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RESUMO

RIBEIRO NETO, Moacir. M.e, Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano, fevereiro de 2012. Estratégias para a producdo de mudas de
guanandi e eucalipto no cerrado. Orientador: Dr. Edson Luiz Souchie. Co-
orientadores: Dr. Alan Carlos Costa e Dra. Flavia Dionisio Pereira.

O cultivo de espécies florestais no Brasil, além de contribuir enormemente com o PIB,
contribui satisfatoriamente com a classe trabalhadora rural, empregando e formando
empresas especializadas na producdo de madeira, notadamente em crescente expansao e
ocupacdo de areas degradadas diminuindo a depredacdo ambiental. Este trabalho foi
desenvolvido em quatro etapas, duas delas com o clone 1-144 de eucalipto (Eucalyptus
urograndis), uma com Eucalyptus grandis e outra com a espécie arbdrea guanandi
(Calophyllum brasiliensis), utilizando estratégias focadas no uso de acido indolbutirico
(AIB) e de microrganismos promotores do crescimento vegetal, para maximizar a
formacdo de mudas destas espécies. Com o primeiro estudo, objetivou-se maximizar o
enraizamento de mudas de Eucalyptus urograndis I-144, com crescentes concentracdes
do regulador de crescimento AIB (0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™) para
incrementar o indice de sobrevivéncia em viveiro e otimizar sua producgdo e adaptacao
em campo. A utilizacdo de AIB na concentracio de 4.000 mg L™ é a mais indicada para
favorecer o enraizamento e a formacdo de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144. A
concentracdo de 8.000 mg L™ de AIB, ndo é recomendada para o estabelecimento de
mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, em viveiro. No segundo estudo, objetivou-se
determinar a influéncia de diferentes doses de Standak Top®e CoMo Raiz® no processo
de estabelecimento in vitro, utilizando sementes de Eucalyptus grandis. A utilizagdo de

Standak Top® (2 mL L™) favorece o crescimento in vitro de eucalipto e inibe a
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contaminagdo por fungos e bactérias, bem como proporciona 0 maior comprimento do
explante e numero de folhas. No terceiro estudo, objetivou-se maximizar o
enraizamento de mudas de guanandi, com crescentes concentracdes de AIB (0, 1.000,
2.000, 4.000 e 8.000 mg L™), visando incrementar o indice de sobrevivéncia em viveiro
e otimizar sua producdo e adaptacdo em campo. Nas condi¢Ges de cultivo in vitro, a
concentracdo equivalente a 1.000 mg L™, mostrou maior eficiéncia para favorecer o
enraizamento dos explantes. No cultivo em viveiro, nenhuma das concentracdes de AIB
testadas exerceu efeito benéfico no enraizamento das miniestacas de guanandi. No
quarto estudo, objetivou-se comparar a eficdcia da inoculagdo de microrganismos
solubilizadores de fosfato, da adicdo de AIB e de CoMo Raiz®, no enraizamento de
miniestacas de clones de Eucalyptus urograndis I-44. Esse estudo confirma que a
inoculacdo de microrganismos rizosféricos promotores do crescimento vegetal, como no
caso do isolado MBSF2, traduz-se em técnica promissora no favorecimento da
propagacdo vegetativa de espécies florestais, como o eucalipto. Os tratamentos com
AIB (4.000 mg L™ e com o produto comercial CoMo Raiz®, proporcionam resultados

satisfatérios na maioria das caracteristicas analisadas.

Palavras-chave: Espécies Florestais, Cerrado, Microrganismos



ABSTRACT

RIBEIRO NETO, Moacir. M.e, Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia
Goiano, (“Goiano” Federal Institute of Education, Science and Technology)
february, 2012. Strategies for production of seedlings in the
cerrado eucalyptus and guanandi. Adviser: Dr. Edson Luiz Souchie. Co-
adviser: Dr. Alan Carlos Costa e Dra. Flavia Dionisio Pereira.

The forest species cultivation in Brazil increases the Gross National Product, favors the
rural workers, employs and trains specialized companies for the wood production.
Furthermore, land degraded areas can be used for this target reducing the environmental
degradation. In this work, four trials were carried out to increase the seedling production
of two tree species: Eucalyptus sp. and Calophyllum brasiliense Cambess, through the
inoculation of rhizosphere microorganisms and/or phytohormone addition. The first trial
aimed to increase the rooting of Eucalyptus urograndis 1-144 using increasing
concentrations of indole butyric acid (IBA: 0, 1.000, 2.000, 4.000 and 8.000 mg L™) to
improve the survival rate in the nursery and optimize their production and adaptation
under field conditions. The use of IBA (4.000 mg L™) is the best to increase rooting and
seedling formation of Eucalyptus urograndis 1-144. On the other hand, IBA at 8.000 mg
L™ is not recommended for this tree species in nursery. The second trial aimed to
determine the different dosages influence of the commercial products Standak Top®and
CoMo Raiz® in the process of in vitro establishment using seeds of Eucalyptus grandis.
Standak Top® (2 mL L™) is the best dosage to increase the in vitro growth of eucalyptus
(higher explant length and leave number) as well as to inhibit the fungal and bacterial
contaminations. The third trial was carried out to evaluate the root increasing of

Calophyllum brasiliensis seedlings using the same IBA concentration tested above
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(second trial). Under in vitro conditions, 1.000 mg L™ is the best concentration to
increase the explant rooting. In the nursery, any IBA concentration stimulated the
rooting of C. brasiliensis seedlings. The last trial aimed to compare the inoculation
efficacy of P-solubilizing microorganisms, the IBA and CoMo Raiz® addition on
rooting of Eucalyptus urograndis I-44 minicuttings. The P-solubilization bacteria
MBSF2 is a promising isolate to improve the eucalyptus seedling formation. Moreover,
IBA (4.000 mg L") and CoMo Raiz® addition showed positive results in the most

characteristics evaluated.

Key words — Florest species, Savannah, Microorganisms



INTRODUCAO

O setor florestal brasileiro conta com aproximadamente 530 milhdes de
hectares de florestas nativas, 43,5 milhGes de hectares em Unidades de Conservacao
Federal e 4,8 milhdes de hectares de florestas plantadas com pinus, eucalipto e acacia-
negra. A exploracdo de areas de florestas nativas mais a exploracdo das florestas
plantadas gera mais de 2 milhGes de empregos, contribui com mais de US$ 20 bilhdes
para o PIB, exporta mais de US$ 4 bilhGes (8% do agroneg6cio) e contribui com 3
bilhGes de ddlares em impostos, ao ano, arrecadados de 60.000 empresas (ALFENAS et
al., 2004).

Nos ultimos anos, este setor apresenta crescente demanda por produtos e
subprodutos florestais, proporcionando, com isso, grande aumento das areas
reflorestadas com o plantio de espécies arboreas exoticas de rdpido crescimento.
Ressaltando que os ecossistemas florestais produzem alimentos e madeira para diversas
finalidades, além de ter uma série de beneficios ambientais, como a reduc¢do nos riscos
de erosdo do solo, a producédo de agua de boa qualidade para as bacias hidrogréficas e o
abrigp de aproximadamente 2/3 da biodiversidade terrestre  conhecida
(SCARPINELLA, 2002).

Atualmente, a procura por mudas de espécies florestais nativas tem crescido no
Brasil por causa da necessidade de reflorestamento. Muitos projetos de reflorestamento
tém explorado o potencial das espécies nativas regionais, supostamente melhor
adaptadas as condi¢des edafoclimaticas, que facilita o restabelecimento entre a fauna e a
flora (FERNANDES et al., 2000).

O guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) € uma espécie arborea que

ocorre naturalmente desde a América Central até a América do Sul. No Brasil, tem alto



valor econdmico em virtude de sua larga utilizagdo para os mais diversos fins, tais como
construcdo civil, marcenaria e construcdo naval (LORENZI, 1992).

O guanandi é uma espécie arborea considerada climax por demonstrar
regeneracdo abundante na sombra. O valor de sua madeira é conhecido por ser resistente
a agua, ter boa durabilidade e ter caracteristicas semelhantes ao mogno (CARVALHO,
2003). Ela esta na lista de espécies florestais tropicais que devem ser consideradas em
programas de conservacao de recursos genéticos “in situ” e “ex situ”, de acordo com
CARVALHO (2003).

J& o eucalipto € a espécie florestal mais utilizada para o reflorestamento, sendo
adaptada as condicdes edafocliméticas brasileiras e é utilizada para variados fins, como
producdo de celulose, madeira para construcéo, energia para agroindustrias e producao
de biocombustivel. Além disso, varios trabalhos sdo desenvolvidos para aprimorar 0s
métodos de sua propagacao (ASSIS & MAFIA, 2007).

Reflorestamento de alta produtividade, com madeira de boa qualidade, a um
custo compativel depende diretamente da qualidade das mudas produzidas. Nesse
sentido, o primeiro passo a ser dado é a producdo de mudas que possuam caracteristicas
que propiciem uma boa sobrevivéncia no campo e garantam um rapido crescimento da
floresta (GOMES et al., 2002). Ressaltando que o potencial genético, as condigdes
fitossanitarias e a conformacéo do sistema radicular sdo caracteristicas importantes para
garantir a boa produtividade dos povoamentos florestais (CARVALHO, 1992).

A utilizacdo da reproducdo vegetativa em silvicultura vem assumindo um papel
cada vez mais relevante. A multiplicacdo de espécies arboreas por estacas tem grande
aplicacdo na formacdo dos clones de caracteristicas desejaveis. O uso econdmico da
propagacao vegetativa na producdo de mudas para o setor florestal é justificado quando
h& disponibilidade de genotipos de alta produtividade e/ou, a semente € insumo
limitante (XAVIER et al., 2003). No entanto, processos de propagacdo de mudas por
propagacdo vegetativa e posterior estabelecimento em plantios comerciais destas
espécies sdo escassos na literatura (XAVIER et al., 2003).

Na producdo de mudas de eucalipto, a propagacdo vegetativa por estaquia é,
ainda, a técnica de maior viabilidade econdmica para o estabelecimento de plantios
clonais, por permitir a multiplicacdo de genotipos selecionados a um custo menor e em
curto periodo de tempo (PAIVA & GOMES, 1995).

A estaquia € um método bastante difundido dentro da propagacdo vegetativa,

permitindo a obtencdo de plantas em grande quantidade, de forma rapida e em



diferentes épocas do ano, a partir de plantas-matrizes selecionadas, mantendo as
caracteristicas desejaveis da mesma (BORDIN et al., 2005). No entanto, a viabilidade
desta técnica varia conforme a espécie (FACHINELLO et al., 2005).

No processo de propagacao, aplicacdes de reguladores de crescimento tém
possibilitado o enraizamento de propéagulos vegetativos, sendo que o acido indolbutirico
(AIB) é o mais utilizado (BRONDANI et al., 2008). Outro fator que afeta o
enraizamento € o tipo da estaca utilizada, ha uma variacao fisioldgica ao longo do ramo,
uma vez que estacas provenientes de diferentes por¢bes do mesmo ramo tendem a
diferir quanto ao enraizamento (FACHINELLO et al. 2005).

