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RESUMO

Acrocomia aculeata, popularmente conhecida como macauba ou bocaiuva, é uma palmeira
nativa com alta potencialidade de fornecimento de 6leo para a producdo de biodiesel além da
possibilidade de ser utilizada como alimento e na inddstria de cosméticos. Entretanto, a
exploracdo dos recursos provenientes desta espécie tem sido exclusivamente extrativista. Para
possibilitar o seu uso com fins comerciais e em grande escala, ha necessidade de que sejam
implantados nucleos de producdo de mudas e cultivo de forma a garantir a oferta do recurso
em longo prazo. Nesta perspectiva, pesquisas tém sido realizadas visando contribuir para a
domesticacdo e utilizagdo da espécie que apresenta produtividade e qualidade de Oleo
semelhante ao dendezeiro com a vantagem de adaptacdo em regides secas. Além de sementes
dormentes, a espécie apresenta crescimento bastante lento, o que dificulta seu cultivo.
Visando subsidiar a implantacdo de estratégias que beneficiem o crescimento,
desenvolvimento e cultivo desta palmeira, apresentam-se resultados de pesquisa que testou a
resposta da aplicacdo de analogo de brassinosteroides sobre a germinacao e crescimento de
mudas de bocaiuva cultivadas in vitro. Associado ou de forma isolada também foi utilizado
analogo de brassinosteroides, rizobacterias e inoculante micorrizico com a finalidade de
acelerar o crescimento das plantas em fase de aclimatizacdo e no campo. Os resultados
obtidos revelaram que a utilizacdo de um analogo de brassinosteroide em meio de cultivo ndo
promoveu aumento na porcentagem de germinacdo dos embribes zigbticos de bocaiuva
embora tenha estimulado a formacdo de plantulas normais, porém esse efeito ndo foi
observado nas demais fases de crescimento. No que concerne a aplicagdo de fungo
micorrizico arbuscular (FMA), rizobacterias e andlogo de brassinosteroide para promover
maior estimulo de crescimento da parte aérea de plantas de bocaiuva, ndo foi obtida resposta
favoravel. Por outro lado, o crescimento radicular foi estimulado. Ja em experimento no
campo, ndo foi evidenciado efeito dos tratamentos testados sobre o crescimento das plantas,
ao final de dois anos de monitoramento.

Palavras chave: bocaiuva; analogo de brassinosteroide, micorriza, rizobacteria.



ABSTRACT

Acrocomia aculeata, popularly known as macauba or bocaiuva, is a native palm with high
potential for biodiesel production as well as to be used as food or in cosmetics industry.
However, its actual exploitation has been exclusively from wild populations harvesting. To
enable its use for commercial purposes and on a large scale, it is mandatory the establishment
of production fields order to ensure the availability of long-term use. In this perspective,
several researches has been done aiming to contribute to the domestication and use of species
whose productivity and quality oil is similar to the dende palm with the advantage of being
adapted to dry regions. Besides dormant seeds, the species has a very slow growth rate,
making it difficult to cultivate. Aiming to support the implementation of strategies that benefit
the growth and development of the palm, the results from testing the response of the
application of a brassinosteroid analogue on its germination and seedling growth cultivated in
vitro are presented. Associate or in an isolated way, it was also used a brassinosteroid
analogue, rhizobacteria and mycorrhizal inoculant in order to test its performance on
accelerate the growth of plants during acclimatization and in the field. The use of the
brassinosteroids analogue stimulated a higher production of normal seedlings but did not
promote an increase in the germination rate. During the acclimatization phase, the application
of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF), integrated to rhizobacteria and brassinosteroid
analogue was not effective on the plant aerial growth but favored a higher root system
development. No growth effect was detected during the two years monitoring the field
plantation considering the tested treatments

Key words: bocaiuva; analogue brassinosteroide, mycorrhiza, rhizobacteria.
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1. INTRODUCAO GERAL

O mercado mundial de biocombustivel esta em expansdo, pois a matriz energética
mundial esta apoiada nos derivados de petroleo e este, segundo alguns estudos, ndo sera mais
capaz de suprir a crescente demanda nos proximos anos. A fim de solucionar este problema, o
governo, entidades publicas e privadas estdo procurando novas fontes de energia, sendo que
hd uma grande expectativa a cerca do plantio de espécies oleaginosas promissoras na
producdo de 6leo vegetal (LIMA et al., 2008).

Neste contexto, surge como alternativa, o biodiesel, produto derivado de Oleos
vegetais ou animais, considerado atualmente como um substituto dos derivados de petroleo.
Trata-se de uma fonte de energia renovavel e biodegradavel, com acentuada reducdo na
emissdo de gases poluentes causadores do efeito estufa (RIVALDI et al., 2008; ROCHA et
al., 2008). Além dos beneficios ambientais a producdo de biodiesel apresenta beneficios
sociais como a geracdo de empregos e aumento de renda (AGUIAR, 2005). A mistura de
biodiesel no Brasil é legalmente estabelecida desde 2008, podendo substituir em parte ou
totalmente o diesel mineral de veiculos. Primeiramente, a mistura obrigatoria era de 2% de
biodiesel e, pouco a pouco, em 2010, a mistura foi elevada para 5%, o que corresponde a uma
producdo de 2,4 bilhdes de litros por ano (KOHLHEPP, 2010).

O Brasil apresenta grandes potencialidades para a producdo de espécies oleaginosas,
comparativamente com outros paises, pois possui condicGes edafoclimaticas adequadas,
recursos hidricos e disponibilidade de area para o plantio em grande escala. Estudos afirmam
que o Brasil apresenta condic¢des para liderar a producdo mundial de biodiesel, promovendo a
substituicdo de até 60% do 6leo diesel consumido no mundo (LIMA, 2005).

Em relacdo ao uso de oleaginosas para a producdo nacional de biodiesel, UDAETA et
al. (2008) citam que o rendimento de 6leo de palmeiras como o babacu, bocaiuva e dendé
podem atingir 1600, 4000 e 5900 kg de oleo por hectare, respectivamente, sendo muito
superior a soja, por exemplo, que obtém 400 Kg de 6leo por hectare e o girassol e o
amendoim que podem atingir valores em torno de 800 Kg de 6leo por hectare.

Entre as palmeiras oleaginosas promissoras para producdo de biodiesel, a bocaiuva
[Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd ex Martius] tem despertado interesse. A espécie tem ampla
distribuicdo geografica, ocorrendo desde o sul do México e Antilhas até a regido sul,
incluindo Brasil, Argentina e Paraguai (Henderson et al., 1995). E considerada a palmeira de

maior dispersdo no Brasil, com ocorréncia de povoamentos naturais em quase todo territério.
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E uma alternativa de matéria prima, adaptada a regides semi - aridas. Destaca-se pela sua alta
produtividade (quantidade de 6leo/ha) e pode manter-se produtiva por mais de 100 anos
(TEIXEIRA, 2005), além da possibilidade de utilizacdo em sistemas agroflorestais
(COLLARES, 2010). O cultivo desta espécie pode promover o desenvolvimento sécio-
econdmico em regibes criticas do pais, como é o caso do Vale do Ribeira. Além disso, a
farinha e a polpa dos frutos possuem um mercado potencial, principalmente, para producéo de
sucos, sorvetes, bolos e pdes e podem ser alternativas de renda para a populacdo local
(JORGE et al., 2004).

Desta forma, observa-se a crescente expansdo no interesse dos recursos provenientes
desta espeécie, tanto para fins comerciais como governamentais, para a producédo de biodiesel.
Porém, a utilizacdo do 6leo de bocaiuva como fonte de biodiesel depende da domesticacédo da
espécie para obtencdo de maior produtividade e homogeneidade, pois, atualmente sua
exploragdo é feita exclusivamente atraves do extrativismo (MOURA, 2007). Soma-se a isso, 0
fato desta espécie apresentar problemas de germinacdo podendo o embrido demorar até 4 anos
para germinar, além de apresentar taxa de germinacdo baixa (< 3%) provocando sério e
desvantajoso atraso na producdo de mudas (TABAI, 1992; TEIXEIRA, 2005; MOTOIKE et
al., 2007). Além disso, o crescimento das mudas em fase de aclimatizagdo é relativamente
lento, sendo necessaria a busca por novas metodologias que viabilizem rapido crescimento.

Em vista disso, a cultura de embrides zigéticos é uma alternativa promissora. Essa
técnica envolve a excisdo dos embrides das sementes e sua germinacdo em meio de cultivo
sendo mantidos em condicBes controladas de luz e temperatura (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Outra etapa muito importante para o estabelecimento das mudas
cultivadas in vitro € a fase de aclimatizacdo processo de transicdo das plantas cultivadas in
vitro para ambientes em condi¢des naturais, sendo uma das maiores dificuldades para manter
a sobrevivéncia e o crescimento das mudas de varias espécies.

Neste sentido, a utilizacdo de microorganismos com a finalidade de promover o
crescimento vegetal e reduzir a necessidade de fertilizantes é algo que deve ser pesquisado.
Portanto, 0 uso de microorganismos, como as rizobacterias promotoras do crescimento de
plantas (RPCP) e de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) tem se mostrado promissores
para diversas culturas (ORTIZ-CASTRO et al., 2009).

As RPCP promovem o crescimento das plantas através da producdo de fitohormonios,
disponibilizacdo de nutrientes, producdo de sideroforos e antibioticos, inducao a resisténcia a
enfermidades, além da possibilidade de atuarem como agentes de biocontrole (CUNHA,

2005). Em contrapartida, os FMA favorecem a absorcdo, translocacédo e utilizacdo de agua e
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nutrientes de baixa mobilidade, promovem melhorias no crescimento das plantas mesmo em
areas de baixa fertilidade ou degradadas, agem na protecdo das plantas frente a patdgenos e
aumentam a resisténcia aos estresses salino e ou hidrico (MIRANDA, 2005).

Outra substancia que pode ser utilizada na agricultura com a finalidade de promover o
crescimento das plantas sdo os brassinosteroides, cuja aplicacdo na agricultura tem sido
estudada nos ultimos anos (JORDAN, 2005). Sdo substancias que atuam em baixas
concentracdes e apresentam uma variada acdo fisiologica, agindo no alongamento de
epicotilo, hipocotilo e peddnculos, estimulando a divisdo celular, alongamento, crescimento
do tubo polinico, producdo de metabdlitos secundarios, agindo sobre a dorméncia de sementes
e aumentando a tolerancia das plantas frente aos fendmenos de estresse bidticos e abidticos
(ZULLO; ADAM, 2002). Devido ao amplo espectro de acdo dos brassinosteroides e 0s
resultados positivos alcancados em varias culturas, testou-se um analogo na promocao do
crescimento de bocaiuva.

O Vale do Ribeira, no estado do Parana, € uma zona de estagnacdo econdmica e de
baixo desenvolvimento social (IPARDES, 2003). A agricultura é desenvolvida com a
utilizacdo de baixa tecnologia, o solo possui relevo ondulado a fortemente ondulado,
dificultando a conducédo de lavouras anuais. A forca de trabalho é, em sua maioria, bracal e
com mdo de obra familiar. Sendo assim, o cultivo e a exploragdo da bocaiuva poderiam ser
incentivados nesta regido, com o objetivo de tentar solucionar os problemas enfrentados pelos
agricultores, principalmente do municipio de Cerro Azul. A bocaiuva proporcionaria a
diversificacdo da agricultura familiar e poderia ser uma fonte de renda adicional, através do
consadrcio com outras espécies, em sistemas agroflorestais. Porém, apesar das potencialidades
da espécie, ainda sao incipientes os estudos com relacdo a seu cultivo.

Frente a esta perspectiva e na busca de novas alternativas para promover o
desenvolvimento do Vale do Ribeira realizou-se a pesquisa, cujo objetivo principal foi
subsidiar a implementacdo de cultivo de Acrocomia aculeata no municipio de Cerro Azul,
pertencente ao Vale do Ribeira utilizando microorganismos e analogo de brassinosteroide,
com a finalidade de promover incrementos no crescimento e desenvolvimento vegetativo da
Acrocomia aculeata. Além disso, como objetivos especificos buscaram-se avaliar: 1. a
influéncia de diferentes concentracGes de analogo de brassinosteroide na germinacéo in vitro
de embriBes zigoticos de A. aculeata e no crescimento das plantas na fase de aclimatizagéo; 2.
0 crescimento de plantas geradas in vitro durante a fase de aclimatizacdo apds a aplicacdo de
inoculante micorrizico, rizobacterias e um analogo de brassinosteroide de forma isolada ou

combinada; 3. o crescimento e desenvolvimento das plantas de bocaiuva geradas por
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sementes, submetidas a aplicacdo de inoculante micorrizico e um anélogo de brassinosteroide
quando cultivadas em campo em consércio com citrus.

Os resultados deste trabalho sdo apresentados em trés capitulos, que compdem esse
documento. Adicionalmente, apresenta-se revisdo bibliografica sobre a espécie, método de
propagacdo, utilizacdo de microorganismos do solo e brassinosteroides como promotores de
crescimento vegetal e caracterizacdo do local de estudo.

O primeiro capitulo “Aplicacdo de analogo de brasinosterdide (Biobras 16%) sobre a
germinacao e crescimento in vitro de embrides zigoticos e sobre aclimatizacao de plantulas de
bocaiuva”, refere-se ao experimento realizado em laboratorio de Micropropagagdo Vegetal
cujo objetivo foi avaliar a influéncia do analogo de brassinosteroide sobre a germinacdo e
crescimento das plantas de bocaiuva.

O segundo capitulo “Efeito da aplicagdo de inoculante, rizobacteria ¢ analogo de
brassinosteroide sobre o crescimento de Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd. ex. Mart.
germinada in vitro”, trata do experimento em casa-de-vegetacdo com mudas de bocaiuva
provenientes de cultivo in vitro em fase de aclimatizacao.

E o terceiro capitulo “Efeito do inoculante micorrizico e analogo de brassinosteroide
no crescimento da palmeira bocaiuva refere-se ao experimento realizado em campo, no
municipio de Cerro Azul, pertencente ao Vale do Ribeira”. Sdo apresentados os dados
referentes ao crescimento das plantas nos diferentes tratamentos testados (brassinosteroides,
micorriza e controle) no decorrer de dois anos de avaliacgéo.

Concluindo, neste documento, sdo apresentadas algumas recomendacdes e

consideragdes com a finalidade de contribuir para 0 manejo da espécie.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Descricao da espécie

O género Acrocomia é composto por duas espécies — Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lodd. ex Mart. e Acrocomia hassleri (B. Rodr.) W. J. Hahn. A. aculeata apresenta individuos
maiores em altura e diametro caulinar e encontra-se amplamente distribuida nas regides secas
da Ameérica Tropical, enquanto que, A. hassleri apresenta individuos de menor altura e

encontra-se restrita a regido de cerrado no Brasil e Paraguai (HENDERSON et al., 1995).
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A.aculeata é popularmente conhecida por macauba, bocaiuva ou coquinho - de -
catarro, ou outros nomes, dependendo da regido de distribuicdo (ALMEIDA et al., 1998). E
uma palmeira nativa das florestas tropicais, facilmente reconhecida pela presenca de espinhos
escuros, pontiagudos, com cerca de 10 cm de comprimento encontrado na regido dos n6s no
caule. Os individuos podem atingir 10 a 15 m de altura, cujas folhas sdo ordenadas em
diferentes planos dando um aspecto plumoso a copa, 0 que torna esta planta atrativa para fins
ornamentais. A espata atinge até 2 m comprimento, enquanto que as inflorescéncias sdo
amarelas e os cachos de frutos possuem tom marrom-amarelado (LORENZI, 1996). As flores
sdo pequenas e unissexuais estando as flores femininas na base e as masculinas no topo da
inflorescéncia. A floracdo ocorre nos meses de agosto a novembro (SILVA et al., 2001;
NUCCI, 2007).

Os frutos sdo do tipo drupa globosa ou ligeiramente achatados com diametro variando
de 2,5 a 5,0 cm (Figura 1). O epicarpo rompe-se facilmente quando maduro. O mesocarpo
(polpa) é fibroso, mucilaginoso, de sabor adocicado, rico em glicerideos, comestivel. O
endocarpo esta fortemente aderido a polpa com parede pétrea enegrecida enquanto que a
améndoa é oleaginosa, comestivel e revestida de uma fina camada de tegumento. Cada fruto
contém, geralmente, uma semente envolvida por endocarpo duro e escuro, com
aproximadamente 3 mm de espessura. A frutificacdo ocorre principalmente nos meses de
setembro a janeiro (LORENZI, 1996; SILVA et al., 2001; LORENZI; NEGRELLE, 2006).

Epicarpo (a) Mesocarpo (b) Endocarpo (c) Semente (d)

Figura 1. Aspectos gerais de frutos maduros integros (a), sem o epicarpo (b), partido para
mostrar o endocarpo (c) e as sementes (d) de Acrocomia aculeata. Curitiba, Parana, 2010.

