. Portanto, os objetivos dessa pesquisa foram avaliar o efeito de diferentes 
estirpes de bactérias endofíticas na indução de enraizamento de microestacas de 
guabirobeira e miniestacas de Eucalyptus, investigar a origem anatômica das raízes 
adventícias no caso da guabirobeira e identificar os isolados promissores para o 
enraizamento via sequenciamento genético. Estirpes de bactérias endofíticas 
potencialmente promotoras de crescimento, isoladas de tecidos de jabuticabeira 
(Plinia peruviana) (CNPFs 1, 2, 3, 4, 10, 11, 12, 14, 22, 23, 25, 33 e 51) foram 
inoculadas em microestacas de guabirobeira e miniestacas de Eucalyptus. Instalou-
se três ensaios com a guabirobeira, testando diferentes isolados em cada ensaio. No 
experimento com Eucalyptus, testou-se dois isolados de bactérias endofíticas (CNPFs 
23 e 179) em dois clones comerciais: AEC-0144 (E. urophylla) e SUZA0217 (E. 
urograndis). Os experimentos foram avaliados após 42 dias em sala de crescimento, 
no caso da guabirobeira, e 35 dias em casa de vegetação, no caso dos Eucalyptus. 
Após a seleção das melhores estirpes, dois isolados foram identificados a partir do 
sequenciamento genético do 16S rRNA. Foi ainda realizado o estudo anatômico das 
microestacas de C. xanthocarpa, investigando a dificuldade de enraizamento 
adventício dessa espécie. Os ensaios em microestacas de guabirobeira 
demonstraram efeito positivo das estirpes de bactérias endofíticas CNPF 23 e CNPF 
33 sobre a taxa de enraizamento (56,7% e 43,3%, respectivamente). O 
sequenciamento dos isolados CNPF 23 e CNPF 33 revelou tratar-se do gênero 
Pantoea. No ensaio em miniestacas de Eucalyptus, o clone SUZA0217 apresentou 
taxa de enraizamento (97,9%), comprimento médio de raiz (13,5 cm) e massas fresca 
(221,30 mg) e seca de raízes (61,43 mg) superiores aos encontrados no clone AEC-
0144. A inoculação com a bactéria CNPF 23 induziu a maior taxa de enraizamento 
(99,0%) e a menor ocorrência de calos (4,0%). Destaca-se que a inoculação das 
microestacas de guabirobeira e miniestacas de Eucalyptus com a bactéria CNPF 23 
proporcionou as maiores taxas de enraizamento em ambos os casos, portanto, seu 
uso como bioinoculante é aconselhado para elevar a taxa de enraizamento nestas 
espécies, podendo substituir o uso de auxina sintética no meio de cultura, no caso da 
guabirobeira. O estudo anatômico de C. xanthocarpa revelou a presença de felogênio 
nas microestacas de alguns indivíduos, o que indica crescimento secundário precoce. 
Este tecido era ausente nos indivíduos que emitiram raízes adventícias. Com base 
nisso, recomenda-se a seleção dos genótipos onde o felogênio se diferencia mais 
tardiamente para a domesticação dessa espécie. 
 
Palavras-chave: Anatomia vegetal, bactéria promotora de crescimento vegetal, 
Campomanesia xanthocarpa, Eucalyptus. 
  



ABSTRACT 

 
The Myrtaceae family stands out in Brazil due to the broad forestry cultivation of 
Eucalyptus spp., exotic species, but also for the great diversity of native fruit trees, 
such as Campomanesia xanthocarpa (guabirobeira). Aiming at commercial 
production, the most promising techniques for the vegetative propagation of these 
plants are minicuttings and micropropagation, in the case of Eucalyptus and C. 
xanthocarpa, respectively. The formation of adventitious roots is fundamental for the 
success of both techniques, which is normally induced with the use of synthetic auxins. 
Endophytic bacteria are microorganisms that live in plants, and many of them produce 
plant hormones, such as auxins, which would make their use as bioinoculants an 
interesting alternative to induce root formation in cuttings. Therefore, the aims of this 
research were to evaluate the effect of different strains of endophytic bacteria on the 
induction of rooting of guabirobeira microcuttings and Eucalyptus minicuttings, to 
investigate the anatomical origin of adventitious roots in the case of guabirobeira and 
to identify promising isolates for rooting via genetic sequencing. Potentially growth-
promoting endophytic bacteria strains isolated from tissues of jabuticabeira (Plinia 
peruviana) (CNPFs 1, 2, 3, 4, 10, 11, 12, 14, 22, 23, 25, 33 and 51) were inoculated in 
microcuttings of guabirobeira and mini-cuttings of Eucalyptus. Three experiments were 
set up with guabirobeira, testing different isolates in each trial. In the experiment with 
Eucalyptus, two isolates of endophytic bacteria (CNPFs 23 and 179) were tested on 
two commercial clones: AEC-0144 (E. urophylla) and SUZA0217 (E. urograndis). The 
experiments were evaluated after 42 days in a growth room, in the case of 
guabirobeira, and 35 days in a greenhouse, in the case of Eucalyptus. After selecting 
the best strains, two isolates were identified from the genetic sequencing of the 16S 
rRNA. An anatomical study of microcuttings of C. xanthocarpa was also carried out, 
investigating the difficulty of adventitious rooting for this species. Experiments on 
guabirobeira microcuttings showed a positive effect of the endophytic bacteria strains 
CNPF 23 and CNPF 33 on the rooting rate (56.7% and 43.3%, respectively). The 
sequencing of isolates CNPF 23 and CNPF 33 revealed that they are the same genus: 
Pantoea. In the test on minicuttings of Eucalyptus, the clone SUZA0217 showed 
rooting rate (97.9%), average root length (13.5 cm) and fresh (221.3 mg) and dry root 
mass (61.43 mg) higher than those found in the clone AEC-0144. Inoculation with the 
CNPF 23 bacteria provided the highest rooting rate (99.0%) and the lowest occurrence 
of calluses (4.0%). It is emphasized that the inoculation of guabirobeira microcuttings 
and Eucalyptus minicuttings with the bacteria CNPF 23 inducted the highest rates of 
rooting in both cases, therefore, the use of this endophytic bacteria as bioinoculant is 
recommended to increase the rooting rate in these species, which can replace the use 
of synthetic auxin in the culture medium, in the case of guabirobeira. The anatomical 
study of C. xanthocarpa revealed the presence of phellogen in the microcuttings of 
some individuals, which indicates early secondary growth. This tissue was absent in 
individuals that emitted adventitious roots. Based on this, it is recommended the 
selection of genotypes where the phellogen differentiates belatedly for the 
domestication of this species. 
 
Keywords: Plant anatomy, plant growth promoting bacteria, Campomanesia 
xanthocarpa, Eucalyptus.  
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1. INTRODUÇÃO GERAL 
A agropecuária e a silvicultura possuem a grande responsabilidade de produzir 

todo o alimento e matérias primas de origem vegetal e animal do mundo, e sua 

produção precisará dobrar até o ano de 2050 para atender às necessidades de cerca 

de 9,77 bilhões de pessoas (UN ENVIRONMENT, 2019). Constantemente, novas 

tecnologias e práticas são desenvolvidas com o intuito de elevar o rendimento, reduzir 

os custos e atender demandas socioambientais (ANDREOLI et al., 2021). Nesse 

contexto, o Brasil, país tradicionalmente agrícola, possui protagonismo decisivo 

(ANDREOLI et al., 2021). Nas últimas décadas, pesquisas visando o uso de 

organismos vivos para potencializar a produção vegetal têm se tornado cada vez mais 

frequentes e promissoras, visto que o uso destes é eficiente e representa menor risco 

de contaminação ambiental e aos organismos não alvo em comparação com produtos 

químicos (BURALLI e RIBEIRO, 2021; SOUZA et al., 2022). Denomina-se bioinsumo 

qualquer produto, processo ou tecnologia baseado em organismos ou seus 

compostos que são de origem animal, vegetal, fúngica ou microbiana, utilizados para 

promover o crescimento e desenvolvimento de outros organismos, geralmente 

aqueles de interesse agropecuário (DE MARCHESE e FILIPPONE, 2018; 

MINISTÉRIO DA AGRICULTURA E PECUÁRIA, 2020). Biopesticidas, bioinoculantes, 

bioestimuladores e biofertilizantes são os tipos de produtos que se enquadram dentro 

da categoria de bioinsumos (DE MARCHESE e FILIPPONE, 2018). A inoculação de 

sementes com bactérias promotoras de crescimento vegetal, em especial as do 

gênero Bradyrhizobium, utilizadas como bioinoculante para a fixação biológica de 

nitrogênio em leguminosas, é um dos exemplos mais difundidos desse tipo de 

tecnologia, que tem se mostrado de grande valia e quase indispensável para as 

lavouras de soja (MENDES et al., 2010). 

Bactérias endofíticas são microrganismos que vivem no interior de plantas sem 

lhes causar malefício; do contrário, estudos indicam que elas beneficiam as plantas, 

auxiliando na produção de hormônios vegetais (SANTOYO et al., 2016; SINGH et al., 

2017). Dentre estes, destacam-se as auxinas. (SANTOYO et al., 2016; SINGH et al., 

2017; BURRAGONI e JEON, 2021). Na propagação vegetativa de plantas, auxinas 

sintéticas são utilizadas para induzir o enraizamento das estacas, o que constitui um 

dos principais custos dessa técnica (HARTMANN et al., 2018). Todavia, pesquisas 

indicam que as auxinas produzidas pelas bactérias poderiam reduzir ou substituir o 

uso desse tipo de insumo, de custos econômico e ambiental maiores (SUZUKI et al., 
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2003; SANTOYO et al., 2016; BURRAGONI e JEON, 2021; NADAL et al., 2022). 

Espécies dos gêneros Pantoea, Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter, 

Azospirillum, dentre outros, são reconhecidas como endofíticas promotoras de 

crescimento em plantas, por exemplo (FENG et al., 2006; MISHRA et al., 2011; 

RASHID et al., 2012; SANTOYO et al., 2016; CHEN et al., 2017; BURRAGONI e 

JEON, 2021). 

Myrtaceae Juss. é uma das famílias botânicas de angiospermas que apresenta 

maior quantidade de espécies nativas do Brasil (PROENÇA et al., 2023). Contudo, o 

cultivo de espécies exóticas, principalmente do gênero Eucalyptus L'Hér., tem mais 

destaque na silvicultura brasileira (MESSIER et al., 2022; SENG HUA et al., 2022). No 

Brasil, a cultura do eucalipto corresponde a 22% da área total plantada no mundo 

(MESSIER et al., 2022; SENG HUA et al., 2022). Apesar disso, existe vasta 

diversidade de espécies nativas de Myrtaceae com grande potencial para a produção 

de frutos, como a guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O.Berg) 

(KINUPP, 2011). Os frutos dessa espécie têm consumo limitado ao extrativismo feito 

em seu centro de origem pelas populações locais, mesmo com seu grande potencial 

de mercado (RASEIRA et al., 2004; KINUPP, 2011). Dessa forma, pesquisas visando 

a melhoria na propagação dessa espécie pode gerar uma alternativa mais eficiente 

em comparação ao sistema extrativista, possibilitando o surgimento de plantios 

comerciais e uma cadeia produtiva, gerando renda para produtores rurais e outros 

envolvidos nessa cadeia, diversificando a alimentação dos consumidores e auxiliando 

na preservação dessa espécie (RASEIRA et al., 2004; KINUPP, 2011; LORENZI et 

al., 2015). 

Barreiras anatômicas, especialmente anéis contínuos de esclerênquima entre 

floema e córtex, estão dentre os fatores que mais dificultam o sucesso da propagação 

de plantas via estaquia (DIAS et al., 2012; HARTMANN et al., 2018; XAVIER et al., 

2021). A baixa ou inexistente taxa de enraizamento de espécies lenhosas pode estar 

relacionada com a presença dessas barreiras anatômicas (AYOUB e QRUNFLEH, 

2006; WENDLING et al., 2015; OPEÑA et al., 2020). Isso já foi constatado em 

espécies de Myrtaceae de difícil enraizamento (ZHANG et al., 2009; GOULART et al., 

2014; BRYANT e TRUEMAN, 2015; SANTORO et al., 2022). Porém, outros fatores 

podem afetar a rizogênese em espécies lenhosas, como fisiológicos (por exemplo a 

juvenilidade) e bioquímicos (por exemplo a presença de compostos fenólicos) 

(STUEPP et al., 2017; MAGGIONI et al., 2020; ROSS et al., 2021; MARTINS et al., 
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2022; SÁ et al., 2022). O estudo anatômico é um aliado promissor das técnicas de 

propagação vegetativa, pois pode explicar diferentes taxas de enraizamento 

observadas em cultivares ou genótipos de uma mesma espécie, auxiliando na seleção 

dos mais promissores para a propagação vegetativa (AYOUB e QRUNFLEH, 2006; 

WENDLING et al., 2015; OPEÑA et al., 2020; ROSS et al., 2021). Em A. sellowiana 

(Myrtaceae), por exemplo, descobriu-se diferenças anatômicas entre genótipos com 

potencial contrastante de enraizamento, pois havia um desenvolvimento precoce de 

periderme no genótipo de difícil enraizamento (ROSS et al., 2021). 

Além das técnicas tradicionais de propagação vegetativa, a micropropagação 

surgiu como uma alternativa promissora para a propagação in vitro de espécies com 

baixas taxas de enraizamento, sementes recalcitrantes ou dormentes, dentre outros 

impeditivos (SINGH, 2015). Caracteres, esses, mais pronunciados em espécies 

lenhosas e encontrados em espécies frutíferas cultivadas (HARTMANN et al., 2018; 

LAL et al., 2023). A proliferação por gemas axilares é o sistema de micropropagação 

mais amplamente utilizado em espécies lenhosas nativas do Brasil (OLIVEIRA et al., 

2013). Ainda existe grande carência de pesquisas sobre a propagação in vitro de 

espécies florestais, sendo essas majoritariamente focadas no desenvolvimento de 

protocolos de micropropagação (OLIVEIRA et al., 2013; PHILLIPS e GARDA, 2019). 

No caso da C. xanthocarpa, um protocolo de micropropagação já foi desenvolvido 

para a espécie, mas a etapa de enraizamento ainda é um dos principais obstáculos 

(MACHADO et al., 2020). 

 Neste contexto, o presente trabalho se propõe a testar a possibilidade de uso 

de bactérias endofíticas no enraizamento de estacas, em substituição às auxinas 

sintéticas. A presente dissertação discorre a respeito do potencial uso de bactérias 

endofíticas, identificadas como produtoras de auxinas, como bioinoculantes para 

induzir o enraizamento de mini e microestacas de espécies de Myrtaceae: C. 

xanthocarpa e dois clones comerciais de Eucalyptus spp. Além disso, será abordado 

o sequenciamento genético para a identificação das bactérias mais promissoras e o 

estudo anatômico da rizogênese nas microestacas de C. xanthocarpa. 
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1.1 HIPÓTESES 

 Como várias bactérias endofíticas são produtoras de auxinas, seu uso como 

bioinoculantes é uma alternativa eficiente para induzir a formação de raízes em 

estacas de dois clones comerciais de Eucalyptus (E. urophylla e o híbrido E. 

urograndis), e plantas de C. xanthocarpa; 

 É possível que bactérias endofíticas isoladas de Plinia peruviana (Poir.) Govaerts 

produzam efeitos benéficos em outras espécies da mesma família, Eucalyptus e 

C. xanthocarpa; 

 Por meio de análises anatômicas da base das microestacas de C. xanthocarpa, é 

possível estabelecer uma correlação das baixas taxas de enraizamento com a 

presença de barreiras anatômicas; 

 A rizogênese em microestacas de C. xanthocarpa, induzida por bactérias 

endofíticas ou auxina exógena, ocorre a partir dos mesmos tecidos; 
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1.2 OBJETIVOS 

1.2.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito de diferentes estirpes de bactérias endofíticas no enraizamento de 

miniestacas de dois clones comerciais de eucalipto e no enraizamento e 

desenvolvimento de microestacas de guabirobeira, investigando a origem anatômica 

das raízes formadas nesta última espécie.  