A utilizacdo de plantas associadas a microrganismos para a revegetacdo de
areas degradadas tem sido indicada como uma tecnologia ecoldgica e economicamente
viavel. A inoculacdo de microrganismos benéficos em plantas é empregada para
melhorar seu desenvolvimento (CARAVACA et al.,, 2002). Esses microrganismos
podem beneficiar o desenvolvimento das mudas em viveiro, diminuindo o tempo de
producdo de mudas e maximizando sua capacidade de estabelecimento em campo
(CARAVACA et al., 2002; SOUCHIE et al.; 2005).

Dentre os diversos fatores que podem influenciar a taxa de enraizamento e
sobrevivéncia das mudas, o substrato e a utilizagéo de substancias como reguladores de
crescimento e microrganismos promotores do crescimento vegetal e ou a associagdo
entre eles, pode ser estratégica (SILVEIRA, 2008).

Na rizosfera, que é a zona de influéncia das raizes que vai desde sua superficie
até uma distancia de 1 a 3 mm (MOREIRA & SIQUEIRA, 2006), ha vérios grupos
microbianos capazes de incrementar o desenvolvimento vegetal. Dentre eles, estdo as
rizobactérias que, quando associadas as plantas, maximizam a area radicular. Esse
aumento na superficie radicular promove uma maior eficiéncia na absorcdo de agua,
macro e micronutrientes pelas plantas. Essas bactérias sdo chamadas de “Plant Growth
Promoting Rhizobacteria” (PGPR) (SILVEIRA, 2008).

Além da producédo ou alteracdo nos niveis dos reguladores de crescimento, as
rizobactérias podem promover o crescimento pelo biocontrole de doencas ou inibigdo de
microrganismos deletérios ao desenvolvimento vegetal, seja pela competicdo por espaco
e nutrientes, producdo de sideroforos, antibidticos e compostos volateis, sem contar
ainda, a habilidade em liberar nutrientes do solo pela produgdo de enzimas, como
fosfatases, sulfatases etc (GRAY & SMITH, 2005).



A dificuldade de enraizamento das estacas de algumas espécies
envolvendo a participacgdo tanto de fatores relacionados & propria planta como também
ao ambiente, constitui um dos mais serios problemas para a producdo de mudas
(GONTUNO et al., 2003), que pode ser superado se fornecidas condi¢bes Otimas para
seu enraizamento (OLIVEIRA, 2000).

No solo, existe um grande numero de bactérias que se localizam na
rizosfera e, aproximadamente, 7 a 15% da superficie total das raizes € ocupada por estas
células microbianas (GRAY & SMITH, 2005). Entre as auxinas, o acido indolacético
(AlA), é 0 mais estudado e 0o mais produzido pelas bactérias e fungos do solo. Essa
substancia afeta a morfologia das raizes, aumentando sua extensdo e numero de pelos
radiculares (BARBIERI et al., 1986).

Outros fitohorménios que estimulam o desenvolvimento vegetal também foram
encontrados como metabdlitos bacterianos, por exemplo, a citocinina e a giberelina
(GRAY & SMITH, 2005). Os mecanismos envolvidos na promocdo de crescimento
induzido por rizobactérias promotoras de crescimento ndo sdo totalmente conhecidos.
No entanto, incluem a habilidade de produzir ou mudar a concentracdo de fitormodnios
como AlA, acido giberélico, citocininas e etileno (GRAY & SMITH, 2005).
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OBJETIVOS GERAIS

1 - Maximizar o enraizamento de mudas de guanandi e eucalipto, visando atingir
alto indice de sobrevivéncia em viveiro, otimizar sua produgéo e adaptacdo em nivel de
campo.

2 - Avaliar o comportamento das mudas de guanandi e eucalipto tratadas com
reguladores de crescimento ou inoculadas com microrganismos promotores de
crescimento.

3 - Analisar o efeito da aplicacdo de diferentes concentracGes de acido
indolbutirico (AIB) no enraizamento de miniestacas de eucalipto e guanandi.

4 — Avaliar o efeito do produto comercial CoMo Raiz®, composto de cobalto,
molibdénio e giberelina no enraizamento de miniestacas de guanandi e eucalipto.

5 - Quantificar a producdo de AIA por bactérias e fungos rizosféricos e avaliar
seu efeito no enraizamento das miniestacas de guanandi e eucalipto.

6 - Determinar o indice de sobrevivéncia em viveiro de mudas de eucalipto e

guanandi, sob distintos tratamentos para maximizar seu enraizamento.



CAPITULO 1

INFLUENCIA DO REGULADOR DE CRESCIMENTO AIB NA
FORMACAO E SOBREVIVENCIA DE MINIESTACAS DE
CLONES DE Eucalyptus urograndis 1-144
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Influéncia do regulador de crescimento AIB na formacéo e

sobrevivéncia de miniestacas de clones de Eucalyptus urograndis 1-144

Resumo - A propagacdo de clones de Eucalyptus urograndis 1-144 por meio de
miniestacas € dificultada pela alta mortalidade das mudas em viveiro. Para isso,
objetivou-se determinar o efeito de diferentes doses do regulador de crescimento AIB
(0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™) no processo de estabelecimento de mudas em
viveiro, utilizando miniestacas do clone 1-144 (Eucalyptus urograndis), na Fazenda
Florestal 11 da COMIGO. As miniestacas foram tratadas, durante 10 segundos, nas
concentragdes do regulador de crescimento AIB. As avalia¢Oes foram realizadas aos 20,
40, 60, 80 e 100 dias, determinando a altura da parte aérea, nimero de folhas e
comprimento das raizes. A concentracdo mais alta do regulador de crescimento AlIB
(8.000 mg L™) se caracterizou como fitotoxica. J& a concentracdo de 4.000 mg L™

favoreceu os melhores resultados de crescimento desta espécie arborea.

Palavras-chave: propagacao vegetativa, miniestaquia, silvicultura.

Abstract - The spread of Eucalyptus urograndis I-144 clones through minicuttings is
hampered due to high mortality of seedlings in nurseries. Considering this the objective
was to determine the different doses effect of growth regulator IBA (0, 1.000, 2.000,
4.000 and 8.000 mg L) in the process of establishment of seedlings in nurseries, using
mini-cuttings of Eucalyptus urograndis 1-144 clone in Farm Forestry ME Il. The mini-
cuttings were treated for 10 seconds, in the concentrations of growth regulator IBA.
Evaluations were performed at 20, 40, 60, 80 and 100 days, determining the seedlings
height, leaf number and length of roots. The highest concentration of growth regulator
IBA (8000 mg L™), was characterized as phytotoxic. The concentration of 4000 mg L™

the favored the best growth results this tree species.

Key words — vegetative propagation, minicuttings, silviculture.
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INTRODUCAO

O eucalipto é a espécie florestal mais utilizada para o reflorestamento, sendo
adaptada as condicdes edafoclimaticas brasileiras e utilizada para variados fins, como
producdo de celulose, madeira para construcao, energia para agroindustrias e producao
de biocombustivel e vérios trabalhos tém sido desenvolvidos para aprimorar os métodos
de sua propagacéo (ASSIS; MAFIA, 2007).

A estaquia € um método bastante difundido dentro da propagacao vegetativa que
permite a obtencdo de plantas em grande quantidade, de forma réapida, e em diferentes
épocas do ano, a partir de plantas-matrizes selecionadas (BORDIN et al., 2005). No
entanto, a viabilidade desta técnica varia conforme a espécie (FACHINELLO et al.,
2005).

No processo de propagacdo de eucalipto, aplicacbes de reguladores de
crescimento tém possibilitado o enraizamento de propagulos vegetativos, sendo que o
acido indolbutirico (AIB) tem sido o mais utilizado (BRONDANI et al., 2008).

A dificuldade de enraizamento das estacas de algumas espécies, envolvendo a
participagdo tanto de fatores relacionados a propria planta como também do ambiente,
constitui um dos mais sérios problemas para a produgdo de mudas (GONTHO et al.,
2003). Entretanto, esses podem ser superados se fornecidas as condi¢fes Otimas para
seu enraizamento (OLIVEIRA, 2000).

As auxinas sdo uma classe de reguladores vegetais muito importantes para o
sucesso da propagacao vegetativa, principalmente em espécies de dificil enraizamento
(SOUZA, 2007). No entanto, as auxinas tém apresentado efeitos diretos e significativos
no curso desse processo, mas na propagacdo de Eucalyptus spp. por estaquia, 0
regulador de crescimento de maior uso tem sido o AIB. Segundo Trevisan et al. (2008),
a aplicacdo exogena de AIB possibilita 0 aumento da capacidade de enraizamento de
estacas de espécies de dificil enraizamento.

Objetivou-se com esse trabalho determinar a influéncia de concentracdes
crescentes de AIB na formacdo de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, visando

incrementar seu indice de sobrevivéncia em viveiro.
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MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido na Fazenda Florestal Il da Cooperativa
Agroindustrial dos Produtores Rurais do Sudoeste Goiano (COMIGO - Ltda), no
municipio de Rio Verde, GO.

As miniestacas foram coletadas de plantas-matrizes que apresentavam bom
desenvolvimento e 6timo aspecto fitossanitario. Posteriormente, em local sombreado,
estas foram padronizadas para 10 cm de altura e didmetro inferior a 0,8 cm, mantendo
um par de folhas em cada uma. Em seguida, foram imersas em concentragdes crescentes
de AIB (0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™), durante 10 segundos. Apds tratadas, as
miniestacas foram plantadas em tubetes de 300 cm3 contendo o substrato Plantmax® e
transferidas para casa de vegetacdo revestida com sombrite 80%. A irrigacdo foi feita
por nebulizacdo, durante 10 segundos a cada 10 minutos.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente ao acaso, esquema
fatorial, com parcelas subdivididas no tempo (cinco avalia¢6es), constituidos de cinco
concentracdes de AIB (0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™), com 10 repeticdes. Para
cada concentragdo de AIB, foram cultivadas 100 miniestacas, totalizando 500, para
determinacdo do indice de sobrevivéncia.

As plantas foram mantidas em casa de vegetacdo até 30 dias. Em seguida, foram
levadas para céu aberto, até aos 100 dias de cultivo, sendo realizada a Gltima avaliacao.
Dez plantas de cada tratamento foram avaliadas, a cada 20 dias, durante 100 dias,
quanto ao numero de folhas por planta, altura da parte aérea, peso de folhas,
comprimento e peso das raizes, massa fresca de caule e sobrevivéncia. As plantas foram
colhidas, lavadas em &gua corrente e, em seguida, realizados os procedimentos de
avaliacdes. Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Tukey (5%), utilizando o software ASSISTAT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizagdo do regulador de crescimento AIB, na concentragdo de 4.000 mg L™
propiciou maior nimero de folhas, altura de parte aérea e comprimento de raizes
(Tabela 1, 2 e 3). A partir da quarta avaliacdo, as mudas do tratamento com 4.000 mg
L de AIB, demonstraram altura adequada para transplantio a campo. A altura é
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considerada um dos pardmetros mais antigos na classificagcéo e selecdo de mudas nos
viveiros (GOMES, 1987), sendo considerada relevante para estimar o potencial de
desenvolvimento das plantas no campo (REIS, 1991; CARNEIRO, 1995).