Esta espécie apresenta ampla distribuicdo geografica, ocorrendo em todo o Tropico
Americano, do México a Argentina, Bolivia, Paraguai, Antilhas, exceto Equador e Peru. No
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Brasil, é considerada como a palmeira de maior dispersdo, com ocorréncia de povoamentos
naturais em quase todo o territorio. Entretanto, as maiores concentracfes estdo localizadas em
Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul, sendo amplamente espalhada pelas
areas de Cerrado (SILVA, 1994; HENDERSON et al., 1995; COLLARES, 2010).

Costa (2009), avaliando populagdes naturais de bocaiuva no estado de Sdo Paulo
verificou que as plantas apresentam uma distribuicdo bastante distinta em relacdo ao clima,
geologia, relevo, uso da terra e formacOes vegetais associadas. No que se referem as
caracteristicas do solo, essas também apresentaram heterogeneidade, ocorrendo em diversas
classes texturais (arenosa, média e argilosa) e niveis de fertilidade (muito baixo a alto) o que
sugere uma adaptacdo da espécie nos mais diversos ambientes.

A Dbocaiuva apresenta ampla utilidade, sendo o seu fruto o produto de maior
importancia econémica, podendo fornecer 20 a 30% de 6leo, 5% de farinha comestivel, 35%
de tortas forrageiras e 35% de combustivel de alto poder calérico (SILVA, 1994; CLEMENT
ET AL. 2005; AMBIENTE BRASIL, 2008), além do seu potencial como cosmético
(LORENZI, 2006). Em uma unica planta podem ser encontrados de 2 a 6 cachos, variando de
250 a 500 frutos cada, o que garante uma producdo de 4 mil litros por hectare ano™,
despertando interesse econdémico pela espécie (NUCCI, 2007; RAMOS et al., 2008).

Quando as améndoas de bocaiuva sdo comparadas as améndoas de caju e coco da baia,
observam-se altos valores de lipidios (51,7%), proteinas (17,6%) e fibras (15,8%), além, de
calcio, fosforo e manganés (HIANE et al., 2006). Em relacdo a composicao de acidos graxos,
HIANE et al. (2005) relatam que na polpa in natura e na farinha dela obtida foram
encontradas altas concentracdes de acido oléico (65,9 a 62,2%), sendo que o 6leo da améndoa
é composto por &cido oléico, &cido laurico e acido palmitico. Desta forma, a farinha e a polpa
possuem um mercado potencial, principalmente, para producdo de sucos, sorvetes, bolos e
pdes, podendo ser uma alternativa de renda para a populacdo local (JORGE et al., 2004).
Além disso, o 6leo de bocaiuva é considerado refinadissimo, tendo valores nutricionais
semelhantes ao azeite de oliva (CIPRIANO, 2008).

Porém, até o momento, a exploracdo da bocaiuva esteve restrita ao extrativismo,
motivo pelo qual ha poucas informagGes técnicas sobre seu cultivo. Atualmente para o plantio
adensado recomenda-se a utilizacdo de espacamentos desde 3 X 3m, 6 x6m, 6 x 8 me 6 x 10
m para cultivos consorciados. O crescimento da planta é considerado rapido, chegando a
crescer 1 metro por ano, até atingir o tamanho adulto. A frutificacdo pode ocorrer mesmo
antes da palmeira atingir seu desenvolvimento completo, em média aos 6 anos. Dependendo

das condicdes de solo e clima é possivel a frutificagdo plena aos 4 anos apdés o plantio
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(MACAUBA, 2008).

A producéo anual da bocaiuva pode variar entre 10 t a 30 t de frutos por hectare ou de
1,47 t a 4,97 t de Oleo por hectare, indices somente atingidos por poucas espécies, como 0
dendé, o pinhdo-manso e o coco-da-baia. Além disso, a palmeira exibe producdo decrescente
a cada ciclo de trés anos, isto €, boa producdo no primeiro ano, regular no segundo ano,
producédo inferior no terceiro ano, e retornando a bom rendimento no ano subsequente.
(MACAUBA, 2008). Isso possibilita que o produtor faca um planejamento em relaco a
utilizacdo da area plantada.

Diante dos beneficios econdémicos, sociais e ambientais que a bocaiuva oferece, é
evidente sua importancia, necessitando a elaboracdo de um plano de manejo adequado nas
populacdes nativas e nos futuros plantios comerciais, empregando técnicas de cultivo

disponiveis, a fim de atingir a maxima producao de frutos.

2.2 Método de propagacdo em palmeiras

As palmeiras, de maneira geral, sdo propagadas via sementes, em alguns casos por
divisdo de touceiras (LORENZI et al., 2004), estando a bocaiuva no primeiro grupo pois ndo
gera touceiras. Entretanto, a germinacéo € limitada em razdo da presenca de dorméncia fisica,
causada pela impermeabilidade dos tecidos do fruto e ou da semente (TEIXEIRA, 2005;
BANDEIRA, 2008), culminando em baixo indice de germinacdo, dificultando, assim, a
obtencdo de mudas (LORENZI; NEGRELLE, 2006).

Para espécies com tais dificuldades a técnica de propagacdo in vitro, via embrides
zigbticos € uma alternativa vidvel. Essa técnica envolve a excisdo dos embriGes e sua
germinacdo em meio de cultura, sendo mantidos em condi¢des controladas de luz e
temperatura (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Tal técnica pode ser empregada para
superar a dorméncia de sementes, em estudos sobre 0s aspectos nutricionais e fisioldgicos do
desenvolvimento do embrido, em testes de viabilidade de sementes entre outros (HU;
FERREIRA, 1998).

O primeiro trabalho utilizando essa técnica foi realizado por Hannig em 1904, com
embrides maduros de Raphanus sativus, R. landra, R. caudatuse e Cochlearia danica cujas
exigéncias nutricionais consistiam de sais minerais, agucares e aminoacidos. Os resultados
obtidos foram favoraveis a adi¢do de sacarose para a germinacdo, além da influéncia das
fontes de nitrogénio sobre a morfologia do embrido (RAGHAVAN, 1976).
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Diversas palmeiras de importancia econémica tém sido multiplicadas com maior ou
menor sucesso, como Euterpe edulis (GUERRA; HANDRO, 1998); Euterpe oleraceae
(LEDO et al., 2001), Syagrus oleracea (MELO et al., 2001), Mauritia flexuosa (SPERA et al.,
2001), Hyophorbe lagenicaulis (SARASAN et al., 2002), Bactris gasipaes (STEINMACHER
et al., 2005), Cocus nucifera L. (LEDO et al., 2007), Phoenix dactylifera L. (COSTA;
ALOUFA, 2007).

A cultura de embrides é uma realidade na propagacdo de varias espécies. Entre elas a
bocaiuva, que por apresentar dificuldades de germinacao encontra nas técnicas de propagacéo
in vitro uma forma de viabilizar o processo de produgdo de mudas. A adicdo de carvéo
ativado foi imprescindivel para o crescimento das plantulas assim como a utilizacdo de
embrides maduros resultados reportados por BANDEIRA, (2008).

O sucesso na tecnologia e aplicacdo dos métodos de cultura in vitro depende do
controle de alguns fatores, tais como, o material vegetal utilizado como explante, meio de
cultura, fatores ambientais e aclimatizagdo das mudas (CID, 2001).

Em estudos sobre cultivo in vitro de palmeiras, os embrides zigéticos tém sido o tipo
de explante mais utilizado por sua maior competéncia regenerativa. Tecidos foliares, apices
caulinares, gemas laterais, apices radiculares e inflorescéncias também podem ser utilizados
(CARDOSO, 2010).

Explante é qualquer parte separada da planta destinada ao cultivo in vitro (CID;
TEIXEIRA, 2010). Esse deve ser cuidadosamente selecionado, uma vez que o tipo de
explante utilizado pode determinar o grau de sucesso do processo. Na maioria das vezes, a
utilizacdo de explantes juvenis provenientes de sementes e partes juvenis de plantas adultas
séo os preferidos. Esses devem ser retirados de plantas em crescimento ativo e que nédo esteja
passando por qualquer tipo de estresse, tal como temperaturas extremas, seca, deficiéncia
mineral e ataque de pragas ou doencas (TEIXEIRA, 2001).

Os meios nutritivos sdo compostos por elementos essenciais para o crescimento dos
tecidos e controle do desenvolvimento vegetal in vitro. Os componentes do meio de cultura
sd0: agua, sais inorganicos (macro e micronutrientes), carboidratos, vitaminas, reguladores de
crescimento vegetal e outros componentes, como o carvao ativado (CALDAS et al., 1998).

Vérias formulagfes de meios de cultura vém sendo utilizadas para diferentes espécies.
Quando a espécie estudada necessita de altas concentracdes de sais, principalmente os ions
nitrato e amonio, o meio de cultura MS, proposto por MURASHIGE; SKOOG, (1962) é
geralmente utilizado. Porém, o meio de cultura WPM “woody plant medium” (LLOYD;

McCOWN, 1980) vem sendo utilizado especialmente para as espécies lenhosas, como
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alternativa ao meio MS, por apresentarem 25% a menos das concentragfes de ions nitrato e
amonio que o MS, além de mais potassio e sulfato (MELO et al., 1999).

Como fonte de energia exdgena geralmente ¢ utilizada a sacarose, devido a rapidez de
absorcao, estando presente nos meios de cultura na concentracdo de 20 a 40g/L. Também fazem
parte da composi¢do dos meios de cultura as vitaminas hidrossoltveis ou do grupo B (tiamina,
piridoxina, adenina, riboflavina), &cido nicotinico, &cido fdlico, &cido ascorbico, biotina e
cobalamina (CID; TEIXEIRA, 2010).

Outro fator de grande importancia no controle do desenvolvimento de plantulas
cultivadas in vitro sdo os reguladores vegetais, sendo que a composicéo e concentragao destes no
meio de cultura séo fatores determinantes do crescimento e do padrdo de desenvolvimento das
plantulas (CALDAS et al., 1998). Entre os reguladores vegetais adicionados ao meio de cultivo,
0s analogos de brassinosteroides (BRs) tém sido estudados em varias culturas (MAZORRA,;
NUNEZ, 2008).

O carvdo ativado é utilizado como componente do meio de cultura devido a sua
capacidade de adsorver substancias toxicas liberadas pelos explantes ou impurezas de outros
componentes do meio, aléem de simular uma situacédo de escuro, no qual as raizes apresentam
maior crescimento e desenvolvimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Autores
relatam que esse componente contribui para o controle da oxidagdo dos tecidos de muitas
palmeiras (MELO et al., 2001; SARASAN et al., 2002). A suplementacdo do meio de cultura
com carvao ativado foi imprescindivel para o pleno desenvolvimento das plantulas
principalmente no desenvolvimento do sistema radicular, sendo que em sua auséncia, ocorreu
um desequilibrio o que ocasionou a formacéo de plantulas desuniformes e com crescimento
lento em Cocos nucifera (SILVA, 2002) e Acrocomia aculeata (BANDEIRA, 2008).

Independente da técnica utilizada de propagacdo in vitro, as plantulas obtidas
necessitam um periodo de aclimatizacdo e crescimento até atingirem o tamanho adequado
para o plantio definitivo no campo (MOREIRA, 2006). Esse periodo € variavel, dependendo
do substrato e nutri¢do, podendo durar de 5 a 10 meses (TEIXEIRA et al., 2001; BARROSO
et al., 2003). Recomenda-se que 0 processo de aclimatizagdo ocorra gradualmente, de forma
que as plantulas ndo sofram estresses, ocasionando danos ou até mesmo sua morte (SILVA et
al., 1995).

A fase de aclimatizacdo é importante para o estabelecimento das mudas, ou seja, € um
processo de transicdo das plantulas cultivadas in vitro para ambientes naturais. Nessa etapa,
estdo as principais dificuldades, encontradas em varias culturas, para manter a sobrevivéncia e

crescimento de plantulas apds a remocdo do meio de cultivo. A transferéncia de ambiente
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protegido, estéril, com acglUcares e com umidade saturada, para ambiente ndo-estéril, sem
acucares e com reduzida umidade, tem levado a perda de plantulas, baixa taxa de crescimento
e periodo prolongado até a obtencdo de plantulas completamente aclimatizadas (SOUZA
JUNIOR et al., 2001).

Neste periodo, 0 estresse hidrico das plantulas é geralmente o maior problema, e a
manutencdo da umidade relativa alta, desde a retirada das plantulas do meio de cultura até a
retomada do crescimento, € um fator chave para a sua sobrevivéncia inicial
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; LEDO et al., 2007).

Outros fatores também podem influenciar na sobrevivéncia das plantas como
substrato, umidade, tipo e qualidade do sistema radicular (PEREIRA; FORTES, 2001). As
caracteristicas do substrato tém relacdo direta com a disponibilidade de agua, gases e
nutrientes, além de servir de meio de sustentacdo para a muda. A utilizacdo de micorrizas, ou
seja, associacdo natural e benéfica entre fungos micorrizicos arbusculares do solo e raizes das
plantas, no substrato, € uma pratica cada vez mais utilizada (MIRANDA, 2001).

A qualidade do sistema radicular das plantulas produzidas in vitro é outro fator
importante, pois a utilizacdo de mudas que possuem raizes curtas, em geral, € mais desejavel,
pois, além de facilitarem 0 manuseio no momento do plantio, normalmente estdo numa fase
de crescimento ativo, o que facilita o pegamento da muda (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1998).

2.3 Impacto da utilizagdo de microorganismos do solo sobre o crescimento vegetal

O solo é considerado a base da agricultura, sendo o habitat de inimeras e variadas
populacbes de microorganismos de vida livre ou em associacdes. A fracdo biolégica do solo é
composta por um grande nimero de microrganismos que participam dos ciclos do carbono,
nitrogénio, fésforo e enxofre o que esta intimamente ligada a fertilidade do solo e
produtividade das culturas (PEREIRA, 2001).

A rizosfera € a camada de solo presa a raiz pela mucilagem mais os pelos radiculares,
contendo uma grande variedade de microorganismos e células descamadas da coifa (RAVEN
et al., 2001). E um habitat altamente favoravel a atividade dos microrganismos, tanto bactérias
quanto fungos, e é a regido onde ocorre a maior parte das interacdes entre 0s microorganismos
e as plantas (PEREIRA, 2000).

Segundo Moreira e Siqueira (2002) os microorganismos podem ser classificados em
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oportunistas e estrategistas. Os oportunistas sdo pequenos, apresentam rapido crescimento,
alta capacidade competitiva e estdo localizados, geralmente, nas raizes mais novas, enquanto
que os estrategistas sao maiores, com crescimento lento, alta longevidade e predominam em
raizes velhas. Podem ainda ser divididos em saprofitas, simbiontes e patdgenos.

Por outro lado, Melo (2001) propde que os microorganismos do solo sejam divididos
em relagdo ao efeito que causam as plantas, sendo chamados de benéficos, prejudiciais ou
neutros. A composi¢do microbiana na rizosfera pode influenciar o crescimento vegetal de
maneira benéfica através do aumento na disponibilidade de nutrientes minerais, da producédo
de horménios como auxinas, giberelinas e no controle de microrganismos deletérios presentes
no local e na agregacédo do solo, de maneira neutra ou varidvel através do fluxo de nutrientes,
liberacdo de enzimas e competicdo, ou de maneira prejudicial através de doencas e
fitotoxidade (CARDOSO; LAMBAIS, 1992).

A rizosfera apresenta um grande numero de bactérias que representam 25 a 30% do
volume total do solo. As bactérias que crescem proximas ou associadas as raizes sdo
estimuladas pelos exsudatos radiculares. Tendo a capacidade de promover o crescimento das
plantas, sendo uma fonte produtora de metabdlitos secundarios, como auxinas, antibidticos,
acidos e enzimas extracelulares. Os géneros predominantes sdo Pseudomonas, Bacillus,
Achoromobacter e Agrobacterium (CARDOSO; FREITAS, 1992).

Outro grupo de microorganismos amplamente dispersos no solo sdo os fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs). Os FMAs sdo de interesse para regides tropicais e
subtropicais como o Brasil, porque devido a baixa fertilidade dos solos e elevado
requerimento de nutrientes pela maioria dos cultivos, condigfes ambientais estressantes,
suprimento limitado de fertilizantes em certas areas, alto custo dos financiamentos agricolas,
exaustdo dos depdsitos de fosfato, alto nimero de minifindios com pouco poder aquisitivo e
preocupacdo crescente com a qualidade ambiental esses microorganismos poderiam agir
como promotores de crescimento das plantas (ARAUJO; HUNGRIA, 1994).