 
1.2.2 Objetivos específicos 

 Determinar o efeito das estirpes de bactérias endofíticas, previamente isoladas de 

tecidos de jabuticabeira, no enraizamento e desenvolvimento de parte aérea em 

microestacas de guabirobeira; 

 Identificar as estirpes que apresentarem melhores resultados de enraizamento 

através do sequenciamento genético; 

 Caracterizar anatomicamente microestacas de guabirobeira e determinar a origem 

anatômica das raízes adventícias, o tempo de formação e as barreiras 

anatômicas; 

 Determinar o efeito de estirpes de bactérias endofíticas, previamente isoladas de 

tecidos de jabuticabeira e pupunheira, no enraizamento de miniestacas de 

Eucalyptus. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 MYRTACEAE Juss. 

Myrtaceae é uma das famílias botânicas mais importantes, sendo a oitava 

maior família em número de espécies (SABER et al. 2023). No Brasil, existem 29 

gêneros e 1.200 espécies, sendo 794 endêmicas (PROENÇA et al., 2023). O cultivo 

em larga escala de espécies exóticas de Myrtaceae é comum no Brasil, principalmente 

do gênero Eucalyptus, que tem papel de destaque na silvicultura (MESSIER et al., 

2022; SENG HUA et al., 2022). Além disso, existe uma grande variedade de espécies 

nativas do Brasil pertencentes a esta família, especialmente frutíferas, como, por 

exemplo, a pitangueira (Eugenia uniflora L.), guabirobeira (Campomanesia 

xanthocarpa (Mart.) O.Berg), araçazeiro (Psidium spp. L.), feijoa (Acca sellowiana 

(O.Berg) Burret) e jabuticabeira (Plinia spp. L.) (RASEIRA et al., 2004). Novas 

espécies de Myrtaceae frutíferas são descobertas até hoje, como é o caso da recém 

descrita Eugenia paranapanemensis (Mattos) Mattos, indicando que o tamanho da 

família ainda está subestimado (VALDEMARIN et al., 2022). 

Apesar da grande diversidade de árvores frutíferas da família Myrtaceae 

nativas do Brasil, a goiabeira (Psidium guajava L.) é a única representante que possui 

alta expressividade econômica, com valor de produção total no país de R$ 

973.137.000 e produção total de 552.393 toneladas de frutos na safra de 2021 (IBGE, 

2021). A maior parte dessas frutíferas têm pouco ou nenhum mercado, limitando-se, 

normalmente, ao consumo extrativista feito em seu centro de origem pela população 

local (RASEIRA et al., 2004; KINUPP, 2011). 

 A maioria dessas espécies frutíferas são selvagens ou semi-domesticadas, 

mesmo com o seu grande potencial (KINUPP, 2011). Mas algumas delas já contam 

com programas de melhoramento genético desenvolvidos pela Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA), Empresa de Pesquisa Agropecuária e Extensão 

Rural de Santa Catarina (EPAGRI) e Universidades públicas e privadas (LORENZI et 

al., 2015). Estes estudos visam criar tecnologias voltadas para o desenvolvimento de 

sistemas de produção ou de manejo de populações nativas, sustentáveis dos pontos 

de vista agronômico, econômico, social e ambiental (KINUPP, 2011; LORENZI et al., 

2015). Os conhecimentos e as tecnologias gerados por meio dessas pesquisas 

poderão acarretar em alternativas ao sistema extrativista praticado atualmente, 

possibilitando a obtenção de frutos com maior uniformidade e qualidade, para atender 
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aos padrões exigidos pelos mercados interno e externo, o que não ocorre atualmente 

(RASEIRA et al., 2004; KINUPP, 2011). 

Devido à amplitude de clima e relevo, a Região Sul do Brasil possui uma ampla 

diversidade de espécies vegetais produtoras de frutos próprios para o consumo 

(KINUPP, 2011). Porém, pela falta de pesquisas e informação sobre essas espécies, 

elas acabam sendo subutilizadas (KINUPP, 2011). Muitas delas poderiam ser 

plantadas comercialmente, gerando renda para produtores rurais, diversificando a 

alimentação dos consumidores e auxiliando na sua preservação (KINUPP, 2011). 

 

2.2 CARACTERIZAÇÃO DA GUABIROBEIRA E EUCALIPTO 

2.2.1 Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O.Berg 

A guabirobeira é uma árvore frutífera nativa do Brasil, presente nos biomas 

Mata Atlântica e Pampa, com ocorrência confirmada nas regiões Sul, Sudeste e 

Centro-Oeste (OLIVEIRA et al., 2023). Existem muitas espécies de guabirobeira 

pertencentes ao gênero Campomanesia, porém, a mais conhecida, apreciada e 

estudada é C. xanthocarpa (LORENZI et al., 2015). No Brasil, ocorre nos estados do 

Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná, São Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, 

Espírito Santo e Mato Grosso do Sul (OLIVEIRA et al., 2023). Ela também é 

encontrada no norte do Uruguai e na província de Corrientes, na Argentina (RASEIRA 

et al., 2004). Habita matas virgens e capoeiras, se adaptando em diferentes tipos de 

solos (LISBÔA et al., 2011). 

Mede de 4 a 15 metros de altura, e possui copa densa e alongada (LORENZI 

et al., 2015). É uma espécie monoica com flores solitárias e brancas, formadas de 

setembro a novembro, e que duram de 10 a 15 dias (RASEIRA et al., 2004; 

CARVALHO, 2006; LISBÔA et al., 2011; LORENZI et al., 2015). O fruto, a guabiroba 

(Figura 1A), matura em cerca de 15 a 20 dias, entre novembro e janeiro (RASEIRA et 

al., 2004; LISBÔA et al., 2011). A guabiroba é uma baga globosa, de coloração 

amarela ou alaranjada, epicarpo liso e fino, e endocarpo suculento, firme, aromático, 

acidulado e doce, com uma a seis sementes, em média (CARVALHO, 2006; LISBÔA 

et al., 2011; LORENZI et al., 2015). O consumo pode ser in natura ou processada sob 

a forma de geleias, sucos, mousses, licores, sorvetes, entre outros (LISBÔA et al., 

2011; LORENZI et al., 2015).  
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FIGURA 1 - FRUTOS E TRONCO DE Campomanesia xanthocarpa 

 
FONTE: O autor, 2023. 
A. Frutos de C. xanthocarpa em diferentes estágios de maturação. B. Aspecto externo do tronco de C. 
xanthocarpa. 

 

Os teores de alguns minerais nos frutos, como potássio e cálcio, foram 

superiores aos encontrados em frutos popularmente consumidos no país, como a 

banana e a maçã (ANDRADE et al., 2012). As folhas e cascas da guabirobeira podem 

ser utilizadas na medicina popular contra diarreia, problemas do trato urinário e 

leucorreia (CARRARA, 1997). Pesquisas indicam seu potencial para redução de peso 

e tem sido indicada por seu efeito no controle de certas condições associadas com a 

obesidade (BIAVATTI et al., 2004; KLAFKE, 2009). 

As sementes são amareladas, moles e apresentam glândulas de óleo essencial 

(SANCHOTENE, 1989). A germinação se dá tanto na presença como na ausência de 

luz (SANTOS et al., 2004). Atualmente, a propagação da espécie ocorre 

especialmente por sementes (LISBÔA et al., 2011), mas a micropropagação se 

mostrou uma forma de propagação vegetativa eficiente (MACHADO et al., 2020). 

Sua madeira pode ser utilizada na construção civil, tornearia, confecção de 

instrumentos musicais e como lenha e carvão (CAMPOS FILHO e SARTONELLI, 

2015). Pode ser empregada em consorciação com outras espécies em sistemas 

agroflorestais, ou para repovoamento de áreas de proteção ambiental, por se tratar 

de uma espécie nativa (LISBÔA et al., 2011). Seu tronco é canelado com casca que 

se desprende em tiras ou ripas fibrosas e finas, portanto, é descamante (Figura 1B) 
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(CARVALHO, 2006; LORENZI et al., 2015). Com base nisso, sabe-se que a 

guabirobeira é uma espécie com crescimento secundário, o que indica que ela possui 

formação de periderme e ritidoma, este último se destaca conforme a planta vai 

realizando seu crescimento secundário (TAIZ et al., 2017). Os meristemas 

responsáveis pelo crescimento secundário são o câmbio vascular e o felogênio, que 

dá origem à periderme, conjunto de felogênio, feloderme e felema (TAIZ et al., 2017). 

A exploração da guabirobeira advém do extrativismo, não havendo cultivos 

comerciais dessa espécie, portanto, sua conservação depende da preservação de seu 

habitat natural (LISBÔA et al., 2011; LORENZI et al., 2015). Desta forma, não existe 

um abastecimento adequado nem uma cadeia produtiva formal para os frutos da 

guabirobeira e seus derivados (LISBÔA et al., 2011). Isso abre um nicho de mercado 

para produtores e empresas que se proponham a cultivar a espécie e beneficiar e/ou 

processar seus frutos após a colheita, criando uma demanda por essa fruteira 

(LISBÔA et al., 2011). O aroma e sabor são promissores para os mercados de bebidas 

e doces, o que confere boa perspectiva para sua exploração econômica (LISBÔA et 

al., 2011; LORENZI et al., 2015). 

 

2.2.2 Eucalyptus L'Hér. 

O gênero Eucalyptus (Myrtaceae) compreende mais de 700 espécies, nativas 

da Austrália e ilhas da Oceania (POKE et al., 2005; HAYAT et al., 2015). São árvores 

muito visadas para a produtividade devido ao seu rápido crescimento, alta 

adaptabilidade e elevada demanda pelos produtos oriundos, dos quais se destacam 

o carvão vegetal, a lenha e a celulose, esta última usada na produção de papel 

(ALVES et al., 2018; SENG HUA et al., 2022). É o gênero de árvores mais usual em 

plantios florestais nos trópicos e subtrópicos, o que inclui o Brasil, que ocupa posição 

de destaque, pois possui a maior área plantada desse gênero no mundo, com 22% do 

total (MESSIER et al., 2022; SENG HUA et al., 2022). O gênero Eucalyptus é o mais 

plantado no setor florestal do país: no ano de 2021, a área total dedicada à silvicultura 

no Brasil foi de 9.930.000 ha, e, destes, 7.530.000 ha são de espécies de Eucalyptus, 

o que corresponde a 75,8% (IBÁ, 2022). Os estados de Minas Gerais, São Paulo, 

Paraná, Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Rio Grande do Sul são os com as 

maiores áreas de florestas plantadas dentre os estados brasileiros (IBÁ, 2022). 

Atualmente, 90% das plantações de Eucalyptus no mundo são constituídas de nove 
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espécies e seus híbridos: E. camaldulensis, E. grandis, E. tereticornis, E. globulus, E. 

nitens, E. urophylla, E. saligna, E. dunnii, e E. pellita (STANTURF et al., 2013). 

 

2.3 MICROPROPAGAÇÃO 

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, a micropropagação é a que vem 

ganhando maior destaque nos últimos tempos, pois permite produzir milhares de 

clones de um indivíduo superior, reduz drasticamente custos de produção de mudas, 

pode ser realizada ao longo de todo o ano e gera plantas livres de patógenos, tudo 

em um espaço físico reduzido e protegido de pragas, doenças e intempéries (SINGH, 

2015). Pode ser resumida como a propagação massal de plantas geneticamente 

idênticas, cultivadas in vitro em um meio de cultura e condições controladas, 

consistindo em um microjardim de microcepas. Existem vários tipos de 

micropropagação, dentre eles, a proliferação de gemas axilares é bastante utilizada 

para propagar plantas em larga escala (PHILLIPS e GARDA, 2019). As principais 

etapas desse processo são: estabelecimento das culturas in vitro, indução de 

brotações múltiplas, alongamento (se os brotos forem pequenos), enraizamento, 

transplantio ex vitro e aclimatização (SINGH, 2015). A micropropagação é 

particularmente interessante ao facilitar a produção de novos indivíduos em espécies 

de plantas com sementes recalcitrantes, como é o caso da guabirobeira (MELCHIOR 

et al., 2006; VIEIRA, 2019). 

O modo mais fácil e direto de regenerar plantas a partir de culturas de tecidos 

é promovendo a brotação de gemas axilares, esta é a base de grande parte dos 

protocolos de micropropagação em espécies lenhosas, que partem tanto de explantes 

de material adulto como de plântulas (OLIVEIRA et al., 2013). A falta de resposta 

morfogênica às demais técnicas de propagação vegetativa das espécies lenhosas e 

a necessidade de conservação de seu germoplasma estão entre as principais 

justificativas para o estudo de seu cultivo in vitro. A micropropagação a partir de gemas 

axilares minimiza possíveis mutações espontâneas e possibilita obter milhares de 

clones a partir de um único explante. Nas biofábricas, normalmente, parte deles é 

enraizado e aclimatizado para a geração de plantas adultas, enquanto outra parcela 

é usada para manter o estoque de proliferação de gemas (PHILLIPS e GARDA, 2019). 

Além disso, o uso de gemas axilares apresenta maior simplicidade em comparação 

com a organogênese e a embriogênese somática, além de reduzir os riscos de 

variação somaclonal (OLIVEIRA et al., 2013; PHILLIPS e GARDA, 2019). 
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Dentre os principais limitantes para o cultivo in vitro de diversas espécies 

nativas do Brasil, destacam-se a contaminação por microrganismos e a ocorrência de 

recalcitrância das culturas (XAVIER et al., 2021). Mesmo com o número elevado de 

espécies florestais nativas, a maioria das pesquisas com a micropropagação dessas 

árvores ainda foca no desenvolvimento de protocolos, o que revela grande carência 

de estudos mais aprofundados sobre a sua propagação in vitro (OLIVEIRA et al., 

2013). 

 

2.3.1 Auxinas na micropropagação 

Na micropropagação por organogênese, a etapa de enraizamento é a última 

que antecede a aclimatização das plantas regeneradas (KUMAR e REDDY, 2011). 

Porém, a etapa de enraizamento é normalmente problemática (DE KLERK, 2002). 

Dentre os efeitos fisiológicos desempenhados pelas auxinas, destacam-se a divisão 

celular, crescimento da raiz e indução da rizogênese (TAIZ et al., 2017). Dessa forma, 

as auxinas são o principal grupo hormonal envolvido na formação de raízes 

adventícias (TAIZ et al., 2017; HARTMANN et al., 2018; GONIN et al., 2019). O 

balanço entre auxina e citocinina rege diversas funções no crescimento vegetal (TAIZ 

et al., 2017; HARTMANN et al., 2018). Quando os níveis de citocinina estão baixos e 

os de auxina elevados, a formação raízes é favorecida (HARTMANN et al., 2018). Da 

mesma maneira na micropropagação, o balanço entre auxina e citocinina presentes 

no meio de cultura regem a formação de raízes adventícias (KUMAR e REDDY, 2011). 

Tendo isso em vista, o enraizamento de microestacas in vitro normalmente é feito 

transferindo-as para um meio de cultura com balanço de reguladores do crescimento 

favorecendo a concentração de auxina em relação aos demais (se houver outro) 

(HARTMANN et al., 2018). Também vale ressaltar que o etileno pode aumentar a 

competência celular para receber sinais de auxinas, portanto, pode promover o 

enraizamento adventício induzido por auxinas, mas este efeito é menos pronunciado 

em plantas lenhosas (HARTMANN et al., 2018). O processo de formação da raiz 

adventícia pode ser simplificado em uma transição de células competentes para 

células formadoras da raiz (LONG et al., 2022). 

As auxinas sintéticas ácido 1-naftalenoacético (ANA) e ácido indol-3-butírico 

(AIB) são as mais comumente empregadas para a indução de enraizamento na 

micropropagação, visto que são mais estáveis quimicamente em comparação com a 

auxina natural ácido indolacético (AIA), que se degrada mais facilmente (PHILLIPS e 
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GARDA, 2019). Espécies lenhosas tendem a ter dificuldade de enraizamento in vitro, 

o que torna importante a escolha da auxina a ser empregada (ABDALLA et al., 2022). 

O AIB se mostra como a auxina mais eficaz para a indução de enraizamento 

adventício nessas espécies (ABDALLA et al., 2022). Em C. xanthocarpa, observou-se 

concordância com isso, uma vez que as taxas de enraizamento com AIB foram 

superiores as obtidas com ANA em todas as concentrações testadas (MACHADO et 

al., 2020). 