De acordo com LANA et al. (2008), a utilizacdo de fitorregulador, em qualquer
concentracdo e forma de aplicacdo, ndo interferiu na biomassa seca da parte aérea e das
raizes de eucalipto. Ao contrario, GONTIJO et al. (2003) relatam o efeito positivo da
aplicacdo de AIB no aumento da biomassa seca das raizes de aceroleira. PASQUAL et
al. (2001) concluiram que o tratamento com auxinas, em especial o AlIB, na base das
estacas de eucalipto, propicia efeitos benéficos no peso e qualidade do sistema
radicular. Em outros trabalhos, porém, tém sido observadas respostas diferenciadas
entre cultivares quanto ao efeito do AIB na capacidade de formar raizes adventicias em
estacas. Uma das principais explicacfes para este comportamento € a constituicdo
genética das cultivares que resultaria nesse potencial de enraizamento diferenciado entre
elas. Segundo LANA et al. (2008), as maiores biomassas verdes da parte area de
eucalipto foram obtidas com as menores concentragdes de AIB (2.000 e 5.000 mg L™)
aplicados na forma de pasta. Segundo esses autores, quando comparados com 0s
formulados aplicados na forma de p6 seco, as formulagdes em pasta sdo caracterizadas
por uma melhor cobertura e aderéncia a superficie vegetal, o que otimiza a absorcéo da
substancia ativa, além da perda durante o manuseio ser praticamente nula.

Observa-se na Tabela 2, que quanto ao nimero de folhas, s6 houve diferencas
entre os tratamentos a partir dos 80 dias, em que o tratamento com 4.000 mg L™ de AIB
possibilitou maior nimero de folhas, superando os demais até a Ultima avaliagdo (100
dias). Contudo, foi percebido um decréscimo no numero de folhas entre 60 e 80 dias em
todos os tratamentos, exceto no de 4.000 mg L™ de AIB.

De acordo Hartmann et al. (2002), a aplicacdo de auxinas em estacas, ao
aumentar sua concentracdo, produz efeito estimulador na inducdo de raizes até um
ponto maximo, a partir do qual qualquer acréscimo do nivel de auxina se torna
inibitério. Ao analisar o0s resultados de enraizamento das miniestacas, foram
observados, em todos os clones, resultados semelhantes aos encontrados na saida da
casa de vegetacdo utilizando AIB e ANA, ndo sendo verificadas diferencas entre os
reguladores de crescimento quanto ao enraizamento (GOULART, et al., 2008).

A Tabela 3 demonstra que aos 100 dias ndo houve diferenca entre os tratamentos
com 4.000 e 8.000 mg L™ de AIB, em que esses tratamentos se diferenciaram dos

demais por favorecer maior comprimento de raizes. No entanto, ndo ha necessidade de
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dobrar a concentracdo do regulador de crescimento. Todavia, esse resultado isolado néo
representa por si s6 a melhor aptiddo da muda para plantio, devendo estar relacionado

com o maior numero de folhas (Tabela 2) e maior altura (Tabela 1).

Tabela 1 — Altura (cm) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, submetidas a diferentes
concentracfes de AIB, ao longo de 100 dias de avaliacfes, na Fazenda Florestal 11, Rio
Verde, GO.

Concentragéo Epocas de Avaliacdes
de AIB
20 40 60 80 100

0 9,7 Ab 12,4 bcB 25,4 a8A 23,0 cA 23,4 cA

1.000 8,7aD 16,7 aC 21,6 aB 28,2 bA 29,3 bA

2.000 8,0aD 129abcC 21,5aB 23,8cAB 26,9 bcA

4.000 9,0 aE 15,0 abD 23,8aC 34,5aB 46,6 aA

8.000 8,4 aD 10,5cD 23,0aC 35,4 aB 46,0 aA

Meédias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).

Tabela 2 — Numero de folhas de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, submetidas a
diferentes concentragdes de AlIB, ao longo de 100 dias de avaliagdes, na Fazenda Florestal
11, Rio Verde, GO.

Concentragdo Epocas de Avaliacdes
de AIB
20 40 60 80 100

0 4,6 aB 14,0 aA 16,1 aA 13,7 abA 18,1 bA

1.000 4,3aC 15,3 aAB 16,7 aAB 11,4 bB 19,9 bA

2.000 4,4aC 13,6 aB 17,5 aAB 13,1 bB 20,2 bA

4.000 57aC 17,0 aB 18,7 aB 18,7 aB 31,2 aA

8.000 4,5aC 15,1 aAB 17,7 Aa 11,7 bB 20,2 bA

Meédias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).
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Tabela 3 — Comprimento de raizes (cm) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144,
submetidas a diferentes concentragdes de AIB, ao longo de 100 dias de avaliacGes, na
Fazenda Florestal 11, Rio Verde, GO.

Concentragéo Epocas de Avaliacdes
de AIB
20 40 60 80 100

0 7,3bC 13,7 bB 12,7 bB 12,5cB 16,4 bA
1.000 7,6 bC 12,6 bB 11,7 bB 11,9cB 18,0 bA
2.000 9,3abC 12,6 bB 11,5bBC 12,6 cB 18,0 bA
4.000 10,2 aC 21,1 aB 24,7 aA 23,1aAB  25,0aA
8.000 8,8 abD 13,0 bC 22,8 aA 16,8 bB 25,0 aA

Meédias seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).

Tabela 4 — Peso caule (g) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, submetidas a
diferentes concentragdes de AlIB, ao longo de 100 dias de avaliagdes, na Fazenda Florestal
11, Rio Verde, GO.

Concentragédo Epocas de Avaliagdes
de AIB
20 40 60 80 100

0 0,18 aC 0,37 aC 0,95 cB 0,89 cB 191cA

1.000 0,18 ab 0,38 aC 0,82 cC 1,32 bB 2,47 bA

2.000 0,16 aD 0,42 aCD 0,67 cC 1,26 bB 2,07 cA

4.000 0,26 aE 0,59 ab 1,85aC 2,54 aB 3,85 aA

8.000 0,15aC 0,27 aC 1,50 bB 1,37 bB 2,50 bA

Meédias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).
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Tabela 5 — Peso folhas (g) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, submetidas a
diferentes concentragdes de AIB ao longo de 100 dias de avaliacfes, na Fazenda Florestal
I, Rio Verde, GO.

Concentragéo Epocas de Avaliacdes
de AIB
20 40 60 80 100

0 0,35aB 0,65 bB 1,66 abA 1,82 bA 1,85cA
1.000 0,37 aC 1,06 bB 1,33bcB 2,25 bA 2,30 bcA
2.000 0,36 aC 0,73 bBC 1,10cB 1,94 bA 2,29 bcA
4.000 0,47 ab 1,62 aC 2,00 aC 2,84 aB 3,70 aA
8.000 0,35aB 0,64 bB 2,04 aA 2,12 bA 2,50 bA

Meédias seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).

Tabela 6 — Peso raiz (g) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, submetidas a diferentes
concentracfes de AIB ao longo de 100 dias de avaliagdes, na Fazenda Florestal 11, Rio
Verde, GO.

Concentragédo Epocas de Avaliacdes
de AIB.
20 40 60 80 100

0 0,07 aB 1,44 aB 21,72 bcA 25,15cA 26,00 cdA
1.000 0,06 aC 2,95aC 22,92bB 34,06 abA 33,60 bA
2.000 0,12 aC 1,70 aC 15,63 cB 30,09 bcA 32,10 bcA
4.000 0,36 aD 3,02aD 3260aC 39,70aB 47,80 aA
8.000 0,12 aC 1,12 aC 18,10 bcB 18,2dB 24,70 dA

Meédias seguidas pela mesma letra, miniscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).

Os percentuais de mortalidade foram 44, 31, 21, 11 e 48%, para as
concentracdes de 0, 1000, 2000, 4000 e 8000 mg L™ de AIB respectivamente. Este
percentual no tratamento com 8.000 mg L™ de AIB foi maior que nos demais,
ocasionando sensibilidade das mudas de Eucalyptus urograndis 1-144 as altas
concentragOes desse regulador de crescimento (resultados ndo mostrados), poréem, no
tratamento com 4.000 mg L™ de AIB foi observada a menor mortalidade. Segundo
OLIVEIRA et al. (2003), as melhores concentragdes de AIB, para enraizamento de
estacas de pessegueiro, foram 2.000 e 5.000 mg L™, que n&o diferiram entre si. J4 0 uso

de 8.000 mg L™ induziu a um decréscimo na biomassa da parte aérea de raizes,
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indicando um possivel problema de sensibilidade (toxicidade ao enraizamento das
estacas) da espécie as altas concentracbes de AIB. Desta forma, esses autores
recomendam o uso de 2.000 mg L™ de AIB. A concentracdo 6tima do fitorregulador é

variavel de acordo com a espécie, cultivar e tipo de estaca utilizada.

CONCLUSOES

A utilizacdo do regulador de crescimento AIB na concentracdo de 4.000 mg L™
é a mais indicada para favorecer a formacao de mudas e manutencdo de sobrevivéncia
em viveiro de Eucalyptus urograndis 1-144.

A concentragdo de 8.000 mg L™ do regulador de crescimento AIB, ndo é
recomendada para o estabelecimento de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144 em

viveiro.
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COMERCIAIS PARA TRATAMENTO DE SEMENTES
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Establishment of Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden in vitro using commercial

products for seed treatment

Estabelecimento in vitro de Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden com a utilizacdo
de produtos comerciais para tratamento de sementes

(Artigo Cientifico)

ABSTRACT
Given the current demand for timber from forest species, there is a need to

develop new strategies for the mass propagation of eucalyptus. Therefore, this study
aimed to determine the effect of different doses of Standak Top® and CoMo Raiz® on
the establishment of Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden from seeds in vitro. The
experimental design was completely randomized in a 4 x 3 + 1 factorial arrangement
(four concentrations: 1, 2, 3, and 4 mL of the commercial products Standak Top®,
CoMo Raiz®, a mixture of both, and a control treatment) with 20 replicates. The
following characteristics were evaluated: contamination level, shoot length, and the
number of leaves. No contamination was observed for the different doses of Standak
Top®. Additions of 1 to 3 mL of Standak Top®to the culture media yielded the greatest
shoot length, and the additions of 2 to 3 mL vyielded the greatest number of leaves.
Mixing Standak Top® and CoMo Raiz® did not significantly enhance the measured
characteristics.
KEY-WORDS: Standak Top®, CoMo Raiz®, tissue culture, asepsis, culture media.
RESUMO

Considerando a atual demanda pela madeira de espécies florestais, tem-se a
necessidade de se desenvolver estratégias para multiplicagdo massal de eucalipto. Para

isso, objetivou-se determinar a influéncia de diferentes doses de Standak Top®e CoMo
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Raiz® no processo de estabelecimento in vitro de sementes de Eucalyptus grandis W.
Hill ex Maiden. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em arranjo fatorial 4x3+1 (quatro concentracfes: 1, 2, 3 e 4 mL; trés suplementos:
Standak Top® CoMo Raiz® e a interacdo entre os dois e o tratamento controle),
totalizando 13 tratamentos, com 20 repeticdes. Foram avaliados a contaminacao,
comprimento da parte aérea do explante e o numero de folhas. Ndo houve contaminagéo
com a utilizago das diferentes doses de Standak Top®, sendo que a adicdo de 1 a 3mL
deste produto no meio de cultivo proporcionaram o melhor comprimento da parte aérea
do explante e a adicdo de 2 a 3mL, o maior nimero de folhas. A interacio Standak Top®

e CoMo Raiz®ndo incrementou as caracteristicas avaliadas.