A utilizacdo de microorganismos na agricultura & um fator importante a ser
considerado, pois reduz a necessidade de fertilizantes e promove o crescimento vegetal. As
rizobactérias promotoras do crescimento de plantas (RPCP) sdo, internacionalmente,
designadas PGPR (Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) no ocidente e pelo seu homoénimo
YIB (Yield Increasing Bacteria) na China e em alguns outros paises (AMORIM; MELO
2002). Constituem um grupo amplo de microorganismos, incluindo qualquer bactéria que viva
na rizosfera e afete de maneira positiva o crescimento de uma ou mais plantas (FREITAS,
2007).
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As RPCP promovem o crescimento das plantas através da producgdo de fitohormonios
como auxinas, giberelinas e etileno (MELO et al., 2000). As auxinas agem na divis&o,
diferenciacéo e no alongamento celular sendo que 80% das bactérias isoladas séo capazes de
produzir este horménio (TAIZ; ZEIGER, 2004). As giberelinas podem ser produzidas por
microorganismos, induzindo ou promovendo o crescimento de plantas hospedeiras. A
producdo desses hormonios pode ser influenciada pela presenca dos exsudatos radiculares,
devido a existéncia de precursores dos hormonios, como o triptofano (LUZ, 1996).

A acdo da RPCP como agentes de biocontrole podem beneficiar ou suprimir o
desenvolvimento da planta hospedeira (LUZ, 1996; CRUZ et al., 2005). Os mecanismos
envolvidos sdo competicdo, antibiose, parasitismo, producdo de metabdlitos toxicos e indugéo
da resisténcia (CUNHA, 2005).

O crescimento vegetal pode ser estimulado também pelo aumento na disponibilidade
de nutrientes para as plantas, através da fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fosfato
inorganico e mineralizacdo de fosfato organico. A simbiose entre as raizes de plantas e os
microrganismos tem importante funcdo na ciclagem e disponibilidade de nutrientes minerais
as plantas, assim como no uso eficiente da dgua. Algumas bactérias associadas com plantas
tém capacidade de fixar N, no solo e contribuir para a disponibilizagdo do mesmo as plantas
(CANBOLAT et al., 2006).

Na producdo de mudas a inoculagdo com isolados de rizobacterias Pseudomonas e
Bacillus promoveram aumento no crescimento e melhoria na qualidade de clones de
Eucaliptos (MAFIA et al., 2005). Resultados similares foram obtidos em mudas de Pinus
taeda e Pinus ellioti que apresentaram ganhos significativos de biomassa da parte aérea e do
sistema radicular (BRUNETTA et al., 2007).

Diferentes géneros bacterianos, como Pseudomonas, Bacillus e Agrobacterium,
possuem habilidade para solubilizar fosfatos de compostos inorganicos. Isso pode significar
reducdo na utilizacdo de fertilizantes quimicos, consequentemente, incremento de
produtividade e qualidade nutricional do solo (VESSEY, 2003).

Cabe ressaltar a importancia do fosforo, elemento essencial para as plantas, sendo
constituinte de 4&cidos nucléicos, proteinas, coenzimas, fosfolipidios e vitaminas,
indispensavel ao transporte, armazenamento e transformacao de energia (ATP). Atua ainda na
fotossintese, respiracdo, divisdo e alongamento celular, estimula o crescimento radicular,
interfere na formacgdo de orgédos e reproducdo, formacdo da semente e melhora a qualidade
dos frutos (DECHEN; NACHITIGALL, 2007).

Porém, o fésforo, nos solos, pode estar tanto na forma orgéanica como inorgéanica,



24

estando a maior parte indisponivel para as plantas. Desta forma, as rizobactérias, agentes
solubilizadores de fésforo, sdo importantes promovendo aumento de P disponivel na rizosfera,
0 que beneficia sua absorcao pelas plantas (BASHAN et al., 2005). Esse efeito ocorre devido
a producdo de enzimas e acidos organicos sintetizados pelos microorganismos e também em
decorréncia do incremento no desenvolvido do sistema radicular (CUNHA, 2005).

Luz (2001), avaliando o efeito do tratamento de sementes com RPCP (Pseudomonas
putida, Pseudomonas chlororaphis, Pantoea agglomerans e Bacillus subtilis) obteve menor
contaminacdo por fungos patogénicos presentes na semente de trigo, maior emergéncia das
plantulas e aumento do rendimento de gréos de trigo.

Além disso, as RPCP podem agir no sequestro de ferro de baixo peso molecular e sua
disponibilizagdo para as plantas em forma do complexo sideréforo — Fe**. O ferro é um
nutriente essencial para as plantas, mas relativamente insoltvel na solugdo do solo (Fe**). Os
siderdforos sdo produzidos em baixas concentracdes de ferro atuando como promotores de
crescimento vegetal além de imobilizar o ferro que estaria disponivel para a proliferacdo dos
fitopatdgenos (VESSEY, 2003).

Os siderdforos podem formar complexos relativamente estaveis com cobre, aluminio,
molibdénio e alguns outros elementos. Esses compostos atuam do lado externo da membrana
celular capturando moléculas de ferro em solucdo e ligando-se, especificamente, aos
receptores do complexo localizados na membrana, por onde sdo absorvidos, tornando dessa
forma o ferro absorvido disponivel para o crescimento dos vegetais (BENITE; MACHADO,
2002).

O uso de RPCP como indutoras de resisténcia sistémica contra diferentes patégenos de
plantas vem demonstrando bons resultados em determinadas condi¢Ges de campo. Entende-se
por inducdo de resisténcia sistémica o aumento da capacidade de defesa da planta contra
diversos patogenos apés estimulacio apropriada, tornando-a mais resistente. E caracterizada
pelo acimulo de &cido salicilico e proteinas relacionadas a patogénese (RAMAMOORTHY,
et al., 2001). A indugdo de resisténcia sistémica estd diretamente ligada a alteracdes
bioquimicas e estruturais na planta (LUZ, 1996).

A resisténcia induzida por RPCP atua contra doengas causadas por fungos, virus,
bacteérias, insetos e nematdides. A utilizacdo de isolados nativos como indutores da defesa das
plantas pode ser a resposta para 0 aumento de suas aplicacfes e oferece um caminho pratico
para transmitir imunizacdo (RAMAMOORTHY et al., 2001). As principais RPCP envolvidas

sdo: Bacillus subtilis, Pseudomonas spp e Seratia marcescens (LUZ, 1996).



25

Além das RPCP, os fungos micorrizicos arbusculares sao importantes na promogéo do
crescimento vegetal. A simbiose entre plantas e fungos surgiu ha cerca de 450 — 500 milhGes
de anos, sendo que os FMASs sdo simbiontes obrigatorios, ou seja, dependem da simbiose com
plantas compativeis para sua multiplicacdo. Os beneficios da simbiose micorrizica dependem
da interacdo entre macro e micro simbiontes e das caracteristicas ambientais, como
disponibilidade de fosforo e oferta de carbono ao simbionte (BERBARA, 2006).

Existem duas classes principais de fungos, as ectomicorrizas e as endomicorrizas
(SIQUEIRA, 1994). Os FMAs pertencem a classe dos endomicorrizicos sendo que as hifas
crescem inter e intracelularmente no cértex da raiz (TAIZ; ZEIGER, 2004). Esses formam
simbiose mutualistica denominada de micorriza arbuscular, ocorrendo em aproximadamente
80% das espécies vegetais superiores (RAVEN et al., 2001).

Alguns autores, entre os quais Smith e Red (1997), classificaram as plantas de acordo
com sua dependéncia micorrizica (DM) em facultativas, obrigatérias e ndo micorrizicas. A
dependéncia micorrizica é definida como o grau de dependéncia da planta na condigdo
micorrizica para atingir seu crescimento ou producdo maxima num determinado nivel de
fertilidade do solo (MIRANDA, 2001). Plantas que apresentam raizes grossas e poucos pelos
radiculares, como a mandioca e 0 pinus, sdo consideradas mais dependentes dos FMAs. A
DM ¢ variavel dependendo da espécie, por exemplo, soja 62 a 87%, milho 49 a 68% e milheto
25 a 56% DM. Assim, ao manejar os sistemas de producdo, recomenda-se utilizar espécies
dependentes da micorriza¢do no processo de rotacdo de culturas, para que a colonizacdo seja
favorecida (CARDOSO; LAMBAIS, 1992).

Além disso, fatores como o método de preparo do solo, fonte de corretivos, dosagem e
modo de aplicacdo dos fertilizantes podem afetar a micorrizacdo, e em alguns casos até
podem iniber. As plantas que ndo tem micorrizas crescem pobremente ou ndo crescem. Estes
organismos sao capazes de adsorver e transportar fosforo do solo, além de cobre, manganés e
zinco, elementos essenciais para as plantas. 1sso ocorre, pois a rede de hifas do fungo se
estende alguns centimetros além da zona colonizada pelas raizes das plantas, tornando - as
aptas a obter nutrientes e explorar um maior volume de solo. O fungo se beneficia da
associacdo obtendo carboidrato da planta hospedeira (MIRANDA, 2001).

A associacdo micorrizica resulta em varios beneficios para os organismos envolvidos
como, por exemplo, favorece a absorcdo, translocacdo e utilizacdo de agua e nutrientes,
principalmente os elementos minerais de baixa mobilidade no solo. Esta associacdo também
pode promover modificacdes na taxa de crescimento da raiz, melhorias no crescimento das

plantas séo esperadas até mesmo em areas de baixa fertilidade ou degradadas improprias ao
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seu crescimento, além da protecdo das plantas frente a patdgenos e maior resisténcia a
estresses salino e hidrico (MIRANDA, 2005).

Os mecanismos que regulam a formacdo das micorrizas arbusculares sd@o pouco
conhecidos, porém sabe - se que a concentracdo de ions fésforo (P) na planta é determinante
para que ocorra simbiose (SMITH; RED, 1997). Em concentracdes baixas de P a simbiose
ocorre normalmente, no entanto, em concentragdes elevadas seu desenvolvimento é
comprometido. A disponibilidade de P afeta o balanco de acucares nas raizes e de
fitohormonios, além da expressdo dos genes de defesa vegetal (KIRIACHEK et al., 2009).

A utilizagdo de fungos micorrizicos também estd sendo associada a recuperagdo de
areas degradadas ou poluidas. A presenca de FMA em ambiente contaminado por metais
pesados pode atenuar os sintomas de toxicidade ou diminuir a absorcdo dos metais pesados
pelas plantas (NOGUEIRA, 2007).

Algumas espécies respondem de forma positiva a inoculacdo com fungos, como pode
ser observada por Stancato e Silveira (2006) testando diferentes FMAs em cultivo de
Anthurium andraeanum para estimular a autotrofia de plantulas micropropagadas, obtiveram
resultados satisfatorios em termos de producao de matéria seca e colonizacdo micorrizica. 1sso
provavelmente ocorreu devido a maior absor¢do de nutrientes pelas plantas uma vez que 0s
FMAs conseguem explorar maior volume de solo.

A dependéncia micorrizica foi testada em mudas de Cedrela fissilis (cedro) cultivada
em casa-de-vegetacdo, sendo observado elevado grau de dependéncia quando utilizado o
fungo Glomus clarum na fase de viveiro, 0 que garantiu o sucesso no estabelecimento e
crescimento das mudas no campo (ROCHA et al., 2006). Resultados semelhantes foram
obtidos por Miranda (2001), avaliando o crescimento de mudas de pequi, acerola e manga,
com e sem inoculacdo, sendo que as plantas micorrizadas apresentaram maior rendimento,
comprovando, desta forma, que os FMAs aceleram o crescimento e melhoram a qualidade das
mudas de tais espécies.

As mudas inoculadas com fungos desenvolvem-se mais rapido, o que reduz o tempo
no viveiro e consequentemente, podem ser disponibilizadas ao produtor para plantio a campo.
Além disso, as plantas apresentam maior tolerancia ao estresse do transplante e maior
sobrevivéncia no campo (MIRANDA, 2001).



27

2.4 Promocao do crescimento por brassinosteroides

Os brasinosteroides (BRs) séo polihidroxiesteroides com 27-29 atomos de carbono e
encontram-se amplamente distribuidos no reino vegetal em baixissimas concentracfes. Sdo
obtidos por sintese quimica e, por seu modo de acdo, sdo considerados atualmente, a sexta
classe de horménios vegetais (ZULLO; ADAM, 2002; TAIZ; ZEIGER, 2004). O BR mais
comum € a brasindlida (SOLLI, 2004), conforme a Figura 2.

Figura 2: Estrutura quimica da brasindlida (BR) natural com a numeracdo dos carbonos.
Fonte: (FUJIOKA; YOKOTA, 2003).

Os BRs mais importantes, abundantes e comuns s&o: catasterona, brassinolida,
typhasterol e teasterona (Figura 3). Os dois primeiros tém maior atividade bioldgica e maior
amplitude de efeitos (SOLLI, 2004).
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Figura 3: Via de biossintese dos brassinosteroides. Fonte: (KERBAUY, 2004).
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Os brassinosteroides sdo encontrados em todos o0s 6rgdos vegetais, apresentando altos
teores em tecidos jovens, em crescimento, quando comparados com tecidos mais maduros. As
concentracdes mais altas sdo encontradas nos graos de pélen e sementes imaturas (BAJGUZ;
TRETYN, 2003) sendo que a sintese dos BRs deve ocorrer a partir de outros de seus
fitosterdides, como sitosterol e campesterol (ZULLO; ADAM, 2002). A percepcdo dos BRs
ocorre na membrana plasmatica e seus efeitos sdo mediados pela transducdo de sinais em
cadeia.

Essas substancias tém sido foco de grande atencdo em pesquisas devido a sua
importante atividade como promotor do crescimento vegetal, sendo objeto de estudo nas
revisdes (NUNEZ; MAZORRA, 1999; NUNEZ, 2001; ZULLO; ADAM 2002; RAO, 2002;
BAJGUZ; TRETYN 2003; MAZORRA; NUNEZ, 2008).

Esse regulador vegetal promove a divisao e alongamento celular (GROVE et al., 1979;
CLOUSE; SASSE, 1998), podendo interagir com outros hormonios ou agir de forma similar a
estes, estimular e ou inibir o crescimento radicular (MUSSIG et al., 2003; BAO et al., 2004;
MAZORRA; NUNEZ, 2008). Além disso, proporcionam o aumento no rendimento e
producdo de biomassa, aceleram o processo de maturacio das plantas (MAZORRA; NUNEZ,
2008), aumentam o percentual de germinagéo de sementes, florescimento e retardamento da
abscisdo de folhas (RAO et al., 2002). Os BRs foram associados a indugdo da sintese de
etileno, aumentam a resisténcia ao ataque de pragas e doencas e a tolerancia das plantas aos
estresses abidticos como salinidade, calor, seco e frio, sugerindo que essas substancias
possuem uma funcdo na resposta contra diferentes tipos de estresses (KRISHNA, 2003;
GARCIA et al., 2005; NUNEZ et al., 2006). Os mecanismos pelos quais os BRs modulam as
respostas a estes estresses ndo estdo compreendidos.

Desde a identificacdo dos brassinosteroides no reino vegetal, estudos tém verificado a
possibilidade de uso em cultivos agricolas (MANDAVA et al., 1988) e compostos sintéticos
tém sido criados para uso comercial (CORTES et al., 2003).

O anélogo de brassinosteroide chamado de Biobras - 16® foi criado no Laboratério de
Productos Naturais da Universidade de La Havana em Cuba. E uma substancia semi -
sintética, considerada natural, estimuladora do crescimento vegetal, substituta de citocininas e
auxinas (MAZORRA; NUNEZ, 2008). E utilizado em meio de cultivo como um estimulador
do crescimento vegetal.

Em Cuba, diferentes analogos de brasinoesteroides tem sido testados em cultivo in

vitro para a formacéo de calos embriogénicos de batata (MORE, et al., 2001), batata - doce
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(GONZALES et al., 2003) e alface (NUNEZ et al., 2004). Além disso, foram encontrados
resultados satisfatorios no enraizamento de goiaba (RAMIREZ et al., 2003) e no rendimento
de soja (NUNEZ; ROBAINA, 2000; CORBERA; NUNEZ, 2004).

Costales et al. (2008) avaliando os efeitos da aplicacdo de Biobras-16® sobre a
nodulagdo in vitro de plantulas de soja, observaram melhora na interacdo simbio6tica com
Bradyrhizobium quando as sementes foram embebidas em Biobras-16® em todas as
concentragdes testadas (0,01; 0,05 e 0,10 mg. L™). Ja para a cultura de tomate a utilizac&o de
brassinosteroides em concentracdes de 10 mg. L™ associado & 6 - Benzilaminopurina (BAP)
no meio de cultivo proporcionou a formacao de calos e lento processo de regeneracédo indireta
(PLANA et al., 2002).

O efeito da aplicacdo de brassinosteroides sobre a germinacdo e crescimento inicial de
plantulas de tomate, submetidas a estresse salino, revelou que a concentracdo 10° mol L™
inibiu a germinacdo e o crescimento da variedade Amalia (REYES et al., 2010). Segundo
Garcia et al. (2003) os brassinosteroides agiram de forma positiva sobre o indice de
velocidade de germinacdo assim como em parametros morfoldgicos, das plantulas de pepino,
embor ndo tenha sido observada diferenca significativa na porcentagem de germinacao

Catunda et al. (2008) testando diferentes concentracBes de Biobras-16® e dois
substratos sobre o crescimento de mudas micropropagadas de abacaxizeiro, revelaram que a
concentracdo de 0,1 mg. L™ proporcionou maior acimulo de matéria seca, embora tenham
sido obtidas diferentes respostas em relacdo ao substrato.