 

2.4 PROPAGAÇÃO DE Campomanesia xanthocarpa 

Para viabilizar a criação de uma cadeia produtiva para a guabirobeira, existem 

quatro principais desafios a serem superados. O primeiro deles, e o mais crucial, é o 

fato da semente da guabirobeira ser recalcitrante, ou seja, sofre pouca desidratação 

durante a maturação, apresentando elevado nível de umidade, o que a torna sensível 

ao dessecamento e a baixas temperaturas, inviabilizando sua conservação por 

métodos convencionais (MELCHIOR et al., 2006; VIEIRA, 2019). Sementes 

recalcitrantes não têm ou não expressam mecanismos fisiológicos para tolerar a 

dessecação sem que a viabilidade seja comprometida de forma irreversível. No caso 

da guabirobeira, as sementes perdem 93,9% de seu conteúdo de água após 24 horas 

(VIEIRA, 2019). Melchior et al. (2006) propuseram, buscando mitigar esses efeitos, 

armazenar sementes do gênero Campomanesia em um frasco de vidro fechado em 

temperatura de 25º C, condição em que elas mantêm sua germinação em 60% pelo 

período de até um mês. Portanto, após a coleta das sementes, é necessário plantá-

las logo em seguida para se obter alta taxa de germinação. O segundo desafio a ser 

superado é seu crescimento lento, uma vez que a espécie possui incremento médio 

anual (IMA) de 1,55 m3/ha/ano, começa a produzir frutos de forma regular apenas a 

partir de 10 anos de idade e pode ter sua madeira colhida a partir de 20 anos de idade 

(CAMPOS FILHO e SARTONELLI, 2015). O terceiro desafio é a falta de 

domesticação, por isso, ainda apresenta alta variabilidade genética (LISBÔA et al., 

2011; MACHADO et al., 2020). Por fim, o quarto desafio é o fato de técnicas mais 

usuais de propagação vegetativa não apresentarem bons resultados para essa 

espécie (TELEGINSKI, 2016; PRIMAK et al., 2017; TELEGINSKI et al., 2018). 

A estaquia é a primeira alternativa a se considerar para a propagação 

vegetativa de uma espécie vegetal, pois possibilita a obtenção de clones a partir de 

estacas e é uma técnica de fácil execução, sem a necessidade de mão de obra 
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altamente qualificada ou de infraestrutura complexa (BLYTHE et al., 2007). Essa 

técnica é particularmente interessante para a propagação de espécies com sementes 

recalcitrantes, como é o caso das espécies do gênero Campomanesia (VIEIRA, 2019). 

As auxinas são comumente utilizadas para induzir o enraizamento de estacas, com 

destaque para o AIB (BLYTHE et al., 2007). O AIB promove o enraizamento de 

estacas devido a sua conversão em ácido indolacético por β-oxidação no peroxissomo 

(TAIZ et al., 2017). 

Em experimento de estaquia com estacas semilenhosas conduzido com 

Campomanesia aurea, obteve-se 36,25% de enraizamento para o melhor tratamento, 

com 2.000 mg L-1 de AIB, mas sem diferença estatística entre os demais tratamentos 

(EMER et al., 2016). A estaquia também já foi testada em C. xanthocarpa em três 

experimentos, utilizando reguladores do crescimento vegetal (AIB ou AIA) para 

promover o enraizamento. No primeiro, foram testadas diferentes concentrações de 

AIB e dois tempos de imersão em estacas semi-lenhosas e herbáceas da espécie, 

mas não houve enraizamento em nenhum dos tratamentos testados (SCUTTI e 

ZANETTE, 2000). No segundo deles, as estacas ficaram imersas durante um dia em 

água ou soluções com diferentes concentrações de ácido indolacético (AIA) ou ácido 

indolbutírico (AIB), porém, nas condições deste ensaio não se obteve enraizamento 

com nenhuma das soluções testadas (PRIMAK et al., 2017). No terceiro experimento, 

de Teleginski (2016), foram coletados dois tipos de estaquia caulinar: brotações do 

ano, nas quatro estações, e brotações epicórmicas (anelamento, brotações de poda, 

envergamento, decepa, fragmentos de tronco/inverno e fragmentos de 

tronco/primavera) (TELEGINSKI, 2016). A mortalidade foi de 100% para todos os 

tratamentos com brotações do ano (TELEGINSKI, 2016). Já no caso das estacas 

oriundas de brotações epicórmicas, as técnicas de decepa e fragmentos de 

tronco/inverno propiciaram os melhores resultados, com enraizamento de 25,5% e 

44,4%, respectivamente, sendo que as outras não enraizaram (TELEGINSKI, 2016). 

Apesar das melhores taxas de enraizamento deste estudo serem baixas, elas 

mostram que o rejuvenescimento do material vegetal antes da produção de estacas 

traz maior viabilidade para as mesmas (TELEGINSKI, 2016). 

Outra técnica é a miniestaquia, que visa a obtenção de estacas oriundas de 

material altamente juvenil, por meio da poda dos ápices das matrizes para promover 

a emissão de brotações, as quais são coletadas e estaqueadas em casa de 

vegetação, dando origem às mudas (WENDLING e DUTRA, 2008). Em Eugenia 
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uniflora, espécie de Myrtaceae, a técnica de miniestaquia foi a mais eficiente dentre 

as testadas, atingindo 48,33% de enraizamento para miniestacas coletadas no verão 

e sem aplicação de AIB (CIPRIANO et al., 2022). Estacas não revigoradas não 

apresentaram enraizamento, independentemente dos outros fatores avaliados 

(CIPRIANO et al., 2022). Não há relatos na literatura da utilização da técnica de 

miniestaquia para C. xanthocarpa, mas existe um relato de seu uso na espécie 

próxima C. aurea, no qual a maior taxa de enraizamento e massa seca das raízes foi 

encontrada na primavera (59,01% e 23,93 mg, respectivamente) (EMER et al., 2019).  

A alporquia foi testada para o resgate vegetativo de C. xanthocarpa, utilizando 

ramos jovens e diferentes concentrações de AIB, mas não se obteve sucesso com 

essa técnica (TELEGINSKI et al., 2018). Também existe um relato de enxertia em C. 

xanthocarpa, no qual foram constatadas porcentagens de brotações de 47,5% e 

82,5%, para enxertos feitos com canivete e tesoura, respectivamente, além de não 

haver mortalidade em ambos os tratamentos 45 dias após a enxertia 

(ALBUQUERQUE, 2016). Segundo essa pesquisa, a enxertia por garfagem em fenda 

cheia é uma alternativa viável para a propagação vegetativa dessa espécie 

(ALBUQUERQUE, 2016). 

 

2.5 MICROPROPAGAÇÃO DE ESPÉCIES DE Campomanesia 

Além de técnicas de macropropagação, a micropropagação já foi testada em 

C. xanthocarpa em duas pesquisas (SCUTTI e ZANETTE, 2000; MACHADO et al., 

2020). Na primeira delas foram utilizadas plantas germinadas a partir de sementes 

introduzidas in vitro, não sendo possível a desinfestação de microestacas para 

introdução in vitro (SCUTTI e ZANETTE, 2000). Para a etapa de multiplicação, no 

meio suplementado com 2,2 μM de 6-benzilaminopurina (BAP) houve o maior número 

de brotações por microestaca (3,13) (SCUTTI e ZANETTE, 2000). Para o 

enraizamento, o meio sem reguladores proporcionou taxa de enraizamento de 20% 

(SCUTTI e ZANETTE, 2000). 

Machado et al. (2020) também obtiveram sucesso para desenvolver um 

protocolo de micropropagação para a guabirobeira, possivelmente o maior avanço até 

o presente momento no âmbito da propagação vegetativa dessa espécie nativa. Neste 

protocolo, foi utilizado o Woody Plant Medium (WPM) (LLOYD e McCOWN, 1980), 

empregado comumente para espécies lenhosas com sensibilidade aos sais 

(MACHADO et al., 2020). Os explantes iniciais foram obtidos de plantas formadas a 
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partir de sementes introduzidas in vitro (MACHADO et al., 2020). Para a etapa de 

indução de brotações, o meio de cultura suplementado com 2,2 μM de BAP, assim 

como na pesquisa mencionada anteriormente, induziu maior número de novas 

brotações por explante (3 a 3,5 por mês) durante três subcultivos (MACHADO et al., 

2020). Para a etapa de enraizamento, os melhores resultados após 60 dias foram de 

52 e 53% com meio WPM suplementado com 14,7 e 24,5 μM de AIB, respectivamente, 

mas estes não diferiram significativamente das demais concentrações de AIB 

testadas, o que justifica a recomendação dos autores de utilizar a concentração mais 

baixa de AIB (4,9 μM) para o enraizamento dos explantes  (MACHADO et al., 2020). 

Além disso, quando diferentes meios de cultura foram testados sem auxina, o melhor 

resultado para o enraizamento foi de 49% para o WPM sem reguladores, percentagem 

muito próxima da melhor encontrada nos testes com AIB. Para a aclimatação das 

mudas, uma taxa de sobrevivência de 52% após dois meses foi atingida (MACHADO 

et al., 2020). 

Também vale ressaltar avanços na micropropagação de outras espécies do 

gênero Campomanesia, pois estes podem servir como base para o aperfeiçoamento 

da micropropagação de C. xanthocarpa. Esta tecnologia de propagação vegetativa 

também mostrou sucesso nas espécies Campomanesia phaea (DEMÉTRIO et al., 

2021), Campomanesia adamantium (GOELZER et al., 2019) e Campomanesia rufa 

(SANT’ANA et al., 2018). Em C. phaea, assim como para a C. xanthocarpa, o WPM 

foi o meio de cultura com os melhores resultados, sendo que, para a indução de 

brotos, o meio WPM suplementado com 1,0 mg L-1 BAP, 3% de sacarose, 0,2% de 

Phytagel®, pH ajustado em 4,5,  induziu a maior formação de brotos (2,96) 

(DEMÉTRIO et al., 2021). Este estudo com C. phaea revelou que a espécie se 

desenvolve melhor em pH mais ácido (4,5) (DEMÉTRIO et al., 2021). O pH do meio 

de cultura é um fator que ainda não foi estudado na micropropagação da C. 

xanthocarpa, e pode ser um agente que melhore seu desenvolvimento in vitro. Em 

meio de cultura WPM com pH 4,5 e sem reguladores de crescimento, houve 75% de 

enraizamento após 42 dias (DEMÉTRIO et al., 2021). Diferentemente, as outras duas 

pesquisas com espécies desse gênero revelaram resultados positivos de formação de 

brotações e alongamento no meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) 

(SANT’ANA et al., 2018; GOELZER et al., 2019). No caso da Campomanesia 

adamantium, o meio MS suplementado com BAP aumentou o número de brotações 

de forma diretamente proporcional ao aumento da concentração deste regulador, 
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porém, o comprimento das brotações também foi reduzido (GOELZER et al., 2019). 

O thidiazuron (TDZ) em concentração 5,0 μM aumentou o comprimento das 

brotações, o número de folhas e a taxa de multiplicação (GOELZER et al., 2019). Na 

espécie Campomanesia rufa, o meio MS suplementado com BAP em concentração 

de 4,5 μM induziu maior número médio de brotações por explante, tendo seu pico aos 

90 dias de cultivo, em que a média foi de 4,08 brotos (SANT’ANA et al., 2018). 

Por fim, também já foi relatada a embriogênese somática na guabirobeira. A 

técnica se mostrou eficaz no estudo de Scutti e Zanette (2000), onde os meios com 

0,5 a 1 mg L-1 de 2,4-D foram os que induziram a formação de embriões somáticos. 

Houve sucesso na conversão dos embriões somáticos em plântulas (SCUTTI e 

ZANETTE, 2000). Outro estudo obteve embriões somáticos assincrônicos, 

especialmente nos estádios torpedo e cotiledonar, que surgiram após 180 dias de 

cultivo em meio WPM adicionado de 7,5 μM de 2,4-D (MACHADO, 2018). 

 

2.6 PROPAGAÇÃO DE Eucalyptus POR MINIESTAQUIA 

Uma técnica dentro da estaquia é a miniestaquia, que visa a obtenção de 

estacas oriundas de material altamente juvenil, normalmente de menor dimensão em 

relação às estacas convencionais. Na miniestaquia, as matrizes, ou minicepas, têm 

seus ápices podados para promover a emissão de brotações, as quais são coletadas 

e estaqueadas em casa de vegetação, dando origem às mudas. Minijardim clonal é a 

denominação do conjunto de minicepas (WENDLING e DUTRA, 2008). A maioria dos 

viveiros de mudas clonais de eucalipto no Brazil trabalham com a propagação via 

miniestaquia (AZEVEDO et al., 2022). Em espécies de Eucalyptus, a miniestaquia 

seriada já foi capaz de revigorar clones com baixo potencial de enraizamento 

(WENDLING e XAVIER, 2005a; 2005b). A hibridização entre espécies do gênero 

também pode melhorar características de enraizamento (porcentagem de 

enraizamento, área e volume de raiz) em comparação com seus pais, de espécies 

puras (MUTHULAKSHMI et al., 2021). 

 

2.7 BACTÉRIAS ENDOFÍTICAS 

Uma imensa quantidade de organismos, como bactérias, protozoários, fungos 

e animais, divide o ambiente natural e interage com as plantas (TAIZ et al., 2017). 

Dentre eles, inúmeras espécies de bactérias desenvolveram as mais variadas 

relações com os vegetais (TAIZ et al., 2017).  Existem bactérias fitopatogênicas, que 
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podem levar à morte da planta hospedeira. Mas também existem bactérias que 

interagem com a planta hospedeira e podem auxiliar na produção de fitohormônios 

promotores do crescimento vegetal, ou otimizar a absorção de nutrientes pelas raízes, 

ou ajudar a planta a resistir estresses ambientais, dentre outros benefícios (MOREIRA 

e SIQUEIRA, 2006). Algumas bactérias, por exemplo, produzem a enzima 1-

aminociclopropano-1-carboxilato deaminase, a qual propicia o crescimento vegetal e 

a proteção contra estresses ambientais, pois reduz os níveis de etileno na planta 

(GLICK, 2005; FERREIRA et al., 2020). 

São denominadas bactérias endofíticas os microrganismos bacterianos que 

vivem no interior de plantas sem lhes causar malefício, colonizando os espaços intra 

ou intercelulares do tecido vegetal durante parte ou todo o seu ciclo de vida (WILSON, 

1995; MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Além de não causar malefício aos seus 

hospedeiros, estudos indicam que esse grupo de bactérias beneficiam as plantas de 

diversas maneiras, e podem auxiliar na produção de hormônios vegetais, 

especialmente as auxinas (SANTOYO et al., 2016; SINGH et al., 2017). Alguns 

exemplos de produtoras de auxinas são espécies dos gêneros Pantoea, 

Pseudomonas, Bacillus, Rhizobium, Enterobacter, Azospirillum, dentre outros (FENG 

et al., 2006; MISHRA et al., 2011; RASHID et al., 2012; SANTOYO et al., 2016; CHEN 

et al., 2017; BURRAGONI e JEON, 2021). 

O aminoácido triptofano é o precursor para a biossíntese de AIA, principal 

auxina produzida pelas plantas (TAIZ et al., 2017). Existem quatro rotas utilizadas para 

a conversão de triptofano em AIA, são elas: ácido indol-3-pirúvico (AIP), indol-3-

acetonitrila (IAN), indol-3-acetamida (IAM) e triptamina (TAM) (TAIZ et al., 2017). 

Sabe-se que, em função das condições ambientais e da disponibilidade nutricional da 

planta, as bactérias endofíticas podem sintetizar auxinas por estas quatro rotas, sendo 

a AIP a preferida (TIAN et al., 2015). Uma rota independente do triptofano já foi 

observada em algumas plantas, mas os processos enzimáticos desta rota e a sua 

importância ainda não foram elucidados (TAIZ et al., 2017). A produção de compostos 

indólicos (auxinas) na ausência de triptofano já foi observada em bactérias dos 

gêneros Azospirillum (PRINSEN et al., 1993; COSTACURTA e VANDERLEYDEN, 

1995) e, mais recentemente, Micrococcus (AHMAD et al., 2020), por exemplo. 

 Diferentes genótipos de Prunus avium L. foram comparados, e descobriu-se 

que as comunidades de bactérias endofíticas eram muito diferentes nesses genótipos, 

sendo que aqueles que possuíam maior facilidade de enraizamento possuíam 
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bactérias endofíticas de gêneros previamente reportados como promotores de 

crescimento em plantas (QUAMBUSCH et al., 2014). O benefício do uso de bactérias 

endofíticas também já foi comprovado em bananeira (Musa spp. L.), onde isolados do 

gênero Bacillus, caracterizados como fixadores biológicos de nitrogênio, 

solubilizadores de fosfato inorgânico e sintetizadores de auxina, promoveram efeitos 

positivos em mudas micropropagadas de bananeira ‘Prata Anã’, aumentando o 

comprimento e diâmetro do pseudocaule e as massas seca e fresca (SOUZA et al., 

2017). Estes são apenas dois dos muitos estudos que indicam que as bactérias 

endofíticas podem ter impacto positivo na propagação in vitro de plantas, como já foi 

revisado por Soumare et al. (2021). 

