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RESUMO

A solubilizacdo de fosfatos por microrganismos é um importante processo para a
disponibilizacdo de fosforo (P) as plantas. O guanandi (Calophyllum brasiliense
Cambess) é uma especie arborea que ocorre naturalmente desde a América Central até a
América do Sul. No Brasil, tem alto valor econémico pela ampla utilizacdo para os mais
diversos fins, tais como construcdo civil, marcenaria e construgéo naval. Estudos sobre
sua multiplicacdo em viveiro possibilitam producGes homogéneas em plantios de
escalas comerciais, além de favorecer a manutencdo de seu germoplasma. Com este
trabalho, objetivou-se: a) isolar, em meio solido, microrganismos solubilizadores e ndo
solubilizadores de CaHPO,, a partir da rizosfera de guanandi coletado em viveiro e
campo; b) quantificar, em meio liquido, a capacidade de solubilizacdo de FePO,, por
isolados rizosféricos de guanandi solubilizadores de CaHPO,; ¢) quantificar a produgéo
de AIA por microrganismos rizosféricos solubilizadores de FePO,, para inocular e
maximizar a formacéo de miniestacas de guanandi; d) avaliar a influéncia dos substratos
areia e Bioplant® na emergéncia de sementes de guanandi, em casa -de -vegetacio; €)
verificar a viabilidade do processo de propagacdo clonal para o guanandi; f) avaliar o
desenvolvimento de miniestacas de guanandi, apos a inoculacdo de MSF e produtores
de AIA. Duas plantas de guanandi, uma cultivada em viveiro e outra em campo foram
utilizadas para o isolamento de bactérias e fungos solubilizadores de CaHPO,4 e FePO,.
A miniestaquia se mostrou eficiente estratégia para a propagacao de guanandi, podendo
ser indicada em programa de silvicultura clonal para fins comerciais, ja que a taxa de
estabelecimento das miniestacas € alta e a fisiologia das mudas, quanto ao processo
fotossintético, ndo é afetado negativamente. A inoculagdo do isolado bacteriano BSF 34
maximizou as varidveis fotossintéticas avaliadas, além da biomassa seca radicular de

miniestacas de guanandi.

Palavras-chave: fosforo, auxina, solubilizacdo de fosfatos, emergéncia, miniestaquia,

substrato, mudas, Calophyllum brasiliense Cambess.
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GENERAL ABSTRACT

The phosphate solubilization by microorganisms is an important process for the
provision of matches to plants. This study aimed to: a) isolating, in solid, solubilizing
microorganisms and non-solubilizing CaHPO, from the rhizosphere of guanandi
collected in nursery and field, b) quantify, in liquid medium, the solubilization ability
FePO, by isolated rhizosphere of guanandi solubilizing CaHPO, c) quantify the
production of IAA by rhizosphere microorganisms solubilizing FePO,, to inoculate and
maximize training minicuttings guanandi. Guanandi two plants, one grown under
nursery and another field were used for isolation of bacteria and fungi solubilizing
FePO, and CaHPQO,. Guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) is a naturally
occurring tree species from Central America to South America in Brazil, has high
economic value due to its extensive use for various purposes, such as construction,
carpentry and construction shipbuilding. Studies on their multiplication in nurseries
enable homogeneous productions in scale commercial plantations, besides favoring the
maintenance of their germplasm. This work aimed to: a) evaluate the influence of
substrates and sand Bioplant® in emergency seed guanandi in a green house, b) verify
the feasibility of the process of clonal propagation for guanandi ¢) evaluate developing
minicuttings guanandi after inoculation and MSF producers AIA. The minicutting
proved to be an efficient strategy for propagating guanandi and may be indicated in
clonal forestry program for commercial purposes, since the rate of establishment of the
shoots is high and physiology of seedlings, as the photosynthetic process is not
adversely affected. Inoculation of bacterial isolate BSF34 maximized photosynthetic

variables evaluated, besides the dry biomass of root cuttings of guanandi.

Keywords: phosphorus, auxin, phosphate solubilization, emergency minicutting,

substrate, seedlings, Calophyllum brasiliense Cambess.



INTRODUCAO

A escassez de informagBes sobre espécies nativas favorece o uso de espécies
exoticas em reflorestamento (Butterfield e Fisher, 1994). Porém, espécies nativas com
potencial para producdo de madeiras usadas em serraria, sdo catalogadas e figuram
como alternativa atraente para a producéo florestal (Piotto et al., 2003a).

No ano 2000, a totalidade das plantacdes florestais comerciais estabelecidas no
Brasil, era composta apenas pelo género Eucalyptus (79,4%) e Pinus (20,6%) (Kronka
et al., 2003). No entanto, nos Gltimos anos, em outros paises, ocorreu mudanca de
perspectiva na selecdo de espécies e até para plantagdes industriais ja existem exemplos
de espécies nativas promissoras (Piotto et al., 2003b). Além da elevada produtividade de
algumas espécies nativas e do alto valor comercial da madeira, muitos pesquisadores
enfatizam os beneficios ambientais, associados ao estabelecimento das plantacGes
florestais. Tais beneficios sdo capazes de incrementar o valor da plantacdo, uma vez
que, espécies nativas sao mais adequadas para o habitat da vida silvestre (Piotto et al.,
2005).

Entre as espécies nativas pesquisadas nas Ultimas décadas, estd o guanandi
(Calophyllum brasiliense Cambess). Essa espécie de ampla distribuicdo tropical é
plantada comercialmente em diversos paises da América Latina, em virtude dos bons
resultados de crescimento (Silva et al., 2010; Piotto et al., 2003a; Piotto et al., 2003b).
O sudeste brasileiro, onde predominava a Mata Atlantica, € o maior polo consumidor
das madeiras nativas em toras do Brasil, provenientes da Floresta Amazdnica. Com a
crescente taxa de desmatamento das florestas nativas e a consequente diminuicdo da
oferta dos produtos florestais, surgiu o interesse de estabelecer plantagdes com espécies
nativas de alto valor comercial, para suprir a demanda presente e futura de madeiras
nobres (Piotto, 2005).

A espécie Calophyllum brasiliense Cambess

Etimologia: Calophyllum, folha bonita; brasiliense, do Brasil. O nome comum
guanandi é proveniente da lingua tupi gwana'di, significando que é grudento. De acordo
com o sistema de classificagdo de Cronquist, a taxonomia de C. brasiliense obedece a
seguinte hierarquia:

Divisdo: Magnoliophyta (Angiospermae)



Classe: Magnoliopsida (Dicotiledonae)

Ordem: Theales

Familia: Clusiaceae (Guttiferae)

Espécie: Calophyllum brasiliense Cambessedes

Sinonimia Botéanica: Calophyllum antillanum Brit. Standl.; Calophyllum ellipticum

Rusby; Calophyllum rekoi Standl.

Descricdo morfologica e fenologia

Arvore de 20 a 45m de altura de acordo com a regi&o e condicdes climaticas e,
com até 180 cm de didmetro a altura do peito (DAP), copa redonda, folhagem verde
escura, com galhos obliquamente ascendentes, fuste reto, cilindrico, base cbnica ou
alargada sem raizes tabulares. A casca € cinzenta, aspera, dura e com estreitas fissuras
longitudinais. As folhas sdo simples, inteiras, opostas, oblongo-lanceoladas de 5 a 18
cm de comprimento e 2,5 a 5 cm de largura, apice acuminado, base cuneiforme a
obtusa, glebas com peciolos de 1 a 2,5cm de comprimento (Piotto, 2005).

O guanandi possui tronco ereto e cilindrico e a copa é piramidal a ovoide A
casca de coloracdo parda é dura, amarga e aromatica. As folhas séo pecioladas, simples,
oblongas, elipticas, brilhantes em ambas as faces, sem cera, coriaceas, glabras. As
nervuras laterais sao numerosas, paralelas, muito proximas entre si e proeminentes em
ambas as faces (Figura 1).

O guanandi apresenta ampla distribuicdo natural nas Américas, desde o México
através da América Central e Antilhas, até a América do Sul. Encontra-se desde o nivel
do mar até 1500m de altitude, em locais com precipitacdo entre 1400 a 3500 mm e
temperatura entre 20 a 28 °C. Cresce bem em solos aluviais, argilosos, imidos até
saturados por agua e acidos (pH 4,5 a 6,0). Na América Central, é encontrado em solos
ricos em ferro (Fe) e aluminio (Al) e pobres em potassio (K) e P (Piotto, 2005).