Em adicdo é reportado na literatura, o efeito da aplicacdo de brassinosteroide sobre a
incidéncia de pragas na cultura do fumo, ha uma diminuicdo consideravel no numero de
pragas na cultura estudada (CORRIA; OCHOA, 2008).

O amplo espectro de acdo dos brassinosteroides e os resultados positivos alcancados
em varias culturas Ihe asseguram um papel importante para as ciéncias bioldgicas e agricolas
sendo uma possibilidade concreta a aplicacdo em cultivos agricolas comerciais (MANDAVA
et al., 1988; CORTES et al., 2003).

2.5 Caracterizacdo da area de estudo

Vale do Ribeira é a denominacdo genérica da Bacia Hidrografica do Rio Ribeira de
Iguape e o Complexo Estuarino Lagunar de Iguape-Cananéia-Paranagud, localizado nos

estados de Sdo Paulo e do Parana (Figura 4). No Estado do Parana é composta pelos
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municipios de Adriandpolis, Bocaiuva do Sul, Cerro Azul, Doutor Ulysses, Itaperucu, Rio
Branco do Sul e Tunas do Parand, sendo a maior concentracdo dos habitantes na area rural,
com excecao de Itaperucu e Rio Branco do Sul, que se aglomeram na area urbana (VALE DO
RIBEIRA, 2008).

E uma zona de estagnagdo econdmica e de baixo desenvolvimento social, sendo uma
das regides mais carentes do estado, inclusive fazendo parte de programas federais como
“Territdrio da Cidadania” que visam promover o desenvolvimento local de forma sustentavel
(BIANCHINI, 2010). As principais atividades agricolas dos municipios do Vale do Ribeira
concentram-se no cultivo de espécies de subsisténcia como o milho, feijdo e mandioca
(PERACI, 2002). Entre as atividades agropecuédrias da regido ndo se verifica nenhum
destaque de representatividade no ambito estadual, com excecdo de algumas frutas citricas,
nos municipios de Cerro Azul e Doutor Ulysses, que representam 6,3% e 2,3% da producéo
estadual, respectivamente. Na atividade extrativista de madeira tais municipios apresentam
1,8% e 2,3% do total do estado (IPARDES, 2003).
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Figura 4: Localizacdo do municipio de Cerro Azul, Parand, Brasil. Fonte: (IPARDES, 2010).

Nesta regido, a agricultura é desenvolvida com a utilizagdo de baixa tecnologia, e o
relevo ondulado dificulta a conducdo de lavouras anuais. A forca de trabalho é em sua maioria
bracal e a mdo de obra familiar. A renda familiar é relativamente baixa e a falta de

perspectivas e de oportunidades favorece o aparecimento de bolsdes de pobreza (IPARDES,
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2010).

Este cenario ndo ocorre somente no Vale do Ribeira, mas também em grande parte do
Brasil, onde a agricultura detém cerca de cinco milhdes e meio de agricultores, destes cerca de
80%, ou seja, aproximadamente quatro milhdes e meio sdo agricultores familiares, que na
maioria das vezes desempenham seu trabalho com o minimo de capital, tecnologia e,
geralmente, com pouco conhecimento formal (ROZANSKI et al., 2008). Entretanto, o
pequeno produtor rural é responsavel pela producdo de cerca de 70% do alimento consumido
no pais, conforme censo do IBGE em 2006.

O municipio de Cerro Azul local deste estudo teve sua populacéo estimada pelo IBGE
em 2010 de 16. 948 habitantes, sendo 71,6% residentes na zona rural e 28,4% na zona urbana,
distante 85 quildbmetros da capital do estado. A atividade agricola é desenvolvida com a
utilizacdo de baixa tecnologia, sendo uma agricultura de subsisténcia, a qual associada a
pequena extensdo de terra da maioria dos produtores torna 0 municipio bastante carente. O
cultivo de laranjas e tangerinas € o mais importante sendo o municipio conhecido como a
“terra da laranja”. Esse cultivo ocupa cerca de 11.000 hectares e envolve aproximadamente
4.300 produtores rurais (FONTE, 2002).

A producgédo de citrus possui variacdo de rentabilidade econdmica, pois os frutos
apresentam baixa qualidade, o que interfere na remuneracdo aos agricultores. Além disso, a
conducdo de lavouras anuais é dificultada devido aos grandes desniveis altimétricos, relevo
ondulado a fortemente ondulado e a utilizacdo de maquinario agricola é problematica,
primeiro pelas condi¢Ges econbmicas para a aquisicdo das mesmas e segundo pelas condi¢oes
naturais do ambiente (CERRO AZUL, 2008).

No municipio de Cerro Azul, assim como em outros municipios do Vale do Ribeira,
centrado na producdo agricola de subsisténcia, e mdo de obra familiar, a implementacao de
cultivos de oleaginosas, inclusive de bocaiuva para a producédo de biodiesel (BATISTA, 2009)
em pequenas propriedades pode alterar esse cenario, porém necessita de um plano de uso da
terra de forma a agregar valor a producdo na pequena propriedade, sem impactar a atual
producdo de alimentos.

Desta forma, o cultivo e a exploragéo da bocaiuva poderiam ser incentivados nesta
regido, com o objetivo de proporcionar a diversificacdo da agricultura familiar e ser uma fonte
de renda adicional, através do consércio com outras espécies, em sistemas agroflorestais
(COLLARES, 2010; DIAS et al., 2010).

As combinagdes de culturas agricolas e/ou pecudria com espécies florestais nativas

e/ou introduzidas é uma pratica comum em algumas regides do Brasil, principalmente onde os
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produtores possuem pouca extensdo de terra (GRACA, 2000). Assim, além de fornecerem
produtos para a subsisténcia do agricultor, proporcionam um melhor aproveitamento da area
(LIMA, 1988).

Os sistemas agroflorestais ou silvipastoris (SAF) apresentam beneficios econdmicos,
pois o cultivo simultaneo de espécies arbdreas e agricolas, na mesma area, proporciona maior
incremento na produtividade, aumento na qualidade das forragens, diversificacdo na produgéo
e aumento de renda. Como vantagens ecoldgicas e ambientais podem ser citadas a
conservacao e recuperacdo de solos degradados, protecdo de recursos hidricos e geracao de
microclima adequado as pessoas, plantas e animais. Sob o aspecto social, ocorre melhoria na
qualidade de vida do produtor e aumento de emprego. Como aspectos negativos podem ser
ressaltados o alto custo de implantacdo e manutencdo dos cultivos e retorno financeiro a
médio e longo prazo (BAGGIO, 1998; RODIGHERI, 2000).
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3 CAPITULO I - Aplicacdo de analogo de brassinosteroide (Biobras 16®) sobre a
germinagao e crescimento in vitro de embrides zigoticos e aclimatizagédo de plantulas de
bocaiuva

RESUMO
Apresentam-se resultados de pesquisa experimental que avaliou a germinacéo in vitro

de embrides zigdticos e o crescimento e aclimatizacdo de plantulas de bocaiuva (Acrocomia
aculeata) cultivada em diferentes concentracées (0,0; 0,001; 0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 05e 1
mg. L) de analogo de brassinosteroide (Biobras 16®). O trabalho buscou verificar se a
aplicacdo de Biobras 16® influencia positivamente a taxa de germinacdo dos embrides
zigoticos de Acrocomia aculeata e se promove 0 crescimento e desenvolvimento das
plantulas e consequentemente, afeta 0 numero de plantulas normais. A aplicacdo de Biobras
16® ndo promoveu acréscimo no percentual de germinagdo, porém, estimulou a formagéo de
plantulas normais. O efeito positivo de Biobras 16® foi observado apenas na primeira fase,

nao sendo observado nas demais fases de crescimento avaliadas.

Palavras- chave: Acrocomia aculeata, Arecaceae, cultivo de embribes zigdticos, germinacao,

regulador vegetal.

Application of analogue brassinosteroide (Biobras 16®) germination and growth in vitro

culture of zygotic embryos and acclimatization of bocaiuva

ABSTRACT
The results of an experimental research evaluating the in vitro growth of zygotic
embryos and acclimatization of bocaiuva (Acrocomia aculeata) grown under different

concentrations (0.00, 0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 and 1 mg.L™) of a brassinosteroid
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analogue (Biobras 16®) are presented. The objective was to determine whether the application
of 16 Biobras ® positively affects the germination of zygotic embryos of Acrocomia aculeata
and promotes the growth and development of seedlings and thereby affects the number of
normal seedlings. The application of Biobras 16® did not promote an increase in the
percentage of germination but stimulated the formation of normal seedlings. The positive
effect of Biobras 16® was observed only in the first phase, not observed in other growth

stages evaluated.

Keywords: Acrocomia aculeata, Arecaceae, zygotic embryos cultivation, germination,

growth regulator

3.1 INTRODUCAO

A palmeira bocaiuva [Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex. Martius] tem despertado
interesse devido as suas potencialidades como oleaginosa, podendo ultrapassar quatro mil
litros de 6leo por hectare (NUCCI, 2007), além de ser uma espécie resistente a seca (HIANE
et al., 2005; TEIXEIRA, 2005). Porém, a propagacdo via sementes é limitada devido a
ocorréncia de dorméncia fisica, causada pela impermeabilidade dos tecidos da semente ou do
fruto (TEIXEIRA, 2005; BANDEIRA, 2008) que, pelo elevado teor de 6leo (HIANE et al.,
2005), sdo tambem susceptiveis a deterioracdo (MARCOS FILHO, 2005), retardando desta
forma a germinacéo e producédo de mudas.

Em vista disso, uma das potenciais solucdes seria o cultivo de embrides zigoticos in
vitro, essa técnica consiste no isolamento e cultivo asseptico de embribes em meio de cultura
visando superar a dorméncia das sementes e ou viabilizar que os embries sejam utilizados

como fonte de explantes (HU & FERREIRA, 1998). Resultados satisfatorios utilizando essa
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técnica tém sido reportados em trabalhos com outras espécies de palmeiras (PEREIRA et al.,
2006; STEINMACHER et al., 2007; LEDO et al., 2007; BANDEIRA, 2008; SOARES et al.,
2011).

Com relacao a bocaiuva, diversas pesquisas ja demonstraram a viabilidade do cultivo
in vitro. SITTOLIN & CUNHA (1987) utilizaram esta técnica para producdo de mudas de
bocaiuva visando a implantacdo de um banco de germoplasma com o proposito de possibilitar
0 acompanhamento e avaliacdo do potencial da cultura para producdo do éleo. TABAI et al.
(1990) utilizaram a cultura de embrides zigoticos para reduzir o tempo de germinacdo das
sementes desta mesma espécie. BANDEIRA (2008) observou gque os embrifes de bocaiuva
germinaram com facilidade quando isolados da semente e cultivados in vitro, existindo a
possibilidade da dorméncia estar associada a presenca de substancias inibidoras na semente
ou a outros fatores. Porém, RIBEIRO et al. (2010), observaram que estas substancias
inibidoras das estruturas adjacentes ao embrido, ndo influenciaram a germinacao in vitro de
bocaiuva. Em relacdo a composi¢do do meio de cultura, SOARES et al. (2011) obtiveram a
maior porcentagem de germinacgdo de embrides, aos 60 dias, em meio MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), na composicao e concentracédo original, sem utilizagdo de regulador vegetal.

Adicionalmente, a producdo de mudas por esta via pode ser otimizada a partir da
utilizacdo de reguladores vegetais LEDO et al. (2007), entretanto, pouco se sabe quanto ao
uso destas substancias no desenvolvimento de plantulas de bocaiuva cultivadas in vitro. Neste
contexto, salienta-se 0 uso de brassinosteroides que produzem efeitos morfologicos e
fisiologicos no desenvolvimento vegetal sendo conhecidos como uma nova classe de
horménios vegetais TAIZ & ZEIGER (2008). S&o ativos em pequenas concentracoes,
apresentam baixa toxicidade, quando utilizados nas concentragdes recomendadas, estimulam e
ou inibem o crescimento radicular MUSSIG et al. (2003); BAO et al. (2004) e MAZORRA &

NUNEZ, (2008), promovem a divisdo e alongamento celular GROVE et al. (1979) e
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CLOUSE & SASSE (1998), podendo interagir com outros horménios ou agir de forma
similar a estes. Além disso, proporcionam o aumento no rendimento e producgédo de biomassa,
aceleram o processo de maturacio das plantas MAZORRA & NUNEZ, (2008), aumentam o
percentual de germinacdo de sementes, florescimento, retardamento da abscisdo de folhas
(RAO et al., 2002), aumentam a resisténcia ao ataque de pragas e doencas, bem como
aumentam a tolerancia das plantas aos estresses abidticos (KRISHNA, 2003; NUNEZ et al.,
2006). Desta forma, a presenca de brassinosteroides é ampla no reino vegetal e desde sua
identificacdo estudos tém revelado a possibilidade de uso em cultivos agricolas (MANDAVA
et al., 1988) e compostos analogos tém sido sintetizados para uso comercial (CORTES et al.,
2003).

Dentre os varios analogos de brassinosteroides que vem sendo avaliados quanto a sua
eficacia na promocdo do crescimento vegetal, inclui-se o Biobras 16®, uma formulagio
comercial cuja substancia ativa € um analogo de brassinosteroide espirostano polihidroxilado,
de formula C,7H4,0s. Esse produto pode ser aplicado via aspersdo ou adicionado ao meio de
cultura (COLL et al., 1995).

Os resultados com a aplicacdo de brassinosteroides e seus respectivos analogos,
especificamente Biobras 16®, ndo sdo homogéneos para todas as espécies testadas, sendo
utilizado de maneira diferenciada tanto em estudos de germinacédo, enraizamento de estacas e
embriogénese somética. Tendo em vista o potencial econdmico da bocaiuva, visou-se avaliar
diferentes concentragbes de Biobras 16® na germinacdo de seus embrides zigéticos e na

promogéo do crescimento e desenvolvimento de plantulas normais.
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3.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Micropropagacdo de Plantas do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agréarias, da Universidade
Federal do Parana (UFPR), Curitiba, Parand, Brasil.

Embrides zigoticos obtidos de frutos maduros de bocaiuva foram utilizados como
fonte de explantes. Os frutos foram coletados em uma populacdo natural existente na Fazenda
Campanario, no municipio de Bodoquena - Mato Grosso do Sul, Brasil, com as seguintes
coordenadas: 20°22°30 S, 56°32°31” W e 180m de altitude.

Os frutos foram processados, removendo-se manualmente o epicarpo. Mecanicamente,
por meio de martelo, procedeu-se a quebra do endocarpo para obtencdo da améndoa e
posterior, retirada do embrido. As améndoas foram desinfestadas em solucdo de hipoclorito de
sodio laboratorial (10 a 12%) na concentracdo de 1% por 15 minutos, dentro da camara de
fluxo laminar, em constante agitacdo. ApoOs foram realizadas trés lavagens com Aagua
deionizada e autoclavada, e em seguida, com o auxilio de pincas e bisturis, foram retirados os
embribes zig6ticos (Anexo 1).

Antes de serem transferidos para 0 meio de cultivo, os embrifes permaneceram
embebidos em &gua deionizada e autoclavada até que os embrides fossem extraidos de todas
as améndoas. Posteriormente, os mesmos foram imersos em hipoclorito de sodio laboratorial
na concentrago de 0,5% acrescido de 0,1 ml do surfactante Tween 20® durante 10 minutos e,
a sequir, foram lavados trés vezes em agua deionizada e autoclavada.

Em camara de fluxo laminar, os embribes zigoticos foram inoculados individualmente
em tubos de ensaio (25 X 150 mm) contendo 20ml de meio de cultura. Estes foram
acondicionados em sala de crescimento, na auséncia de luz e em temperatura de 25 + 2°C, nos

primeiros 30 dias. Posteriormente, as plantulas foram cultivadas com fotoperiodo de 16 horas
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a 25 * 2°C, permanecendo nestas condi¢des até o término do experimento (Anexo 2).

A partir de estudos preliminares, identificou-se que o meio de cultivo WPM — Wood
Plant Medium (LLOYD E MCCOWN, 1980), foi 0 mais adequado para o cultivo de embrides
zigoticos de Acrocomia aculeata. Este meio foi suplementado com 30g L™ de sacarose, 1g L
! de carvio ativado, 6g L™ de 4gar Vetec® e diferentes concentracdes de Biobras 16, produto
gentilmente fornecido pelo Instituto Nacional de Ciéncias Agricolas (INCA), localizado em
San Jose de la Lajas, La Habana, Cuba. O pH do meio foi ajustado para 5,8 sendo
posteriormente autoclavado (120°C a 1,2 atm de pressdo, por 20 minutos).