Bactérias endofíticas já foram isoladas de tecidos de Plinia peruviana (Poir.) 

Govaerts, uma espécie de árvore frutífera da mesma família da C. xanthocarpa, e 

algumas tiveram produção confirmada de compostos indólicos (auxinas) (QUEIROZ 

et al., 2020). Nesta mesma pesquisa, ainda foi constatado que as bactérias dos 

gêneros Bacillus e Stenotrophomonas foram as maiores produtoras de compostos 

indólicos e, quando inoculadas em sementes de P. peruviana, melhoraram as taxas e 

a velocidade de germinação, além do tamanho médio de raízes das plântulas 

(QUEIROZ et al., 2020). 

Visto que auxinas sintéticas são empregadas para induzir a rizogênese em 

estacas tanto in vitro como ex vitro, bactérias endofíticas produtoras de auxinas 

poderiam baratear custos para a propagação de espécies vegetais que necessitam 

desse grupo hormonal para enraizar, uma vez que podem reduzir ou, até mesmo, 

substituir a aplicação de auxina exógena (SUZUKI et al., 2003; SANTOYO et al., 2016; 

HARTMANN et al., 2018; BURRAGONI e JEON, 2021; NADAL et al., 2022). O uso de 

bactérias endofíticas é um dos caminhos para melhorar as práticas agrícolas, pois 

muitas espécies já foram comprovadas como promotoras do crescimento de plantas, 

ou melhoram a absorção de nutrientes ou ainda induzem a tolerância ao estresse 

ambiental (SANTOYO et al., 2016; SINGH et al., 2017; BURRAGONI e JEON, 2021). 

Essas bactérias são recursos biológicos valiosos que devem trazer efeitos positivos 

na produção agrícola (KHAN et al., 2020; BURRAGONI e JEON, 2021). 
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2.8 ANATOMIA VEGETAL COMO FERRAMENTA PARA ESTUDOS DE 

ENRAIZAMENTO 

Na literatura, existem diversos relatos que relacionam (ou não) a baixa ou 

inexistente taxa de enraizamento de espécies lenhosas a barreiras anatômicas 

(AYOUB e QRUNFLEH, 2006; WENDLING et al., 2015; OPEÑA et al., 2020; 

CIPRIANO et al. 2022; SÁ et al., 2022; SOUSA et al., 2023). Além das causas 

anatômicas, outros fatores podem afetar a rizogênese em espécies lenhosas, em 

especial os fisiológicos (como a juvenilidade) e bioquímicos, estes últimos geralmente 

associados à presença de compostos fenólicos (STUEPP et al., 2017; MAGGIONI et 

al., 2020; ROSS et al., 2021; MARTINS et al., 2022; SÁ et al., 2022). 

Raízes adventícias podem se originar a partir de qualquer tecido com parede 

primária, como, por exemplo: parênquima do floema, raio vascular, câmbio, córtex e 

calo (EVERT, 2006). Em diversas espécies de plantas de difícil enraizamento por 

estaquia, primente as lenhosas, pode haver barreiras anatômicas, em especial, a 

presença de anéis contínuos de esclerênquima entre o floema e córtex, o que forma 

uma camada externa de tecido fibroso e lignificado que dificulta a origem ou emissão 

de raízes (HARTMANN et al., 2018; XAVIER et al., 2021).  

O estudo anatômico é um aliado promissor das técnicas de propagação 

vegetativa, pois pode explicar diferentes taxas de enraizamento observadas em 

cultivares ou genótipos de uma mesma espécie, auxiliando na seleção dos mais 

promissores à propagação vegetativa (AYOUB e QRUNFLEH, 2006; WENDLING et 

al., 2015; OPEÑA et al., 2020; ROSS et al., 2021). Dias et al. (2012) citam que 

barreiras anatômicas estão dentre os fatores que mais influenciam o sucesso para a 

propagação de plantas via estaquia. Essas barreiras anatômicas podem explicar 

diferentes taxas de enraizamento em diferentes genótipos da mesma espécie 

(AYOUB e QRUNFLEH, 2006; OPEÑA et al., 2020). Em cultivar de oliveira (Olea 

europaea L.) de difícil enraizamento, Ayoub e Qrunfleh (2006) observaram, por meio 

de análise anatômica, que havia um aumento na espessura do córtex durante o 

enraizamento dessa cultivar, o que constituía uma barreira para o desenvolvimento 

das raízes. Esse fenômeno também já foi observado em espécies da família 

Myrtaceae classificadas como de difícil enraizamento (ZHANG et al., 2009; GOULART 

et al., 2014; BRYANT e TRUEMAN, 2015; SANTORO et al., 2022). 

Em Acca sellowiana (Myrtaceae), estacas de diferentes genótipos se 

comportaram de maneira distinta quanto ao enraizamento (ROSS et al., 2017; 2021). 
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Diferenças anatômicas foram observadas entre esses genótipos, pois havia um 

desenvolvimento precoce de periderme no genótipo de difícil enraizamento, o que 

explicou as diferenças na capacidade de enraizamento entre os genótipos (ROSS et 

al., 2021). Ainda não foi investigado se as baixas taxas de enraizamento encontradas 

em C. xanthocarpa são decorrentes de barreiras anatômicas ou de outro fator. 

Portanto, a anatomia vegetal é uma ferramenta que pode ser utilizada para comprovar 

se existem barreiras anatômicas que dificultam o processo de rizogênese ou não 

nessa espécie.  
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Bactérias endofíticas no enraizamento de mini e microestacas de espécies de Myrtaceae e 

análise anatômica da rizogênese 

Resumo 

A família Myrtaceae possui destaque no Brasil no ramo da silvicultura com espécies exóticas de Eucalyptus spp., 
e também com diversas fruteiras nativas, como Campomanesia xanthocarpa (guabirobeira). Visando produção 
comercial, a formação de raízes adventícias, comumente induzida com auxinas sintéticas, é fundamental para o 
sucesso de técnicas de propagação vegetativa. Bactérias endofíticas são microrganismos que vivem em plantas, e 
muitas delas são produtoras de auxinas, o que poderia acarretar em seu uso como bioinoculante para induzir 
formação de raízes em estacas. Portanto, os objetivos dessa pesquisa foram avaliar o efeito de diferentes estirpes 
de bactérias endofíticas na indução de enraizamento de microestacas de guabirobeira e miniestacas de Eucalyptus, 
investigar a origem anatômica das raízes adventícias no caso da guabirobeira e identificar os isolados promissores 
para o enraizamento via sequenciamento genético. Estirpes de bactérias endofíticas, isoladas de tecidos de Plinia 
peruviana e potencialmente promotoras de crescimento, foram inoculadas em microestacas de guabirobeira e 
miniestacas de Eucalyptus. Instalou-se três ensaios com a guabirobeira, testando diferentes isolados de bactérias 
endofíticas (CNPFs 1, 2, 3, 4, 10, 11, 12, 14, 22, 23, 25, 33 e 51). No experimento com Eucalyptus, testou-se dois 
isolados (CNPFs 23 e 179) em dois clones comerciais: AEC-0144 (E. urophylla) e SUZA0217 (E. urograndis). 
Após a avaliação dos experimentos, selecionou-se os dois melhores isolados que foram identificados a partir do 
sequenciamento genético do 16S rRNA. Foi ainda realizado o estudo anatômico das microestacas de guabirobeira, 
investigando a dificuldade de enraizamento adventício dessa espécie. Os ensaios em microestacas de guabirobeira 
demonstraram efeito positivo das estirpes de bactérias endofíticas CNPF 23 e CNPF 33 sobre a taxa de 
enraizamento (56,7% e 43,3%, respectivamente). O sequenciamento dos isolados CNPF 23 e CNPF 33 revelou 
tratar-se do mesmo gênero: Pantoea. No ensaio em miniestacas de Eucalyptus, o clone SUZA0217 foi superior ao 
clone AEC-0144 para todas as variáveis de enraizamento avaliadas. A inoculação com a bactéria CNPF 23 
proporcionou a maior taxa de enraizamento (99,0%) e a menor ocorrência de calos (4,0%). Destaca-se que a 
inoculação das microestacas de guabirobeira e miniestacas de Eucalyptus com a bactéria CNPF 23 (Pantoea sp.) 
proporcionou as maiores taxas de enraizamento em ambas as espécies, portanto, seu uso como bioinoculante é 
aconselhado para elevar o enraizamento nestas espécies, podendo substituir o uso de auxina sintética no meio de 
cultura, no caso da guabirobeira. O estudo anatômico das microestacas de guabirobeira revelou a presença de 
felogênio em alguns indivíduos, indicando crescimento secundário precoce, os quais foram justamente os que não 
formaram raízes adventícias. Portanto, recomenda-se a seleção dos genótipos onde o felogênio se diferencia mais 
tardiamente para a domesticação dessa espécie. 
 
Palavras-chave: Anatomia vegetal, bactéria promotora de crescimento vegetal, Campomanesia xanthocarpa, 
Eucalyptus. 
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1. Introdução 
Bactérias endofíticas são microrganismos que vivem no interior de plantas sem lhes causar prejuízo e 

algumas podem beneficiar as plantas hospedeiras de diversas maneiras, como, por exemplo, auxiliando na 

produção de hormônios vegetais, dentre os quais as auxinas (Wilson 1995; Santoyo et al. 2016; Singh et al. 2017). 

As principais pesquisas sobre a aplicação prática desses microrganismos visam o seu uso como bioinsumos 

(Santoyo et al. 2016; Singh et al. 2017; Burragoni e Jeon 2021). A aplicação comercial de microrganismos pode 

ser de grande valia tendo em vista uma eminente escassez de fertilizantes e alimentos no mundo, além de atender 

demandas socioambientais pelo uso de produtos com menor risco de contaminação ambiental e aos organismos 

não alvo em comparação com produtos químicos (Tenkorang e Lowenberg-DeBoer 2009; Alewell et al. 2020; 

Buralli e Ribeiro 2021; Dhayalan e Sudalaimuthu 2021). Um exemplo de aplicação prática deste tipo de bactéria 

se deu com isolados de tecidos de pupunheira (Bactris gasipaes) (Arecaceae), onde um deles (CNPF 179), 

identificado como Stenotrophomonas sp., promoveu maior massa seca de raízes em relação aos demais 

tratamentos, em experimento com a espécie da qual foi isolada (Silva et al. 2022). 

Auxinas são hormônios vegetais capazes de promover formação de raízes adventícias em estacas (Raven 

et al. 2007; Taiz et al. 2017). Portanto, o uso de auxinas sintéticas é extremamente importante para o sucesso na 

propagação vegetativa de diversas espécies lenhosas em escala comercial, mas também constituem um de seus 

principais custos (Raven et al. 2007; Hartmann et al. 2018). O ácido indol-3-butírico (AIB) é a auxina sintética 

mais utilizada comercialmente para essa finalidade (Taiz et al. 2017). Esse composto se converte em ácido 

indolacético (AIA) no peroxissomo por β-oxidação (Taiz et al. 2017). AIA é a auxina mais abundante e 

fisiologicamente importante nos organismos vegetais (Taiz et al. 2017). Além das técnicas tradicionais de 

propagação, a micropropagação surgiu como uma alternativa promissora para a propagação de espécies 

particularmente difíceis, seja por diferentes fatores (Singh 2015). A multiplicação por gemas axilares é a base de 

grande parte dos protocolos de micropropagação em espécies lenhosas nativas do Brasil (Oliveira et al. 2013). 

Apesar do grande número de espécies florestais nativas, existe grande carência de pesquisas sobre a propagação 

in vitro delas, sendo que, presentemente, ainda se focam especialmente no desenvolvimento de protocolos de 

micropropagação (Oliveira et al. 2013; Phillips e Garda 2019). Em grande parte desses estudos, a etapa de 

enraizamento ainda é o principal gargalo da técnica (de Klerk 2002). 

A família Myrtaceae Juss. possui grande expressividade na silvicultura devido às espécies do gênero 

Eucalyptus L'Hér., nativas da Austrália e ilhas da Oceania (Poke et al. 2005; Hayat et al. 2015). Estas árvores são 

muito visadas para a produtividade devido ao seu rápido crescimento, alta adaptabilidade e elevada demanda pelos 

produtos oriundos, dos quais se destacam o carvão vegetal, a lenha e a celulose, usada na produção de papel (Alves 

et al. 2018; Seng Hua et al. 2022). É o gênero mais usual em plantios florestais nos trópicos e subtrópicos, o que 

inclui o Brasil, que ocupa posição de destaque, pois possui a maior área plantada desse gênero no mundo, com 

22% do total (Messier et al. 2022; Seng Hua et al. 2022). No ano de 2021, a área total dedicada à silvicultura no 

Brasil foi de 9.930.000 ha, e, destes, 7.530.000 ha são de espécies de Eucalyptus, o que corresponde à 75,8% (IBÁ, 

2022). Os estados de Minas Gerais, São Paulo, Paraná, Mato Grosso do Sul, Santa Catarina e Rio Grande do Sul 

são os com as maiores áreas de florestas plantadas dentre os estados brasileiros (IBÁ, 2022). No entanto, vários 

clones comerciais, tanto de espécies puras como híbridos, ainda apresentam baixas taxas de enraizamento, sendo 

que técnicas de rejuvenescimento são a primeira alternativa considerada para a superação desses problemas 

(Mendonça et al. 2020; Vilasboa et al. 2022). A maioria dos viveiros contemporâneos de mudas de Eucalyptus 
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trabalham com a propagação via miniestaquia, técnica que aumenta o potencial de enraizamento adventício e capaz 

de revigorar clones com baixo potencial de enraizamento (Wendling e Xavier 2005a; 2005b). O clone de 

Eucalyptus urophylla AEC-0144, originalmente desenvolvido pela Aperam BioEnergia LTDA, mas que agora é 

de domínio público, é o mais amplamente cultivado no Brasil (Paludzyszyn Filho e Santos 2013; Santarosa et al. 

2014). Isso se explica por este clone possuir tolerância ao estresse hídrico e boa resistência a diversas pragas e 

doenças, apesar de apresentar certa dificuldade para o enraizamento (Paludzyszyn Filho e Santos 2013; Queiroz 

2014). Energia e carvão são as principais aptidões deste clone (Paludzyszyn Filho e Santos 2013; Santarosa et al. 

2014). Também é expressivo no Brasil o plantio de clones do híbrido Eucalyptus urograndis (Eucalyptus urophylla 

x Eucalyptus grandis), os quais tem mais aptidão para produtos serrados (Paludzyszyn Filho e Santos 2013; 

Santarosa et al. 2014). Um dos clones desse híbrido é o SUZA0217, desenvolvido pela Suzano S.A., relativamente 

novo no mercado, mas com boa adaptabilidade a diferentes climas e solos (Avam Flora 2023). 

Também existe grande diversidade de árvores frutíferas da família Myrtaceae nativas do Brasil, das quais, 

pode-se destacar a guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa (Mart.) O.Berg). Esta espécie possui grande 

potencial de mercado devido aos seus saborosos frutos, que podem ser consumidos de diversas formas e são ricos 

em minerais e vitamina C (Lisbôa et al. 2011; Andrade et al. 2012; Lorenzi et al. 2015). O consumo dessa espécie 

se limita, atualmente, ao extrativismo feito em seu centro de origem pela população local, mesmo com o seu grande 

potencial (Raseira et al. 2004; Lisbôa et al. 2011). Pesquisas visando sua propagação poderão acarretar alternativas 

ao sistema extrativista praticado atualmente, possibilitando o surgimento de plantios comerciais e uma cadeia 

produtiva, gerando renda para produtores rurais e outros envolvidos na cadeia produtiva, diversificando a 

alimentação dos consumidores e auxiliando na sua preservação (Raseira et al. 2004; Kinupp 2011; Lisbôa et al. 