As inflorescéncias sdo racemosas ou compostas de ramos curtos, com 2-10
flores axilares e pedicelo de 5-10 mm. As flores tém pétalas reflexas de coloracéo
creme-amarelada, aromaticas com estames numerosos nas flores masculinas e poucos
nas hermafroditas. Os frutos sdo globosos, ovoides ou elipsoides, sendo classificados
como drupa (Marques e Joly, 2000), com 2,5 a 3 cm de diametro. O epicarpo coriaceo
apresenta coloragédo verde e cada fruto contém geralmente uma semente (Figura 2A e

B). A frutificacdo ocorre de fevereiro a setembro (Marques e Joly, 2000).



A madeira é dura, pesada a moderadamente pesada, com peso especifico de
0,45 a 0,60g/cms3, peso verde de 761 a 950 kg/ms3, tem excelentes caracteristicas e é
amplamente utilizada. Apresenta grd entrecruzada, textura media e alta durabilidade
natural. A madeira apresenta 6timas caracteristicas fisicas e mecanicas e é facil de secar
(Piotto, 2005). O guanandi é utilizado para fabricacdo de moveis finos, pisos, mastros
de embarcagbes e carpintaria em geral. O latex extraido do tronco tem aplicacdes
medicinais (Piotto, 2005). No Brasil essa espécie tem alto valor econémico por causa da
larga utilizacdo para os mais diversos fins, tais como construcdo civil, marcenaria,
construcdo naval (Xavier et al., 2009).

Esta € uma espécie 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, 2008). Segundo esse
mesmo autor, estd na lista de espécies florestais tropicais que devem ser consideradas
em programas de conservagao de recursos genéticos “in situ” e “ex situ”, (2008).

No Brasil, o guanandi tem alto valor econémico por sua larga utilizagéo para os
mais diversos fins, tais como construcdo civil, marcenaria, construcdo naval, podendo,
com sua biomassa, contribuir para melhorar a fertilidade do solo em sistemas
silvipastoris (Melotto et al., 2009) e uso em fitoterapia (Junior et al., 2005; Noldin et al.,
2006). E de fundamental importancia estabelecer agdes que se mostrem eficientes para a
propagacao desta espécie (Silva et al., 2010). O guanandi possui vantagens sobre outras
espécies pela capacidade de se desenvolver em locais com saturacdo hidrica, sendo
frequentemente encontrado em ambientes em que o solo é permanentemente ou

periodicamente inundado e, locais com menor diversidade de espécies em relacdo as
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Figura 1. Folhas de guanandi (C. brasiliense) (Rocha, M. F. 09/08/2007).



Figura 2. Frutos (A) (Rocha, M. F. 30/06/2007) e sementes de guanandi (C.

brasiliense) (B) (Aquino, W. M. 04/11/2012).

As flores podem ser encontradas durante todo o ano, contudo, a floracdo esta
mais concentrada nos meses de junho e julho. VariacBes no padrdo de floracdo sao
encontradas ao longo de sua distribuicdo geografica. Flores unissexuais ou
hermafroditas podem ser encontradas numa mesma arvore. A dispersdo € realizada
principalmente por morcegos do género Artibeus (Mello et al., 2005), enquanto
roedores e passaros sao considerados secundarios. A agua também pode contribuir para
a disperséo dos frutos de guanandi.

Ampla distribui¢do no Brasil, a madeira do guanandi € utilizada desde o século
XVII para a constru¢do naval, em virtude da durabilidade e resisténcia a agua. Foi
explorado predatoriamente pelos brasileiros, até sua quase extin¢do. Pela sua
importancia na construcdo naval, em 1810, o governo Imperial reservou para o Estado,
0 monopdlio de exploracdo da sua madeira, sendo, portanto, historicamente a primeira
Madeira de Lei do Brasil (Lorenzi, 1992). Atualmente, é uma das espécies florestais de
maior interesse pela gama de produtos que podem ser produzidos a partir da sua
madeira. A arvore € bastante ornamental, podendo ser inclusive empregada no
paisagismo em geral. Estas arvores tém altura variando de 40 a 45 m e DAP maximo de
1,80 m (Figura 3).



Figura 3. Exemplar de arvore adulta de guanandi (C. brasiliense) (Rocha. M. F.
26/01/2003).

O guanandi possui importancia medicinal. O chad de suas cascas obtido por
infusdo e é popularmente utilizado para tratamento de reumatismo, hemorroidas e
Ulceras cronicas (Carvalho, 2008). Também é empregado na cura de enfermidades
cutdneas e usado como aromatizante natural (semelhante ao sandalo). Estudos
fitoquimicos possibilitaram o isolamento de um calanolideo a partir de espécies de
guanandi, e foi observado que pode funcionar como uma das substancias quimicas mais
ativas frente ao virus HIV-1 (Ito et al., 2003). Silva et al. (2001) realizaram estudos
com guanandi e observaram a presenca de diversas substancias quimicas, tais como
xantonas, sitosterol e triterpenos no caule e na resina. Algumas cumarinas, isoladas
dessa espécie, apresentaram atividade anticancerigena e antimicrobiana (Ito et al.,
2003).

Apesar da sua possivel utilizacdo medicinal, a exploracdo do guanandi é
atualmente voltada para a construcdo de mastros de navios, embarcagdes, pisos, portas e
moveis. A qualidade da madeira € similar as espécies como o Eucalyptus spp. e o Pinus
spp. O guanandi apresenta valor comercial 100 vezes maior quando comparado aos
reflorestamentos de eucalipto (Piotto, 2005). O guanandi é citado por especialistas como
uma especie promissora em substituicdo ao mogno, que atualmente possui corte
proibido no Brasil (Piotto, 2005) e o preco médio de venda é de R$ 2.000,00/ms3.
Estimativas preveem uma valorizac¢do de, no minimo, 6% ao ano desse produto. Como

se trata de uma espécie pioneira, também é bastante requisitada para reflorestamento de



areas degradadas. Outro fator que contribui para essa caracteristica é a utilizacdo do
fruto pela fauna (Piotto, 2005).

Marques e Joly (2000) avaliaram a germinacdo e crescimento de guanandi e
constataram que os frutos sdo dispersos por morcegos e pela agua no periodo mais
chuvoso. Apesar da semente ndo germinar, ela se mantém viavel, pelo menos por trés
meses, submersa ou enterrada no solo encharcado. Ao encontrar micrositios favoraveis,
por exemplo, quando ocorre a reducdo do nivel da 4gua, a semente germina. Scarano et
al. (1997) observaram o mesmo resultado. Nesse trabalho, o pericarpo de algumas
sementes foi removido e de outras ndo. Foi testada a capacidade germinativa dessas
sementes e observou-se que, apés duas semanas, 60% das sementes que ndo tinham o
pericarpo e, apenas 18% das sementes estavam intactas, germinaram.

De acordo com Scarano et al. (1997), num estudo comparativo com outras duas
espécies da familia Clusiaceae: Tovomitopsis paniculata (Spreng.) e Symphonia
globulifera L., o guanandi n&o apresenta estruturas morfolégicas comuns de plantas
adaptadas a locais inundados, tais como lenticelas hipertroficas e raizes adventicias, que
poderiam permitir um aumento na difusdo de oxigénio da parte aérea para o sistema
radicular. No entanto, o guanandi possui outras caracteristicas adaptativas que permitem
a colonizacdo em locais inundados, como sementes capazes de boiar, capacidade de
dispersdo e tolerancia a anoxia. Envolve também uma série de qualidades que
aperfeicoam o estabelecimento e sobrevivéncia nesses ambientes, como dorméncia das

sementes e dispersdo dos frutos pela dgua e principalmente por morcegos.

Microrganismos rizosféricos e a promocao do crescimento vegetal

Os microrganismos mais comumente estudados como agentes de controle
bioldgico de doengas em plantas e apresentam também atividade como promotores de
crescimento vegetal, sdo os fungos do género Trichoderma spp. (Gravel et al., 2007;
Santos et al., 2010; Machado et al., 2011). Os mecanismos de promocdo de crescimento
vegetal por microrganismos do solo podem ser diretos e indiretos. Os diretos podem ser
a producdo de fitormonios ou outra substancia analoga, que influenciam no crescimento
ou desenvolvimento da planta (Machado et al., 2011). Também, de forma direta,
algumas espécies deste género podem suprir as necessidades nutricionais do vegetal

pela solubilizacéo de fosfatos (Gravel et al., 2007). Ja os beneficios indiretos podem ser



pela acdo de microrganismos por meio da supressdo de patogenos (Harman et al., 2004;
Silva et al., 2011; Gava e Menezes, 2012).