PALAVRAS CHAVE: Standak Top®, CoMo Raiz®, cultura de tecidos, assepsia e meio

de cultivo.

INTRODUCTION

In Brazil, eucalyptus plants are used primarily as raw material for industries that
produce products such as pulp and paper, vegetable coal, poles, fences, and lumber. The
production of eucalyptus plants is performed mainly through cloning, which ensures a
full retention of the characteristics of selected elite plants and the establishment of
uniform high-productivity plots that are disease resistant (ALFENAS et al., 2004).

Among the various cloning methods, in vitro propagation has been successfully
used and has been shown to be capable of producing large quantities of new plants from
a single explant in a short period of time. Periodic in vitro subcultures can be used to

reduce the time needed for plantlets to become available (XAVIER, 2007; XAVIER et
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al., 2009). In this context, micropropagation is a viable option for Eucalyptus ssp.
propagation due to its advantages over other methods, including a higher multiplication
rate, less required physical space, an absence of contaminants and diseases during in
vitro culture, and more effective control of the factors that are involved (HIGASHI et
al., 2002).

In addition to the previously mentioned advantages, ASSIS & MAFIA (2007)
suggested using eucalyptus micropropagation to rejuvenate selected clones of species
and hybrids that have a high commercial value but are difficult to root. DUTRA et al.
(2009) claimed that some companies use the micropropagated seedlings as an option to
obtain better plant material or to supply clonal mini- or microgardens.

However, forest species are typically difficult to establish in vitro due to
contaminating agents (COUTO et al., 2004). Several factors must be considered to
obtain satisfactory explant decontamination, including the type and age of the material,
the type and concentration of the disinfectant, and the duration of explant exposure to
the agent (SMITH, 2000).

The fungicides most commonly used for in vitro disinfection are azoxystrobin,
triadimenol, boscalid, pyraclostrobin, carbendazim, tetraconazole, tebuconazole,
epoxiconazole + pyraclostrobin, and epoxiconazole. Fungicide concentrations range
from 0.1 to 1000 pg of active ingredient (a.i.) mL L™. The most commonly used
antibiotics are ampicillin, chloramphenicol, streptomycin, and tetracycline. Antibiotic
concentrations range from 32 to 256 mg L™ (PEREIRA et al., 2009).

Sodium hypochlorite (5%) has been commonly recommended for disinfection to
control contamination of the seeds by fungi and bacteria (TITON et al., 2007; BRAVO,

2008). The same procedure was also recommended by BRONDANI (2009). CORREA
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et al. (2005) suggested using 0.5% active chlorine to disinfect explants because this is a
key factor for the remaining steps of in vitro establishment.

In vitro studies to evaluate the disinfection efficacy of commercial products, like
Standak Top® and CoMo Raiz®, are interest in order to reduce the production cost and
the negative environmental impacts of their use on plant propagation research. Standak
Top® is used for seed treatment, which contains fipronil, thiophanate-methyl, and
pyraclostrobin. This formulation is widely used due to its proven phytosanitary action
against fungi (protective and anti-sporulating effect). Moreover, its formula acts on
cellular respiration, on mitochondria, and on cytochrome Bc;, transiently interfering
with the electron transport chain and, consequently, enhancing CO, utilization.
Additionally, this product reduces energy expenditure, which results in a greater
accumulation of carbohydrates (increased net photosynthesis), increased nitrate
reductase activity and chlorophyll content, reduced stress associated with decreased
ethylene synthesis, and greater foliar longevity (OLIVEIRA, 2005). CoMo Raiz® is
also used to treat seeds and contains the micronutrients cobalt and molybdenum as well
as the growth regulator gibberellin. CoMo Raiz® is used in many cultures because it
stimulates germination, rooting and plant growth. The possible effects induced from
both commercial products can improve the seedling performance under in vitro
propagation conditions

This study aimed to determine the effect of different doses of Standak Top®and
CoMo Raiz® on the establishment of Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden from seeds

in vitro.
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MATERIALS AND METHODS

The plant material used for the in vitro propagation of Eucalyptus grandis W.
Hill ex Maiden were seeds collected in 2010 and provided by the Agroindustrial
Cooperative of Rural Producers from Southwest Goids (COMIGO Inc.). The
experiments were conducted at the Plant Tissue Culture Laboratory of the Goias Federal
Institute, Rio Verde Campus, in January, 2011.

Selected seeds were submersed in running water for 10 minutes followed by
immersion in 70% alcohol for 30 seconds and then 100% bleach with three drops of
80% Tween for 20 minutes. The seeds were then washed three times in autoclaved
distilled water under a laminar flow hood. These procedures were applied to avoid the
in vitro contaminants.

The seeds were cultured in test tubes (25 x 150 mm) that contained 20 mL of
MS culture media (MURASHIGE & SKOOG, 1962) with half the original
concentration of salts. The media was prepared with 3.5 g L™ of agar (Dynamic), 30 g
of sucrose, and the commercial products Standak Top® and CoMo Raiz®. The pH of the
medium was adjusted to 5.7 £ 0.3 before autoclaving. The experimental treatments
included the following doses: 0, 1.0, 2.0, 3.0, and 4.0 mL™. According to the
manufacturers, the recommended dose for treating seeds with Standak Top® and CoMo
Raiz® is 2.0 mL L. The recommended dose was used as a reference dose to establish
the treatments in this study. The treatments were performed according to Table 1.

The inoculated tubes were kept in a growth chamber at 25 + 2 °C and at 45-46%
relative humidity. Photosynthetic active radiation of 45-55 pmol m™s™ from cool white

fluorescent lights was used to produce a photoperiod of 16 hours light.
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Assessments were performed after 30 days of cultivation. The observed
characteristics were contamination levels, shoot length, and the number of expanded
leaves.

The experimental design was completely randomized in a 4 x 3 + 1 factorial
arrangement (four concentrations: 1, 2, 3, and 4 mL of the commercial products Top
Standak®, CoMo Raiz®, a mixture of both, and the control treatment) with 20 replicates.
Each test tube corresponded to one replicate for a total of 260 experimental units. The
experiment was repeated once. The data were tested using ANOVA, and the means
were compared according to the Scott-Knott test (5%) using SISVAR software

(FERREIRA, 2003).

RESULTS AND DISCUSSION

Culture media containing Standak Top® yielded the best explant response.
Specifically, the seedlings showed greater vigor (greater shoot length, number of leaves
and intensity of green colour). Moreover, they were well formed without morphological
abnormalities, oxidation, or callus formation. Treatment with Standak Top® also yielded
greater root formation, leaf number, and shoot length than other treatments (Figure 1).
This is the first report to indicate the efficacy of using of Standak Top® on protection
and vigor improvement of Eucalyptus seedlings under in vitro propagation. Seedlings
cultured in media containing CoMo Raiz® had less vigor (lower shoot length, fewer
leaves, and a brown coloration). Senescence and abscission of some leaves were also
observed. The percent of contaminated plantlets receiving the CoMo Raiz® treatment
was also greater. Seedlings treated with a combination of Standak Top® and CoMo

Raiz® (1.0 + 1.0 mL, 2.0 + 2.0 mL, 3.0 + 3.0 mL and 4.0 + 4.0 mL of Standak Top® +



28

CoMo Raiz®) exhibited explant growth similar to the treatment with CoMo Raiz® alone
(1, 2, 3 or 4 mL of CoMo Raiz®) (Figure 1).

There were differences between the treatments and the concentrations of
products used. Standak Top® yielded the best results for the contamination index, with
an average of 0 to 15% contamination. The treatment containing CoMo Raiz® at a
concentration of 4.0 mL also demonstrated an average of 15% contamination, similar to
the Standak Top® and the Standak Top® + CoMo Raiz® treatments at concentrations of
2.0, 3.0, and 4.0 mL (Table 2). The highest contamination levels of 40 to 55% were
detected in the controls and in the CoMo Raiz® treatments at 1.0 and 3.0 mL (Table 2).

The longest shoot lengths of 3.40, 3.45, and 3.38 cm were observed in plantlets
that were germinated in culture media containing Standak Top® at concentrations of 1,
2, and 3 mL, respectively. The treatment containing CoMo Raiz® combined with
Standak Top® at a concentration of 1 mL each yielded a shoot length of 2.15 cm, which
was shorter than the control treatment (2.68 cm) but longer than other treatments
containing both products. Media containing Standak Top® (2 or 3 mL L™) produced
plantlet growth with the most leaves. However, 2 mL L™ is preferable considering the
low cost and health perspectives. There was no significant difference in leaf number
between the other treatments with different doses of CoMo Raiz® mixed with Standak
Top® and the control treatment (Table 2).

The average number of leaves was 4.90 for the control treatment. The
treatments containing Standak Top® yielded 6.45, 7.30, 7.75, and 6.95 leaves at doses of
1, 2, 3, and 4 mL, respectively. These findings may be related to the action of
strobilurins (pyraclostrobin), which generally increase net photosynthesis, and to the

enzyme nitrate reductase, which is associated with the inhibition of some ethylene
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synthesis precursors, including ACC synthase and ACC oxidase. Ethylene is a hormone
involved in chlorophyll degradation (TAIZ & ZEIGER, 2009).

The evaluated characteristics are important variables for assessing the
establishment of the studied species in vitro. However, from an economic perspective,
we recommend adding up to 2 mL of Standak Top® per liter of culture media for tissue
culture propagation when using supplementary products that maximize the in vitro
establishment of E. grandis plantlets. It should be emphasized that culture medium
containing 1 mL of Standak Top® promotes plantlet establishment, less contamination,
more leaves, and longer shoots relative to culture medium without Standak Top®.

Seeds contaminated with fungi and bacteria cannot germinate. Therefore, it is
necessary to use fungicides in the culture media and/or on the explant. According to
FERREIRA et al. (2006), using fungicides, such as epoxiconazole, epoxiconazole —
pyraclostrobin, and tebuconazole, to inhibit Cylindrocladium candelabrum in
eucalyptus can have phototoxic effects. Fungicides applied at concentrations above the
recommended doses may inhibit plant growth (GAO et al., 1988) and possibly select for
resistant isolates (ALFENAS et al., 1987; LEROUX, 2003).

In addition to decontamination, the culture media is another important factor that
can influence seedling growth. According to BORGES et al. (2011), MS culture media
were appropriate for the multiplication of eucalyptus in vitro. In this study, we used MS
media containing half of the original concentration of salts but supplemented with the
commercial products Standak Top®and CoMo Raiz®. The best growth was achieved in
media containing Standak Top®.

The establishment percentage of Eucalyptus grandis for treatments with Standak

Top® added to the culture media was higher than the percentage for treatments that
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included CoMo Raiz®. Thus, the use of Standak Top® is a viable option for maximizing
the growth of eucalyptus plantlets.

Fungicides based on strobilurin affect the biochemical and physiological
properties of plants. This hypothesis is based on studies conducted on wheat that have
shown that the application of strobilurin substances increased foliar retention and grain
productivity. In bean culture, there was an increase in grain production of up to 97%

(RAVA, 2002).

CONCLUSIONS

The use of Standak Top® (2 mL L™) is recommended to increase the growth of
eucalyptus in vitro and inhibit fungal and bacterial contamination, considering the low-
cost and lower negative environmental impact.