2011; Lorenzi et al. 2015). Porém, existem alguns fatores que limitam a propagação dessa espécie: sementes 

recalcitrantes (Vieira 2019), produção regular de frutos a partir de 10 anos (Campos Filho e Sartonelli 2015), falta 

de domesticação (Lisbôa et al. 2011; Machado et al. 2020) e propagação vegetativa ineficiente por estaquia (Scutti 

e Zanette 2000; Teleginski 2016; Primak et al. 2017) ou alporquia (Teleginski et al. 2018). Um protocolo de 

micropropagação foi desenvolvido para essa espécie, visando a superação desses fatores limitantes (Machado et 

al. 2020). Um dos principais gargalos desse protocolo está na etapa de enraizamento, onde os melhores resultados, 

após 60 dias, foram de 52 e 53%, utilizando Woody Plant Medium (WPM) (Lloyd e McCown 1980) suplementado 

com 14,7 e 24,5 μM de ácido indolbutírico (AIB), respectivamente, mas sem diferir significativamente das demais 

concentrações de AIB testadas (4,9; 9,8; e 34,3 μM), o que justifica a recomendação dos autores de utilizar a 

concentração mais baixa de AIB (4,9 μM) para o enraizamento dos explantes (Machado et al. 2020). No mesmo 

meio de cultura sem auxina, a taxa de enraizamento foi de 49%, percentagem muito próxima da melhor encontrada 

nos testes com AIB (Machado et al. 2020). 

Em espécies lenhosas as raízes adventícias podem se originar a partir de diversos tecidos com parede 

primária, como, por exemplo: parênquima do floema, câmbio vascular e calo (Hartmann et al. 2018). Células com 

paredes primárias são totipotentes, ou seja, conseguem se desdiferenciar, dividir e rediferenciar (Evert 2006). Essa 

característica permite essas células formarem raízes adventícias e brotações (Evert 2006). Por meio de análises 

anatômicas, é possível determinar o tecido de onde as raízes adventícias se originam, bem como observar a 

existência de barreiras anatômicas que possam interferir na emergência delas (Lima et al. 2011; Opeña et al. 2020). 

A anatomia vegetal já foi utilizada como ferramenta para estudo da rizogênese adventícia em espécies frutíferas 
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de Myrtaceae nativas do Brasil, como Acca sellowiana (Zhang et al. 2009; Ross et al. 2021), Eugenia uniflora 

(Cipriano et al. 2022) e Campomanesia phaea (Santoro et al. 2022). 

 Portanto, os objetivos desse trabalho foram avaliar o efeito de diferentes estirpes de bactérias endofíticas 

no enraizamento e desenvolvimento de microestacas de guabirobeira e miniestacas de eucalipto, investigando a 

origem anatômica das raízes formadas no caso da guabirobeira, e realizando a identificação das estirpes mais 

promissoras via sequenciamento genético. 

 

2. Material e métodos 
2.1 Local de estudo 

O cultivo de bactérias endofíticas, os experimentos com micropropagação, a preparação das bactérias, as 

pesagens de massas fresca e seca do experimento com Eucalyptus e a extração e amplificação do DNA para o 

sequenciamento genético, foram realizados no Laboratório de Cultura de Tecidos e Transformação da Embrapa 

Florestas, localizada em Colombo (PR). A inoculação e o cultivo das miniestacas de Eucalyptus, bem como as 

avaliações de presença e comprimento de raízes, foram realizados no viveiro de mudas Avam Flora, localizado no 

município de Manduri (SP). O processamento de amostras e análises anatômicas das microestacas de C. 

xanthocarpa foram realizados no Laboratório de Anatomia e Biomecânica Vegetal do Departamento de Botânica 

da Universidade Federal do Paraná (UFPR) em Curitiba (PR). 

 

2.2 Origem das bactérias endofíticas 

Todas as bactérias utilizadas neste estudo fazem parte da coleção de Microrganismos Multifuncionais 

Florestais da Embrapa Florestas (Colombo, PR), as quais são identificadas com a sigla CNPF seguida de um código 

numérico. Foram utilizadas as bactérias: CNPF 1, CNPF 2, CNPF 3, CNPF 4, CNPF 10, CNPF 11, CNPF 12, 

CNPF 14, CNPF 22, CNPF 23, CNPF 25, CNPF 33 e CNPF 51. Estas bactérias foram utilizadas devido a sua 

capacidade de produzir compostos indólicos (auxinas), e foram previamente isoladas de folhas e meristemas de 

uma espécie de jabuticabeira (Plinia peruviana (Poir.) Govaerts) (Queiroz et al. 2020). Quatro destes isolados já 

foram identificados por sequenciamento genético: CNPF 1 (Bacillus sp.), CNPF 2 (Stenotrophomonas sp.), CNPF 

3 (Pseudomonas sp.) e CNPF 4 (Stenotrophomonas sp.) (Queiroz et al. 2020). Os trabalhos de isolamento, 

caracterização quanto à capacidade de produção de compostos indólicos e sequenciamento genético, foram 

realizados previamente por Queiroz et al. (2020). Além destas bactérias, também foram incluídas a bactéria CNPF 

179 (Stenotrophomonas sp.), que foi capaz de incrementar o enraizamento na sua planta de origem, Bactris 

gasipaes (Arecaceae) (Silva et al. 2022), e também a estirpe Ab-V5 (CNPF 66) de Azospirillum brasilense, isolada 

de tecidos de Zea mays (Poaceae) e utilizada comercialmente para a inoculação nas culturas do milho e trigo no 

Brasil. 

 

2.3 Experimentos com Campomanesia xanthocarpa micropropagada in vitro 

Frutos de guabirobeira foram colhidos de árvores matriz no município de Irati (PR), em dezembro de 

2020. Após a colheita, foram encaminhados para a Embrapa Florestas (Colombo, PR), onde foram despolpados e 

as sementes desinfestadas por meio de banho com etanol 70% durante 1 minuto, seguido de lavagem durante 10 

minutos em solução de hipoclorito de sódio (NaClO) 5% (v/v) com duas gotas de Tween®20, e enxágue com três 

lavagens com água destilada esterilizada. Em seguida, as sementes foram introduzidas em tubos de ensaio (2 cm 
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de diâmetro, 10 cm de comprimento e tampa de polipropileno) contendo 10 mL de meio de cultura WPM (Lloyd 

e McCown 1980), acrescido de 7 g L-1 de ágar (Reatec®). 

Após a germinação e o desenvolvimento de alguns nós, as plântulas tiveram suas raízes cortadas e 

serviram como explantes iniciais para a micropropagação. Os explantes iniciais foram repicados em meio de 

cultura WPM suplementado com 2,2 μM de 6-benzilaminopurina (BAP), 30 g L-1 de sacarose e pH ajustado para 

5,8 antes de adicionar 7 g L-1 de ágar (Reatec®), como foi proposto por Machado et al. (2020) para a multiplicação 

por gemas axilares dessa espécie. Mensalmente, realizaram-se repicagens, separando os brotos formados do 

explante inicial e subcultivando-os em novo meio de cultura, idêntico ao anterior. Dez subcultivos foram realizados 

até a obtenção de quantidade suficiente de explantes para o início dos experimentos 

As bactérias foram cultivadas em meio sólido com dextrose, extrato de levedura e glutamato (DYGS) 

(Rodrigues Neto et al. 1986) por 48h. Além das bactérias endofíticas isoladas de P. peruviana da coleção da 

Embrapa Florestas, também foi utilizada, como controle, a bactéria Azospirillum brasilense (Ab-V5).  Após o 

crescimento, as bactérias foram inoculadas em meio DYGS líquido (10 mL) por 24 h, a 150 rpm e 28º C. Para a 

inoculação, a densidade ótica das culturas bacterianas crescidas foi ajustada para a faixa entre 0,600 e 0,800 a 600 

nm (DO600), com o uso de um espectrofotômetro (Eppendorf® BioPhotometer 6131). O meio de cultura DYGS 

sem bactérias foi utilizado como “branco”. 

 O conteúdo das suspensões bacterianas foi despejado cada um em uma placa de Petri esterilizada. 

Explantes de guabirobeira (C. xanthocarpa) que estavam em meio de indução de brotos foram utilizados para a 

confecção de microestacas de 1,5 cm de comprimento, com pelo menos três nós, apicais, mantendo-se apenas o 

par de folhas mais jovem. Após, a base das microestacas foi mergulhada em solução bacteriana durante três 

segundos (tratamento pulso). A seguir, as microestacas foram introduzidas em frascos (9 cm de altura, 7 cm de 

diâmetro no fundo, 5 cm de diâmetro na boca e tampa de polipropileno) contendo 30 mL de meio de cultura WPM 

sólido sem reguladores do crescimento vegetal.  Foram introduzidas cinco microestacas por frasco, e cada 

tratamento foi constituído de seis frascos, totalizando 30 explantes. Além da bactéria A. brasilense, foram feitos 

mais dois tratamentos testemunha:  o controle (meio WPM sem reguladores e com explantes não inoculados) e o 

meio WPM suplementado com 4,9 μM de ácido indolbutírico (AIB) sem inoculação de bactérias, conforme 

recomendado por Machado et al. (2020). Os frascos foram mantidos em temperatura de 23 ± 2º C, sob luz fornecida 

por lâmpadas LED tubulares (Elgin® branca fria), com irradiância de 45 μmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 h. Os 

procedimentos para esse experimento estão ilustrados na Figura 2. 
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Figura 2 - Processo de inoculação de bactérias endofíticas em microestacas de Campomanesia xanthocarpa.  
A Colônias de bactérias endofíticas cultivadas em meio de cultura DYGS sólido B Suspensão bacteriana em tubo de ensaio C Cubetas contendo 
alíquotas de suspensões bacterianas e meio de cultura DYGS puro D Espectrofotômetro medindo a DO600 de uma alíquota de suspensão 
bacteriana E Explantes de Campomanesia xanthocarpa retirados de meio de cultura para indução de brotações F Microestaca em contato com 
suspensão bacteriana G Cultivo de microestacas em sala de crescimento. 
 

Foram instalados três ensaios com bactérias endofíticas inoculadas em microestacas de guabirobeira 

propagadas in vitro, e os procedimentos para a instalação foram os descritos acima, idênticos para todos. Estirpes 

diferentes de bactérias foram testadas em cada um deles. No primeiro (E1) utilizou-se as estirpes CNPF 25, CNPF 

51, CNPF 14, CNPF 1, CNPF 12, CNPF 2, CNPF 11 e as testemunhas (controle, AIB e Azospirillum brasilense 

Ab-V5). No segundo (E2) foram CNPF 3, CNPF 22, CNPF 10, CNPF 23 e as mesmas testemunhas. Por fim, no 

terceiro ensaio (E3), as estirpes foram: CNPF 33, CNPF 4 e as três testemunhas. Os experimentos foram todos 

avaliados 42 dias após a instalação. Avaliou-se a taxa de enraizamento (porcentagem de microestacas apresentando 

raízes), o número de raízes formadas, comprimento da raiz mais longa, número de folhas e comprimento da parte 

aérea. 
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2.4 Experimento com Eucalyptus propagado por miniestaquia 

A primeira etapa do experimento com miniestacas de Eucalyptus ocorreu na Embrapa Florestas, no 

município de Colombo (PR). Foram utilizadas as estirpes de bactéria Azospirillum brasilense (Ab-V5), CNPF 23 

e CNPF 179, que estavam armazenadas em geladeira (4º C). As bactérias foram inoculadas em 30 mL de meio de 

cultura DYGS líquido, e incubadas por 16 h, a 150 rpm e 28º C. Em seguida, a densidade ótica das culturas 

bacterianas crescidas foi ajustada para a faixa entre 0,600 e 0,800 a 600 nm (DO600), com o uso de um 

espectrofotômetro (Eppendorf® BioPhotometer 6131). O conteúdo dos frascos foi então vertido em tubos Falcon 

esterilizados e procedeu-se com o envio, em caixa de isopor sob refrigeração, para a instalação do experimento. 

A instalação ocorreu no viveiro de mudas Avam Flora, localizado no município de Manduri (SP). Foram 

testados dois clones: AEC-0144 (Eucalyptus urophylla) e SUZA0217 (Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis 

/ Eucalyptus urograndis). A instalação ocorreu em 18 de outubro de 2022. As miniestacas foram confeccionadas 

a partir de mini-jardim clonal utilizando porções apicais com 12 ± 2 cm de comprimento, mantendo de dois a 

quatro pares de folhas mais jovens cortadas pela metade. As miniestacas foram então inoculadas, mergulhando a 

porção basal na suspensão bacteriana durante 10 segundos. Foram instalados quatro tratamentos para cada clone: 

controle (sem inoculação), Azospirillum brasilense (bactéria comercial), CNPF 23 (bactéria endofítica) e CNPF 

179 (bactéria endofítica). Em seguida, foram plantadas, enterrando 1 cm da base em substrato composto de fibra 

de coco (70%), turfa (15%) e casca de arroz carbonizada (15%), contido em tubetes plásticos com 12,5 cm de 

altura e 3,2 cm de diâmetro. 

As mudas ficaram durante 35 dias em ambiente controlado em casa de vegetação, com umidade mínima 

de 70%, temperatura máxima de 35º C e sob irrigação por aspersão semiautomatizada, que funcionava a cada meia 

hora durante quatro minutos. Após, foi realizada a avaliação das microestacas. Para isso, as mudas foram retiradas 

do substrato e suas raízes foram lavadas em água corrente. Avaliou-se a presença ou ausência de rizogênese e 

formação de calos e o comprimento da raiz principal (cm), utilizando, para este parâmetro, uma régua milimetrada. 

Com um alicate de poda, as raízes foram separadas da parte aérea da planta e, então, armazenadas em sacos de 

papel kraft, identificados e numerados. Foram então avaliadas as massas fresca e seca das raízes, medidas com o 

uso de balança analítica. A massa seca foi medida após secagem em estufa (Fabbe®) com circulação de ar à 70º C 

até atingir massa constante. 

 

2.5 Sequenciamento parcial do gene 16S rRNA das estirpes CNPF 23 e CNPF 33 

Após os testes com bactérias endofíticas, selecionou-se os isolados da coleção de jabuticabeira da 

Embrapa que apresentaram os melhores parâmetros para o enraizamento das microestacas, as quais foram as 

identificadas pelos códigos CNPF 23 e CNPF 33. Colônias das bactérias selecionadas foram cultivadas em placas 

de Petri plásticas (60 mm de diâmetro) contendo meio de cultura DYGS sólido. A extração ocorreu através do kit 

de extração (Invitrogen® PureLink Genomic DNA Mini Kit), conforme instruções do fabricante. Para a 

amplificação do gene 16S do rRNA foram utilizados os primers 27F (AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) e 1492R 

(GGTTACCTTGTTACGACTT) e para o sequenciamento parcial foi utilizado o primer 27F 

(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG). Uma alíquota de 2,5 μL do DNA extraído foi utilizada na reação de PCR para 

um volume final de 50 μL por reação. Os reagentes utilizados em cada reação foram: primer 27F (0,2 μM); primer 

1492R (0,2 μM); cloreto de magnésio (2,5 μM); tampão de PCR (1x); dNTP (0,2 μM); e Taq DNA polimerase 

(0,02 Da). As etapas e condições da amplificação foram: desnaturação inicial (94º C por 5 min), desnaturação (30 



54 
 

ciclos de 40 s a 94º C), anelamento (55º C por 40 s), extensão (72º C por 1,5 min) e extensão final (72º C por 7 

min). 

O sequenciamento foi feito na empresa GoGenetic, sediada na Pontifícia Universidade Católica do Paraná 

(Curitiba, PR). As amostras passaram pelas seguintes etapas: purificação de produto de PCR com Exo/Sap; 

marcação de DNA purificado com BigDye, purificação e análise em Genetic Analyser 3500xL (Thermo Fisher 

Scientific®), pop7, capilar 50 cm - reação de Sequenciamento Sanger e entrega de arquivos de sequência. Os 

reagentes de sequenciamento utilizados são da Thermo Fisher Scientific®. As sequencias obtidas foram editadas, 

retirando extremidades com baixa qualidade, no software MEGA 11.0.13 (Tamura et al. 2021) e comparadas com 

as do banco de dados Genbank do National Center for Biotechnology Information (NCBI) pelo programa BLASTN 

(Zhang et al., 2000), a fim de determinar a semelhança entre sequências. 

 

2.6 Processamento de amostras e análises anatômicas em microestacas de Campomanesia xanthocarpa 

Foram coletados fragmentos de microestacas inoculadas com a bactéria endofítica de código CNPF 23 

ou cultivadas em meio de cultura com AIB (4,9 μM), com a finalidade de comparar a rizogênese entre os 

tratamentos e determinar o tecido em que se originam as raízes. A bactéria CNPF 23 foi eleita por apresentar os 

melhores parâmetros para o enraizamento das microestacas de guabirobeira em experimento anterior. Realizaram-

se quatro coletas em tempos diferentes desde a instalação do ensaio: 5, 10, 15 e 20 dias após. Coletaram-se oito 

microestacas para cada tratamento em cada um dos quatro tempos. Após retirá-las dos frascos onde estavam sendo 

cultivadas, as porções basais das microestacas foram cortadas em tamanho de aproximadamente 3 mm de 

comprimento, e somente estas porções passaram pelo processamento e análise anatômica, visto que são a porção 

da microestaca de onde emergem as raízes adventícias (conforme observação de ensaios preliminares). 