Quanto a producdo de fitormdnios, a sintese de auxinas, particularmente o
acido indolacético (AIA) promove o crescimento das raizes e a proliferacdo de pelos
radiculares, que podem melhorar a absorcdo de nutrientes e agua do solo e,
consequentemente, o desenvolvimento vegetal (Caballero-Mellado et al., 2006). Varios
estudos tém reportado que os microrganismos estdo ativamente envolvidos na sintese de
auxinas, tanto em meio de cultura quanto no solo (Souchie et al., 2007; Carvalho Filho,
2008). O aminoécido L-triptofano é usado como precursor fisioldgico para a biossintese
de auxinas em plantas e microrganismos (Khalid et al., 2004). Os exsudados radiculares
sdo fontes naturais de L-triptofano (Lum e Hirsch, 2003) para a microbiota do solo,
contribuindo para a sintese microbiana de AIA na rizosfera. A producdo de AlA por
fungos na rizosfera pode proporcionar o desenvolvimento radicular, como observado
por Bjorkman (2004), Gravel et al. (2007), Souchie et al. (2007) e Carvalho Filho
(2008). Quanto a capacidade de solubilizacdo de fosfatos, diversas bactérias e fungos
rizosféricos solubilizam diferentes formas de fosfatos inorganicos e demonstram
potencial para promover o desenvolvimento vegetal, sendo relatados como
solubilizadores de fosfatos em diversos trabalhos (Souchie et al., 2005; Vassilev et al.,
2006; Barroso e Nahas, 2008; Kapri e Tewari, 2010). Kapri e Tewari (2010) destacaram
o0 potencial de solubilizacdo de fosfatos por isolados de Trichoderma sp. em meio de
cultura e o0 aumento significativo nos parametros de crescimento de grdo-de-bico (Cicer
arietinum) em ensaios de casa de vegetacdo. J& Vassilev et al. (2006) relataram alta
eficiéncia na solubilizacdo de fosfato natural por Aspergillus niger e Phanerochaete
chrysosporium.

A utilizacdo de microrganismos que possuem a capacidade de realizar este tipo
de solubilizagéo é empregada como forma de substituir ou reduzir o uso de fertilizantes
fosfatados soluveis, visando ao melhor aproveitamento de fosfatos naturais (Silva Filho
et al., 2002). Portanto, maior compreensédo da eficiéncia e capacidade de Trichoderma
em solubilizar fosfatos e sintetizar AIA, além do potencial no biocontrole de doencas,
poderd favorecer a selecdo de estirpes potencialmente Uteis para disponibilizar o P
agregado a fontes de baixa solubilidade para o uso na agricultura, principalmente nos

solos de Cerrado.
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ISOLAMENTO E SELECAO DE MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES
DE FOSFATOS E SINTETIZADORES DE AIA DA RIZOSFERA DE
GUANANDI

RESUMO

A solubilizagdo de fosfatos por microrganismos é um importante processo para a
disponibilizacdo de fdésforos as plantas. Com este trabalho, objetivou-se: a) isolar, em
meio sélido, microrganismos solubilizadores e néo solubilizadores de CaHPO,, a partir
da rizosfera de guanandi coletado em viveiro e campo; b) quantificar, em meio liquido,
a capacidade de solubilizacdo de FePO, por isolados rizosféricos de guanandi
solubilizadores de CaHPO,; c) quantificar a producdo de AIA por microrganismos
rizosféricos solubilizadores de FePO,, para inocular e maximizar a formagdo de
miniestacas de guanandi. Duas plantas de guanandi, uma cultivada em viveiro e outra
em campo foram utilizadas para o isolamento de bactérias e fungos solubilizadores de
CaHPO, e FePO,. Para o teste de solubilizacdo de FePO,4, 0os meios foram acrescidos de
FePO, (1 g L™ e os isolados incubados sob agitacdo (7 dias, a 28 °C). Apds
centrifugacdo, o sobrenadante foi extraido para quantificacdo do P inorgéanico pelo
método colorimétrico da vitamina C. Para avaliagdo da producdo de AIA, 0s meios
foram suplementados com triptofano (100 ug mL™) e os isolados incubados no escuro
sob agitacdo (72 h, temperatura ambiente). Em seguida, foram centrifugados e o
sobrenadante extraido para determinacdo da concentragdo de AIA (ug mL™), por
espectrofotometria. Maior populacdo de microrganismos solubilizadores e néo
solubilizadores de P é encontrada na rizosfera de muda de guanandi cultivada em campo
do que em viveiro. H& maior nimero de bactérias solubilizadoras de CaHPO, e FePO,
em muda cultivada em campo do que em viveiro. A capacidade de solubilizacdo de

FePQO, e producdo de AlA é variavel dentre os isolados rizosféricos de guanandi.

Palavras-chave: fosforo, auxina, solubilizacdo de fosfatos.
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ISOLATION AND SELECTION solubilizing microorganisms PHOSPHATES &
Synthesizers EIA OF THE RHIZOSPHERE GUANANDI

ABSTRACT

The phosphate solubilization by microorganisms is an important process for the
provision of matches to plants. This study aimed to: a) isolating, in solid, solubilizing
microorganisms and non-solubilizing CaHPO4 from the rhizosphere of guanandi
collected in nursery and field, b) quantify, in liquid medium, the solubilization ability
FePO4 by isolated rhizosphere of guanandi solubilizing CaHPO4 c) quantify the
production of IAA by rhizosphere microorganisms solubilizing FePO4, to inoculate and
maximize training minicuttings guanandi. Guanandi two plants, one grown under
nursery and another field were used for isolation of bacteria and fungi solubilizing
FePO4 and CaHPO4. To test solubilization FePO4, the media were added to FePO4 (1
g L-1) and isolates incubated under agitation (7 days, 28 ° C). After centrifugation, the
supernatant was taken for quantification of inorganic P by the colorimetric method of
Vitamin C. To evaluate production of IAA, media were supplemented with tryptophan
(100 mg mL-1) and isolates incubated in the dark under shaking (72 h, room
temperature). They were then centrifuged and the supernatant extracted for determining
the concentration of IAA (mg mL-1) by spectrophotometry. Major population of
solubilizing microorganisms and solubilizing P is not found in the rhizosphere of
changes guanandi grown in the field, than planted in the nursery. There are more than
CaHPO4 solubilizing bacteria and changes in FePO4 than field-grown nursery. The
solubilization ability FePO4 and production of IAA is variable among isolates of

rhizosphere guanandi.

Keywords: phosphorus, auxin, phosphate solubilization.
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INTRODUCAO

A rizosfera, local em que o solo estd em contato direto com as raizes das
plantas, € a regido onde ocorre a maior parte das interagbes entre a comunidade
microbiana, ou seja, entre 0s microrganismos e plantas (Luster et al., 2009). Uma
grande variedade de microrganismos que vivem proximos ou associados as raizes,
sendo estimulados por varios exsudados radiculares, é capaz de promover maior
absorcdo de nutrientes e os transferir para as plantas por diversos mecanismos. Tais
microrganismos sdo denominados de Rizobactérias Promotoras de Crescimento em
Plantas (PGPR, do inglés Plant Growth Promotion Rhizobacteria). Esse efeito é
atribuido a mecanismos como: fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN), producdo de
substancias reguladoras de crescimento, producdo de antibidticos e sideréforos e
solubilizacdo de nutrientes como o P (Hayat et al., 2010).

Para Silva Filho (2001), uma parcela importante da comunidade microbiana
edéafica possui a habilidade de mineralizar fosfatos organicos e, ou solubilizar fosfatos
inorgénicos, permitindo a liberagdo de P assimilavel pelas plantas. Tais microrganismos
apresentam potencial de utilizacdo como inoculante, visto que podem maximizar o
desenvolvimento vegetal (Sahin et al., 2004; Souchie et al., 2005).

Segundo Freitas e Vildoso (2004) e Nelson (2004), microrganismos
promotores de crescimento vegetal exercem efeitos benéficos no desenvolvimento das
plantas, possibilitam a reducdo da aplicacdo de fertilizantes quimicos e maximizam o
aproveitamento de nutrientes. Os mecanismos diretos de promog¢do de crescimento
incluem a producdo de fitormdnios, como o &cido indolacético (AlA), solubilizacdo de
fosfatos, FBN, sintese de sideroforos e aceleracdo da mineralizagdo dos nutrientes.
Indiretamente, os microrganismos atuam nos mecanismos de indugdo de resisténcia
sistémica das plantas, antagonismo a patdgenos, aumento da resisténcia das plantas a
situacOes de estresse e producéo de antibioticos (Oliveira et al., 2003).