Additions of 1 to 3 mL of Standak Top®to the culture media yielded the greatest
shoot length, and the additions of 2 to 3 mL yielded the greatest number of leaves.

A combination of Standak Top® and CoMo Raiz® did not produce satisfactory

results for the assessed parameters.
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Table 1 — Treatment of Eucalyptus grandis seeds with the products Standak Top®,

CoMo Raiz®, or a combination of both, and their respective doses.

Treatment Dose (mL L™ Product
1 0 Control
2 1.0 Standak Top®
3 2.0 Standak Top®
4 3.0 Standak Top®
5 4.0 Standak Top®
6 1.0 CoMo Raiz®
7 2.0 CoMo Raiz®
8 3.0 CoMo Raiz®
9 4.0 CoMo Raiz®
10 1.0+ 1.0 Standak Top® + CoMo Raiz®
11 2.0+2.0 Standak Top® + CoMo Raiz®
12 3.0+3.0 Standak Top® + CoMo Raiz®

13 40+4.0 Standak Top® + CoMo Raiz®
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Figure 1 - Eucalyptus grandis plantlets after 30 days of culture in vitro with different

doses of Standak Top®, CoMo Raiz®, or a combination of both. Treatments: 1) control,
2) 1 mL of Standak Top®, 3) 2 mL of Standak Top®, 4) 3 mL of Standak Top®, 5) 4 mL
of Standak Top®, 6) 1 mL of CoMo Raiz®, 7) 2 mL of CoMo Raiz®, 8) 3 mL of CoMo
Raiz®, 9) 4 mL of CoMo Raiz®, 10) 1.0 + 1.0 mL of Standak Top® + CoMo Raiz®, 11)
2.0 + 2.0 mL of Standak Top® + CoMo Raiz®, 12) 3.0 + 3.0 mL of Standak Top® +

CoMo Raiz®, and 13) 4.0 + 4.0 mL of Standak Top® + CoMo Raiz®. Bar = 10 mm.
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Table 2 — Contamination, shoot length and the number of leaves in Eucalyptus grandis

as a function of adding Standak Top® and CoMo Raiz® to the germinating culture

media.
Treatment Product Dosage Contamination (%) Length (cm) Number of

(mL L™ leaves
1 Control 0 55a 2.68 b 490c
2 Standak Top® 1.0 5¢ 3.40 a 6.45b
3 Standak Top® 2.0 Oc 3.45a 7.30a
4 Standak Top® 3.0 5¢ 3.38a 7.75a
5 Standak Top® 4.0 5c 3.00b 6.95b
6 CoMo Raiz® 1.0 50 a 1.15d 2.10d
7 CoMo Raiz® 2.0 30b 1.27d 2.70d
8 CoMo Raiz® 3.0 40 a 1.42d 2.70 d
9 CoMo Raiz® 4.0 15¢ 1.35d 2.15d
10 Standak Top ©+ CoMo Raiz® 1.0 + 1.0 25 b 2.15¢ 5.60d
11 Standak Top ®+ CoMo Raiz® 2.0 + 2.0 5¢ 1.60 d 2.95d
12 Standak Top®+ CoMo Raiz® 3.0 + 3.0 15¢ 1.20 d 2.35d
13 Standak Top®+ CoMo Raiz® 4.0 + 4.0 5c 1.13d 2.35d

Means within a column Tollowed by the same letter do not differ by the Scott-Knott test (59%).



CAPITULO 3

CONCENTRACOES CRESCENTES DE AIB, NA
SOBREVIVENCIA E ENRAIZAMENTO DE MUDAS DE
GUANANDI IN VITRO E EM VIVEIRO
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Concentrag0es crescentes de AlB, na sobrevivéncia e enraizamento de mudas de

guanandi in vitro e em viveiro

Resumo: O guanandi € uma espécie florestal nativa das Américas, possui madeira de
boa qualidade e a casca e o latex sdo usados na medicina popular. Estudos sobre sua
propagacao in vitro possibilitam produgdes homogéneas em plantios comerciais, além
de favorecer a manutencdo de seu germoplasma. Objetivou-se com esse trabalho
desenvolver estratégias para favorecer o enraizamento de guanandi, em condicdes in
vitro e de viveiro. Para o cultivo in vitro, os segmentos nodais selecionados foram
submersos em recipiente com agua corrente, durante 10 minutos. Em seguida, foram
imersos em solucdo de alcool (70%), durante 30 segundos e 20 minutos em &gua
sanitaria (100%), com trés gotas de detergente Tween 80. A triplice lavagem foi feita
em camara de fluxo laminar com &agua destilada autoclavada. Os segmentos nodais
foram cultivados em tubos de ensaios (25 x 150 mm), contendo 20 mL de meio de
cultivo MS, com a metade da concentracdo original dos sais. Para o cultivo em viveiro,
as miniestacas foram coletadas de plantas-matrizes que apresentavam bom
desenvolvimento e 6timo aspecto fitossanitario. Posteriormente, em local sombreado,
foram padronizadas para 10 cm de altura e didmetro inferior a 0,8 cm, mantendo um par
de folhas em cada uma. Em seguida, foram imersas em concentragdes crescentes de
AIB (0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L), durante 10 segundos. Apés 30, 60 e 90
dias, foram avaliadas as seguintes caracteristicas: estabelecimento, oxidacéo,
contaminacdo e nimero de brotacdes por explante. Nas condic¢des de cultivo in vitro, a
concentracdo equivalente a 1.000 mg L™, mostrou maior eficiéncia para favorecer o
enraizamento dos explantes. No cultivo em viveiro, nenhuma das concentragdes de AlB

testadas exerceu efeito benéfico no enraizamento das miniestacas de guanandi.

Palavras-chave: regulador de crescimento, propagacao vegetativa, acido indolbutirico.

Abstract: Guanandi is a forest species native to the Americas, that has good quality
wood and bark and latex are used in folk medicine. Studies on in vitro propagation
allow homogeneous products in commercial plantations, and conservation. This work
aimed to provide strategies for rooting both in nursery and in vitro for this species. For

cultivation in the nursery the cuttings were collected from mother plants that had good
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growth and great-looking phytosanitary characteristics. Subsequently, in a shaded, these
were standardized to 10 cm and diameter of 0.8 cm, maintained a pair of sheets in each
one. They were then immersed in increasing concentrations of IBA (0, 1,000, 2,000,
4,000 and 8,000 mg L) for 10 seconds. For the in vitro selected nodal segments were
submerged in a container with running water for 10 minutes. They were then immersed
in ethanol (70%) for 30 seconds and 20 minutes in bleach (100%), with three drops of
Tween detergent (80%). The triple washing was done in laminar flow with sterile
distilled water and nodal segments were cultured in test tubes (25 x 150 mm) containing
20 mL of MS medium with half of the original salts concentration. After 30, 60 and 90
days were evaluated: establishment, oxidation, contamination and number of shoots per
explant. In vitro culture conditions,the concentration of 1,000 mgL-1 ha the highest
efficiency to favor the explants rooting. In the nursery cultivation the cuttings showed a
high mortality rate, considering the conditions under which the experiment was
conducted, it is concluded that the growth regulator IBA did not exert a beneficial effect

on rooting of guanandi.

Key words: plant regulator, vegetative propagation, indolbutiric acid.

INTRODUCAO

Atualmente, existe um aumento na demanda por servicos e produtos florestais,
em especial, na producdo de mudas para a recuperacdo de areas degradadas,
revegetacdo, reflorestamento para fins econémicos, restauracdo de matas ciliares,
arborizacdo, entre outros fins. Esta demanda crescente indica a necessidade do
desenvolvimento de pesquisas e técnicas que aperfeicoem a producdo de mudas, com
custos competitivos e com qualidade morfofisioldgicas capaz de atender aos objetivos
dos plantios (SANTOS et al., 2006).

O guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) € uma espécie arborea que
ocorre naturalmente, desde América Central até a América do Sul. No Brasil, tem alto
valor econémico, pela larga utilizacdo para os mais diversos fins, tais como construcéo

civil, marcenaria e construcdo naval (LORENZI, 1992).
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O guanandi é uma espécie arbdrea considerada climax por demonstrar
regeneracdo abundante na sombra. O valor de sua madeira é conhecido por ser resistente
a agua, ter boa durabilidade e ter caracteristicas semelhantes ao mogno (CARVALHO,
2003). Tal espécie estda na lista de espécies florestais tropicais que devem ser
consideradas em programas de conservagdo de recursos genéticos “in Situ” e “ex situ”
(CARVALHO, 2003).

Vérias especies florestais, especialmente as nativas, produzem sementes
intensamente em um ano e modestamente em outro, sendo definido tal comportamento
como ciclicidade de produgdo (FOWLER & MARTINS, 2001). Desta forma, a
propagacdo vegetativa tem lugar de relevancia no setor florestal brasileiro, em que seu
uso é justificado quando a disponibilidade de genoétipos de alta produtividade e/ou
sementes € insumo limitado. Nestas condicdes, as técnicas de propagacao vegetativa
podem distribuir, com maior rapidez e eficiéncia, os resultados de programas de
melhoramento genético que buscam a conservacao de espécies florestais nativas ou o
estabelecimento de plantios com caracteristicas mais apropriadas aos produtos
esperados (ROCHA, 2002).

A aplicacdo de reguladores de crescimento tem possibilitado o enraizamento de
propagulos vegetativos, sendo que o &cido indolbutirico (AIB) tem sido o mais utilizado
(BRONDANI et al., 2008). Aplicacdes exdgenas de auxinas podem proporcionar maior
percentagem, velocidade, qualidade e uniformidade de enraizamento (HARTMANN et
al., 2002). O AIB tem apresentado maior eficiéncia na promocao de raizes adventicias
em estacas de espécies florestais, por causa da menor mobilidade e maior estabilidade
quimica no interior da estaca. A concentracdo utilizada varia de acordo com a espécie,
clone, estado de maturacdo, tipo de estaca, condi¢cbes ambientais, forma e tempo de
aplicacdo (XAVIER et al., 2009).

Objetivou-se com esse trabalho avaliar a influéncia de concentracGes crescentes

de AIB, na sobrevivéncia e enraizamento de mudas de guanandi in vitro e em viveiro.

MATERIAL E METODOS

Cultivo in vitro

O material vegetal utilizado na propagacédo in vitro foi composto de segmentos

nodais de guanandi, obtidos de plantas germinadas em areia lavada. Os ensaios foram
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conduzidos no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais do IF Goiano — Campus Rio
Verde, em janeiro de 2011.

Os segmentos nodais selecionados foram submersos em recipiente com agua
corrente, durante 10 minutos. Em seguida, foram imersos em solucdo de alcool (70%),
durante 30 segundos e 20 minutos em hipoclorito de sédio (2,5% de cloro ativo), com
trés gotas de detergente Tween 80. O triplice enxague foi feito em camara de fluxo
laminar com agua destilada autoclavada.

Os segmentos nodais foram cultivados em tubos de ensaios (25 x 150 mm),
contendo 20 mL de meio de cultivo MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), com a
metade da concentragéo original dos sais. No preparo do meio, foram adicionados 3,5¢
L™ de 4gar (marca Dinamica), 30g de sacarose, as diferentes concentragdes de AlB (O,
1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L") e o pH ajustado para 5,7+0,3, antes da
autoclavagem. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso, com
cinco tratamentos (0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™ de AIB) e 25 repeticdes. Cada
tubo de ensaio correspondeu a uma repeticdo, totalizando 125 unidades experimentais.