As amostras foram fixadas em solução de formaldeído, ácido acético e álcool etílico 50% (FAA50) e 

submetidas a vácuo por 24 horas, conforme Johansen (1940), imediatamente após a coleta da parte de interesse 

das microestacas. Após desidratação em série etanólica crescente, as amostras foram estocadas em etanol 70%. 

Para o processamento, as amostras estocadas foram desidratadas até etanol 95% e incluídas em metacrilato (Gerrits 

e Smid 1983) conforme instruções do fabricante (Leica® Historesin embedding kit). 

As amostras foram seccionadas transversalmente em micrótomo rotativo (Olympus® CUT 4055) com 

espessura de 10 μm. Os cortes obtidos foram corados com azul de toluidina pH 4,0 (O’Brien et al. 1964) e lâminas 

permanentes foram montadas em verniz vitral (Acrilex®) seguindo protocolo de Paiva et al. (2006). As fotografias 

foram obtidas com uso do software Mosaic2.2.1 integrado com fotomicroscópio (Bioptika® B605). As análises 

foram realizadas no Laboratório de Anatomia e Biomecânica Vegetal do Departamento de Botânica da 

Universidade Federal do Paraná (UFPR) em Curitiba (PR). 

 

2.7 Ilustração de arte botânica de Campomanesia xanthocarpa 

 Devido à escassez de arte botânica representando C. xanthocarpa, o presente estudo também se propôs a 

produzir uma nova arte original dessa espécie nativa. A obra, denominada Campomanesia xanthocarpa, foi 

realizada por Cristina Maria Klas, ilustradora e membro do Centro de Ilustração Botânica do Paraná. O trabalho 

foi pintado na técnica de aquarela sobre papel Fabriano® 50% prensado à quente. Feita a coleta de vários galhos, 

flores e frutos da espécie, a primeira etapa foi a obtenção das cores de todos os elementos da planta. A seguir, foi 

feito um esboço à grafite em papel sulfurize (Canson®) da melhor composição do hábito com os frutos e flores. 
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Finalizada essa etapa, o desenho é transferido para o papel definitivo (Fabriano® 50% prensado à quente) e pintado 

em aquarela. A obra é em tamanho A3, no tamanho real da planta. O trabalho foi realizado sempre à luz do dia, 

para respeitar a fidelidade das cores e detalhes. 

 

2.8 Delineamento experimental e análises estatísticas 

Visto que as parcelas experimentais são homogêneas e os locais dos experimentos (sala de crescimento 

ou casa de vegetação e enraizamento) têm condições controladas, o delineamento experimental adotado para todos 

foi inteiramente casualizado. O teste de comparação de médias de Tukey foi utilizado para classificar os 

tratamentos que apresentam médias distintas estatisticamente, com valor de significância de 0.05. As análises 

estatísticas e gráficos foram feitos com o auxílio do software R, baseadas em Zuur et al. (2009), utilizando os 

seguintes pacotes: hnp (Moral et al. 2017), MASS (Venables e Ripley 2002), gamlss (Rigby e Stasinopoulos 2005), 

ggplot2 (Wickham 2016), emmeans (Lenth 2022), além das funções nativas da linguagem R® (R Core Team 2022).  

No caso dos experimentos realizados com guabirobeira, analisou-se a variável “taxa de enraizamento” 

via modelo linear generalizado (MLG), utilizando a família binomial de distribuições com função de ligação logito 

no caso dos E1 e E2, e abordagem de quase-verossimilhança com função de ligação logito no caso do E3. Essa 

análise foi realizada pois tal variável é do tipo binária (ocorrência ou não ocorrência). A abordagem de quase-

verossimilhança permite ajustar modelos que apresentam super ou subdispersão. Para os MLG’s, a versão análoga 

da análise de variância (ANOVA) é a análise de deviance, que, ao invés do teste F, utiliza o teste qui-quadrado 2, 

e os testes de comparação de médias podem ser feitos a partir da razão entre as médias (razão de chances) ou 

diferenças entre os logaritmos das razões entre elas, ao invés da diferença entre as médias (Agresti 2015; Faraway 

2016). O “número de raízes” é uma variável do tipo contagem, portanto foi ajustada utilizando a distribuição de 

Poisson e função de ligação logarítmica no caso do E1. Nos E2 e E3, devido à falta de ajuste utilizando a 

distribuição de Poisson, a análise dessa variável foi feita via MLG, utilizando a abordagem de quase 

verossimilhança, adotando, para o E2, a função de ligação inversa, e a função de variância  ( ) = , e adotando, 

para o E3, a função de ligação logarítmica, e a função de variância  ( ) = . A variável “comprimento da raiz 

mais longa” foi analisada via ANOVA. Para esta variável, todos os pressupostos foram atendidos nos E2 e E3, 

mas, no E1, necessitou-se de transformação box-cox para atendimento do pressuposto da normalidade de resíduos 

da análise de variância. A normalidade dos resíduos foi verificada utilizando o teste de normalidade de Shapiro-

Wilk em todos os ensaios. “Número de folhas” é uma variável de contagem. Para o E1, esta variável foi analisada 

por MLG, utilizando a distribuição binomial negativa e função de ligação logarítmica para análise de deviance, 

com comparação múltipla realizada na escala logarítmica ao invés da escala real dos dados. Para o E2, foi modelada 

utilizando MLG com distribuição binomial negativa e função de ligação logarítmica. Foi escolhida a distribuição 

binomial negativa dada a superdispersão encontrada ao ajustar o modelo, condição recorrente em dados de 

contagem. E para o E3, foi modelada utilizando MLG com distribuição de Poisson e função de ligação logarítmica. 

Por fim, a variável “comprimento da parte aérea” foi analisada utilizando MLG. Para o E1, com a distribuição 

inversa gaussiana, função de ligação 1/ 2, e comparação de médias por análise de deviance, utilizando as médias 

na escala do preditor linear 1/ 2. Para o E2, com a família tweedie de distribuições, função de ligação 1/ 4, e 

comparação de médias por análise de deviance, utilizando as médias na escala do preditor 1/ 4. E para o E3, com 

a distribuição gama, função de ligação inversa, e comparação de médias por análise de deviance, utilizando as 

médias na escala inversa. 
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 Para o experimento com os clones de Eucalyptus, as variáveis “taxa de enraizamento” e “ocorrência de 

calos” são do tipo binária, e, portanto, foram analisadas via MLG utilizando a família binomial de distribuições 

com função de ligação logito. Já as variáveis “comprimento de raiz”, “massa fresca” e “massa seca”, por sua vez, 

foram analisadas utilizando análise de variância. Porém, para a “massa fresca”, não houve distribuição normal dos 

resíduos, de forma que foi necessário refazer a análise aplicando uma raiz quadrada a fim de encontrar 

normalidade. Todos os testes foram feitos na escala de raiz quadrada, e as médias foram retransformadas para a 

escala original após a análise. Este experimento teve esquema experimental bifatorial 2 (clones: AEC-0144 e 

SUZA0217) x 4 (tratamentos: controle, Azospirillum brasilense, CNPF 23 e CNPF 179). 

 

3. Resultados e discussão 
3.1 Efeito de diferentes estirpes de bactérias endofíticas no enraizamento e desenvolvimento de 

microestacas de Campomanesia xanthocarpa 

3.1.1 Taxa de enraizamento 

 No E1, a análise de deviance confirmou efeito de tratamento para a taxa de enraizamento. A maior média 

foi encontrada no tratamento com a bactéria Azospirillum brasilense (36,7%), porém o teste de comparações 

múltiplas de Tukey (  = 0.05) revelou que este não difere estatisticamente dos tratamentos com CNPF 1, CNPF 

14 e controle, os três com média de 20,0% (Fig. 3). Queiroz et al. (2020), que realizaram o isolamento e estudos 

com as mesmas bactérias, constataram que o isolado CNPF 1, identificado como Bacillus sp., foi o maior produtor 

de compostos indólicos na ausência de triptofano, com nível quase três vezes maior que o da A. brasilense. No 

presente experimento, porém, isso parece não haver refletido na taxa de enraizamento para a guabirobeira, uma 

vez que a taxa de enraizamento do tratamento com A. brasilense foi superior à do tratamento com CNPF 1, embora 

as médias não tenham diferido estatisticamente. As microestacas dos tratamentos CNPF 51 e CNPF 11 não 

apresentaram enraizamento, portanto, não foram utilizadas para a análise estatística. 

 

 
Figura 3 - Taxa média de enraizamento de microestacas de Campomanesia. xanthocarpa em função de da inoculação com várias bactérias 
endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 1. 



57 
 

(Controle: meio de cultura WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de 
AIB; Azospirillum brasilense: A. brasilense; CNPF 1, CNPF 12, CNPF 14, CNPF 2, CNPF 25: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com 
letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

A taxa de enraizamento também foi influenciada pelos tratamentos no E2. As microestacas inoculadas 

com a bactéria endofítica CNPF 23 apresentaram a maior média neste ensaio (56,7%), assim como foi a maior 

dentre os três ensaios (Fig. 4). Apesar disso, o teste de comparações múltiplas (  = 0.05) mostrou que este 

tratamento não diferiu estatisticamente dos tratamentos com AIB e com a bactéria CNPF 22, com médias de 28,0% 

e 20,0%, respectivamente. Taxas de enraizamento semelhantes já foram encontradas na micropropagação de outras 

Myrtaceae: uma taxa de 60% foi observada em Eugenia pyriformis em meio de cultura WPM com 4,9 μM de AIB 

(Nascimento et al. 2008). Em Acca sellowiana, após período de indução de 6 dias no meio WPM líquido acrescido 

de 20 μM de AIB, houve as maiores taxa de enraizamento (68,9%) (Oltramari et al. 2000). 

 

 
Figura 4 - Taxa média de enraizamento de microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com diferentes bactérias 
endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 2. 
(Controle:  WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 10, CNPF 22, CNPF 23, CNPF 3: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo 
teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

Diferentemente do E1, as microestacas inoculadas com A. brasilense tiveram taxa de enraizamento de 

11,5% no E2 (Fig. 4). Além disso, neste ensaio, no tratamento com AIB, a taxa de enraizamento foi 18% maior 

em relação a taxa obtida no E1, e foi a maior encontrada para esse tratamento nos três ensaios. Ainda assim, está 

distante do enraizamento próximo de 40% encontrado por Machado et al. (2020) após 60 dias, utilizando a mesma 

concentração dessa auxina no meio de cultura em testes com a mesma espécie, ou dos 53% encontrados utilizando 

24,5 μM. 

No E3, os tratamentos não afetaram a taxa de enraizamento para um nível de significância  = 0.05. A 

maior média nesse ensaio foi de 43,3%, encontrada no tratamento com a bactéria CNPF 33, mas sem diferença 

estatística dos demais tratamentos. O tratamento com AIB neste terceiro ensaio apresentou 23,3% de taxa de 

enraizamento, mais próxima da encontrada no E2 do que a do E1. O fato dos isolados CNPF 23 e CNPF 33 terem 

apresentado as maiores taxas de enraizamento no E2 e E3, respectivamente, ao menos numericamente, é 
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interessante, uma vez que o sequenciamento genético indicou que estes isolados são do mesmo gênero, como será 

visto a seguir. Já foi previamente constatado que o isolado CNPF 23 pode pouco mais que dobrar sua produção de 

compostos indólicos quando na presença de triptofano (Queiroz et al. 2020) 

Em guabirobeira, Scutti e Zanette (2000) observaram 20% de enraizamento em meio de cultura ½ MS 

(Murashige e Skoog, 1962) sem adição de auxina, e Machado et al. (2020) observaram mais de 40% de 

enraizamento em WPM com 4,9 μM de AIB e 52 e 53% com 14,7 e 24,5 μM de AIB, respectivamente. A taxa de 

enraizamento encontrada aqui com a bactéria endofítica CNPF 23 é similar aos trabalhos de micropropagação 

dessa espécie, mas apenas com o uso de certos isolados de bactérias endofíticas, uma vez que, nos ensaios aqui 

realizados, o meio de cultura WPM com 4,9 μM de AIB resultou nas taxas de enraizamento de 10% (E1), 28% 

(E2) e 23,3% (E3), ou seja, nenhum deles com taxa similar a encontrada por Machado et al. (2020) utilizando o 

mesmo meio de cultura e concentração de AIB. 

 

3.1.2 Número de raízes 

Nos E1 e E3, os tratamentos não influenciaram o número de raízes para um nível de significância  = 

0.05. No E2, por outro lado, houve efeito significativo dos tratamentos, sendo o tratamento com AIB o de maior 

média (2,3 raízes por explante) (Fig.5), não diferindo, entretanto, de nenhum dos outros tratamentos, com exceção 

do com A. brasilense. Mesmo com média numericamente igual à do A. brasilense, os tratamentos CNPF 10 e 

CNPF 3 são agrupados por combinação diferente de letras após o teste de separação de médias, o que ocorre em 

decorrência desses tratamentos possuírem apenas duas observações, o que dá menor poder de separação estatística 

das médias. Oltramari et al. (2000) observaram número médio de 1,3 raízes por explante de Acca sellowiana, após 

indução com 20 μM de AIB em WPM líquido, valor inferior ao encontrado para a maioria dos tratamentos do E2. 

Em C. xanthocarpa, Machado et al. (2020) observaram números médios de raízes próximos ao encontrado para o 

AIB no presente experimento: 2,6 raízes por explante em WPM com 4,9 μM de AIB, ou seja, o mesmo meio de 

cultura e concentração de AIB dos ensaios aqui realizados, e 2,7 raízes por explante em WPM com 5,4 μM de 

ácido 1-naftalenoacético (ANA). 
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Figura 5 - Número médio de raízes de microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com diferentes bactérias 
endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 2. 
(Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 10, CNPF 22, CNPF 23, CNPF 3: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo 
teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

3.1.3 Comprimento da raiz mais longa 

No tocante à variável “comprimento da raiz mais longa”, não houve influência dos tratamentos no E2 

para um nível de significância  = 0.05. Mas houve efeito do tratamento para esta variável nos outros dois ensaios. 

No E1, os tratamentos que se destacaram foram CNPF 1 e “controle”, com 1,8 cm e 1,9 cm, respectivamente (Fig. 

6). Esses tratamentos, no entanto, não diferem dos tratamentos com A. brasilense e AIB. Vale lembrar que o CNPF 

1 (Bacillus sp.) foi identificado como o maior produtor de compostos indólicos na ausência de triptofano dentre 

os isolados aqui testados, como foi comprovado por Queiroz et al. (2020). Os tratamentos CNPF 51 e CNPF 11 

não possuíam observação, ou seja, não apresentaram enraizamento em nenhuma microestaca, portanto, não foram 

utilizados para fins de análise estatística. Além destes, o tratamento CNPF 2 também foi removido da análise por 

possuir somente uma observação, o que inviabiliza a construção de intervalos de confiança para a média. 
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Figura 6 - Comprimento médio da raiz mais longa formada em microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com 
diferentes bactérias endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 1. 
(Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 1, CNPF 12, CNPF 14, CNPF 25: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo 
teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

No E3, por sua vez, o tratamento que apresentou o maior valor de média foi o com A. brasilense (1,6 cm), 

mas os testes de comparação múltipla indicaram que este tratamento não diferiu dos demais, com exceção do AIB 

(0,6 cm) (Fig. 7). Comprimentos médios de raiz superiores aos encontrados nos ensaios em questão, de 5,6 cm, 

foram observados em microestacas de Acca sellowiana (Oltramari et al. 2000). Mas valores mais próximos foram 

encontrados em Eugenia pyriformis micropropagada, onde WPM suplementado com 9,8 μM de AIB resultou no 

comprimento de raiz de 1,23 cm após 40 dias, o maior observado, mas sem diferença significativa para os demais 

tratamentos com outras concentrações de AIB (Nascimento et al. 2008). 
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Figura 7 - Comprimento médio da raiz mais longa formada em microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com 
diferentes bactérias endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 3. 
(Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 33, CNPF 4: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 
0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

3.1.4 Número de folhas 

 A respeito dos parâmetros de parte aérea avaliados, a variável “número de folhas” foi influenciada pelos 

tratamentos nos E1 e E2. No E3 não houve interferência dos tratamentos para esta variável em nível de 

significância  = 0.05. No E1, formaram-se vários grupos diferentes entre si estatisticamente. Os melhores 

tratamentos para essa variável foram CNPF 1, A. brasilense, CNPF 14, AIB, controle e CNPF 12, e estes não 

diferem entre si. Os piores tratamentos nesse ensaio foram CNPF 11 e CNPF 51, visto que estas estirpes causaram 

desfolha nas microestacas, além de outros efeitos negativos, como o crescimento excessivo da bactéria no meio de 

cultura e a ausência de enraizamento, já comentada anteriormente (Fig. 8). 
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Figura 8 - Número médio de folhas em microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com diferentes bactérias 
endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 1. 
(Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 1, CNPF 11, CNPF 12, CNPF 14, CNPF 2, CNPF 25, CNPF 51: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com 
letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

Já no E2, os tratamentos não diferiram estatisticamente entre si, com exceção do tratamento com CNPF 

10, o qual apresentou também o menor valor para esta variável no ensaio, visto que esta estirpe causou desfolha 

nas microestacas. O maior valor de média encontrado neste ensaio foi observado no tratamento AIB (Fig. 9). 