Alguns microrganismos, denominados PGPR, sdo capazes de se associarem
aos tecidos vegetais, como caules, folhas e raizes, sendo chamados de endofiticos. Um
grupo de PGPR endofiticos presentes em diferentes espécies vegetais é formado por
bactérias diazotroficas. Os diazotréficos endofiticos ndo sofrem limitacdo de
substancias ricas em carbono, porque estdo livres de competicdo com outros
microrganismos e podem transferir muito mais eficientemente 0s compostos essenciais

para o desenvolvimento da planta (Dobbelaere et al., 2003).
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Segundo Baldani et al. (1997), os microrganismos diazotréficos podem ser
divididos em trés categorias: (1) endofiticos obrigatorios, que colonizam o interior das
raizes e a parte aérea das plantas; (2) endofiticos facultativos, que sdo capazes de
colonizar raizes interna e externamente e (3) microrganismos rizosféricos, espécies que
colonizam as raizes superficialmente. Nos Gltimos anos, estudos e demonstram que
varias plantas podem ser colonizadas por bactérias diazotroficas, como por exemplo,
plantas de milho associadas com Bulkhoderia unamae (Caballero-Mellado et al., 2004),
arroz, com Serratia marcescens (Gyaneshwar et al., 2001), trigo, com Achromobacter
insolitus e Zoogloea ramigera (Sala et al., 2008) e sorgo e cana-de-agUcar, com
Gluconacetobacter diazotrophicus (Medeiros et al., 2006; Luna et al., 2010).

O género Azospirillum possui espécies capazes de fixar nitrogénio atmosférico
e € encontrado na rizosfera de muitas gramineas (Kennedy et al., 1997). Entretanto, o
padrdo de colonizacdo das raizes das gramineas pelas espécies de Azospirillum mostra
uma tendéncia de especificidade entre plantas hospedeiras e as bactérias. As espécies A.
lipoferum e A. brasilense tém sido isoladas das raizes e folhas de arroz, milho e trigo
(Kim et al., 2005), enquanto A. amazonense tem sido mais frequentemente detectada
nas raizes de cana-de-acgucar (Oliveira et al., 2002).

De acordo com Govindarajan et al. (2007), as raizes de gramineas, como o
milho, possuem uma ampla comunidade de rizobactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae, incluindo o género Serratia. Prieschmann et al. (2008) isolaram
estirpes desse género de raizes do milho e constataram que estas bactérias, além de
possuirem caracteristicas promotoras de crescimento, também podem atuar como
antagonistas contra fungos fitopatogénicos.

As PGPR, tanto de vida livre como endofiticas, podem beneficiar as plantas
por meio de mecanismos de promogédo de crescimento de plantas e, algumas dessas
apresentam mais de um mecanismo (Ahmad et al., 2008). Géneros como Azoarcus,
Arthrobacter, Gluconacetobacter, Pseudomonas, Serratia, Azotobacter, Azospirillum,
Burkholderia, Klebsiella, Herbaspirillum e Paenibacillus séo alguns dentre a variedade
gue podem atuar como promotores de crescimento.

Depois do nitrogénio (N), o P é o segundo elemento mais limitante ao
crescimento vegetal. No solo, ha grandes reservas deste nutriente nas formas insollveis,
é altamente reativo com elementos como Al, Fe e Ca, tornando indisponivel as plantas.

Entre as bactérias presentes na rizosfera, algumas sdo capazes de secretar acidos
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organicos e fosfatases que facilitam a conversdo das formas insollveis em sollveis,
disponibilizando esse nutriente as plantas (Chen et al., 2006). De acordo com Venieraki
et al. (2010), as bactérias solubilizadoras de fosfatos dissolvem o fosfato insoltvel pela
producdo de &cidos organicos no meio em que 0 microrganismo se desenvolve, cuja
acao é atribuida as propriedades quelantes, possibilitando a formacdo de complexos
estaveis com os ions Ca, Fe e Al. O acido mais frequentemente observado entre 0s
solubilizadores de fosfatos € o &cido glucénico, mas foram observados também os
acidos cetoglucénico, latico, isovalérico, isobutirico, acético, glicolico, malénico e
succinico em diferentes espécies de PGPR (Rodriguez et al., 1999).

As populagfes de solubilizadores s&o consideravelmente altas em solos
rizosféricos, incluindo bactérias dos géneros Rhizobium, Enterobacter, Serratia,
Citrobacter, Klebsiella, Pseudomonas, Burkholderia, Achromobacter, entre outras
(Rodriguez et al., 2006). A utilizacdo desses microrganismos como inoculantes em
culturas de interesse € uma alternativa viavel ao uso da adubagdo convencional,
promovendo melhor aproveitamento do P existente no solo (Silva Filho e Vidor, 2001).

Outro mecanismo utilizado pelas PGPR é a producéo de fitormdnios, como as
auxinas, citocinas e giberelinas. As auxinas sdo os fitorménios mais importantes das
plantas e sdo produzidas, principalmente, na gema apical do caule e transportadas
através das células do parénquima até as raizes. Seu principal efeito é promover o
crescimento de raizes e caules, através do alongamento das células recém-formadas nos
meristemas. Esse efeito depende, no entanto, da concentracao do fitormdnios (Barazani
e Friedman, 1999). A principal auxina encontrada nas plantas é o &cido indolacético
(AlA) e as PGPR também podem ser produzidos, atraves da enzima indol-piruvato
descarboxilase na presenca do aminoacido triptofano (Prinsen et al., 1993). O AIA é
sintetizado principalmente em rotas bioguimicas dependentes do triptofano, embora
alguns autores ja tenham demonstrado algumas vias independentes deste aminoacido
(Cohen et al., 2003). Muitas PGPR sao capazes de sintetizar AlA e é estimado que 80%
das bactérias isoladas da rizosfera podem produzi-lo (Patten e Glick, 1996). Dentre as
varias espécies bacterianas, os géneros Azospirillum e Klebsiella tém mostrado
potencial para producéo de AlA sob condigdes in vitro.

Os efeitos da colonizacdo desses géneros sobre a morfologia e fisiologia das
raizes das plantas com as quais se associam sdo marcantes. S0 observadas alteracfes

na densidade e no comprimento dos pelos radiculares, resultando no aumento da



18

superficie do sistema radicular e maximizando a exploracdo dos nutrientes e agua do
solo (Gutiérrez-Manero et al., 1996; Solano et al., 2008). Tais efeitos estdo associados a
capacidade destes e de muitos outros microrganismos rizosféricos liberarem substancias
reguladoras do crescimento. Porém, sabe-se que esse estimulo é dependente da dosagem
do fitormdnio,visto que o excesso dele pode retardar ou até inibir o crescimento do
vegetal (Ahmad et al., 2005). A solubilizacdo de fosfato em meio sélido pode ser
avaliada pela formacdo de um halo transparente ao redor da colonia, em contraste com o
meio opaco (Kang et al., 2002) ou pela solubilizacdo de fosfato em meio liquido,
adicionado de fontes insoluveis desse elemento (Kumar et al., 2001; Souchie et al.,
2005b).

OBJETIVO GERAL

Com este trabalho, objetivou-se isolar microrganismos rizosféricos de
guanandi e avaliar sua capacidade de solubilizacdo de fosfatos e de sintese de AlA in

vitro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Isolar, em meio sélido, microrganismos solubilizadores e ndo solubilizadores de
CaHPOQy, a partir da rizosfera de guanandi coletado em viveiro e campo.
2. Quantificar, em meio liquido, a capacidade de solubilizacdo de FePO, por
isolados rizosféricos de guanandi solubilizadores de CaHPO,.
3. Quantificar a producéo de AIA por microrganismos rizosféricos solubilizadores

de FePOy, para inocular e maximizar a formacéo de miniestacas de guanandi.
MATERIAL E METODOS

Obtencéo de raizes de guanandi

Uma muda de guanandi foi retirada da reserva florestal da fazenda Sdo Tomaz
Olho D agua, no Municipio de Rio Verde — Goias, situada na Rodovia Sul Goiana Km
01, Zona Rural, nas coordenadas: “Latitude 17° 48 1.692” S e Longitude 50° 53’
57.0696” W (Figura 1). Coletou-se uma planta de guanandi preservando suas raizes
(Figura 2). A planta foi integralmente retirada do solo com o uso de um escavador

manual, cuidadosamente manuseado para impedir danos a raiz e preservando grande
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quantidade do solo rizosférico (Figura 2). Esta foi entdo acondicionada em uma
caixa térmica de isopor e conduzida ao Laboratério de Microbiologia Agricola do
Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, onde o material foi processado em 24h.

Satélite Hibrido

Figura 1. IF Goiano — Campus Rio Verde (A) e Reserva florestal da fazenda S&o
Tomaz Olho D agua (B), em Rio Verde, GO.

No mesmo dia, escolheu-se uma muda de guanandi cultivada por 120 dias em
viveiro (tubetes) para coleta de suas raizes, que também foram levadas ao laboratério

para proceder o isolamento dos microrganismos rizosféricos.