Os tubos inoculados foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura
de 25+2 °C, umidade relativa de 45 a 46% , fotoperiodo de 16 horas de luz e radiacéo
fotossintética ativa de 45-55 pmol m?s™, obtidas a partir de lampadas fluorescentes
brancas frias. Aos 30, 60 e 90 dias de cultivo, foram avaliadas as seguintes

caracteristicas: indice de contaminacgdo, quantidade e comprimento de raizes.
Cultivo em viveiro

Esta etapa foi desenvolvida no viveiro do IF Goiano - Campus Rio Verde. As
miniestacas foram coletadas de plantas-matrizes que apresentavam bom
desenvolvimento e 6timo aspecto fitossanitario. Posteriormente, em local sombreado,
estas foram padronizadas para 10 cm de altura e diametro inferior a 0,8 cm, mantendo
um par de folhas em cada uma. Em seguida, foram imersas em concentracdes crescentes
de AIB (0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L), durante 10 segundos.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente ao acaso,
constituidos de cinco concentracdes de AIB (0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™) e 50
repeticdes, totalizando 250 miniestacas.

Apds tratadas, as miniestacas foram plantadas em tubetes de 300 cm3 contendo o

substrato Plantmax® e transferidas para casa de vegetacdo, revestida com sombrite 80%.
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A irrigacgdo foi feita por nebulizagdo, durante 10 segundos a cada 10 minutos. Todas as
plantas de cada tratamento foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, aos 30, 60 e 90 dias

apos o transplantio.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Sob condicBes in vitro, aos 30 dias de cultivo, o indice de contaminagédo foi
baixo, isto é, apenas um tubo de ensaio foi contaminado no tratamento 0 mg L™ de AlIB.

N&o houve emissdo de raizes, nem morte dos explantes (Figura 1).

Figura 1 — Explantes de guanandi contaminado e ndo contaminados, ap6s 30 dias de

cultivo in vitro, no IF Goiano — Campus Rio Verde-GO.

Na avaliacdo ap6s 60 dias de cultivo, foi observada a emissdo de raizes em
duas repeticdes (8%) do tratamento 1.000 mg L™ de AIB e néo foi detectado aumento da

contaminacdo, nem da mortalidade dos explantes (Figura 2).
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Figura 2 — Explantes de guanandi com emissdo de raizes, apos 60 dias de cultivo in

vitro, no IF Goiano — Campus Rio Verde-GO.

Aos 90 dias de cultivo in vitro, verificou-se que ndo houve aumento da
contaminacdo, sendo notado enraizamento em mais duas repeticdes do tratamento 1.000
mg L™ de AIB e ndo houve mortalidade dos explantes.

Em viveiro, na avaliacdo ap6s 30 dias do transplantio, todos os tratamentos
demonstraram acentuada mortalidade, sendo constatados 38, 13, 22, 26 e 41% de
mortalidade nas concentragdes de 0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™ de AIB,
respectivamente. As plantulas apresentavam murchamento e seca total, ndo sendo
possivel realizar avaliacBes organométricas (Figura 3). E também possivel que o baixo
indice de sobrevivéncia das miniestacas de guanandi tenha ocorrido por causa da
presenca de bactérias e fungos no substrato que, aliada a alta umidade do mesmo,
tiveram sua atividade favorecida e ocasionaram o apodrecimento dos tecidos.

Em estudos com candeia (Eremanthus erythropopus), Goulart (2003) observou a
inviabilidade de propagagdo vegetativa, em razdo do baixo enraizamento,
independentemente da utilizacdo de reguladores de crescimento. Contrariamente,
Wendling & Souza Junior (2003) observaram que, para miniestacas de erva-mate (llex
paraguariensis St. Hil.) de origem seminal, a propagacdo vegetativa é tecnicamente
viavel, atingindo valores médios de 75% de sobrevivéncia, aos 120 dias de idade das
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mudas, sem a necessidade de aplicacdo de reguladores de crescimento para 0
enraizamento.

A concentracdo 6tima do regulador de crescimento € variavel, de acordo com a
espécie e o tipo de estaca utilizada. Estudos com espécies florestais nativas, utilizando a
técnica de estaquia tém mostrado grandes variagcBes na capacidade de enraizamento.
Ademais, pelo fato do guanandi ser uma espécie arborea que ndo sofreu nenhum tipo de
melhoramento genético, é natural a alta heterogeneidade dos resultados obtidos ou
mesmo a auséncia de resposta, frente aos tratamentos com AlB.

Sousa Junior et al. (2008) relatam que, para Grevillea robusta, o tratamento com
2.000 mg L™ foi o que induziu menores valores médios nas caracteristicas avaliadas.
Segundo esses autores, as diferencas em relacdo aos efeitos das dosagens de AIB podem
ser explicadas pelo fato de se tratar de material juvenil, oriundo de plantas a partir de
sementes, em que o balanco hormonal interno se mostra favoravel ao enraizamento,
ocasionando resposta pouco expressiva as aplicacdes de regulador de crescimento.

Estacas de corticeira-do-banhado (Erythrina crista-galli) apresentaram variagdes
de enraizamento de 0 a 100%, aos 60 dias, em funcdo do tipo de estaca utilizada
(CHAVES et al.,, 2003). Em estacas de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam), o0s
valores médios de enraizamento foram de 15%, com uso de AlB, e 16%, usando &cido
naftalenoacético, aos 120 dias (MARROQUIM et al., 2005).

De acordo com Oliveira et al. (2003), para o enraizamento de estacas de
pessegueiros, s&o necessarios 2.000 mg L™ de AIB. J4 para estacas de acécia (Acacia
mearnsii De Wild), concentracBes inferiores a 1.000 mg L™ de AIB promoveram os
melhores resultados no enraizamento (BORGES & MARTINS-CORDER, 2000).
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Figura 3 — Plantulas mortas e secas de guanandi, apés 30 dias de transplantio para

viveiro, no IF Goiano — Campus Rio Verde-GO.

Apb6s 60 dias de cultivo em viveiro, foi observado aumento na taxa de
mortalidade em todos os tratamentos, ndo houve emissdo de novas folhas, tampouco
aumento da parte aérea e quase nenhum enraizamento. Os percentuais de mortalidade
foram 52, 22, 37, 39 e 65% nas concentraces de 0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™
de AlIB, respectivamente. Apenas trés plantulas do tratamento com 1.000 mg L™ de AIB
emitiram raizes (Figura 4). Xavier et al. (2009) relatam que os ganhos advindos da
aplicacdo dos reguladores de crescimento tém sido mais frequentes em materiais com
maior dificuldade de enraizamento, seja por questdes genéticas ou em fungéo do estadio

de maturacdo dos propagulos.
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Figura 4 — Plantulas de guanandi com emisséo de raizes na avaliagdo dos 60 dias, no IF

Goiano — Campus Rio Verde-GO.

Na avaliagdo apos 90 dias de transplantio, os percentuais de mortalidade foram
de 99, 85, 98, 96 e 100% nas concentracdes de 0, 1.000, 2.000, 4.000 e 8.000 mg L™ de
AlB, respectivamente. Santos (2002) afirma que ha um nivel maximo para a aplicacéo
de AIB e que a partir de determinadas dosagens, o regulador de crescimento passa a ser
prejudicial. De acordo com Silva et al. (2010), o indice de enraizamento ndo foi alterado
em funcdo do tipo de miniestacas de guanandi e da aplicacdo de AIB, com exce¢édo das
estacas apicais tratadas com 8.000 mg L™, que sofreram leve reducéo no enraizamento.
Esses autores sugerem ainda que a aplicacdo de AIB ndo produz efeito positivo em
estacas desta espécie arbdrea, principalmente em material juvenil com boa capacidade

de enraizamento.
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CONCLUSOES

Nas condicdes de cultivo in vitro, a concentragdo equivalente a 1.000 mg L™,
mostrou maior eficiéncia para favorecer o enraizamento dos explantes de guanandi.
No cultivo em viveiro, nenhuma das concentragcbes de AIB testadas exerceu

efeito benéfico no enraizamento das miniestacas de guanandi.
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CAPITULO 4

DESENVOLVIMENTO DE PROCESSO BIOTECNOLOGICO
PARA SOBREVIVENCIA E PRODUCAO DE MUDAS DE CLONE
DE EUCALYPTUS UROGRANDIS CLONE 1-144
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Desenvolvimento de processo biotecnoldgico para sobrevivéncia e producéo de
mudas de clone de Eucalyptus urograndis clone 1-144

Resumo - Dentre os diversos fatores que podem influenciar o enraizamento e
sobrevivéncia de mudas de espécies arboreas, o substrato e a utilizacdo de substancias
como reguladores de crescimento e microrganismos promotores do crescimento vegetal
e ou a associacdo entre eles, pode ser estratégica. Objetivou-se com este trabalho
comparar a eficacia da inoculacdo de microrganismos solubilizadores de fosfato, da
adicdo de AIB e de CoMo Raiz®, no enraizamento de miniestacas de clones de
Eucalyptus urograndis I-44. A partir de amostras de solo coletadas proximo as raizes do
clone de Eucalyptus urograndis 1-144, em florestas comerciais, foi feito o isolamento de
bactérias e fungos solubilizadores de fosfato, utilizando o meio GL contendo CaHPO,.
Foram selecionados dois microrganismos que produziram halos de solubilizagdo no
referido meio. Para o preparo do inoculante, os isolados foram inoculados em meio GL
liquido e incubados em incubadora shaker, por 72 horas a 30 °C. Ao término do periodo
de incubacgéo, amostras de 100 pL de cada inoculante foram plaqueadas em meio GL
solido, pelo método pour plate e incubadas (24 h, 30 °C). Procedendo entdo a contagem
do niimero de UFC e a padronizagdo para 108 UFC mL™ para ambos os isolados,
utilizando meio GL liquido esterilizado como diluente. O isolado bacteriano MBSF2
destaca-se entre os demais tratamentos, na maioria das caracteristicas analisadas, seu
uso pode ser recomendado para incrementar, de forma barata, o enraizamento em
viveiro de mudas do clone Eucalyptus urograndis I-144. Os tratamentos com o
regulador de crescimento AIB (4.000 mL L™) e com o produto comercial CoMo Raiz®,

proporcionam resultados satisfatorios na maioria das caracteristicas analisadas.

Palavras chave: microrganismos rizosféricos, regulador de crescimento, solubilizacdo

de fosfatos.