 

 
Figura 9 - Número médio de folhas em microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com diferentes bactérias 
endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 2. 
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(Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 10, CNPF 22, CNPF 23, CNPF 3: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo 
teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

3.1.5 Comprimento da parte aérea 

Outro parâmetro de parte aérea avaliado foi o comprimento, que foi influenciado pelos tratamentos nos 

três ensaios realizados. Começando pelo E1, as maiores médias foram observadas com A. brasilense, “controle”, 

CNPF 1, CNPF 12, CNPF 14 e CNPF 25, sem diferença estatística entre elas. O maior valor de média (2,3 cm) foi 

observado com A. brasilense e “controle”, sendo também o maior observado para esta variável dentre os três 

ensaios realizados. Os menores comprimentos foram observados nos tratamentos com CNPF 11 e CNPF 51, já 

mencionadas como sendo bactérias que causaram efeitos prejudiciais às microestacas (Fig. 10). 

 

 
Figura 10 - Comprimento médio da parte aérea de microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com diferentes 
bactérias endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 1. 
(Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 1, CNPF 11, CNPF 12, CNPF 14, CNPF 2, CNPF 25, CNPF 51: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com 
letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

No E2, o tratamento “controle” apresentou a maior média para o comprimento da parte aérea (2,0 cm), 

mas sem diferir dos tratamentos com AIB, A. brasilense e CNPF 10 (Fig. 11). 
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Figura 11 - Comprimento médio da parte aérea de microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com diferentes 
bactérias endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 2. 
(Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 10, CNPF 22, CNPF 23, CNPF 3: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo 
teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
 

No E3, por fim, assim como no E2, o tratamento “controle” apresentou a maior média para o comprimento 

da parte aérea (2,0 cm), com valor igual ao encontrado no ensaio anterior. Porém, no caso desse, ele diferiu 

estatisticamente dos demais tratamentos (Fig. 12). 
 

 
Figura 12 - Comprimento médio da parte aérea de microestacas de Campomanesia xanthocarpa em função de inoculação com diferentes 
bactérias endofíticas após cultivo durante 42 dias em meio de cultura WPM no ensaio 3. 
(Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: WPM com 4,9 μM de AIB; Azospirillum 
brasilense: A. brasilense; CNPF 33, CNPF 4: estirpes de bactérias endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 
0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o desvio padrão. 
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3.2 Efeito de bactérias endofíticas no enraizamento de miniestacas de Eucalyptus urophylla e E. urograndis 

No experimento envolvendo os clones de Eucalyptus, a taxa de enraizamento foi influenciada pelo clone 

e pelo tratamento, individualmente, mas não houve interação entre os fatores. A Figura 13 mostra que o clone 

SUZA0217 apresenta taxa de enraizamento superior com significância estatística em relação à encontrada para o 

clone AEC-0144. A taxa de enraizamento encontrada para o clone AEC-0144 no presente experimento está 

próxima da relatada por Azevedo et al. (2022) para este mesmo clone, a qual foi de até 88,4% após 21 dias em 

casa de vegetação, com uma porcentagem média relatada no viveiro girando entre 80 e 90%. Com relação aos 

tratamentos, a bactéria endofítica CNPF 23 induziu uma média de enraizamento de 99%, a qual diferiu 

estatisticamente do tratamento com A. brasilense, mas sem diferença em relação aos tratamentos “controle” e com 

a bactéria CNPF 179 (Fig. 13). 

 

 
Figura 13 - Taxa média de enraizamento de miniestacas dos clones de Eucalyptus AEC-0144 e SUZA0217 em função de diferentes tratamentos 
com bactérias endofíticas após cultivo durante 35 dias. 
(Controle: explante sem inoculação por bactéria; Azospirillum brasilense: A. brasilense; CNPF 23, CNPF 179: estirpes de bactérias 
endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o 
desvio padrão. 
 

Para o comprimento de raiz, assim como para a taxa de enraizamento, não houve interação entre os fatores, 

mas houve influência do clone e do tratamento. Mais uma vez, o clone SUZA0217 foi superior, diferindo do clone 

AEC-0144. O tratamento com A. brasilense foi o que apresentou maior valor de comprimento médio, mas não 

diferiu estatisticamente da bactéria CNPF 23. Os tratamentos com CNPF 23, CNPF 179 e “controle” não diferem 

entre si (Fig. 14). 
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Figura 14 - Comprimento médio de raiz de miniestacas dos clones de Eucalyptus AEC-0144 e SUZA0217 em função de diferentes tratamentos 
com bactérias endofíticas após cultivo durante 35 dias. 
(Controle: explante sem inoculação por bactéria; Azospirillum brasilense: A. brasilense; CNPF 23, CNPF 179: estirpes de bactérias 
endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o 
desvio padrão. 
 

 A massa fresca das raízes não sofreu influência nem dos tratamentos nem da interação entre clone e 

tratamento, mas variou em função do clone, sendo o SUZA0217 (média de 221,30 mg) significativamente superior 

para esta variável em relação ao outro clone testado (média de 71,98 mg). 

Para a massa seca das raízes, houve influência do clone e do tratamento, mas sem influência combinada 

dos fatores. O clone SUZA0217 apresentou média significativamente superior ao AEC-0144. Os tratamentos com 

A. brasilense, CNPF 23 e CNPF 179 resultaram nas maiores médias, diferindo apenas da média do tratamento 

“controle” (Fig. 15). Rizobactérias e bactérias endofíticas dos gêneros Bacillus, Lysinibacillus, Arthrobacter e 

Rahnella já foram testadas para promover o crescimento de plântulas de Eucalyptus nitens (Angulo et al. 2014). 

Neste experimento, observou-se incremento de até 135% com um isolado de Bacillus amyloliquefaciens na massa 

seca das raízes em comparação com o tratamento controle (Angulo et al. 2014). Este incremento é próximo do 

promovido pela bactéria CNPF 23 (126%) e idêntico ao promovido pela bactéria A. brasilense (135%) em relação 

ao tratamento controle no experimento em questão (dados não mostrados). 
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Figura 15 - Massa seca de raiz de miniestacas dos clones de Eucalyptus AEC-0144 e SUZA0217 em função de diferentes tratamentos com 
bactérias endofíticas após cultivo durante 35 dias. 
(Controle: explante sem inoculação por bactéria; Azospirillum brasilense: A. brasilense; CNPF 23, CNPF 179: estirpes de bactérias 
endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o 
desvio padrão. 
 

As maiores massas fresca e seca de raízes encontradas no clone SUZA0217 podem ser explicadas pelo 

fato deste clone também ter apresentado raízes com maior comprimento médio (Fig.14). Também ressalta-se o 

fato do SUZA0217 ser um híbrido e o AEC-0144 uma espécie pura, visto que já se observou que híbridos entre 

espécies de Eucalyptus podem apresentar melhores características de enraizamento, como taxa de enraizamento, 

área e volume de raiz, em comparação com seus pais de espécies puras (Muthulakshmi et al. 2021). 

 Neste ensaio, também foi avaliada a ocorrência de calos. A formação de calos foi influenciada apenas 

pelos tratamentos, sendo a menor encontrada no tratamento com CNPF 23 e maior no “controle”, diferindo entre 

si, mas não em relação aos outros dois tratamentos, para ambos os casos (Fig. 16). O balanço entre auxina e 

citocinina rege diversas funções no crescimento vegetal, quando os níveis tanto de citocinina como de auxina estão 

elevados, a formação de calos é favorecida (Hartmann et al. 2018). Quando os níveis de auxina estão mais elevados 

que os de citocinina, o enraizamento é induzido (Hartmann et al. 2018). Portanto, isso reforça a conclusão de que 

a bactéria CNPF 23 é uma produtora de auxina, em concordância com os estudos de Queiroz et al. (2020), e esta 

auxina produzida pela bactéria é assimilada pela planta de alguma forma. Existe grande potencial a ser explorado 

no uso de bactérias endofíticas em Eucalyptus, visto que elas já demonstraram capacidade de potencializar o 

crescimento de plântulas de Eucalyptus nitens (Angulo et al. 2014). 
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Figura 16 - Ocorrência de calos em miniestacas dos clones de Eucalyptus AEC-0144 e SUZA0217 em função de diferentes tratamentos com 
bactérias endofíticas após cultivo durante 35 dias. 
(Controle: explante sem inoculação por bactéria; Azospirillum brasilense: A. brasilense; CNPF 23, CNPF 179: estirpes de bactérias 
endofíticas). Dados com letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). As colunas representam as médias e as barras representam o 
desvio padrão. 
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Figura 17 - Aspectos de miniestacas de clones de Eucalyptus AEC-0144 e SUZA0217 em função de diferentes tratamentos com bactérias 
endofíticas após cultivo durante 35 dias. 
A Clone AEC-0144 submetido ao tratamento com a bactéria CNPF 23 apresentando formação de raízes após 35 dias de cultivo B Clone 
SUZA0217 submetido ao tratamento com a bactéria CNPF 23 apresentando formação de raízes após 35 dias de cultivo. Barras: 2 cm. 
 

Já é bem reportado na literatura o uso de bactérias endofíticas como bioinoculantes utilizando isolados de 

uma espécie vegetal nessa mesma espécie (Jie et al. 2009; Costa Júnior et al. 2020; Faria et al. 2021; Soumare et 

al. 2021; Nadal et al. 2022; Silva et al. 2022). Porém, esse não foi o caso nos presentes experimentos, uma vez que 

foram utilizados isolados de P. peruviana em microestacas de C. xanthocarpa e miniestacas de clones de 

Eucalyptus. As bactérias endofíticas tendem a ter uma relação muito próxima com a planta hospedeira (Trivedi et 

al. 2020). Isso pode explicar o fato de diversas estirpes, mesmo sendo produtoras de auxina, não terem surtido 

efeito no enraizamento das microestacas. 

 

3.3 Sequenciamento genético das estirpes CNPF 23 e CNPF 33 

 Apesar de serem dois isolados diferentes, a análise das sequencias parciais do 16S rRNA das duas 

bactérias endofíticas com maior potencial de enraizamento de estacas (CNPF 23 e CNPF 33), baseado nos 
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resultados obtidos com as inoculações, mostrou semelhança com a estirpe tipo da espécie Pantoea endophytica 

596T, em ambos os isolados, com 99,53% de identidade para a CNPF 23 e 99,64% de identidade para o isolado 

CNPF 33. Portanto, os isolados CNPF 23 e CNPF 33 são do gênero Pantoea, o que ainda é reforçado pelo fato de 

ambas terem induzido as maiores taxas médias de enraizamento para microestacas de guabirobeira nos E2 e E3, 

além de serem semelhantes fenotipicamente (Fig. 18). 

 

 
Figura 18 - Isolados CNPF 33 (A) e CNPF 23 (B) cultivados em meio de cultura DYGS em placas de Petri. 
Barras: 2 cm. 
 

 Pantoea endophytica 596T, a espécie que estes isolados apresentaram maior porcentagem de identidade, 

foi recém identificada, sendo que os únicos dois relatos dessa espécie na literatura reportam sua ocorrência em 

tecidos internos de raízes de milho (Zea mays) e como agente causal de uma podridão bacteriana em tabaco 

(Nicotiana tabacum), sendo que ambas as observações se deram na China (Gao et al. 2019; Ilyas et al. 2021). 

Outra Pantoea endophytica, o isolado 26.2.2, já foi estudada e classificada como gram-negativa e capaz de 

produzir de forma pura (S)-fenilglicina, um alfa aminoácido (Hensel et al. 2002). 

O gênero Pantoea já foi encontrado em Eucalyptus (Myrtaceae) (Brady et al. 2009; 2012), além de outras 

plantas cultivadas, como milho (Mishra et al. 2011), arroz (Feng et al. 2006), trigo (Chen et al. 2017) e grão-de-

bico (Mishra et al. 2011). Espécies de Pantoea já são reconhecidas como endofíticas promotoras de crescimento 

em plantas (Feng et al. 2006; Mishra et al. 2011; Chen et al. 2017), o que indica que os isolados CNPF 23 (Pantoea 

sp.) e CNPF 33 (Pantoea sp.) também podem ser promotores de crescimento em plantas, reforçado ainda pelos 

resultados dos ensaios feitos no presente estudo. É inédito na literatura a ocorrência desse gênero de bactérias 

associado a tecidos de Plinia peruviana e seu potencial positivo no enraizamento de mini e microestacas de 

espécies de Myrtaceae. 
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3.4 Processamento de amostras e análises anatômicas em microestacas de Campomanesia xanthocarpa 

 Externamente, as microestacas são revestidas por epiderme unisseriada, onde nota-se a presença de 

tricomas (Figs. 19D e 20C). Abaixo da epiderme, uma a duas camadas de colênquima são quase imperceptíveis 

em consequência da desidratação do processo de inclusão da amostra (Fig. 20C). Cavidades secretoras também 

são comumente observadas logo abaixo da epiderme (Fig. 20D). Estas cavidades são comumente observadas em 

espécies da família Myrtaceae e geralmente associadas a liberação de compostos lipídicos (Gogosz et al. 2010; 

Taha e Sahar 2012; da Costa et al. 2020; Santoro et al. 2022). Em C. xanthocarpa, destaca-se a ocorrência dessas 

cavidades logo abaixo da epiderme, o que provavelmente está associado a liberação desses compostos por 

volatilização, caracterizando-os como óleos essenciais (Coutinho et al. 2008; Marin et al. 2008). Contudo, 

cavidades também são observadas mais internamente (Fig. 22D). Abaixo do colênquima, observa-se a presença 

de 7 a 8 camadas de células de parênquima cortical volumosas e por vezes repletas de compostos intensamente 

corados de verde pelo azul de toluidina (Figs. 19D e 20B), o que indica a presença de compostos fenólicos (Ribeiro 

e Leitão 2020). Internamente ao parênquima cortical, observa-se a formação de felogênio adjacente às células do 

floema secundário (Fig. 20A - B). O felogênio produz a periderme, que pode funcionar como uma barreira 

anatômica ao enraizamento de espécies da família Myrtaceae (Ross et al. 2021). Internamente ao felogênio, 

observa-se o floema secundário, câmbio vascular, xilema secundário, xilema primário e parênquima medular (Fig. 

19D). 
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Figura 19 - Aspecto geral da microestaca de C. xanthocarpa. 
A Microestaca com a porção basal cortada B Microestaca apresentando raiz adventícia emergindo com a porção basal cortada C Detalhe da 
porção basal da microestaca D Corte transversal de uma microestaca. (linha vermelha: câmbio vascular; cl: colênquima; cv: câmbio vascular; 
ep: epiderme; f1º: floema primário; f2º: floema secundário; fe: felogênio; m: medula; pa: parênquima; x1º: xilema primário; x2º: xilema 
secundário). 
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Figura 20 - Detalhes morfológicos da microestaca de C. xanthocarpa. 
A Corte transversal de uma microestaca B Detalhe da área do câmbio vascular e felogênio C Detalhe da região da epiderme e colênquima D 
Estrutura secretora (seta branca). (cl: colênquima; cv: câmbio vascular; ep: epiderme; f1º: floema primário; f2º: floema secundário; fe: 
felogênio; m: medula; pa: parênquima; x1º: xilema primário; x2º: xilema secundário). 