Os tratamentos consistiram da adicdo de Biobras 16® em diferentes concentracdes (0;
0,001; 0,005; 0,01; 0,05;0,1; 0,5 e 1mg L™) adicionados ao meio de cultura. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com 4 repeticbes de 20 tubos cada
tratamento.

Ap6s 90 dias de cultivo as plantas que apresentaram crescimento de parte aérea e raiz
passaram para a fase de pré-aclimatizacdo. As plantas foram retiradas do tubo de ensaio,
lavadas em &gua e transplantadas para embalagens plasticas (5cm x 10cm) contendo substrato
na proporcao 1:1 (solo + areia) acondicionadas em bandejas transparentes sendo cobertas com
outra idéntica selada com fita, para evitar a desidratacdo excessiva das plantas. A irrigacao foi
realizada uma vez por semana adicionando-se 10ml de agua em cada planta. Estas
permaneceram em sala de crescimento, nestas condi¢fes, durante seis semanas, quando entéo
foram transferidas para casa-de-vegetacdo (Anexo 3).

Na fase de aclimatizacdo em casa-de-vegetacdo a abertura das bandejas foi realizada
gradativamente, e a cobertura foi totalmente retirada apds duas semanas. Apés mais duas
semanas as plantulas foram transferidas para embalagens plasticas (18cm x 30cm), contendo
uma mistura de solo, areia, himus na proporg¢do de 2:1:1 sendo a irrigacéo realizada uma vez

por semana.
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As observacdes foram feitas semanalmente e as variaveis analisadas durante o periodo
experimental foram: porcentagem de germinacdo, sendo considerados germinados 0s
embrides que emitiram parte aérea e ou raiz e porcentagem de plantulas normais, ou seja,
aquelas que apresentaram expansdo foliar e, esporadicamente, desenvolvimento de raizes
secundarias durante o periodo em que as plantulas estavam in vitro. Avaliaram-se também o
comprimento médio das folhas e raizes, altura da planta, nimero de folhas e de raizes na fase
de pré-aclimatizacdo em caixas plasticas (90 dias ap0s a inoculacdo) e de aclimatizacdo em
casa-de-vegetacdo (150 dias apds a inoculacdo). A analise estatistica foi feita por meio do
programa ASSISTAT, versdo 7.6 beta (SILVA, 2011). Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% probabilidade quando

significativas.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos primeiros sete dias, apds a inoculacdo, observou-se o entumescimento dos
embrides, indicando o inicio do processo germinativo. Aos 21 dias ap6s o inicio do cultivo,
aproximadamente 70% dos embrides, em todos os tratamentos, estavam germinados, sendo
que aos 35 dias, final do processo germinativo de embriBes zigo6ticos de bocaiuva, obteve-se
uma taxa de germinacdo de 80%. Foram observados altos indices de germinagdo dos embrides

zigoticos (70 - 87%) conforme (Tabela 1).
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Tabela 1: Porcentagem de germinacéo (G%) de embrides e de formacéo de plantulas normais
de bocaiuva cultivado em meio basico WPM, quando tratadas com diferentes concentracdes

de Biobras 16°.

Concentracdo (mg. L™) G (%)™ Plantulas normais (%)*
0,0 75,60 31,20b
0,001 87,5 26,00c
0,005 70,00 18,00c
0,01 81,87 25,8¢
0,05 83,10 37,5b
0,1 70,60 36,6b
0,5 80,00 53,10a
1,0 81,25 36,9b
CV(%) 13,70 17,20

*As médias seguidas pela mesma letra na coluna nédo diferem estaticamente entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo.

Entretanto, no que se refere a melhora na eficicia da germinacdo, para a espécie
estudada, ndo foi possivel detectar efeito significativo da aplicacdo de diferentes
concentracdes de Biobras 16®. Estes resultados podem ser um indicativo de resposta padréo
para a familia Arecaceae, dado que outras pesquisas também relatam a ineficiéncia do uso de
reguladores vegetais sobre o processo germinativo de outras espécies (COSTA e ALOUFA,
2007; BANDEIRA, 2008). Esta resposta na qual a ndo aplicacdo do brassinosteroide,
apresenta resultado mais satisfatorio, poderia ser devido a utilizacdo de embrides zigoticos em
estdgio maduro ou proximo a este, que neste caso, podem germinar e crescer num meio

organico, sendo dispensavel a aplicacdo de reguladores vegetais (HU e FERREIRA, 1998).
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Neste sentido, é interessante destacar que o estadio fisiologico dos frutos (imaturos ou
maduros) pode influenciar na germinacdo de palmeiras, como relatado por Pereira et al.,
(2006) em trabalho com Astrocaryum spp. Além disso, embriGes de muitas espécies utilizam
as reservas do proprio embrido para promover a germinacgo in vitro (GARCIA et al., 2002).

Para a variavel porcentagem de plantulas normais, observou-se influéncia das distintas
concentracdes do analogo de brassinosteroide, sendo que os valores de todos os tratamentos
oscilaram entre 18 e 53%. O tratamento onde aplicou-se 0,5mg.L™ de Biobras 16® apresentou
0 melhor resultado (Tabela 1).

No que concerne a fase de pré-aclimatizacdo, observou-se diferencas significativas
para algumas das varidveis analisadas de forma isolada. Dentre estas, em relacdo ao
comprimento médio das folhas, pode-se inferir que a adicdo de brassinosteroide nas
concentraces de 0,001 e 0,005 mg.L™ inibiu o crescimento das folhas, pois os valores nessas
concentracdes sdo estatisticamente inferiores ao controle (Tabela 2). O tratamento sem adicao
do brassinosteroide (controle) obteve - se resultado estatisticamente igual ao obtido nas
concentracdes 1,0 e 0,05 mg.L™. Ressalta—se neste caso, o fato dos embries zigéticos serem
provenientes de uma populacdo natural de bocaiuva que normalmente apresentam alta

diversidade genética entre os individuos.
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Tabela 2: Comprimento médio das folhas (CF), numero médio de folhas (NF), altura de
plantulas (H), nimero de raizes (NR) e comprimento de raizes (CR) de plantulas obtidas da
germinacdo in vitro de embrides zigoticos de bocaiuva (aos 90 dias apds a inoculacdo) na fase
de pré - aclimatizacdo em caixas plasticas quando cultivadas em meio WPM e tratadas com

diferentes concentraces de Biobras 16®.

Concentracdo CF (cm)* NF" H (cm)** NR" CR (cm)*

(mg. L™
0,0 3,952 1,56 5,52ab 1,08 5,67bC
0,001 2,43b 1,32 2,90¢ 1,0 4,49¢
0,005 2,35h 1,62 3,56bc 1,03 3,98¢
0,01 3,27ab 1,42 4,40abc 1,13 6,59abc
0,05 4,07 a 1,90 6,38 a 1,00 7,22abc
0,1 3,70ab 1,72 5,83 a 1,09 6,38abc
0,5 3,55ah 1,87 5,66 a 1,00 9,87ab
1,0 4,554 1,47 5,82 a 1,05 10,61a
CV(%) 17,6 16,2 175 7,03 30,1

*As médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estaticamente entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade. ns: ndo significativo.

A variavel numero de folhas e raizes e altura das plantulas, ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos aplicados (Tabela 2). No que se refere ao
comprimento radicial, verifica-se que nas concentracdes 0,001 e 0,005 mg.L™* foram obtidos
os valores mais baixos, podendo inferir-se que o Biobras 16® n&o estimulou o crescimento
radicular das plantulas de bocaiuva. Os brassinosteroides de maneira geral podem estimular e

ou inibir o crescimento radicular, fato reportado por (MUSSIG, et al., 2003; BAO, et al.,



55

2004; MAZORRA e NUNEZ, 2008). De modo geral, a concentracio de 1,0 mg L™ de Biobras
16® apresentou efeito positivo sobre o maior nlimero de variaveis associadas a fase de pré-
aclimatizacao.

Na fase de aclimatizacdo em casa-de-vegetacdo, a analise das plantulas revelou
diferenca significativa apenas para o comprimento médio das folhas, sendo que a
concentracdo de 0,1mg L™ foi superior aos demais tratamentos avaliados, porém ndo diferiu

do controle (Tabela 3).

Tabela 3: Comprimento médio das folhas (CF), numero médio de folhas (NF), altura de
plantulas (H), nimero de raizes (NR), comprimento médio de raizes (CR) de plantulas obtidas
da germinacao in vitro de embrides zigoticos de bocaiuva (150 dias apés a inoculacdo) na fase
de aclimatizacdo em casa-de-vegetacdo quando cultivadas em meio WPM e tratadas com

diferentes concentraces de Biobras 16®.

Concentragdo CF (cm)* NF" H(Ccm)™ NR"™ CR
(mg. L™ (cm)™
0,0 7,40ab 2,47 10,93 2,22 7,52
0,001 6,08b 1,95 8,43 2,45 4,95
0,005 5,26b 2,10 8,80 1,80 4,94
0,01 6,83ab 2,13 9,34 2,03 5,52
0,05 7,16ab 2,52 11,87 2,08 7,27
0,1 8,60 a 2,15 11,48 2,24 5,55
0,5 5,53b 2,62 10,75 2,62 5,28
1,0 7,00ab 2,52 12,20 2,41 7,21
CV(%) 15,84 17,6 18,6 31,3 30,75

*As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estaticamente entre si pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade. ns: néo significativo.
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Véarios mecanismos de acdo tém sido sugeridos para explicar a promocdo do
crescimento de plantas mediado por andlogos de brassinosteroides. No entanto, mesmo diante
de todas essas possibilidades, o estudo destas substancias, especialmente em palmeiras, ainda
sdo escassos. Ou seja, ha um longo caminho a percorrer antes de entender o real impacto
destes compostos sobre a dinamica de crescimento e desenvolvimento destas especies.
Entretanto, os resultados obtidos reforcam a possibilidade do emprego de brassinosteroides no
inicio do processo germinativo, tendo em vista que a influéncia positiva da aplicacdo do
analogo de brassinosteroide pouco foi observada nas fases posteriores. Nesta perspectiva,
sugere-se testar outras concentracfes do analogo brassinosteroide e realizar outras aplicacdes
ao longo do cultivo, para verificar a influéncia deste regulador no crescimento das plantas de

bocaiuva, uma palmeira com expressiva importancia ecologica, econémica e social.

3.4 CONCLUSOES

A aplicacdo de analogo de brassinosteroide em meio de cultivo WPM nédo promoveu
aumento na porcentagem de germinacéo dos embrides zigéticos de bocaiuva. O Biobras 16®
estimulou a formacdo de plantulas normais embora esse efeito ndo tenha sido observado nas

demais fases de crescimento.
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4 CAPITULO 2 - EFEITO DA APLICAQAO DE INOCULANTE MICORRIZICO,
RIZOBACTERIA E ANALOGO DE BRASSINOSTEROIDE SOBRE O
CRESCIMENTO DE Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd. Ex. Mart. GERMINADA IN
VITRO

RESUMO

Acrocomia aculeata é uma palmeira com grande potencial de uso, mas que apresenta
germinacdo problematica. O cultivo de embrides zigoticos € uma alternativa para a producao
de mudas desta espécie. Apresentam-se resultados da avaliacdo do crescimento de plantas
germinadas in vitro e submetidas apds aclimatizacdo a aplicacdo de inoculante micorrizico,
rizobacterias e um analogo de brassinosteroide de forma isolada ou combinada. O
experimento foi realizado em casa-de-vegetacdo no Departamento de Fitotecnia e
Fitossanitarismo da Universidade Federal do Parana. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado e os parametros avaliados foram altura de plantas, nimero e
comprimento das folhas e didmetro de caule. Para a analise de crescimento destrutiva avaliou-
se também a massa seca aérea e radicial. As plantas analisadas ndo apresentaram diferenca
significativa em producdo de matéria seca entre os tratamentos. Detectou-se diferenga
significativa somente quando foram utilizados inoculante micorrizico ou inoculante
micorrizico associado a rizobacteria promotora do crescimento de planta para a variavel

comprimento radicial.

Palavras chave: Arecaceae, macauba, cultivo de embriGes zigéticos.

EFFECT OF APPLICATION OF MYCORRHIZAL INOCULANT,
RHIZOBACTERIA AND BRASSINOSTEROIDS ANALOGUE ON GROWTH OF
Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd. ex Mart. GERMINATED IN VITRO

ABSTRACT

Acrocomia aculeata is a palm tree with great usage potential but with seed germination
problems. An alternative to the species propagation is embryos zygotic. Important results
were obtained when in vitro cultivated plants were acclimatized and after acclimatization
were submitted to mycorrhizal colonization, plant growth promoting rhizobacteria and a
brassinesteroid analogue, isolated or combined form. This study was conducted in a

greenhouse of the Horticulture Department of Federal University of Parana, Curitiba, Parana



62

State. The experiment was completely randomized design and the evaluations were plant
height, number, length leaves and diameter. Dry mass of aerial part and from roots were also
evaluated. The plants analyzed showed no significant difference in dry matter production
among the treatments. The analysis showed a significant variance only on the root length
when plants were colonizated with mycorrhizal inoculant or mycorrhizal inoculant associated

with a plant growth promoting rhizobacteria.

Keywords: Arecaceae, macaw palm, embryo culture.

4.1 INTRODUCAO

A Acrocomia aculeata é uma espécie de ocorréncia em quase todo o territorio nacional
e que tem despertado promissor interesse, devido a producédo de 6leo, a qual pode ultrapassar
quatro mil litros/ha (CLEMENT et al., 2005; AMBIENTE, 2008), alem do seu potencial
como recurso alimenticio e cosmético (LORENZI, 2006). Porém, assim como outras
palmeiras, apresenta taxa de germinacdo baixa, em torno de 20%, o que inviabiliza a
propagacao via sementes, sendo o cultivo de embrides zigdticos in vitro uma potencial
solugéo para este problema.

A bocaiuva, assim como outras espécies, quando cultivada in vitro encontra-se em um
ambiente estéril, com baixo nivel de luz, alta umidade, em meio contendo acgucar e nutrientes
para permitir o seu crescimento. Porém, um grande nimero de plantas micropropagadas ndo
sobrevive quando séo transferidas de condigdes in vitro para casa-de-vegetagdo ou a campo.
Souza Junior et al. (2001) identificaram as seguintes restricGes: a estufa e ou ao campo
apresentam ambiente ndo estéril, sem agucares, com baixa umidade relativa do ar, maior nivel
de luz que séo estressantes para as mudas. As caracteristicas fisiologicas e anatbmicas das
mudas micropropagadas determinam que elas devam ser gradualmente aclimatadas ao
ambiente da estufa ou campo, para evitar perdas.

A utilizacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) em viveiro durante a fase de
enraizamento de plantas in vitro, é uma alternativa para solucionar os problemas da
micropropagacao, aclimatizacdo e nutricdo das espécies. Esses microorganismos agem como
bioprotetores e biorreguladores (MOLINA et al., 2005). A inoculacdo de espécies eficientes
de FMA é recomendada por Miranda (2000) também na fase de produgdo de mudas, pois 0s

substratos utilizados sao, geralmente, desprovidos desses fungos.
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A micorriza consiste na associacdo natural e benéfica entre fungos micorrizicos
arbusculares do solo e raizes das plantas (MIRANDA, 2004). Uma parte dos filamentos dos
fungos penetra nas raizes e a parte externa funciona como um sistema radicular adicional,
ocupando maior volume do solo e aumentando a absorcdo de nutrientes pelas plantas,
principalmente de fosforo.

As mudas inoculadas com fungos desenvolvem-se mais rapidamente e podem ser
disponibilizadas mais cedo para o produtor. S&0 mais tolerantes ao estresse do transplante e
apresentam maior sobrevivéncia no campo. Além de aumentar a absorcdo de nutrientes pelas
plantas, a micorriza arbuscular melhora a resposta das culturas aos diversos corretivos e
adubos aplicados ao solo (MIRANDA, 2001).

Outros microorganismos também podem agir na promoc¢do do crescimento das
plantas, como por exemplo, as Rizobacterias Promotoras do Crescimento de Plantas (RPCP).
Estas englobam uma ampla variedade de bactérias do solo, que em associa¢do com as plantas
hospedeiras, estimulam o crescimento das mesmas (PEREIRA et al.,, 2008). As RPCP
colonizam diferentes orgdos das plantas e exercem efeitos benéficos sobre as mesmas,
podendo promover aumento na taxa de germinacdo de sementes, desenvolvimento de 6rgéos,
producdo de flores e incremento no rendimento das culturas em casa-de-vegetacdo e no
campo (AMORIM e MELO, 2002). Em plantas anuais, o beneficio se constitui em aumento
de matéria seca, o0 que podera resultar em encurtamento do ciclo ou em aumento da producéo,
dependendo da espécie (FREITAS, 2004). J& em plantas perenes, o beneficio seria a
diminuicdo do periodo em que as plantas passam no viveiro. Na fase de viveiro, aconselha-se
que a inoculacdo seja feita no substrato de modo que a colonizagcdo de rizosfera e seus
beneficios ocorram o mais cedo possivel (CHANYAY et al., 2000).