Abstract - Among the many factors that can influence aspects of rooting and survival
of seedlings, the substrate and the use of substances such as growth regulators and
micro-organisms and plant growth promoters or association between them, can be
strategic. The objective of this work was to compare the efficiency of P-solubilizing

microorganisms inoculation, AIB and CoMo Raiz® addition in the mini-cuttings of
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Eucalyptus urograndis 1-144 clones. From soil samples collected close to rooting of
Eucalyptus urograndis 1-144 clones, in commercial forest it was isolated P-solubilizing
bacterial and fungi, using GL with CaHPO,4. Two microorganisms were selected which
produced solubilization halos in the medium. To prepare the inoculum, the isolates were
inoculated in GL liquid and incubated in an incubator shaker for 72 hours at 30°C. At
the end of the incubation period, 100 puL samples of each inoculant were plated on solid
medium GL by pour plate method and incubated (24 h, 30°C). We then, count the
number of colony forming units and standardization of the concentration of UFC for
both isolates for UFC 10% mL GL™ using sterile liquid medium as diluent. The MBSF2
bacterial isolated was highlighted among treatments in the most of evaluated
characteristics. Its use can be recommended with low cost to the nursery cultivation of
Eucalyptus urograndis 1-144 clone. The treatments with AIB (4.000 mL L™) growth
regulators and CoMo Raiz® commercial product had good results in the most analyzed

characteristics.

Key words: rhizospheric microorganisms, growth regulator, phosphate solubilization.

INTRODUCAO

Na producdo de mudas de eucalipto, a propagacdo vegetativa por estaquia €,
ainda, a técnica de maior viabilidade econémica para o estabelecimento de plantios
clonais, por permitir a multiplicacdo de gendtipos selecionados a baixo custo e em curto
periodo de tempo (PAIVA & GOMES, 1995).

Outro fator que afeta o enraizamento é o tipo da estaca utilizada, hd uma
variacdo fisioldgica ao longo do ramo, uma vez que estacas provenientes de diferentes
por¢cdes do mesmo ramo tendem a diferir quanto ao enraizamento (FACHINELLO et
al., 2005).

A fertilizagdo favorece o estabelecimento, formacdo e produtividade vegetal,
sendo que, dentre 0s nutrientes essenciais o fosforo (P) e o nitrogénio representam a
maior demanda pelas culturas, no entanto, sua disponibilizacdo através do uso de
microrganismos solubilizadores de P/produtores de fitohormbnios pode reduzir

consideravelmente o custo de producao.
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A utilizacdo de plantas associadas a microrganismos para a revegetacdo de
areas degradadas tem sido confirmada como uma tecnologia ecoldgica e
economicamente viavel. A inoculacdo de microrganismos benéficos em plantas tem
sido empregada para maximizar seu desenvolvimento (CARAVACA et al., 2002). Esses
microrganismos podem beneficiar o desenvolvimento das mudas em viveiro, reduzindo
0 tempo de producdo e maximizando sua capacidade de estabelecimento em campo
(CARAVACA et al., 2002; SOUCHIE et al., 2005).

Dentre os diversos fatores que podem influenciar os aspectos de enraizamento
e a sobrevivéncia das mudas, o substrato e a utilizagéo de substancias como reguladores
de crescimento, bem como a inoculagdo de microrganismos promotores do crescimento
vegetal e ou a associacao entre eles, pode ser estratégica (SILVEIRA, 2008).

Estudos da atividade microbiana na rizosfera, que é a zona de influéncia das
raizes que vai desde sua superficie até uma distancia de 1 a 3 mm (MOREIRA &
SIQUEIRA, 2006), possibilitaram o descobrimento de diversos grupos de
microrganismos importantes para o desenvolvimento vegetal. Dentre eles, estdo as
rizobactérias que, quando associadas as plantas, incrementam a area e o volume
radicular. Tal incremento promove uma maior eficiéncia na absorcdo de agua, macro e
micronutrientes pelas plantas. Essas bactérias s3o chamadas de “Plant Growth
Promoting Rhizobacteria” (PGPR) (SILVEIRA, 2008).

Além da producédo ou alteracdo nos niveis dos fitohorménios, as rizobactérias
podem promover o crescimento pelo biocontrole de doencas ou inibicdo de
microrganismos deletérios ao desenvolvimento vegetal, seja pela competicdo por espaco
e nutrientes, producdo de sideroforos, antibidticos e compostos volateis, sem contar
ainda, a habilidade em liberar nutrientes a partir do solo pela producdo de enzimas,
como fosfatases, sulfatases etc (GRAY & SMITH, 2005).

Dentre os reguladores de crescimento, o AIB se destaca quanto ao seu
amplo uso para incrementar o enraizamento de miniestacas de eucalipto (GALVAO,
2000). Além do AIB, o produto comercial CoMo Raiz®, que possui em sua composicao
cobalto, molibdénio e giberelina, tem sido amplamente utilizado para incrementar o
enraizamento de soja e milho. Até o presente, este Gltimo ndo foi testado quanto ao
potencial de incremento do enraizamento de miniestacas de eucalipto.

Devido a funcionalidade fisioldgica, benéfica e diversificada, realizada por
fungos e bactérias rizosféricas e endofiticas no sistema microrganismo/solo/planta, tais

como, solubilizagdo de fosfato inorgénico, fixacdo biologica de N, resisténcia a
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elevadas concentragdes de sais, entre outras, busca-se selecionar e caracterizar isolados
fangicos e bacterianos visando a producdo de inoculantes. Essa bioprospeccdo é
decorrente do enorme potencial desses microrganismos que podem intervir
positivamente no desenvolvimento das plantas. Assim, diversos trabalhos buscam
avaliar a capacidade de bactérias fixadoras de nitrogénio e de fungos/bactérias
solubilizadores de P inorgénico, visando seu uso biotecnolégico nos agrossistemas
(JALILI et al., 2009; TAURIAN et al., 2010; COMPANT et al., 2010)

Objetivou-se com este trabalho comparar a eficdcia da inoculacdo de
microrganismos solubilizadores de fosfato, da adicdo de AIB e de CoMo Raiz®, no
enraizamento de miniestacas de clones de Eucalyptus urograndis 1-44.

MATERIAL E METODOS
Isolamento dos microrganismos promotores de crescimento

Amostras de solo foram coletadas proximo as raizes de plantas de clones de
Eucalyptus urograndis 1-144, submetidas a técnica de diluicdo seriada e plaqueamento,
utilizando o meio GL (glicose — 10g, extrato de levedura — 2g e agar-agar — 15g L™),
adicionado do precipitado CaHPO, (10%), conforme Sylvester-Bradley et al. (1982).
Foram selecionados dois microrganismos que produziram halos de solubilizacdo de
fosfato no meio supracitado. Tais isolados foram purificados e mantidos em &gar
nutriente sob refrigeracéo.

Confirmacao da solubilizacdo de fontes fosfatadas em meio liquido

O isolado bacteriano (MBSF2) foi crescido em caldo nutriente over night, a
160 rpm, a 30 °C. O volume de 50 pL dessa cultura, com densidade 6ptica de 0,73, foi
inoculado em meio MS, que continha, por litro: 0,1 g de NaCl, 1 g de NH,Cl, 0,2 g de
KCI, 0,1 g de CaCl,.2H,0, 1,2 g de MgSQ,.7H,0, 10 g de glicose e 0,5 g de extrato de
levedura (NAHAS et al., 1994). CaHPO,, AIPO, e FePO, foram adicionados na
quantidade de 1,26 g L™. A primeira fonte fosfatada foi obtida pela mistura de CaCl,
(10%) e K,HPO, (10%), enquanto as duas ultimas foram originadas de reagentes P.A.

Ja o isolado fangico (MFSF1) inicialmente foi crescido em meio BDA s6lido

(infusdo de 200g de batata, dextrose - 20g, agar - 159 e &gua g.s.p. 1000 mL), durante
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72h, a 30 °C. Posteriormente, discos de aproximadamente 0,25 cm de diametro,
contendo micélio deste isolado, foram inoculados no meio MS para quantificacdo da
solubilizacdo de fosfatos. Os isolados foram incubados em meio MS liquido, sob
agitacdo, a 30 °C, por sete dias, sendo entdo quantificada a solubilizacdo dos diferentes
fosfatos. Para tanto, apds tal periodo de incubagdo, a fase liquida foi submetida a
centrifugacgéo (8.000 rpm), por 20 min e determinada, no sobrenadante, a quantidade de
P inorganico pelo método colorimétrico da vitamina C modificado, a 725 nm (BRAGA
& DEFELIPO, 1974).

A confirmacgéo do potencial de solubilizag&o dos referidos microrganismos, foi
mediante seu potencial de solubilizacdo de CaHPO,, sendo que MBSF2 e 0 MFSF1
solubilizaram o equivalente a 19 ug mL™ de fosfato e 17,3 ug mL™ de FePO,, sendo
para AIPO,, o P solubilizado foi equivalente a 2 ug mL™ de fosfato o que comprova sua

habilidade em disponibilizar P.

Obtencédo do indculo

Para o preparo dos inoculantes, os isolados foram inoculados em meio GL
liquido e incubados em incubadora shaker, por 72 horas, a 30 °C. Em seguida, amostras
de 100 pL de cada inoculante foram plagueadas em meio GL s6lido, pelo método pour
plate, e incubadas (24 h, 30 °C). Procedeu-se entdo, a contagem do nimero de UFC e
padronizacéo da concentracdo dos isolados para 102 UFC mL™, utilizando o meio GL
liquido esterilizado como diluente.

Obtencéo da dosagem do regulador de crescimento AIB

De acordo com o Capitulo 1 “Doses do regulador de crescimento AIB no
enraizamento de miniestacas de clones de Eucalyptus urograndis 1-144”, desta
dissertacdo, 4.000 mg L™ foi a dosagem que demonstrou resultados mais satisfatorios na
promocdo do enraizamento do referido clone de eucalipto. Naturalmente, tal dosagem

foi escolhida para ser utilizada nesta fase do trabalho.
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Escolha do produto comercial

O produto comercial CoMo Raiz® composto pelos micronutrientes cobalto (1,2
g L™ e molibdénio (84 g L™) e o regulador de crescimento giberelina (100 g de écido
giberélico L™ de produto) foi escolhido para compor um dos tratamentos, ja que tal
produto é utilizado em varias culturas de interesse agronémico por atuar no estimulo da
germinacdo, enraizamento e crescimento de plantas. As miniestacas foram imersas,
durante 10 segundos, em uma solucdo resultante da adicio de 3g de CoMo Raiz® em 1

litro de agua.
Instalacdo do experimento

O trabalho foi desenvolvido na Fazenda Florestal Il da Cooperativa Mista dos
Produtores Rurais do Sudoeste Goiano (COMIGO - Ltda), no municipio de Rio Verde,
GO.

As miniestacas foram coletadas de plantas-matrizes que apresentavam bom
desenvolvimento e 6timo aspecto fitossanitario. Posteriormente, em local sombreado,
estas foram padronizadas para 10 cm de altura e didmetro inferior a 0,8 cm, mantendo
um par de folhas em cada uma. Em seguida, as miniestacas foram plantadas diretamente
nos tubetes de 300 cm3, contendo o substrato Plantmax® e receberam os seguintes
tratamentos: 1) Controle (auséncia de inoculagdo ou da adicdo de AIB ou de CoMo
Raiz®); 2) Inoculacéo (altura do coleto) da miniestaca de 1 mL por tubete do isolado
MFSF1 (108 UFC mL™); 3) Inoculagdo de 1 mL por tubete (altura do coleto) do isolado
MBSF2 (108 UFC mL™); 4) Inoculacéo de 1 mL por tubete (altura do coleto) da mistura
de ambos os isolados; 5) Imersdo das miniestacas em uma solucdo de AIB na
concentracdo de 4.000 mg L™, durante 10 segundos, seguido de plantio nos tubetes; 6)
Imersdo das miniestacas produto comercial CoMo Raiz®, durante 10 segundos, seguido
de plantio nos tubetes. As bandejas plasticas foram transferidas para casa de vegetacao,
revestida com sombrite 80%. A irrigacao foi feita por nebulizagdo, durante 10 segundos,
a cada 10 minutos.