 

Visualmente, as raízes emergem entre 15 e 20 dias após a instalação dos tratamentos, independentemente 

se a indução foi feita por AIB ou bactéria endofítica CNPF 23 (Figs. 21E e 22D). Contudo, anatomicamente, já se 

observa a diferenciação das células que darão origem às raízes adventícias entre 10 e 15 dias, independentemente 

se a indução foi feita por AIB ou bactéria endofítica CNPF 23 (Figs. 21C – D e 22C). A rizogênese da espécie em 

questão pode ser classificada como direta, uma vez que o novo órgão se origina de células não diferenciadas do 

parênquima (Hartmann et al. 2018). Entre 10 e 15 dias, a divisão ainda se intensifica e o primórdio radicial se torna 

mais desenvolvido, iniciando o rompimento dos tecidos mais externos da microestaca sendo possível observar a 

raiz em secção longitudinal (Figs. 21C – D e 22C). Entre 15 e 20 dias, a raiz adventícia, agora totalmente formada, 

emerge da microestaca rompendo o tecido de revestimento e mudança na orientação da raiz que passa então a estar 

seccionada transversalmente (Figs. 21E e 22D). 
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Figura 21 - Processo de enraizamento de microestaca de C. xanthocarpa submetida a tratamento com AIB no meio de cultura (1 mgL-1). 
A Corte transversal de uma microestaca submetida ao tratamento por 5 dias B Corte transversal de uma microestaca submetida ao tratamento 
por 10 dias C Corte transversal de uma microestaca submetida ao tratamento por 15 dias D Detalhe da formação do primórdio radicial E Corte 
transversal de uma microestaca submetida ao tratamento por 20 dias com raiz formada (c: córtex; cl: colênquima; cv: câmbio vascular; ep: 
epiderme; ex: exoderme; f1º: floema primário; f2º: floema secundário; m: medula; mx: metaxilema; pa: parênquima; px: protoxilema; x1º: 
xilema primário; x2º: xilema secundário). 
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Figura 22 - Processo de enraizamento de microestaca de C. xanthocarpa submetida a tratamento com a bactéria endofítica CNPF 23 inoculada 
na base. 
A Corte transversal de uma microestaca submetida ao tratamento por 5 dias B Corte transversal de uma microestaca submetida ao tratamento 
por 10 dias C Corte transversal de uma microestaca submetida ao tratamento por 15 dias D Corte transversal de uma microestaca submetida 
ao tratamento por 20 dias com raiz formada (c: córtex; cl: colênquima; cv: câmbio vascular; ep: epiderme; ex: exoderme; f2º: floema secundário; 
m: medula; mx: metaxilema; pa: parênquima; px: protoxilema; x1º: xilema primário; x2º: xilema secundário). 
 

Camadas contínuas de esclerênquima são altamente lignificadas e podem bloquear a emissão de raízes 

adventícias em estacas, ocorrendo mais frequentemente em espécies de difícil enraizamento (Hartmann et al. 

2018). Isso já foi observado e confirmado em estudos com outras espécies lenhosas (Lima et al. 2011; Opeña et 

al. 2020), incluindo membros da família Myrtaceae (Zhang et al. 2009; Goulart et al. 2014; Bryant e Trueman 

2015; Wendling et al. 2015; Santoro et al. 2022). Porém, esse tecido não está presente em C. xanthocarpa (Fig. 

19D). 

 Por outro lado, notou-se outro tecido que pode estar dificultando a formação de raízes adventícias: o 

felogênio. Em alguns indivíduos, havia a presença do felogênio (Fig. 20B), meristema lateral que participa do 

crescimento secundário, produzindo a periderme (Taiz et al 2017). O felogênio pode funcionar como uma barreira 

ao enraizamento adventício, o que poderia explicar o motivo destes indivíduos não realizarem rizogênese. Não 

havia formação de felogênio nas estacas onde houve rizogênese (Figs. 21B – E e 22C - D). Um caso semelhante 

foi constatado em Acca sellowiana, também Myrtaceae, por Ross et al. (2021), que compararam um genótipo de 

fácil enraizamento com um de difícil enraizamento, e atribuíram o difícil enraizamento ao fato de estacas desse 

genótipo apresentarem uma transição precoce de fase juvenil para a madura, associada a um desenvolvimento mais 

precoce da periderme – tecido formado pelo felogênio. Tendo isso em vista, é possível afirmar que algo semelhante 
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ocorre com C. xanthocarpa, visto que alguns indivíduos apresentaram microestacas com felogênio, e estes foram 

os não responsivos à rizogênese adventícia. A presença desse tecido não é observada em todos os indivíduos e 

pode explicar, nos ensaios feitos com bactérias endofíticas em guabirobeira, as baixas taxas de enraizamento e a 

falta de homogeneidade vista nos tratamentos testemunha, que foram repetidos igualmente em todos os ensaios, 

mas apresentaram diferença evidente na taxa de enraizamento ao comparar os ensaios entre si. Uma vez que havia 

heterogeneidade genética nas plantas in vitro usadas no experimento, é possível que o potencial de enraizamento 

seja também influenciado pelo genótipo, especialmente em relação ao desenvolvimento precoce do crescimento 

secundário na microestaca. 

Portanto, sugere-se que a dificuldade de enraizamento encontrada na guabirobeira não seja decorrente de 

barreiras anatômicas causadas por camadas de esclerênquima, e sim devida à formação precoce de felogênio 

encontrado em certos indivíduos. Isso muda a abordagem da propagação vegetativa para essa espécie, visto que o 

genótipo, e não somente o tratamento (seja ele com reguladores do crescimento vegetal ou bactérias endofíticas), 

desempenha um papel decisivo no potencial de rizogênese. Os genótipos onde o felogênio se diferencia mais 

tardiamente devem ser os priorizados e selecionados para a domesticação da guabirobeira, visto que aqueles onde 

o felogênio se forma prematuramente não possuem capacidade de formar raízes adventícias. 

Apesar de já existir um estudo morfoanatômico da plântula (Gogosz et al. 2010) e das folhas (Oliveira et 

al. 2018; Saibert et al. 2018) de C. xanthocarpa, o estudo anatômico de microestacas micropropagadas, bem como 

a apresentação de fotografias dos cortes transversais (Figs. 19 – 22) são inéditos.  

 

3.5 Ilustração de arte botânica de Campomanesia xanthocarpa 

O trabalho de arte botânica representando a C. xanthocarpa resultou na obra apresentada na Figura 23. A 

composição retrata um galho da espécie em frutificação contendo sete frutos em diferentes estágios de maturação, 

outro galho em floração plena com duas flores, e dois frutos isolados, um em corte transversal e outro em corte 

longitudinal. Anteriormente a este trabalho, uma obra de arte botânica da guabirobeira representando um galho em 

hábito de frutificação foi produzida por Gogosz (2008). A mesma autora também produziu diversas pranchas de 

ilustração científica retratando a morfoanatomia da plântula (Gogosz 2008; Gogosz et al. 2010). 
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Figura 23 - Ilustração de arte botânica representando a guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa) (aquarela sobre papel). 
Autoria: Cristina Maria Klas 
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4. Conclusões 
Com relação ao uso de bactérias endofíticas em guabirobeira, as maiores taxas de enraizamento foram 

encontradas nas microestacas inoculadas com as bactérias CNPF 23 (56,7%) e CNPF 33 (43,3%). Ambos estes 

isolados foram identificados como Pantoea sp. Portanto, recomenda-se a inoculação de microestacas de 

guabirobeira com estes isolados de bactéria para se obter maior taxa de enraizamento, podendo substituir o uso de 

auxina sintética. Em miniestacas de Eucalyptus, o isolado CNPF 23 proporcionou boa taxa de enraizamento 

(99,0%) e baixa ocorrência de calos (4,0%). A ocorrência de Pantoea sp. associada à tecidos de Plinia peruviana 

e seu potencial positivo no enraizamento de mini e microestacas de espécies de Myrtaceae é algo inédito na 

literatura e pode servir como uma alternativa para atingir maiores taxas de enraizamento em microestacas de C. 

xanthocarpa e miniestacas de Eucalyptus. 

O clone de Eucalyptus SUZA0217 apresentou taxa de enraizamento, comprimento médio de raiz e massas 

fresca e seca de raízes, superiores aos encontrados no clone AEC-0144. Isso indica que o clone SUZA0217 possui 

maior vigor de enraizamento e boa perspectiva para a produção comercial em viveiros. 

Pela primeira vez, realizou-se o estudo morfoanatômico de microestacas micropropagadas de C. 

xanthocarpa. As raízes adventícias se formam a partir de células do parênquima, entre 10 e 15 dias após a indução, 

independentemente se foi por AIB ou bactéria endofítica. Entre 15 e 20 dias após a indução, é possível observar 

as raízes emergindo. A presença de felogênio em alguns indivíduos indica crescimento secundário precoce e uma 

barreira anatômica para o desenvolvimento de raízes adventícias. Este tecido era ausente nos indivíduos que 

emitiram raízes adventícias. Recomenda-se a seleção dos genótipos onde o felogênio se diferencia mais 

tardiamente para a domesticação da guabirobeira via melhoramento genético e propagação vegetativa. Também 

se encoraja a realização futura de estudo morfoanatômico do caule de uma planta dessa espécie vivendo em 

ambiente natural, para comparação com o presente estudo. 
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4. CONCLUSÕES E CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 Os ensaios com inoculação de bactérias endofíticas em microestacas de 

guabirobeira demostraram o efeito positivo dos isolados CNPF 23 e CNPF 33 sobre a 

taxa de enraizamento, maior que no caso da inoculação com Azospirillum brasilense 

ou tratamento com auxina no meio de cultura. Tal efeito poderá ser aproveitado de 

maneira a evitar o uso de auxina sintética na micropropagação desta espécie. Além 

disso, o sequenciamento dessas estirpes revelou que ambas se tratam de espécies 

do gênero Pantoea. 

Nos ensaios com o uso de bactérias endofíticas inoculadas em miniestacas de 

dois clones de Eucalyptus, o clone SUZA0217 apresentou valores superiores aos 

encontrados no clone AEC-0144 com relação aos parâmetros de enraizamento 

avaliados. Para os tratamentos, a inoculação com a bactéria CNPF 23 proporcionou 

alta taxa de enraizamento e baixa ocorrência de calos. 

Destaca-se, portanto que a inoculação das microestacas de guabirobeira e 

miniestacas de Eucalyptus com a estas bactérias (Pantoea sp.) induziu melhora na 

taxa de enraizamento e são indicadas para inoculação com a finalidade de 

potencializar o enraizamento. Encorajam-se repetições e novos testes com as 

bactérias CNPF 23 e CNPF 33 nessas e outras espécies para reforçar a comprovação 

de seus efeitos positivos no enraizamento e o seu possível uso comercial, contribuindo 

para o desenvolvimento da agricultura sustentável mediante o aumento do espectro 

de microrganismos conhecidos que podem ser utilizados como bioinsumos. 

A ocorrência de bactérias do gênero Pantoea associadas a tecidos de Plinia 

peruviana e seu potencial positivo no enraizamento de mini e microestacas de 

espécies de Myrtaceae é algo inédito na literatura. 

Realizou-se pela primeira vez o estudo morfoanatômico de microestacas 

micropropagadas de C. xanthocarpa. As raízes adventícias se formam a partir de 

células do parênquima, entre 10 e 15 dias após a indução, independentemente se foi 

por AIB ou bactéria endofítica. A presença de felogênio em alguns indivíduos indica 

crescimento secundário precoce e uma barreira anatômica para o desenvolvimento 

de raízes adventícias. Este tecido era ausente nos indivíduos que emitiram raízes 

adventícias. Isso traz uma nova perspectiva para a propagação vegetativa da espécie. 

Recomenda-se a seleção dos genótipos onde o felogênio se diferencia mais 

tardiamente para a domesticação da guabirobeira. Também se encoraja a realização 
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futura de estudo morfoanatômico do caule de uma planta da espécie vivendo em 

ambiente natural, para comparação com o presente estudo. 
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APÊNDICES 
 
APÊNDICE 1: EFEITO DA INOCULAÇÃO DE DIFERENTES BACTÉRIAS 
ENDOFÍTICAS EM MICROESTACAS DE Campomanesia xanthocarpa APÓS 
CULTIVO DURANTE 42 DIAS EM MEIO DE CULTURA WPM NO ENSAIO 1. 

Tratamento Taxa de 
enraizamento 

(%) 

Número 
de raízes 
formadas 

Comprimento 
da raiz mais 
longa (cm) 

Número 
de 

folhas 

Compriment
o da parte 
aérea (cm) 

A. brasilense 36,7 a 1,4 ns 1,5 a 4,9 a 2,3 a 
AIB 10,0 b 2,3 ns 0,9 ab 4,4 a 1,9 bc 

CNPF 1 20,0 ab 1,5 ns 1,8 a 5,0 a 2,2 a 
CNPF 11 - - - 0,7 e 1,6 e 
CNPF 12 6,7 b 1,5 ns 0,5 b 3,9 ab 2,2 ab 
CNPF 14 20,0 ab 1,4 ns 0,6 b 4,5 a 2,2 ab 
CNPF 2 4,0 b 2,0 ns - 2,2 cd 1,8 cd 
CNPF 25 8,0 b 2,0 ns 0,5 b 2,3 bc 2,0 abc 
CNPF 51 - - - 1,1 de 1,6 de 
Controle 20,0 ab 1,3 ns 1,9 a 4,2 a 2,3 a 

Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: 
WPM com 4,9 μM de AIB; A. brasilense: Azospirillum brasilense; CNPF 1, CNPF 11, CNPF 12, CNPF 
14, CNPF 2, CNPF 25, CNPF 51: estirpes de bactérias endofíticas. Dados com letras iguais não diferem 
pelo teste de Tukey (p < 0.05). ns = não significativo. 
 
 
APÊNDICE 2: EFEITO DA INOCULAÇÃO DE DIFERENTES BACTÉRIAS 
ENDOFÍTICAS EM MICROESTACAS DE Campomanesia xanthocarpa APÓS 
CULTIVO DURANTE 42 DIAS EM MEIO DE CULTURA WPM NO ENSAIO 2. 

Tratamento Taxa de 
enraizamento 

(%) 

Número 
de raízes 
formadas 

Comprimento 
da raiz mais 
longa (cm) 

Número 
de 

folhas 

Compriment
o da parte 
aérea (cm) 

A. brasilense 11,5 b 1,0 b 2,0 ns 3,0 a 1,8 abc 
AIB 28,0 ab 2,3 a 1,3 ns 3,3 a 1,9 ab 

CNPF 10 8,0 b 1,0 ab 0,7 ns 1,1 b 1,8 abc 
CNPF 22 20,0 ab 1,4 ab 0,6 ns 2,4 a 1,7 bc 
CNPF 23 56,7 a 1,4 ab 1,7 ns 2,9 a 1,7 bc 
CNPF 3 8,0 b 1,0 ab 0,3 ns 1,8 a 1,6 c 
Controle 13,3 b 1,8 ab 2,3 ns 2,9 a 2,0 a 

Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: 
WPM com 4,9 μM de AIB; A. brasilense: Azospirillum brasilense; CNPF 10, CNPF 22, CNPF 23, CNPF 
3: estirpes de bactérias endofíticas. Dados com letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). 
ns = não significativo. 
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APÊNDICE 3: EFEITO DA INOCULAÇÃO DE DIFERENTES BACTÉRIAS 
ENDOFÍTICAS EM MICROESTACAS DE Campomanesia xanthocarpa APÓS 
CULTIVO DURANTE 42 DIAS EM MEIO DE CULTURA WPM NO ENSAIO 3. 
 

Tratamento Taxa de 
enraizamento 

(%) 

Número 
de raízes 
formadas 

Comprimento 
da raiz mais 
longa (cm) 

Número 
de 

folhas 

Compriment
o da parte 
aérea (cm) 

A. brasilense 13,0 ns 1,6 ns 1,6 a 3,5 ns 1,8 b 
AIB 23,0 ns 2,0 ns 0,6 b 2,7 ns 1,7 b 

CNPF 33 43,3 ns 1,7 ns 1,1 ab 3,2 ns 1,7 b 
CNPF 4 24,0 ns 1,2 ns 0,8 ab 3,2 ns 1,8 b 
Controle 24,0 ns 2,0 ns 1,3 ab 4,0 ns 2,0 a 

Controle: WPM sem regulador do crescimento vegetal e explante sem inoculação por bactéria; AIB: 
WPM com 4,9 μM de AIB; A. brasilense: Azospirillum brasilense; CNPF 33, CNPF 4: estirpes de 
bactérias endofíticas. Dados com letras iguais não diferem pelo teste de Tukey (p < 0.05). ns = não 
significativo. 