Figura 2. Muda de guanandi sendo retirada do solo
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Isolamento de microrganismos rizosféricos

Foi realizado o isolamento de microrganismos rizosféricos utilizando o meio
GELP, adicionado de CaHPO, (10%), conforme Sylvester-Bradley et al. (1982).
Especificamente, fragmentos de raizes foram coletados com o cuidado para néo retirar o
solo aderido e assim, transferidos 10g para 90 mL de uma solugcdo salina (0,9%)
esterilizada, agitada por 40 minutos e feitas as diluicBes sucessivas até 10, com
posterior plagueamento das diluicBes 10™ e 10°, em triplicata.

As placas foram incubadas, por sete dias a 28 °C, em estufa. Diariamente, as
placas foram vistoriadas e feita a contagem dos isolados bacterianos e fangicos que
apresentavam halo transparente ao redor da colénia, em contraste com o meio opaco, 0
que indicava a capacidade de solubilizacdo de CaHPO,. Em seguida, com alca de
platina, tais isolados foram repicados para placas de Petri, contendo 0 mesmo meio de
isolamento e incubados por quatro dias a 28 °C. Em seguida, os isolados bacterianos e
fangicos foram transferidos para frascos de penicilina contendo, respectivamente, meio
de cultura agar nutriente e BDA e estocados em geladeira.

Posteriormente, os isolados solubilizadores de CaHPO, foram cultivados em
meio liquido adicionado de FePO, (1 g L™), conforme Gadagi e Sa (2002). Para tanto,
aliquotas de 200 pL do pré-indeulo (10 UFC mL™) foram transferidas para tubos de
ensaio contendo o referido meio liquido, em triplicata, e incubados durante sete dias a
28 °C. Apbs o referido periodo de incubacdo, a mudanca de pH do meio, com
consequente mudanca de cor, foi indicativo de positividade para a solubilizacdo de
FePO, (Gadagi e Sa, 2002)

Avaliacéo da producéo de AIA por microrganismos rizosfericos de guanandi

Para a avaliagdo da capacidade de producdo de AIA pelos isolados,
estabeleceu-se ensaio in vitro, conforme Asghar et al. (2002), modificado. Aliquotas de
500 pL do pré-indeulo (10° UFC mL™), foram inoculadas em frascos contendo 10 mL
de meio Dygs, acrescido de 100 pg mL™ de L-triptofano (Sigma®). Os frascos foram
incubados no escuro (48 h a 30 °C), sob agitacao (45 rpm). Apos o tempo de incubacao,
as culturas foram homogeneizadas, transferidas para tubos tipo falcon e centrifugadas
(1.200 rpm, 15 min, 4 °C). Em seguida, aliquotas de 3 mL do sobrenadante foram
colocadas em potes pretos de filme fotografico (trés repeticbes por isolado), e
acrescentados 2 mL do reagente de Salkowski (1 mL de FeCl3;.6H,O 0,5 M em 50 mL
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de HCIO4 35%) (Gordon e Werber, 1951). Os potes foram tampados e as solucGes
deixadas em reacdo por 30 minutos. A presenca de AIA na solucdo foi observada pela
mudanga de coloracdo da solugcdo que se tornou rosa mais intensa, quanto maior a
quantidade de AIA presente. As avaliacdes foram determinadas em espectrofotometro
UV-visivel (530 nm). A concentracdo de AIA nas solucdes foi estimada utilizando
curva preparada com meio Dygs, esterilizado e ndo inoculado, e quantidades conhecidas
de AlA sintético (Sigma®) (0, 25, 50, 100 e 150 ug AIA mL™), a partir de uma solucéo
padrdo de 300 pg AIA mL™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 108 microrganismos solubilizadores de fosfato (MSF)
rizosféricos na planta coletada em campo, sendo 85 bactérias solubilizadoras de fosfato
(BSF) e 23 fungos solubilizadores de fosfato (FSF). A partir da rizosfera da muda
coletada em viveiro, ndo foi possivel detectar MSF (Tabela 1). Similarmente, maior
ndmero de microrganismos ndo solubilizadores de P foi detectado a partir da rizosfera
da planta de campo, comparado ao total de isolados, deste grupo, obtidos da planta de

viveiro (Tabela 1).

Tabela 1. Populacédo rizosférica de bactérias (BSF) e fungos solubilizadores de fosfato
(FSF) e ndo solubilizadores, isolados de guanandi, procedente do campo e de viveiro,
em Rio Verde, GO.

Procedéncia Nao solubilizadores de Solubilizadores de P
da muda 1,12x107 1,04x10°
------ --- N° de isolados -------------------------
Campo 435 108 (85 BSF e 23 FSF)
Viveiro 186 nd*

*nd=nao detectado

Fungos e bactérias sdo de grande interesse para a utilizagdo como inoculantes
para maximizar a producdo de mudas de espécies arboreas de interesse. Tais
microrganismos sdo capazes de solubilizar fosfatos que, apesar de presentes no solo,

estdo indisponiveis as plantas, além de produzirem fitormonios.
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Neste trabalho, foram detectados 45 MSF (35 BSF e 10 FSF) que solubilizaram
FePO, e sintetizaram AIA (Tabela 2). Os resultados de densidade populacional de
solubilizadores geralmente sdo muito varidveis. De acordo com Silva Filho (1998), a

populacdo de MSF existente varia conforme o local e 0 método de avaliacéo.

Tabela 2. Teores de P (mg P mL™) e 4cido indolacético (ug AIA mL™) detectados em
meio liquido, adicionado de FePO, e incubado com bactérias (BSF) e fungos

solubilizadores de P (FSF) rizosféricos de guanandi.

Isolado mgP mL™ ug AIA mL™ BSF mgPmL*  pgAIAmL?

BSF1 1,17 0,95 BSF18 1,07 1,62
BSF2 1,21 3,51 BSF19 1,02 1,85
BSF3 1,53 nd BSF20 0,92 nd
BSF4 1,50 0,99 BSF21 1,66 2,68
BSF5 1,12 1,83 BSF22 1,85 1,60
BSF6 1,16 2,18 BSF23 1,44 1,82
BSF7 1,49 0,81 BSF24 1,72 1,28
BSF8 1,73 2,10 BSF25 1,86 1,80
BSF9 1,86 2,67 BSF26 2,27 2,40
BSF10 1,56 0,48 BSF27 2,07 1,29
BSF11 2,00 0,98 BSF28 1,78 1,81
BSF12 2,00 1,15 BSF29 1,78 1,61
BSF13 1,93 1,34 BSF30 1,81 1,54
BSF14 2,15 1,82 BSF31 1,94 2,13
BSF15 2,18 0,91 BSF32 2,03 1,29
BSF16 2,19 1,75 BSF33 1,99 2,02
BSF17 1,82 1,73 BSF34 2,20 2,55
BSF35 2,24 1,08
Isoladko mgP mL™ ug AIA mL™ FSF mgPmL*  pg AIAmL?
FSF1 0,58 0,37 FSF6 2,70 0,99
FSF2 2,23 0,69 FSF7 0,87 0,62
FSF3 0,41 nd FSF8 0,10 0,09
FSF4 2,70 nd FSF9 2,11 0,38
FSF5 1,36 0,74 FSF10 1,39 0,13

*nd: ndo detectado.
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CONCLUSOES

- Maior populacdo de microrganismos solubilizadores e ndo solubilizadores de
P é encontrada na rizosfera de muda de guanandi cultivada em campo, e ndo foi
detectada MSF em muda de viveiro.

- Néo foi detectada populacdo de bactérias solubilizadores de CaHPO, e FePO,
em muda de guanandi cultivada em viveiro.

- A capacidade de solubilizacdo de FePO, e producdo de AlA é variavel dentre
os isolados rizosféricos de guanandi.