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente ao acaso, esquema
fatorial, com parcelas subdivididas no tempo (cinco avaliagdes), sendo seis tratamentos,

10 repeticdes, totalizando 600 miniestacas.
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Aos 20, 30 e 40 dias apds o transplantio, 10 plantas de cada tratamento foram
avaliadas quanto ao nimero de folhas por planta, altura da parte aérea, matéria fresca de
folhas, comprimento das raizes, matéria fresca de raizes, peso de caule e percentual de
sobrevivéncia. Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste Tukey (5%), utilizando o software ASSISTAT.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo a altura da parte aérea do clone Eucalyptus urograndis 1-144, foi
observado que a inoculagdo do isolado MBSF2 e a adicdo de 4.000 mg L™ de AIB,
comparado ao controle, incrementaram esta variavel, aos 20 e 30 dias apds o transplante
das miniestacas para os tubetes (Tabela 1). Aos 40 dias apds o transplante, a inoculagéo
do isolado MBSF2 promoveu maior altura da parte aérea das mudas, superando aos
demais tratamentos (Tabela 1). A altura é considerada um dos parametros mais antigos
na classificacdo e selecdo de mudas nos viveiros (GOMES, 1987), sendo considerada
relevante para estimar o potencial de desenvolvimento das plantas no campo (REIS,
1991; CARNEIRO, 1995).

Tabela 1 — Altura (cm) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, submetidas a
diferentes tratamentos para enraizamento, sob condicdes de viveiro, na Fazenda
Florestal 11, Rio Verde, GO.

Tratamentos Epocas de Avaliacdes
20 30 40

Controle 12,9 cdA 11,9 bA 13,1 cA
MFSF1 12,9 cdA 13,2 bA 13,4 cA
MBSF2 16,4 abC 18,6 aB 21,2 aA
MFSF1 + MBSF2 11,3 dA 12,4 bA 125cA
AIB 4.000 mg L™ 14,9 bcC 16,7 aB 18,2 bA
CoMo Raiz® 17,2 aB 18,0 aAB 18,9 bA

Meédias seguidas pela mesma letra, minscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).

Similarmente a altura da parte aérea, os tratamentos de inoculacdo do isolado
MBSF2 e de adicdo de AIB (4.000 mL L™) foram os melhores para incrementar a
matéria fresca de folhas (Tabela 2). Especificamente, aos 30 e 40 dias ap0s o
transplanto das miniestacas, ndo foi verificada diferenga entre os tratamentos, sendo

estes superiores aos demais (Tabela 2).
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Tabela 2 — Matéria fresca de folhas (g) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144,
submetidas a diferentes tratamentos para enraizamento, sob condigdes de viveiro,
na Fazenda Florestal 11, Rio Verde, GO.

Tratamentos Epocas de avaliagio
20 30 40

Controle 0,37 eA 0,38 Ca 0,41 cA
MFSF1 0,43 deA 0,47 cA 0,49 cA
MBSF2 0,74 bcA 1,18 aA 1,25 aA
MFSF1 + MBSF2 0,56 cdB 0,73 bA 0,76 bA
AIB 4.000 mg L™ 0,78 abB 1,09 aA 1,12 aA
CoMo Raiz® 0,95 aB 1,05 aAB 1,09 aA

Meédias seguidas pela mesma letra, minGscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).

Quanto ao numero de folhas (Tabela 3) e matéria fresca de raizes (Tabela 4),
aos 40 dias apo6s o transplante, foi constatada superioridade do tratamento de inoculagdo
do isolado MBSF2 em relacéo aos demais.

Tabela 3 — Numero de folhas de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, submetidas
a diferentes tratamentos para enraizamento, sob condigdes de viveiro, na Fazenda
Florestal 11, Rio Verde, GO.

Tratamentos Epocas de avaliacdo
20 30 40

Controle 6,7 CA 6,6 eA 7,1eA
MFSF1 6,9 cB 9,1 cdA 9,9 cdA
MBSF2 10,6 aC 14,1 aB 16,1 aA
MFSF1 + MBSF2 7,1cB 8,4 deAB 9,1 deA
AIB 4.000 mg L™ 7,9 bcB 11,2 bA 12,6 bA
CoMo Raiz® 9,3 abB 10,9 bcA 11,4 bcA

Meédias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maiuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).

Tabela 4 — Matéria fresca das raizes (g) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144,
submetidas a diferentes tratamentos para enraizamento, sob condi¢Ges de viveiro,
na Fazenda Florestal 11, Rio Verde, GO.

Tratamentos Epocas de avaliacio
20 30 40

Controle 0,28 bB 0,78 bA 0,94 cA
MFSF1 0,55 bB 0,91 bAB 0,99 cA
MBSF2 1,31aC 2,82 aB 3,29 aA
MFSF1 + MBSF2 0,51 bB 0,99 bA 1,06 cA
AIB 4.000 mg L™ 1,06 aC 2,33aB 2,76 bA
CoMo Raiz® 1,17 aB 2,53 aA 2,77 bA

Meédias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey
(5%).
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Avaliando a matéria fresca dos caules, aos 30 e 40 dias apds o transplante, foi
constatado que os tratamentos com o isolado MBSF2, a adigdo de AIB (4.000 mg L™)

e de CoMo Raiz® foram os que mais incrementaram esta variavel (Tabela 5).

Tabela 5 — Matéria fresca dos caules (g) de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144,
submetidas a diferentes tratamentos para enraizamento, sob condi¢des de viveiro,
na Fazenda Florestal 11, Rio Verde, GO.

Tratamentos Epocas de avaliacdo
20 30 40

Controle 0,21 dA 0,23 cA 0,24 dA
MFSF1 0,24 dB 0,31 cAB 0,34 cA
MBSF2 0,43 bcB 0,71 aA 0,75 aA
MFSF1 + MBSF2 0,36 cB 0,44 bA 0,46 bA
AIB 4.000 mg L™ 0,52 abB 0,68 aA 0,71 aA
CoMo Raiz® 0,61 aB 0,69 aA 0,71 aA

(hggd)ias seguidas pela mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, néo diferem entre si pelo teste Tukey
6).

No setor florestal, em que o tempo de rotacdo dos talhGes € muito longo, a
inoculagdo com rizobactérias ndo resultaria, de forma direta, no aumento da producéo
de madeira. Todavia, mudas inoculadas com rizobactérias selecionadas, promotoras do
crescimento vegetal, podem apresentar maior indice de sobrevivéncia e estabelecimento
mais precoce, ap6s seu transplante a campo, em funcdo da melhoria da qualidade do
sistema radicular (MAFIA et al., 2007).

A formacdo de raizes em estacas € um processo anatbmico e fisioldgico
complexo, associado a desdiferenciacdo e ao redirecionamento do desenvolvimento de
células vegetais totipotentes, para a formacdo de meristemas que originardo raizes
adventicias, sendo que os fundamentos bioldgicos da formacéo de tais raizes sdo pouco
conhecidos (ALFENAS et al., 2004; KOMATSU et al., 2011; PAPP & PLATH, 2011).

O efeito positivo da inoculagdo de alguns isolados na promocdo do
enraizamento pode estar aliado a solubilizacdo de fosfatos adicionados na forma de
fertilizantes ou daquele presente, mas nao labil, no substrato/solo. No caso supracitado,
a maior disponibilidade de P labil favorece a nutricdo e o incremento do
volume/extensdo radicular e, consequentemente, das caracteristicas da parte aérea.
Ressaltando que os isolados MBSF2 e MFSF1 demonstraram alto potencial de
solubiliza¢do de CaHPO,e de FePO,4. Além do mecanismo de solubilizag&o de P, esses
microrganismos podem favorecer o enraizamento pela exsudacdo de &cidos organicos

de baixo peso molecular (citrico, malico, oxalico, piscidico, acético e outros), em que
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alguns, como &cido acético, atuam como fitorménios, que por sua vez é indutor de
enraizamento. Ahmad et al. (2005) relatam que a producédo relativamente alta de AIA
pelos isolados avaliados sugere seu potencial uso como promotores de crescimento
radicular de espécies leguminosas e ndo leguminosas.

Diversos trabalhos (NAIK et al., 2008; RYAN et al., 2008), relatam os
beneficios da inoculacdo de bactérias e fungos solubilizadores de fosfato em plantas,
especificamente, incrementando sua nutricao, desenvolvimento e produtividade. Sottero
et al. (2006), avaliando 64 isolados de Pseudomonas sp., relatam que 12 deles
promoveram o crescimento das plantas, sendo que quatro isolados aumentaram a massa
seca radicular das plantulas e nove aumentaram o nimero de folhas, comparado a
testemunha ndo inoculada.

No presente estudo, a inoculacdo de microrganismos rizosféricos promotores
do crescimento vegetal, como no caso do isolado MBSF2, traduz em técnica promissora
no favorecimento da propagacéao vegetativa de espécies florestais, como o eucalipto.

CONCLUSOES

O isolado bacteriano MBSF2 se destaca entre os demais tratamentos, na
maioria das caracteristicas analisadas e seu uso pode ser recomendado para incrementar,
de forma barata, o enraizamento em viveiro de mudas do clone Eucalyptus urograndis
1-144.

Os tratamentos com o regulador de crescimento AIB (4.000 mg L™) e com o
produto comercial CoMo Raiz®, proporcionam resultados satisfatorios na maioria das

caracteristicas analisadas.
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CONCLUSAO GERAL

A utilizacdo do regulador de crescimento AlIB na concentracdo de 4.000 mg L™,
¢ a mais indicada para favorecer o enraizamento e a formacdo de mudas de Eucalyptus
urograndis 1-144.

A concentracdo de 8.000 mg L™ do regulador de crescimento AIB, ndo é
recomendada para o estabelecimento de mudas de Eucalyptus urograndis 1-144, em
viveiro.

O uso de Standak Top® (2 mL L) é recomendado para incrementar o
crescimento de eucalipto in vitro e inibir a contaminacdo bacteriana e fungica, na
perspectiva de baixo custo e impacto negativo ao ambiente.

A adicdo de 1 a 3 mL of Standak Top® ao meio de cultura favoreceu a maior
extensdo radicular de eucalipto, enquanto a adicdo de 2 a 3 mL of Standak Top®
favoreceu o maior nimero de folhas.

Nas condices de cultivo in vitro, a concentragdo equivalente a 1.000 mg L™,
mostrou maior eficiéncia para favorecer o enraizamento dos explantes de guanandi.

No cultivo em viveiro, nenhuma das concentracdes de AIB testadas exerceu
efeito benéfico no enraizamento das miniestacas de guanandi.

O isolado bacteriano MBSF2 se destaca entre os demais tratamentos, na
maioria das caracteristicas analisadas e seu uso pode ser recomendado para incrementar,
de forma barata, 0 enraizamento em viveiro de mudas do clone Eucalyptus urograndis
I-144.

Os tratamentos com o regulador de crescimento AIB (4.000 mg L™) e com o
produto comercial CoMo Raiz® proporcionam resultados satisfatérios na maioria das

caracteristicas analisadas.