A utilizacdo de reguladores vegetais também pode contribuir para promover o
crescimento vegetal. Dentre estes, 0s brassinosteroides tém efeitos sobre as plantas cultivadas
e tem sido pesquisado com a finalidade de resolver problemas de producdo e melhorar
qualitativamente e quantitativamente a produtividade das culturas (CASTRO e VIEIRA,
2003).

Os brassinosteroides apresentam uma variada acéo fisioldgica e sua possivel aplicagdo
na agricultura tem sido estudada vastamente nos ultimos anos (JORDAN, 2005). Atuam em
baixas concentracdes e seus efeitos sdo acentuados sob condicdes de estresse (NUNEZ et al.,
1999), além de estarem envolvidos no alongamento, divisdo celular, desenvolvimento
vascular e reprodutivo e promocéo da germinacgédo de sementes (ZULLO e ADAM, 2002).

A qualidade de plantas antes do plantio definitivo no campo é fator importantissimo,
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para que se obtenham de maneira facil e rapida um plantio homogéneo (FONSECA et al.,
2002). Neste sentido, a utilizacdo de inoculantes micorrizicos, rizobacterias e reguladores
vegetais na fase de viveiro, com a finalidade de producéo de mudas de qualidade associado a
reducdo do tempo de formacédo das mudas é um fator relevante, visto que quanto mais rapido
a muda é produzida, menores 0s custos com insumos e mao - de - obra. Além disso, mudas
vigorosas e sadias tem maiores chances de sobrevivéncia pos- transplante, o que permite uma
homogenizacao no plantel de mudas no campo.

Diante desta perspectiva, apresentam-se resultados de avaliacdo do crescimento de
plantulas de Acrocomia aculeata germinadas in vitro e submetidas, ap6s aclimatizacdo, a
aplicacdo combinada ou isolada de inoculante, rizobacteria e andlogo de brassinosteroide,
visando identificar qual das alternativas promoveria a producdo de mudas desta palmeira em

menor tempo no campo.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido na Casa-de-vegetacdo modelo Van der
Hoeven no Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agrarias -
Universidade Federal do Parana UFPR, Parand, Brasil.

As mudas de Acrocomia aculeata eram provenientes de cultivo in vitro em meio
nutritivo WPM (Anexo 4). Apds o crescimento in vitro e pré aclimatizacdo, estas plantas
foram transferidas para embalagens plasticas (25 cm x 40 cm), contendo substrato composto
por terra, vermiculita e htmus de minhoca na proporg¢do 2:1:1 com a seguinte analise quimica:
pH — 4,9; P- 213 mg/dm?®; K- 1,29 cmol/dm®; Ca- 13,5 cmol/dm?®, Mg-4,00 cmol/dm? e argila
450 g/kg.

Os tratamentos utilizados neste experimento foram: T, _Testemunha (sem aplicacdo de
produtos); T, - Fungo micorrizico arbuscular (FMA); T3 _ Rizobactéria promotora do
crescimento de plantas (RPCP); T,_ FMA + RPCP; Ts_ FMA + Biobras 16® no plantio; Te -
RPCP + Biobras 16® no plantio; T; . FMA + RPCP + Biobras 16® no plantio; Ts. FMA +
Biobras 16® no plantio + Biobras 16® (30 dias ap6s o plantio); To. RPCP + Biobras 16® no
plantio + Biobras 16® (30 dias ap6s o plantio); T1o. FMA + RPCP + Biobras 16® no plantio +
Biobras 16® (30 dias ap6s o plantio).

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMASs) utilizados foram Glomus hoi like, sendo
15 esporos por grama de inoculante sélido. A preparagdo dessa pasta fluida foi feita em um

recipiente de vidro no qual foram adicionados 100 g de Inoculante Micorrizico e 95 ml de
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agua. Agitou-se a mistura até obter uma solu¢cdo homogénea, sendo que posteriormente as
raizes foram submersas nesta solucéo e imediatamente apds aplicacdo do tratamento as mudas
foram transplantadas.

As RBCP utilizadas foram uma mistura de Azotobacter crhoococum + Bacillus
megaterium, na concentracdo 1.10 *° ufc. mL " (ufc — unidades formadoras de col6nias). A
partir desta, preparou-se uma solucdo contendo 3.41 mL do produto diluido em um litro de
agua, sendo aplicados 9 ml na base da planta.

O anélogo de brassinosteroide, chamado comercialmente de Biobras 16®, contém
como ingrediente ativo um analogo espirostanico poli-hidroxilado de fomula C,7H4,05 (Coll
et al., 1995), sendo obtido a partir de fontes naturais, sintetizado no Laboratdrio de Produtos
Naturais da Faculdade de Quimica da Universidade de Havana, em Cuba. A preparacdo do
analogo de brassinosteroide — Biobras-16® foi realizada utilizando-se a concentracéo padréo
de 1 mg L. A partir desta solugdo preparou-se uma solugdo contendo 0.05 ml de Biobras -
16 diluidos em um litro de agua. Posteriormente essa solucéo foi aspergida sobre as plantas,
utilizando um aspersor manual.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, sendo que cada
tratamento esteve composto por cinco plantas. A irrigacdo foi realizada manualmente e a
retirada das plantas invasoras realizada uma vez ao més. As variaveis biométricas analisadas
mensalmente foram: altura de planta (H), nimero de folhas (NF), comprimento médio das
folhas (CF) e diametro do caule (DC). No final do experimento (390 dias), as plantas foram
fracionadas para avaliacdo da matéria fresca e seca.

Para tanto cada parte (aérea e radicial) foi pesada para obtencao da massa fresca e seca
e posteriormente colocada em sacos de papel individualizados, identificados e levados a
estufa de secagem de ventilacdo forcada de ar a 65°C, até peso constante. As pesagens foram
realizadas em balanca digital com precisdo de 0,01 gramas.

Além disso, foram determinados nimero, comprimento e volume de raizes. Este foi
determinado utilizando-se um recipiente com volume conhecido de agua, na qual foram
submersas as raizes lavadas. A diferenca entre o volume conhecido e o volume de agua
deslocado foi considerado o volume de raizes.

O grau de resposta da planta a inoculagdo foi calculado pela diferenca de biomassa
seca de planta inoculada e ndo inoculada (PLENCHETTE et al., 1983). O indice de eficiéncia
(IE) foi determinado pela equagédo: IE = [(rendimento do tratamento micorrizado —
rendimento do tratamento ndo micorrizado) / (rendimento do tratamento ndo micorrizado)

*100]. A dependéncia micorrizica e a eficiéncia foram determinadas apenas nos tratamentos
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As médias das variaveis mensuradas foram submetidas a analise de variancia e,

quando significativas, foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.

4.3 RESULTADOS

Aos 390 dias apds o plantio as plantas apresentaram altura média maxima de 45,7cm

(Tabela 4). Até os 120 dias o crescimento foi lento, e a partir dos 180 dias evidenciou-se

resposta mais expressiva de crescimento em altura nos tratamentos 2 e 7, fato verificado até o

final do experimento (Figura 5).
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Figura 5: Altura média das plantas (cm) de Acrocomia aculeata durante 390 dias de

avaliacdo em casa-de-vegetacdo. Curitiba — Parand, 2010.

Figure 5: Average plant height (cm) of Acrocomia aculeata in a greenhouse with 390 days of

evaluation. Curitiba, Parang, 2010.
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No entanto, ndo se constatou diferenca estatisticamente significativa no que concerne
ao crescimento em altura relacionado aos distintos tratamentos aplicados. Igualmente, nédo
foram detectadas diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos aplicados na
resposta das outras varidveis relacionadas ao crescimento da parte aérea, a saber: altura de
planta, nimero de folhas (NF), comprimento das folhas (CF), didmetro do caule (DC), massa
fresca de folhas (MFF) e massa seca de folhas (MSF) (Tabela 4).

O numero de folhas praticamente manteve-se sem alteracdes ao longo do periodo
experimental. Logo apds o transplante das mudas houve perda de folhas, isto devido
provavelmente ao estresse do transplante, porém, passada esta fase, as plantas praticamente

mantiveram o mesmo numero de folhas, ora emitindo novas ora perdendo folhas.
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Tabela 4: Altura da planta (H), nimero de folhas (NF), comprimento médio das folhas (CF),

diametro do caule (DC), massa fresca de folhas (MFF) e massa seca de folha
(MSF) de plantas de A. aculeata conduzidas em casa-de-vegetacdo submetidas a
aplicacdo de fungos micorrizicos, rizobacteria promotora do crescimento vegetal e
anédlogo de brassinosteroide de forma isolada e combinada. Avaliacdo de
crescimento realizada aos 390 dias apds a aplica¢do dos tratamentos. Curitiba —
PR, 2010. (Média e desvio padrdo).

Table 4: Plant height (H), number of leaves (NL), average length of leaves (ALL), stem

diameter (SD), fresh mass of leaves (FML) and dry mass of leaves (DML) of A.
aculeata plants conducted in greenhouse submitted to the mycorrhizal

colonization, plant growth promoting rhizobacteria and analogue of

brassinosteroids, isolated and combined. Evaluation of growth performed at 390

days after treatment application. Curitiba, Parana. 2010.(Average and standard

deviation).

Tratamento H(cm) NF CF DC (mm) MFF(g) MSF (g)
1 48,9+11,85 4,2+0,44 30,3+9,17 7,60+2,56 12,94+7,6 3,65+2,4
2 52+6,39 52+0,44 27,2+221 7,69+252 13,53+2,7 3,98+0,58
3 50,2+8,8 5+1 27,3595 7,26+1,75 14,23+6,44  3,68+1,74
4 38,56+11,32 51 21,146,72  8,25+3,72 12,95+9,43  3,93+2,29
5 49,2+14,65 4,610,54 25,646,24 7,42+225 13,59+6,6 3,79+2,05
6 35,9+13,48 52+0,84 17,946,388 6,11+2,84 8,19+4,71 2,23+1,34
7 51,4+11,06 4,8+0,84 27,9+484 7,08+1,32 15,18+7,15 4,24+238
8 40+8,6 52+0,44 20,745,27 6,72+1,04 10,49+3,65 2,88+1,07
9 46,2+11,9 52+0,84 21,9+553 7,50+2,18 12,76+6,28 3,65+2,03
10 44,9144 5,4+1,67 24,739 8,29+2,00 13,35%4,13  3,11+1,53
CV (%) 22,3 17,9 23,8 31,60 46,60+ 50,6

Entre as varidveis de crescimento radicial avaliadas nimero, massa fresca e seca de

raizes, comprimento e volume radicial somente a variavel comprimento apresentou diferenca

significativa, sendo evidenciado melhor resposta nos tratamentos 2 e 4, porém diferindo

apenas do tratamento 6 (Tabela 5).

No que concerne a resposta a micorrizagdo, evidenciou-se que a bocaiuva apresentou

valores que a caracterizam como de baixa dependéncia (< 25%), de acordo com a
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classificacdo de (PLENCHETTE 1983).

Em relagdo ao indice de eficiéncia, o que pode ser observado é que os tratamentos que
continham em sua composicdo RPCP + FMA (Trat 4); FMA + 2 aplicacGes de Biobras® - 16
(Trat 8) e FMA + RPCP+ 2 aplicacdes de Biobras® - 16 (Trat 10) ndo apresentaram bons
resultados, pelo contrério tiveram desempenho negativo. Os melhores tratamentos foram os
que possuiam FMA (Trat 2), FMA + Biobras® - 16 (Trat 5) e FMA associado a RPCP +
Biobras® - 16 (Trat 7) tendo incremento na producéo total de matéria seca de 24,6%, 23,4% e

27,8% respectivamente.

Tabela 5: Média do nimero de raizes (NR), massa fresca de raiz (MFR), massa seca de raiz
(MSR), comprimento radicular (CR) e volume de raizes (VR) de plantas de A.
aculeata conduzidas em casa-de-vegetacdo. Avaliacdo de crescimento realizada
aos 390 dias apds a aplicacdo dos tratamentos. Curitiba — PR, 2010.

Table 5: Average number of roots (ANR), fresh mass of root (FMR), dry mass of root

(DMR), Root length (RL) and root volume (RV) of A. aculeata plants cultivated in

greenhouse. Evaluation of growth performed at 390 days after treatment

application Curitiba, Parana. 2010.

Tratamento NR" MFR"™ MSR™ CR (cm)* VR(mI)™
1 4,8+0,83 38,61+12,45 15,06+6,17  42,12+9,74ab  43+9,74
2 5,2+1,3 43,23+12,84 19,37£4,25 48,93+9,67a 392,23
3 5415 52,65+23,9 20,30+11,0 37,7+6,48ab  44+15,16
4 4,8+1,09 30,03+11,63 11,81+5,0 48,1+1141a 31+12,44
5 5,8+2,04 49,58+2456  20,67+15,71  32,648,35ab  38+22,8
6 44+15 23,94+11,44 7,62+4,07 25,4+5,35b 24+9,65
7 5,8+1,78 48,93+25,28 21,72+1451 38,6+11,23ab 41+23,55
8 4,8+0,84 37,89%15,72 13,46+7,05 34,746,27ab 368,95
9 5,8+0,44 50,67+£50,6 22,53+13,1 36,4+6,45ab  37+18,57
10 54+15 42,96+14,0 15,61+15,1  37,6+13,61ab 41+12,44
CV (%) 27,3 44,35 59,03 23,6 39,46

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entres si pelo teste de Tukey a 5%

de probabilidade. ™: ndo significativo.
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4.4 DISCUSSAO

A auséncia de resposta favoravel, observada nas plantas de bocaiuva, ap6s um ano de
acompanhamento no que concerne ao esperado maior estimulo de crescimento da parte aérea,
frente a inoculagdo com FMA, rizobacterias e aplicacdo de analogo de brassinosteroide pode
ter sido resultado de uma confluéncia de fatores. Por um lado, o crescimento das palmeiras €
usualmente lento e irregular como descrito por Mota et al. (2002). E assim como para outros
grupos de plantas, nem sempre este crescimento responde favoravelmente, em curto prazo, a
inoculacdo de fungos micorrizicos arbusculares (FMA) e a aplicacdo de diferentes doses de
fertilizantes (VANDRESEN et al., 2007).

Também, ha certo consenso que as substancias promotoras de crescimento, tais como
aplicacdo combinada ou isolada de inoculantes micorrizicos, rizobacterias e analogos de
brassinosteroides, geralmente, sdo mais eficazes quando as plantas estdo em condicGes
adversas (MOLINA 2005; MOREIRA; SIQUEIRA 2002; KRISHNA, 2003), o que ndo era o
caso da situacdo avaliada.

Adicionalmente, alguns estudos tém demonstrado que os FMA promovem maiores
beneficios as plantas quando os teores de P no solo sdo baixos. Pelo contrario, se 0s teores
deste nutriente estiverem elevados, a inoculacdo torna-se desnecessaria (SIQUEIRA e
SAGGIN JUNIOR 2001; SAGGIN e SILVA 2002; BALOTA et al., 2010). No caso
especifico avaliado, o teor de fésforo do substrato era relativamente elevado (213mg/dm®)
conforme analise quimica.

Outro importante detalhe é a formulacdo do substrato, que afeta diretamente a nutricao
das plantas. Ao analisarmos os trabalhos de Vandresem et al. (2007) apds seis meses de
crescimento em viveiro para espécies arboreas obtiveram-se resultados negativos referentes a
producdo de matéria seca quando inoculadas com FMA. Esse resultado foi relacionado com a
qualidade do substrato, no entanto as plantas ndo adubadas obtiveram maior taxa de
sobrevivéncia. Silva e Peixoto (2001) avaliando a influéncia de diferentes substratos e
fertilizantes na formacéo de mudas do maracujazeiro-azedo observaram que, somente quando
foi utilizado vermiculita, os FMA apresentaram influéncia. Entretanto, os FMAs quando
adicionados a substratos ndo esterilizados, apresentam efeito nulo, devido ao alto teor de
fosforo disponivel na maioria dos substratos utilizados para a producdo de mudas (SILVEIRA
et al., 2002).

O periodo de avaliagdo, também pode ndo ter permitido evidenciar uma potencial



71

reacdo mais tardia de promocéo de crescimento aéreo. Os beneficios da micorrizacdo variam
consideravelmente dependendo da compatibilidade genética e funcional entre a espécie
vegetal e o fungo, assim como das condic¢des edafoclimaticas (SAGGIN JUNIOR et al, 1994;
SIQUEIRA 1994; BERBARA, 2006; ARMENTA - BOJORQUEZ et al., 2010). Assim,
algumas espécies necessitam de mais tempo para o estabelecimento de simbiose efetiva e seu
efeito benéfico pode aparecer em estadios mais tardios do desenvolvimento da planta,
principalmente quando cultivada em substrato rico em nutrientes, como ja evidenciado por
(SILVA et al., 2006). A continuidade de monitoramento apds o transplante das mudas
utilizadas neste trabalho podera confirmar este padrdo para a bocaiuva.