- Dois isolados bacterianos (BSF3 e BSF20) e dois fungicos (FSF3 e FSF4)
ndo foram capazes de produzir AIA e os isolados bacterianos, em média, produziram

valores superiores aos fungicos.
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CAPITULO 2

PROPAGACAO CLONAL DE GUANANDI, INOCULADO COM
MICRORGANISMOS SOLUBILIZADORES DE FOSFATO E PRODUTORES
DE ACIDO INDOLACETICO
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Propagacéo clonal de guanandi inoculado com microrganismos solubilizadores de

fosfato e produtores de &cido indolacético

RESUMO

O guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) é uma espécie arborea que ocorre
naturalmente desde a América Central até a América do Sul. No Brasil, tem alto valor
econémico pela ampla utilizacdo para os mais diversos fins, tais como construcéo civil,
marcenaria e construcdo naval.  Estudos sobre sua multiplicacdo em viveiro
possibilitam producGes homogéneas em plantios de escalas comerciais, além de
favorecer a manutencdo de seu germoplasma. Com este trabalho, objetivou-se: a)
avaliar a influéncia dos substratos areia e Bioplant® na emergéncia de sementes de
guanandi, em casa de vegetacdo; b) verificar a viabilidade do processo de propagacéo
clonal para o guanandi; c) avaliar o desenvolvimento de miniestacas de guanandi, apds
a inoculagdo de MSF e produtores de AlA. Para o cultivo em viveiro, foram utilizadas
400 sementes em substrato areia e Bioplant®. Foram utilizadas 400 sementes em
substrato areia (200) e Bioplant® (200). Foi constatado que o substrato areia é 0 mais
indicado para a emergéncia de sementes de guanandi, ja que possibilita maior
percentual de germinacdo, menor custo e maior facilidade de manuseio que o substrato
Bioplant®. A miniestaquia se mostrou uma eficiente estratégia para a propagacdo
de guanandi, podendo ser indicada em programa de silvicultura clonal para fins
comerciais, ja que a taxa de estabelecimento das miniestacas é alta e a fisiologia das
mudas, quanto ao processo fotossintético, ndo é afetado negativamente. A inoculacéo do
isolado bacteriano BSF maximiza as varidveis fotossintéticas avaliadas, alem da

biomassa seca radicular de miniestacas de guanandi.

Palavras-chave: emergéncia, miniestaquia, substrato, mudas, Calophyllum brasiliense

Cambess.
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Clonal propagation of guanandi inoculated with phosphate solubilizing

microorganisms and producers of IAA

ABSTRACT - The guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess) is a naturally
occurring tree species from Central America to South America in Brazil, has high
economic value due to its extensive use for various purposes, such as construction,
carpentry and shipbuilding. Studies on their multiplication in nurseries enable
homogeneous productions in scale commercial plantations, besides favoring the
maintenance of their germplasm. This work aimed to: a) evaluate the influence of
substrates and sand Bioplant ® in emergency seed guanandi in a green house, b) verify
the feasibility of the process of clonal propagation for guanandi c) evaluate developing
minicuttings guanandi after inoculation and MSF producers AIA. For cultivation in
nurseries, 400 seeds were used in sand and Bioplant ®. A total of 400 seeds in sand
(200) and Bioplant ® (200). It was found that the sand substrate is the most suitable for
emergency seed guanandi as it enables higher germination percentage, lower cost and
greater ease of handling the substrate Bioplant ®. The minicutting proved to be an
efficient strategy for propagating guanandi and may be indicated in clonal forestry
program for commercial purposes, since the rate of establishment of the shoots is high
and physiology of seedlings, as the photosynthetic process is not adversely affected .
Inoculation of bacterial isolate BSF maximizes photosynthetic variables evaluated,

besides the dry biomass of root cuttings of guanandi.

Keywords: emergency, minicutting, substrate, seedlings, Calophyllum brasiliense

Cambess.
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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 econdmicos, restauracdo de matas ciliares,
arborizacdo, entre outros fins. Esta demanda crescente indica a necessidade do
desenvolvimento de pesquisas e técnicas que aperfeicoem a produgdo de mudas, com
custos competitivos e qualidade morfofisiologica capaz de atender aos objetivos dos
plantios (Santos et al., 2006).

Segundo Souza et al. (2009) e Souza (2009) entre as espécies com potencial de
uso em projetos de reflorestamento para fins econdémicos, que necessitam de mais
estudos, encontram-se o guanandi (Calophyllum brasiliense Cambess.). De acordo com
Lisboa et al. (2012), o guanandi produz uma média anual de 20 m* ha™ ano™, sendo
uma espécie com potencial para a silvicultura pela qualidade de sua madeira, inimeras
possibilidades de utilizacdo e as grandes dimensdes dos individuos adultos.

Vérias espécies florestais, especialmente as nativas, produzem sementes
intensamente em um ano e modestamente em outro, sendo definido tal comportamento
como ciclicidade de producgédo (Fowler e Martins, 2001). Desta forma, a propagagéo
vegetativa tem relevancia no setor florestal brasileiro, onde seu uso € justificado quando
ndo ha disponibilidade de gendtipos de alta produtividade e, ou sementes e 0s insumos
sdo limitados. Nestas condi¢es, as técnicas de propagacdo vegetativa podem distribuir,
com maior rapidez e eficiéncia, os resultados de programas de melhoramento genético
que buscam a conservacdo de espécies florestais nativas ou o estabelecimento de
plantios com caracteristicas mais apropriadas aos produtos esperados (Silva et al.,
2010).

Pouco se conhece sobre a miniestaquia, como técnica de propagagédo vegetativa
aplicada as espécies florestais nativas do Brasil, tanto em nivel experimental como
comercial. Portanto, o uso de reguladores de crescimento é apontado por sua influéncia
direta no processo de propagacdo, sendo que estas aplicacbes tém possibilitado o
enraizamento de propagulos vegetativos, em que os &cidos indolacético (AlIA) e
indolbutirico (AIB) sdo os mais utilizados (Brondani et al., 2008). Entretanto,
geralmente, o custo da aplicacdo de reguladores de crescimento é elevado. Desta forma,

a inoculagdo de microrganismos rizosféricos selecionados, produtores de fitorménios e,
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ou solubilizadores de fosfatos (MSF), traduz-se em alternativa mais barata e eficaz para
maximizar a producdo de mudas de espécies arboreas de forma clonal.

H4 escassez de informages disponiveis sobre as técnicas mais adequadas para a
producdo de mudas de guanandi, a coleta de sementes e a condi¢do de luz mais
favoravel para sua germinagdo e desenvolvimento. Quando a propagacdo é feita por
semeadura, primeiramente é necessario escolher um método de obtencdo das sementes
que seja eficiente e forneca sementes de boa qualidade.

Segundo Longman (2003), a colheita preferencialmente deve ser feita
diretamente na copa e ndo a coleta com uso de panos estendidos no chao ou sobre o
solo. Segundo esse autor, o primeiro método reduz a taxa de predacdo e remocao dos
frutos, evita que as sementes se percam ou acumulem umidade e possibilita a
identificacdo segura da arvore mae. Além disso, em espécies com frutos deiscentes e
sementes aladas, pode ser dificil obter quantidade satisfatoria de sementes no chéo e
aquelas presentes em frutos que cairam antes de se abrir, podem ndo apresentar embrido
suficientemente desenvolvido.

Ao conhecer os altos e baixos das atividades agropecuarias sabe-se que, as
duas Unicas atividades seguras para investir, em que ndo havera a minima possibilidade
de surgir competidores que derrubem os precos dos produtos, sio os setores de Agua e
Madeiras nobres (Lei). De acordo com Carvalho, (2003), durante a formacdo, tem-se
um custo e retorno financeiro na formacdo por 01 ha de guanandi (Quadro 01). Com o
desenvolvimento, coloca-se a venda os subprodutos durante a formacéo: da madeira de
menor didmetro que vai sendo desbastada (molduras, painéis decorativos, artesanatos,
barris de vinho, etc); das sementes, folhas e galhos das podas para industrias
farmacéuticas; das sementes, para reproducgéo a partir do 5° ano.

Segundo Lorenzi, (1992), cultivando tecnicamente, uma tora de eucalipto (para
industria moveleira) leva 18,5 anos para se formar. O guanandi leva 0 mesmo tempo,
porém agrega valor a sua terra pelo plantio e formacdo de mata nobre, na hipétese de
venda da terra, ela valerd mais com a madeira em cima (valor agregado). Sera mais
atrativa e valorizada. Dependendo apenas do capricho, tratos, adubacgdo, para crescer
mais rapido.

De todas as arboreas nativas brasileiras, € a mais resistente em terrenos
alagadicos, embora desenvolva muito em solos pobres e secos. O modo de se plantar o

guanandi € igual ao eucalipto e pinus. Porém, a sua rentabilidade vale 20 vezes mais que
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a do eucalipto, pinus e outras culturas, recebendo assim denominacdo de Eucalipto

Brasileiro o Ouro Verde Brasileiro (Quadro 02).