H& que se considerar também: a) as micorrizas interatuam com outros organismos do
solo e estas interacfes podem inibir competir ou estimular a associa¢do micorrizica conforme
proposto por Fitter e Garbaye (1994); b) a resposta a inoculacdo de bactérias € muito
heterogénea mesmo entre individuos da mesma espécie conforme Chanway, (1995) e c¢) dado
que os analogos de brasinosteroides alteram o balan¢o hormonal, nem sempre a dose utilizada
no experimento é a realmente requerida e/ou adequada para promover o0 crescimento
esperado. Desta forma, outros experimentos testando diferentes alternativas sdo necessarios
para um melhor entendimento da resposta de crescimento aéreo da bocaiuva frente a
inoculagio com FMA, rizobacterias e aplicacdo de analogo de brassinosteroide
(MAZZAFERA e ZULLO, 1990; VASQUEZ e RODRIGUEZ, 2000; CATUNDA et al.,
2008; MAZZORA e NUNEZ, 2008).

Por outro lado, os resultados favoraveis obtidos no que concerne ao crescimento
radicular podem ser considerados promissores para o cultivo da bocaiuva, dado que o maior
crescimento do sistema radicular promove maior area de absorcdo de dgua e nutrientes para a
planta. Esse aumento pode ser atribuido a ramificacdo do fungo que promove uma maior area
de absorcdo, fato preponderante principalmente em solos de baixa fertilidade (STANCATO e
SILVEIRA, 2006). Resultados obtidos por Mafia et al. (2005) em mudas de eucalipto tratadas
com rizobacterias demonstraram que um sistema radicular bem desenvolvido representa
maior suporte fisioldgico para a produgdo de mudas.

Vaérios fatores associados podem ter determinado a auséncia de resposta favoravel
observada para a bocaiuva no que concerne ao esperado maior estimulo de crescimento da
parte aérea, frente a inoculacdo com FMA, Rizobacterias e aplicacdo de analogo de
brassinosteroide. Entretanto, os resultados favoraveis obtidos para o crescimento radicular

podem ser considerados promissores para o cultivo da bocaiuva.
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5 CAPITULO 3 - EFEITO DE INOCULANTE MICORRIZICO E ANALOGO DE
BRASSINOSTEROIDE NO CRESCIMENTO DA PALMEIRA BOCAIUVA

RESUMO

Visando subsidiar o cultivo de Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Martius Arecaceae
apresentam-se resultados de pesquisa relativo ao crescimento mudas por dois anos em
condicoes de campo, testando-se a resposta frente a aplicacdo de inoculante micorrizico e
regulador vegetal. Detectou-se resposta positiva apenas sobre determinadas variaveis isoladas
ao longo do processo de crescimento, favorecendo especificamente o sistema radicular e o
namero de folhas. A variabilidade genética da populacdo estudada, assim como o tempo de
monitoramento, podem ter influenciado a menor expressédo da resposta frente ao esperado.
Porém, pode-se recomendar a utilizacdo dessas substancias para promover o crescimento das

mudas de Acrocomia aculeata.

Palavras-chave: Arecaceae, Acrocomia aculeata, cultivo

EFFECT OF MYCORRHIZAL INOCULANTS AND ANALOG BRASSINOSTEROID
ON GROWTH OF PALM BOCAIUVA

ABSTRACT

Aiming to support the domestication of Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Martius, the
results from research on plant growth from germination two years after transplantation in the
field, testing the responses to the application of mycorrhizal inoculant and plant regulator. It
turned positive response only to certain individual variables in the process of growth,
specifically favoring the growth of the root system and number of leaves. The genetic
variability of the study population as well as the monitoring time may have influenced the
expression of the lower front of the expected response. However, we can recommend the use

of these substances to promote plant growth.

Keywords: Arecaceae, Acrocomia aculeata, cultivation.
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5.1 INTRODUCAO

A bocaiuva [Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. ex Martius] é uma espécie potencial
como materia prima fonte de biocombustivel, além dos diversos subprodutos, destacando-se a
polpa dos frutos usada para a fabricagdo de licores e doce, as tortas tanto da polpa quanto da
améndoa e as folhas utilizadas como racdo animal, o endocarpo como carvéo vegetal além do
6leo que pode ser utilizado na alimentacdo humana e na geracdo de energia (SILVA, 1994;
LORENZI, 2006; MOURA, 2007; BANDEIRA, 2008; ANDRADE; SILVA, 2011). Além
disso, apresenta vantagens em relacdo a outras oleaginosas, devido a sua maior rentabilidade
(MOTA et al., 2002; NUCCI, 2007). E uma espécie rustica, pouco exigente em relacdo a agua
e solo, podendo ser cultivada em areas marginais ou com certo grau de degradacdo ambiental.
Adicionalmente, ha possibilidade de seu uso em sistema agroflorestal, consorciada com
culturas anuais, frutiferas, pastagens e ou florestais, 0 que proporcionaria a diversificacdo da
agricultura familiar e consequentemente, contribuiria com uma renda adicional para a
populacdo local (BANDEIRA, 2008).

Neste contexto, a exploracdo sustentavel da bocaiuva associada a outros recursos, em
conjunto com outras atividades econdémicas, pode contribuir para a transformacdo da
realidade do produtor rural e da regido em que for estabelecido o cultivo. Porém, até o
momento, a sua exploracdo ocorre de forma extrativista (MOTA et al., 2002) sendo o plantio
comercial ainda muito pequeno (ANDRADE; SILVA, 2011). No entanto, apesar da
potencialidade desta espécie, ha escassez de informacdes sobre o seu cultivo, crescimento e
desenvolvimento, o que é um fator limitante para a implantacdo e/ou incremento de cultivos
comerciais.

Uma alternativa, que tem sido visualizada como extremamente importante para
otimizar o cultivo de espécies nativas, € a aplicacdo de fungos micorrizicos arbusculares na
fase de formacdo de mudas em viveiro. Além disso, outra potencial substancia para promover
0 crescimento de plantas sdo os reguladores vegetais, em especial 0s brassinosteroides.

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) vivem em associacdo natural e benéfica
com as plantas no solo. Quando aplicados ao substrato promovem o crescimento das mesmas,
devido a sua influéncia positiva, principalmente quanto a absorcdo de nutrientes (COSTA;
LOVATO, 2004). Os FMA, além de melhorar o estado nutricional, aumentam a tolerancia das

plantas ao estresse do transplante (BORGES et al., 2007) e contribuem para 0 aumento da
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sobrevivéncia das mudas no campo (MIRANDA, 2001). Os FMA sdo uma alternativa valiosa
para diminuir a aplicacdo de fertilizantes adicionados as mudas, além de manter um sistema
de producdo limpo e eficiente (MOLINA et al., 2005). Tal associacdo € comum a muitos
grupos vegetais e em algumas palmeiras foi detectada a sua ocorréncia natural (BOVI et al,
1987; RUIZ ,1993).

Os brassinosteroides (BR) sdo considerados a sexta classe de hormonios vegetais
(TAIZ; ZEIGER, 2004). Dentre os analogos sintéticos de BR o Biobras - 16® vem sendo
avaliado em relacdo a sua eficiéncia na promocdo do crescimento vegetal. Os analogos de
brassinosteroides tem sido bastante pesquisados por agir na divisdo e alongamento celular
(GROVE et al., 1979; CLOUSE; SASSE 1998) e estimular ou inibir o crescimento radicular
(MUSSIG et al., 2003; BAO et al., 2004). Adicionalmente, proporcionam o aumento no
rendimento e producdo de biomassa, melhoram a qualidade das colheitas (MAZORRA,;
NUNEZ, 2008), aumentam a tolerancia das culturas a estresse salino, hidrico ou térmico e a
resisténcia das plantas a pragas e doencas (NUNEZ, 1999; KRISHNA 2003; NUNEZ et al.,
2006).

Neste contexto, visando subsidiar o cultivo de Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex
Martius apresentam-se resultados de pesquisa sobre o crescimento de plantulas pelo periodo
de 2 anos apo6s transplante em campo, testando-se a resposta bioldgica frente a aplicacdo de

inoculante micorrizico e regulador vegetal, pratica cada vez mais utilizada na agricultura.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Estabelecimento dos ensaios

Crescimento de mudas (Casa-de-vegetacdo): O delineamento experimental foi inteiramente

casualizado com 4 repeticGes de 54 plantas cada, totalizando 216 plantas por tratamento. As
mudas foram gentilmente cedidas pelo Laboratério de Cultura de Tecidos e Células Vegetais,
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais. Essas foram
geradas via sementes e pré - germinadas de acordo com a técnica descrita por Motoike et al.
(2007). Imediatamente, ap0Os a chegada destas sementes a Curitiba procedeu-se a semeadura,
em tubetes, de 120cm?® (38 mm de didmetro interno e 140 mm de altura) contendo vermiculita

umedecida, sendo acondicionada em casa-de-vegetacdo, localizada no Jardim Botéanico de
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Curitiba, até atingirem em média 15 cm de altura, quando entdo foram transferidas para
embalagens plésticas de (18cm x 30cm) contendo terra umedecida (Anexo 5). O controle de
temperatura e umidade no local foi realizado automaticamente, sendo efetuada irrigagdo por
aspersdo com vazao de 3,8mm/dia. Nesta etapa experimental foi testada a aplicacdo do
inoculante micorrizico (Ecomic ®). Este é composto por FMA Glomus hoi like sendo
adicionado 3g de inoculante em cada embalagem plastica por ocasido do transplante.

Aclimatacdo (Viveiro rastico): O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com 4 repeticOes de 54 plantas cada, totalizando 216 plantas por tratamento. Apds a fase em
casa-de-vegetacdo, as mudas foram levadas até o local de estudo, ou seja, no municipio de
Cerro Azul — Parand, onde foram acondicionadas em um viveiro para adaptar-se ao ambiente
natural e consequentemente, diminuir possiveis perdas. O viveiro foi construido com material
existente na propriedade, constituido de tela de sombreamento (50%) e taquara para
sustentacdo, nas dimensdes de 3m X 6m (Anexo 6). As mudas permaneceram neste local até
que as condicBes climaticas (ndo ocorréncia de geadas) permitiram o plantio no campo. Os
tratamentos nesta fase foram semelhantes ao anterior, embora 30 dias antes do transplante no
campo foi aplicado, via aspersdo, o analogo de brassinosteroide (Biobras 16®), na
concentracdo de 0,05ml/L™ sobre as plantas.

Desenvolvimento das mudas em campo: O delineamento experimental foi de blocos ao acaso

com 4 repeticdes de 30 plantas/bloco, totalizando 120 plantas por tratamento. O estudo foi
desenvolvido em area rural (<1,0 ha) localizada em Cerro Azul - Parana (24°49’S, 49°15°0,
318 m s. n.m). A classificacdo climatica segundo Kdopeen é Cfa subtropical tmido com
elevadas temperaturas no verdo e temperaturas amenas no outono e inverno, e elevadas
precipitacdes. O relevo da regido é bastante ondulado e montanhoso, com grandes desniveis
altimétricos (30 a 50%). Os solos da regido sdo, em sua maioria, acidos (PERACI, 2002). Em
vista disso, para verificar a fertilidade da area de estudo, 4 meses antes do plantio das mudas
no campo realizou-se uma analise do solo (Anexo 7). O resultado obtido demonstrou a
necessidade de correcdo do mesmo e para tanto foram aplicadas 6 toneladas de calcario e 500
kg/ha de fosfato natural. A regido tem como base produtiva a agricultura familiar, a qual se
caracteriza por sua baixa rentabilidade e carater de subsisténcia, sendo comum a utilizacdo de
culturas com maior adaptabilidade ao relevo em declive. O plantio foi realizado quando as
mudas atingiram aproximadamente 25 cm e as condi¢fes climaticas mostraram-se propicias
para o plantio (Anexo 8). As covas foram feitas nas dimensdes 25 cm X 30 cm e cada muda
foi marcada com uma estaca de madeira. O espacamento entre as mudas foi de 4m X 4m, nas

entrelinhas do plantio de citrus. Foram realizadas capinas manuais, para controle de plantas
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daninhas, e 0 monitoramento e controle de ataque de formigas cortadeiras.

5.2.2 Monitoramento e coleta de dados

O monitoramento e as avaliacdes do crescimento das plantas foram realizados
mensalmente, nas diferentes fases: casa-de-vegetacgdo, viveiro e campo até completar um ano.
Dado o crescimento relativamente lento das palméceas, no segundo ano de experimento as
avaliacOes passaram a ser realizadas a cada 3 meses. Além disso, no segundo ano nao foram
realizadas andlises destrutivas, devido ao crescimento das plantas e ndo existir possibilidade
de arranquio das mesmas, sem prejudicar o sistema radicular.

O crescimento inicial das mudas foi avaliado por meio da mensura¢do dos parametros
de crescimento (altura da planta, nimero de folhas, comprimento médio das folhas e didametro
de caule), com o auxilio de trena graduada em centimetros e paquimetro digital.

Com o objetivo de avaliar o crescimento das plantas no intervalo das amostragens foi
realizada analise de crescimento destrutiva das mudas no campo a cada quatro meses, sendo
coletadas 16 plantas por bloco (Anexo 9). As plantas retiradas para a analise foram repostas
por outras de mesma idade e tamanho semelhante, para restabelecer o nimero inicial de
plantas durante todo periodo experimental. No total foram realizadas quatro avaliagdes sendo
determinada altura de planta, diametro do caule, nimero de folhas e raizes, comprimento de
folhas e raizes e volume radicular. A partir dos dados primarios, variaveis subsequentes foram
determinadas tais como massa fresca e seca total aérea e radicular, &rea foliar, taxa de
crescimento relativo e absoluto.

A determinacdo de massa fresca foi realizada no momento da coleta das plantas,
através da separacdo de suas partes e da pesagem individual. Posteriormente cada parte (aérea
e radicular) foi separada em sacos de papel individualizados, identificados e levados a estufa
de secagem de ventilacdo forcada de ar a 65°C, até peso constante para a determinacdo da

massa seca. As pesagens foram realizadas em balanca digital com preciséo de 0,01g.

Para a determinacdo da &rea foliar das plantas utilizou-se o método de discos, sendo
retirados 10 discos de cada planta, com o auxilio de um vazador. Foi determinada a massa
fresca e seca dos mesmos e posteriormente a area foliar sendo determinada através da
seguinte equacdo: AF = AD X MSF X ND/ MSD, em que: AF ¢ a area foliar, AD ¢ a area do
disco (cm?), MSF — é a massa seca de folhas (g), ND — é o nimero de discos e MSD — é a

massa seca de discos.
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A partir dos dados de massa seca foi determinada a taxa de crescimento absoluto
(TCA) e taxa de crescimento relativo (TCR) de acordo com metodologia descrita por
(BENINCASA, 2003).

TCA = Pz—Pl/(tz -tl)

TCR = In(Py) - In(Py)
(t2 - ty)
Onde:
P2 e P1 = massa seca medida (g) no intervalo de tempo
(t2 - t1) = intervalo de tempo entre as duas amostragens (4 meses)

A taxa de crescimento absoluto (TCA) é usada para se ter idéia da velocidade média
de crescimento ao longo do periodo de observacdo. A TCR é um indice que mede a eficiéncia
da planta em produzir material novo, o que geralmente é visualizado pelo incremento em
altura ou massa seca num intervalo de tempo quando comparado com seu tamanho inicial
(BENICASA, 2003).

Os dados obtidos foram submetidos as analises de varidncia, em esquema fatorial
(datas e tratamentos) para todos o0s experimentos. Utilizou-se o software estatistico
ASSISTAT 7.6 beta. (SILVA, 2011).

De maneira a subsidiar o melhor entendimento da area experimental, elaborou-se uma
caracterizacdo mais detalhada das condicGes climéaticas durante o periodo de realizacdo do
experimento com base em dados diarios de temperatura, precipitacdo, umidade e radiacdo sola
da Estacdo Metereoldgica de Cerro Azul, fornecidos pelo Instituto Tecnoldgico SIMEPAR
(Anexo 10).

5.3 RESULTADOS

5.3.1 Crescimento mudas

A maioria das mudas tiveram um bom desempenho, originando a mudas de qualidade,

ou seja, vigorosas capazes de suportar o0 estresse do transplante ao campo. A porcentagem de
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germinagdo utilizando esse método foi superior a 80% semelhante ao descrito na literatura
(MOTOIKE et al., 2007). O indice de sobrevivéncia em casa — de - vegetacdo, viveiro e
campo, foram considerados alto, superiores a 90%.

Na fase em casa - de - vegetacdo ndo foi observada interacdo entre os tratamentos e
datas de avaliagéo, para todos os parametros analisados, na avaliacdo do crescimento das
plantas (Tabela 6). Ou seja, a aplicacdo de inoculante micorrizico na fase inicial de
crescimento de bocaiuva ndo promoveu incremento interativo, considerando todas as

variaveis avaliadas.