Quadro 1. Custo e retorno financeiro de 01 ha de guanandi (R$)

A- CUSTO DESEMBOLSADO | Anol(R$) | Ano2ac10(R$) | Ano11al18 (R$) | Total (R$)
1. Operagdo mecanizada 952,00 1.376,00 665,60 2.993,60
2. Insumos: calcério, adubos,

defensivos e mudas 3.271,00 3.650,00 - 6.921,00
3. Mao de obra 545,00 877,00 744,00 2.166,00
4. Colheita - 1.030,92 2.319,58 3.350,50
5. Assisténcia técnica e

administracdo 143,04 1.287,36 1.144,32 2.574,72
SUBTOTAL - A 4.911,04 8.221,28 4.876,50 18.008,82
B- Custo de oportunidade: terra e

capital (10% a.a) 18.649,35 18.649,35
C- Beneficiamento da matéria 5.670,09 12.757,69 18.427,78
D- Imposto da venda da madeira

(12%) 16.915,00 38.058,75 54.973,75
CUSTO TOTAL 54.366,76 55.689,94 110.056,70
Receita Bruta 140.958,35 317.156,28 458.114,63
Receita Liguida 86.591,59 261.466,34 348.057,93

Quadro 2. Quadro comparativo de rentabilidade do guanandi com outras culturas

- Preco de Rendimento
Produto Produtividade venda Custo Faturamento .
(ha) (ha/unidade) | Bruto/Safra (R$) |  lfauido
(margo/2011)
(ha/ano)
Guanandi 307m3 (18 anos) | 1.491,00/m3 55.689,94 458.114,63 19.336,55
Mogno- 307m? (15 anos) | 1.491,00/m? 54.732,23 458.114,63 23.267,70
africano
. 5.908,00
3 3 !
Eucalipto 350m:3 (7 anos) 48,00/m (16,88m7) 16.800,00 1.556,00
Cana-de-acgUcar 90 t (média) 54,00t 3.690,00 (41,00/t) 4.860,00 1.170,00
. 1.353,40
Soja 50 sc 41,30/sc (32.77/s¢) 2.065,00 711,6
. 3.012,80
Milho 160 sc 23,00/sc (18.83/sc) 3.680,00 667,2

Segundo Cruz (2007), produzir mudas de especies florestais nativas sempre foi

um desafio. Podendo destacar, entre varios fatores, as dificuldades de se trabalhar com

varias espécies, pelo fato de cada uma possuir uma determinada caracteristica

fisiologica. O profissional responsavel pelo gerenciamento de um viveiro de producéo

de mudas nativas deve, entre outros conhecimentos, possuir dominio sobre as

caracteristicas peculiares de cada espécie produzida. Para Cruz (2007), a producdo de
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mudas de espécies florestais nativas vem crescendo junto com o interesse de empresas
privadas, no que se refere a conservacdo de florestas nativas. Essa grande demanda é
consequéncia das a¢des de manutencdo e conservacgao dos recursos naturais, realizadas
por entidades publicas e privadas, acfes que favorecem a biodiversidade brasileira e
melhorias na qualidade de vida.

Nestas condic¢Bes, muitas espécies, assim como o guanandi, possuem restricdes
para a producdo de mudas por sementes, tais como: regularidade para obtencdo de
sementes durante todo o ano, alta variacdo na taxa de germinacédo (15 a 90%) e tempo
de germinacdo longo (cerca de 145 dias) (Scalon et al., 2008). Portanto, a propagacéo
vegetativa se torna uma alternativa para superar tais desafios. Dentre 0s processos de
propagacdo vegetativa, a miniestaquia € uma técnica utilizada com sucesso na
maximizacdo do processo de propagacdo clonal em Eucalyptus, visando contornar as
dificuldades de enraizamento de alguns clones (Xavier e Wendling, 1998).

A miniestaquia pode ser considerada uma especializagdo da estaquia
convencional. Basicamente, consiste na utilizacdo de brotacdes de plantas propagadas
pelo processo de estaquia ou mudas produzidas por sementes (Alfenas et al., 2004),
dispensando o rejuvenescimento in vitro (Wendling et al., 2000). E uma alternativa que
pode suprir a necessidade do resgate da juvenilidade do material vegetativo, apontada
por diversos autores como limitante da capacidade de inducdo radicial, geradas pelo
processo de maturacdo (Silva e Silva et al., 2007).

Para Fachinello et al. (2005), outro fator que afeta o enraizamento é o tipo da
estaca utilizada, h& uma variacdo fisiologica ao longo do ramo, uma vez que aquelas
provenientes de diferentes por¢cbes do mesmo ramo, tendem a diferir quanto ao
enraizamento. As propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas do substrato para cultivo
das miniestacas também afetam diretamente o enraizamento e o desenvolvimento da
muda produzida (Higashi et al., 2000). O conhecimento destes fatores é primordial para
0 dominio da técnica de miniestaquia.

Hartmann et al. (2002) afirmam que aplicacGes exdgenas de auxinas podem
proporcionar maior porcentagem, velocidade, qualidade e uniformidade de
enraizamento de plantas propagadas assexuadamente. Os fitormonios AlA e AIB tém
apresentado maior eficiéncia na promocdo de raizes adventicias, em estacas de especies
florestais, em razdo de sua menor mobilidade e maior estabilidade quimica no interior

da estaca. A concentracdo utilizada varia de acordo com a espécie, clone, estado de
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maturacao, tipo de estaca, condi¢cdes ambientais, forma e tempo de aplicacdo (Xavier et
al., 2009).

OBJETIVO GERAL
Com este trabalho, buscou-se avaliar a eficiéncia da técnica de miniestaquia

para a propagacdo, sobrevivéncia, enraizamento e vigor de guanandi, em substrato

inoculado com MSF e sintetizadores de AlA.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Auvaliar a influéncia dos substratos areia e Bioplant® na emergéncia de sementes
de guanandi, em casa de vegetacéo.

2. Verificar a viabilidade do processo de propagacéo clonal para o guanandi.

3. Auvaliar o desenvolvimento de miniestacas de guanandi, apds a inoculacdo de
MSF e produtores de AlA.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado na casa de vegetacdo do Laboratério de

Ecofisiologia e Produtividade Vegetal do IF Goiano — Campus Rio Verde (Figura 1).

Figura 1. Casa de vegetacdo do Laboratorio de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal

Origem das Sementes

Foram utilizadas sementes de guanandi adquiridas da empresa Tropical Flora

Reflorestadora e Central de VVendas de Sementes, situada em Santo André, SP.
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Escolha das Sementes

As sementes foram selecionadas, visual e manualmente, separando os melhores
exemplares (Figura 2 A), desinfestadas pela imersdo em Standak Top® (2 min) e,
posteriormente, semeadas em bandejas (50 x 35 x 8 cm), contendo areia ou Bioplant®
(Figura 2 B).

Em cada substrato, as sementes dispostas e perfiladas em namero de 10
colunas com 10 fileiras, totalizando 100 sementes cada bandeja (200 sementes em cada
substrato) (Figura 3A e B). ApoOs a semeadura, as sementes foram levemente cobertas

com substrato correspondente da bandeja e, mantidas Umidas e monitoradas

diariamente, para avaliar sua emergéncia.

Figura 3. Disposic&o das sementes de guanandi nos substratos Bioplant®(A) e areia (B).

Apds 85 dias da semeadura, as mudas que apresentavam bom desenvolvimento
e O0timo aspecto fitossanitario (Figura 4) foram selecionadas, colhidas das bandejas e
padronizadas para a instalacdo do ensaio. Em seguida, as mesmas foram mergulhadas,
por 10 segundos em Standak Top® e transferidas para os tubetes que continham o
substrato Bioplant® (Figura 5), contendo 25 miniestacas cada tratamento, perfazendo

um total de 125 miniestacas. O experimento foi instalado em delineamento inteiramente
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ao acaso, constituido de cinco tratamentos de inoculacdo e 25 repeti¢cdes. Os inoculantes
foram preparados com a melhor bactéria solubilizadora de P e que também sintetizava
AlA (BSF34), o melhor fungo solubilizador de P e sintetizador de AIA (FSF6) e o
melhor isolado de Trichoderma isolado de guanandi e pertencente a colecdo do
Laboratorio de Microbiologia Agricola da instituicdo. Para o tratamento 1, foi inoculado
BSF34 + Trichoderma, tratamento 2 FSF6 + Trichoderma, tratamento 3 BSF34,
tratamento 4 FSF6 e o tratamento controle consistiu na auséncia da inoculagdo de MSF
e, ou produtores de AlA.

Para o preparo dos inoculantes liquidos, os isolados foram cultivados (72 h a
28 °C) em caldo nutriente e caldo batata, para bactéria e fungo, respectivamente. Apo6s
a incubacdo, tiveram sua concentracdo ajustada para 10°UFC mL™. No caso do
inoculante bacteriano, foram coletados 3 mL de cada cultura para determinacdo da
densidade oOptica (DO) em espectrofotdmetro e ajuste para 0,5. J& o inoculante fungico
teve sua concentracdo de esporos contada em cadmara de Neubauer e calculada com
auxilio do software CALIBRA (Embrapa Meio Ambiente, 2011). Para ambos o0s
inoculantes, foi utilizada solucdo salina (0,9%), para correcdo da concentragcdo de
células, quando necessaria. Todos os isolados microbianos foram inoculados na

concentracdo de 10° UFC mL™ (1 mL miniestacas™).

Figura 4. Mudas de guanandi, originarias de sementes, aos 85 dias ap6s semeadura
em substrato areia (A) e Bioplant® (B).
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Figura 5. Miniestacas de guanandi cultivadas em substrato Bioplant® e inoculadas com
MSF e sintetizadores de AlA.

As plantas foram irrigadas manualmente quatro vezes ao dia (7, 11, 14 e 18h).
Apo6s 45 dias do estabelecimento das miniestacas e inoculacdo dos MSF, foram feitas
avaliacOes de fluorescéncia da clorofila, trocas gasosas e clorofila A, B e total. As
avaliacdes de fluorescéncia da clorofila a foram realizadas nas folhas das plantulas
utilizadas nas medicBes das trocas gasosas. Nestas medicdes, foi utilizado um
fluordmetro modulado MINI-PAM (Walz, Effeltrich, Germany). Tais analises foram
feitas segundo Schreiber et al. (1986) e Genty et al. (1989) e usando as terminologias e
calculos propostos por Snel e Van Kooten (1990).

Para as avaliagcOes de trocas gasosas foram determinadas a taxa de fotossintese
liguida (A), a condutancia estomatica (gs), a relacdo entre a concentracdo interna e
ambiente de CO, (Ci/Ca) e a taxa transpiratéria (T), utilizando um analisador de gases
no infravermelho portéatil (IRGA), modelo L1-6400 (LiCor, Nebraska, EUA).

A medicdo da clorofila A, B e total foi realizada com o medidor eletrénico de
clorofila ClorofiLOG® (modelo CFL 1030). O clorofildmetro ¢ um sensor comercial
que analisa trés faixas de frequéncia de luz na medicdo e, através de relagcdes de
absorcdo de diferentes frequéncias, determina um Indice de Clorofila (indice de

clorofila Falker), considerando a presenca de clorofila A e B (Falker, 2008).

Avaliacdo do sistema radicular

Para esta avaliacdo, foram colhidas trés mudas, aleatoriamente, de cada
tratamento de inoculagdo e analisados: comprimento (cm), volume (cm®), area (cm?),
didmetro ponderado de raizes (mm) e biomassa seca radicular. As raizes foram

separadas da parte aérea, lavadas cuidadosamente e expostas em fundo preto. Imagens
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foram captadas com uma camera digital (1024 x 768 pixels, Olympus®, modelo
FE4020), e posteriormente analisadas pelo software SAFIRA (Sistema de Anélise de
Fibras e Raizes), desenvolvido pela Embrapa Instrumentacdo Agropecuaria (Rodrigues,
2008). Para avaliacdo da biomassa seca radicular, as raizes foram acondicionadas em

pacotes de papel e levadas para estufa com temperatura de 90 °C, durante 72h.

Andlise estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as medias comparadas pelo

teste Tukey (5%), utilizando o software Sisvar versao 5.1 (Ferreira, 2011).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento de emergéncia de sementes

As sementes iniciaram a emergéncia no 10° dia ap6s a semeadura para 0
substrato areia e 12° dia para o substrato Bioplant®. Os maiores picos de emergéncia
ocorreram no 17° dia ap6s a semeadura, nas bandejas com o substrato areia e, ao 23°
dia, nas bandejas com Bioplant® (Figura 5). No 60° dia ap6s a semeadura, observou-se
que no substrato areia, a taxa de germinacao apresentou pouca ou nenhuma emergéncia
(Figura 6). Apos 85 dias da semeadura, verificou-se 85% de emergéncia no substrato
areia e 78% no substrato Bioplant® (Figura 5).
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Figura 6. Sementes de guanandi germinadas aos 17, 30, 60 e 85 dias ap6s a semeadura,
nos substratos areia e Bioplant®.
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Foi constatada a auséncia da degradacdo dos pigmentos fotossintéticos
clorofila a e b, indicando que as miniestacas de guanandi ndo estavam se
desenvolvendo sob condicOes de estresse abidtico (Tabela 1). O ideal é que, em plantas,
a razdo Fv/Fm esteja na faixa entre 0,75 e 0,85 (Silva et al., 2007), indicando auséncia
de estresse biotico ou abidtico e sinaliza para o bom desenvolvimento vegetal. Neste
trabalho, todas as mudas de guanandi submetidas aos diversos tratamentos de
inoculacdo, apresentaram valores praticamente situados na referida faixa, corroborando
o fato que ndo havia, no momento da colheita, nenhum tipo de estresse que afetasse
negativamente o aparato fotossintético (Tabela 1). Silva et al. (2007) relatam que
valores abaixo da faixa supracitada indicam danos fotoxidativos, causados por
fotoinibicdo no centro de reacdo do fotossistema 1.

Tabela 1. Clorofila A, B e total e razdo Fv/Fm de mudas de guanandi, originarias de
miniestacas, inoculadas com bactérias (BSF), fungos solubilizadores de fosfato (FSF) e
Trichoderma (T) e cultivadas em substrato Bioplant®
Controle FSF+T FSF BSF+T BSF
Cla 30,78a 32,67a 31,12a 33,48a 32,78a
Clb 7,31a 8,85a 7,03a 9,05a 9,53a
ClTotal 38,10a 4151a 38,152 42,53a 42,32a
Fv/Fm 0,73a 0,72a 0,69a 0,77a 0,70a

Médias seguidas de mesma letra, na linha, ndo diferem entre si pelo teste Tukey (5%).

Quanto as avaliacGes de trocas gasosas, foi observado que a inoculacdo de BSF e
de BSF+T incrementou a taxa fotossintética das mudas de guanandi (Figura 7A).
Observacdo mais detalhada confirma que tal efeito foi desencadeado pela inoculacdo da
BSF e néo pelo isolado de Trichoderma sp. Também foi observado que a inoculagéo
desses mesmos tratamentos favoreceu maior taxa transpiratéria (Figura 7C). Além
disso, a inoculagdo de BSF incrementou a condutancia estomética, comparado aos
demais tratamentos de inoculacdo e ao controle (Figura 7D). Portanto, a inoculagéo de
tal isolado bacteriano, de forma direta ou indireta, favoreceu o processo fotossintético
nas mudas que receberam tal inoculante, que resultou, na sequéncia, em maior producao

da biomassa seca radicular (Figura 7).
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Figura 7. Taxa fotossintética (A), Condutancia estomatica (B), Taxa transpiratéria (C) e
Ci/Ca (D), em miniestacas de guanandi, aos 45 dias ap0s o plantio em substrato
Bioplant®, inoculado com bactérias (BSF), fungos solubilizadores de fosfato (FSF) e
produtores de AIA e Trichoderma (T). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

entre si pelo teste Tukey (5%).

Especificamente, quanto a produgdo de biomassa radicular, ndo foi constatada
diferenga entre a inoculagdo de BSF, BSF+T e FSF+T, porém estes superaram ao
tratamento com FSF e controle ndo inoculado (Tabela 2). Os tratamentos de inoculagéo
ndo resultaram em incremento do comprimento, area e diametro do sistema radicular
(Tabela 2).



42

Tabela 2. Avaliagbes do sistema radicular de plantas de guanandi originarias de
miniestacas, inoculadas com bactérias (BSF), fungos solubilizadores de fosfato (FSF) e

Trichoderma (T) e cultivadas em substrato Bioplant®

Comprimento Area Volume Diametro  Biomassa seca
Tratamentos
(cm) (cm?) (cm’) (mm) (9)
FSF+T 755a 91,8a 114,0a 09a 0,15a
BSF+T 54,4 a 172,0 a 229D l4a 0,21a
BSF 96,4 a 1173 a 143b 11a 0,17a
FSF 69,5 a 74,0 a 8l2a 09a 0,06 b
Controle 34,1a 49,2 a 77,3a 11a 0,04 b
CV (%) 35,1 39,9 34,3 26,4 43,5

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott
(5%).

CONCLUSOES

O substrato areia € o mais indicado para a emergéncia de sementes de
guanandi ja que possibilita maior percentual de germinacdo, menor custo e maior
facilidade de manuseio que o substrato Bioplant®.

A miniestaquia se mostrou uma eficiente estratégia para a propagacao clonal,
podendo ser indicada em programa de silvicultura clonal para fins comerciais, ja que a
taxa de estabelecimento das miniestacas é alta e a fisiologia das mudas, quanto ao
processo fotossintético, ndo é afetado negativamente.

A inoculacdo do isolado bacteriano BSF34 maximiza as variaveis

fotossintéticas avaliadas, além da biomassa seca radicular de miniestacas de guanandi.
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