Tabela 6: Analise das mudas de Acrocomia aculeata mantidas em casa-de-vegetacdo apds
aplicacdo dos tratamentos com e sem inoculante micorrizico.

Fonte de variacéo GL Altura (cm) CF (cm) NF Diametro
(mm)
Tratamentos 1 29,19** 25,27**  0,0149™ 1,83™
Datas 4 129,45** 66,50**  554,08** 25,76**
Trat. X Datas 4 0,869 0,71 2,12"™ 1,07™
CV (%) 11,90 13,20 4,70 18,40

** significativo a 1% de probabilidade. ™ : néo significativo. CF: comprimento médio das folhas, NF:
numero médio de folhas.

Considerando-se individualmente estas variaveis, apenas obteve-se resposta favoravel
de crescimento em relacdo ao numero de folhas, com aplicacdo de micorriza ao substrato
(Figura 6a). Ou seja, detectou-se efeito inexpressivo da aplicacdo de micorriza frente as
demais variaveis envolvidas no crescimento das mudas (Figura 6b, 6c e 6d).
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Figura 6: Crescimento em numero médio de folhas (a), altura das plantas (b), comprimento médio
das folhas (c) e didmetro de caule (d) de plantulas de Acrocomia aculeata em casa-de-vegetacao
durante o periodo novembro 2009 a maio 2010.

5.3.2 Aclimatacéao

Na fase de aclimatacdo em viveiro, registrou-se interacdo significativa da aplicacdo de
micorriza para as variaveis: altura de planta e comprimento medio das folhas (Tabela 7). Isso
permite inferir que, com o passar do tempo, a acdo do inoculante micorrizico pode ser melhor

visualizada nas plantas.
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Tabela 7: Anélise das mudas de Acrocomia aculeata mantidas em viveiro com e sem a
aplicacdo de inoculante micorrizico.

Fonte de variagéo GL Altura (cm) CF (cm) NF Diametro (mm)
Tratamentos 1 12,78%* 20,28** 5,30* 6,29*
Datas 4 0,90 1,09 1,23" 0,80
Trat. X Datas 4 0,043 0,0651°  0,175™ 0,54"
CV (%) 6,20 7,70 8,55 11,40

ns

* significativo a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade.
comprimento médio das folhas, NF: nimero médio de folhas.

: ndo significativo. CF:

Similarmente ao observado na fase de crescimento anterior, registrou-se na fase de
aclimatacdo que o tratamento controle resultou em maior incremento de altura e comprimento
médio das folhas (Figuras. 7a e 7b). Por outro lado, o tratamento com micorriza promoveu
maior incremento no numero de folhas e didmetro de caule (Figuras. 7c e 7d). Ou seja,
promoveu incrementos que provavelmente irdo beneficiar as mudas na fase posterior a campo,

guando sofrerdo o estresse do transplante.
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Figura 7: Crescimento em altura de plantas (a), comprimento médio das folhas (b), nimero médio de
folhas (c) e diametro de caule (d) de mudas de Acrocomia aculeata registrado em viveiro localizado
no municipio de Cerro Azul (PR) durante os meses de maio a setembro de 2010.

5.3.3 Crescimento das plantas a campo

Os resultados das analises destrutivas, relativas ao primeiro ano de avaliacdo do
cultivo a campo, revelaram interacdo entre os tratamentos testados e as datas de avaliagdo
para as seguintes variaveis: numero de raizes (NR), volume total radicular (VTR) e
comprimento radicular (CR) (Tabela 8). Ou seja, a agdo das micorrizas determinou um efeito
interativo sobre as variaveis que representavam o crescimento radicular. Essa resposta era
esperada uma vez que estes microorganismos promovem um aumento na area de absorcédo de

agua e nutrientes devido a acédo das hifas do fungo.
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Tabela 8: Analise destrutiva das mudas de A. aculeata em experimento no campo, submetida
a aplicacdo de inoculante micorrizico e analogo de brassinosteroide durante o primeiro ano de
avaliacdo no campo.

Fator de variacdo GL H NF CF MFF MFTA MFTRaiz MFRaiz
Tratamentos 2 2,65™ 0,183* 1,18™ 0,74™ 0,62™ 2,82"™ 2,78™
Datas 3  57,17™  34,96*%*  72,1** 43,75%* 433**  927**  66,32**
TXD 6 1,36"™ 0,39™ 1,19™ 096™ 1,07™ 1,09™ 2,3™
Tratamentos 11 16,8**  9,75**  20,5** 12,60** 12,50** 26,40** 19,86**
Blocos 3 4,05* 0,43™ 2,75™ 15™ 1,1™ 0,24™ 1,85™
CV (%) 14,1 11,4 13 38 42 17,7 34,8™
Fator de variagdo GL AF NR VR VTR CR MSTotal MSR
Tratamentos 2 2,36"  15.91** 249™  6,19** 9,07** 1,57™ 0,82"™
Datas 3 30.03** 92,09** 39,92** 50,68** 148,06** 54,05**  48,3**
TXD 6 1,23™  14,80** 1,34™  3,35*  6,01** 2,34™ 2,16™
Tratamentos 11 9,30**  36.1** 12,07** 16,77™ 4531**  16,3**  14,50**
Blocos 3 2,50™ 0,67™ 1,61™ 2,04™ 0,65™ 1,98™ 0,206
CV (%) 30,67 24 25.3 41,6 12,6 38,4 27,87

* significativo a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade. ™ : néo significativo. H:
altura; NF: numero médio de folhas; CF: comprimento médio das folhas, MFF: massa fresca de folhas;
MFTA: massa fresca total aérea; MFTR: massa fresca total de raizes; MFR: massa fresca de raizes;
AF: area foliar; NR: nimero de raizes, VR: volume radicular; VTR: volume total de raizes; CR:
comprimento radicular; MST: massa seca total aérea e MSR: massa seca de raizes.

Em relacdo as taxas de crescimento absoluto (TCA) e relativo (TCR) de altura de
planta e massa seca total ndo foram observada interacdo significativa entre a aplicacdo de
micorriza e brassinosteroide e as datas de coleta de dados (Tabela 9). Ou seja, ndo se
evidenciou diferenca para as variaveis altura e massa seca total, representativas do
crescimento absoluto e relativo, frente ao tratamento testado. No entanto, ao longo do tempo
(fator data) registrou-se diferenciacdo para a TCA em massa seca total e para TCR tanto em
altura de planta como em massa seca total. Este resultado indica que a TCA aumentou ao
longo do periodo experimental, fato esperado, dado o processo de crescimento inerente ao
individuo. Cabe ressaltar que fatores como a luz, temperatura, CO,, agua e nutrientes,
préprios do local de estudo, podem afetar sensivelmente a taxa de crescimento relativo e

absoluto das plantas.
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Tabela 9: Taxas de crescimento absoluto (TCA) e taxa de crescimento relativo (TCR) de
altura (H) e massa seca total (MST) em experimento no campo.

TCA(H) TCR(H) TCA(MST) TCR (MST)

Fator de variacdo GL gmést  g.g'més!  g.mes? g. g'meés™
Tratamentos 2 1,13™ 2,75"™ 0,6™ 1,33™
Datas 2 0,22 17,70** 8,93** 11,19**
TXD 4 2,04 0,97™ 1,46" 0,88"™
Tratamentos 8 1,35™ 5,60** 3,11* 3,57 **
Blocos 3 1,08"™ 3,44* 0,88"™ 1,35™
CV (%) 42,05 4,68 44,98 12,19

* significativo a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade. ™ : ndo significativo.
CF: comprimento médio das folhas, NF: numero médio de folhas.

De maneira geral, passados dois anos de monitoramento, foram observadas diferencas
apenas em fatores isolados, ndo ocorrendo interacéo entre estes (Tabela 10). O monitoramento
em longo prazo podera explicitar, de maneira mais significativa, a influéncia destes

tratamentos sobre a dinamica de crescimento desta espécie.

Tabela 10: Analise de crescimento das mudas de Acrocomia aculeata em experimento no
campo, durante dois anos de avaliagao.

Fator de variacao GL  Altura (cm) NF CF (cm) Diametro (mm)
Tratamentos 2 3,52* 5,62* 5,93** 4,36*
Datas 8 45,32** 27,36* 78,60** 47,54**
TXD 16 0,3" 0,57™ 05™ 0,63™
Tratamentos 26 14,40%* 9,20** 24,95%* 15,35**
Blocos 3 15,13** 9,94** 13,62** 9,50*
CV (%) 24,7 8,9 17,6 22,7

* significativo a 5% de probabilidade. ** significativo a 1% de probabilidade. ™ : ndo significativo.
CF: comprimento médio das folhas, NF: nimero médio de folhas.

5.3.4 Caracterizacdo das condigdes climaticas da area de estudo durante o experimento

Um fator importante que deve ser levado em consideracdo sdo as condigdes climaticas

ocorridas no local de estudo durante o periodo experimental (Tabela 11). Nos dois anos de
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avaliacdo houve muita variagcdo em precipitacdo, entre os meses, valores de 12,2 a 264 mm no

més de setembro de 2009 e setembro de 2011, respectivamente (Anexo 10).

Tabela 11: Média dos dados climaticos dos anos 2009, 2010 e 2011 do municipio de Cerro
Azul durante periodo experimental de cultivo de Acrocomia aculeata.

Anos  Precipitacdo Temp. Temp. Temp. Umidade Rad.
(mm) maxima minima média relativa solar

(C°) (C°) (C°) (%) (W/m?)
2009* 1279 25,5 14,4 18,7 84 271
2010 1697 27,3 15,2 19,8 84 209
2011** 1033 27 14,8 19,1 86 289

*ano de 2009 dados a partir de maio. ** ano de 2011 dados até setembro.

Associado aos fatores climaticos, a incidéncia ou ndo de luz resultou em diferenca
visual entre as parcelas. Apesar de ndo ter sido monitorada, pode ser observado que nas areas
onde havia maior sombreamento as plantas cresceram mais e eram mais vigorosas. Plantas
expostas a pleno sol ndo tiveram crescimento similar, pelo contrario, eram menores. A
ocorréncia de geadas provocou danos visiveis nas folhas das mudas, isso também pode ter

contribuido para o crescimento ndo ter atingido na média 2m de altura.

5.4 DISCUSSAO

Acrocomia aculeata é uma espécie rustica, de crescimento lento, pouco exigente em
relacdo a agua e solo, sendo também resistente a seca (MOTA et al., 2002; HIANE et al.,
2005; TEIXEIRA, 2005). Para varias espécies com estas caracteristicas had registro na
literatura de favorecimento do crescimento frente a aplicacdo de FMA e brassinosteroides. Em
alguns casos, esta aplicagdo contribui para aumento da sobrevivéncia das mudas no campo
segundo Miranda (2001), em outros melhoram o estado nutricional, aumentam a tolerancia
das plantas ao estresse do transplante conforme Borges et al., (2007) ou aumentam a
tolerancia das culturas aos diferentes tipos de estresse e a resisténcia das plantas a fatores
bidticos (KRISHNA 2003; NUNEZ et al., 2006). Especificamente no que concerne a
palmeiras, observou-se que a utilizagdo de brassinosteroide pode favorecer o crescimento das
plantas (BENITEZ; SOTO, 2010). Particularmente, alguns reguladores vegetais tem sido

eficientes na promocao do crescimento radicular (MUSSIG et al., 2003).
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No entanto, os resultados obtidos com a aplicacdo de brassinosteroides e micorriza em
Acrocomia aculeata ndo explicitaram este padrdo de favorecimento. Detectou-se resposta
positiva sobre determinadas variaveis isoladas ao longo do processo de crescimento,
favorecendo especificamente o crescimento do sistema radicular e o numero de folhas. De
acordo com Khripach et al. (2000) o efeito dos brassinosteroides pode ser baixo quando as
condicBes em que as plantas estdo crescendo estdo propicias.

No entanto, entende-se como importante a acdo sobre o crescimento radicular, ainda
que insipiente. Dado que a area de absor¢do de agua e nutrientes foi aumentada, ha
favorecimento do crescimento da planta de maneira geral sendo este imprescindivel para a
formagdo de mudas de qualidade. Adicionalmente, também o estimulo ao maior numero de
folhas deve ser enfatizado, sendo diretamente proporcional ao aumento da biomassa.

Ha que se considerar que as plantas do presente estudo, mesmo com idades idénticas e
recebendo os mesmos tratos culturais, sofreram influéncia da variabilidade genética natural de
populacbes que foram submetidas a pouco ou nenhum melhoramento genético. Neste caso, 0
elevado coeficiente de variacdo associado ao experimento pode estar mascarando importante
resultado em nivel individual e que poderia subsidiar futura selecdo para melhoramento.

Outro fator que pode ter contribuido para a ténue evidencia de acdo dos tratamentos
testados foi o tempo de avaliacdo. Dado o longo ciclo de vida desta espécie, pode ser que dois
anos de campo foram insuficientes para explicitar a acdo das substancias utilizadas. O
resultado mais favoravel obtido at¢é o momento utilizando brassinosteroide tem sido com
espécies de ciclo curto (NUNEZ, 1999; NUNEZ et al., 2006; MAZORRA; NUNEZ, 2008).

Frente ao exposto, avalia-se como necessario em um prazo maior de monitoramento
para melhor avaliar a resposta de acdo de micorrizas e brassinosteroides sobre a dindmica de

crescimento de bocaiuva.

5.5 CONCLUSOES

No que concerne as mudas de bocaiuva submetidas a aplicagdo de inoculante
micorrizico e um analogo de brassinosteroide, detectou-se resposta positiva apenas sobre o
crescimento do sistema radicular e o namero de folhas. A variabilidade genética da populacao
estudada, assim como o0 tempo de monitoramento, podem ter contribuido para a menor

resposta frente ao esperado.
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CONSIDERACOES FINAIS

O Brasil apresenta vantagens em relacdo aos demais paises na producdo de
biocombustiveis, pois possui terras agricultaveis disponiveis, recursos hidricos e clima
favoravel para o cultivo de vérias espécies oleaginosas (dendé, bocaiuva, amendoim, canola,
girassol, soja, mamona, pinhdo manso, dentre outras).

A Acrocomia aculeata (bocaiuva) apresenta potencial econémico reconhecido, porém,
as populacGes existentes consistem de povoamentos nativos, explorados de forma extrativista,
motivo pelo qual ha poucas informacdes sobre o0s aspectos técnicos de cultivo. Em vista disso,
varias instituicbes de ensino e pesquisa estdo explorando, nas mais diversas areas do
conhecimento, essa espécie, prova disso sdo os inimeros trabalhos publicados, com énfase no
mercado mundial de biocombustivel.

Esta espécie apresenta vantagens sobre outras oleaginosas potenciais na producdo de
biocombustivel no Brasil, como exemplo a soja e o dendé, devido a rusticidade e a
consequente baixa necessidade hidrica. Além disso, a bocaiuva pode ser utilizada em
consércio com outras oleaginosas, espécies perenes ou anuais, em areas com acentuado
declive, sem comprometer o crescimento da planta consorciada 0 que representa uma
vantagem para 0s produtores que detém pouca terra, sendo apropriada para a agricultura
familiar.

Dada as potencialidades desta espécie, estudos sobre a germinacéo e crescimento das
plantas sdo importantes para viabilizar o estabelecimento de cultivos comerciais e assim
contribuir para a disseminacdo de uma importante alternativa sustentavel para producdo de
alimentos e biocombustiveis.

Com base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se inferir que a aplicagdo de um
analogo de brassinosteroide em meio de cultivo favoreceu a formagdo de plantulas normais
embora ndo tenha influenciado no aumento na taxa de germinacdo dos embrides zigdticos. J&
em relacdo ao crescimento de mudas, em fase de aclimatizacdo e também no campo, 0s
efeitos observados ap6s a aplicagdo de rizobacteria promotora do crescimento vegetal,
inoculante micorrizico e analogo de brassinosteroide demonstraram resposta positiva sobre o
crescimento radicular das plantas o que pode ser considerado um efeito promissor para o
cultivo da bocaiuva.

Logo, sugere-se a continuacdo dos trabalhos efetuados a fim de esclarecer lacunas

existentes sobre o crescimento e desenvolvimento da bocaiuva em diferentes locais e
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condicBes edafoclimaticas. Além disso, deve-se fazer a avaliacdo da variabilidade genética
entre as populagBes nativas, utilizando o melhoramento genético como uma ferramenta de
estudo, para auxiliar o processo de cultivo deste recurso natural.

Como perspectiva futura, observa-se que a utilizacdo de microorganismos e
reguladores vegetais € uma potencialidade em um ndmero cada vez maior de plantas.
Acredita-se que o presente trabalho possa contribuir para a exploracdo sustentavel da

bocaiuva dada sua importancia econémica e social.
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Apéndice 1: Desinfestacdo das sementes de Acrocomia aculeata. Curitiba - PR.
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Apéndice 2: Cultivo de embribes zigdticos de Acrocomia aculeata. Curitiba — PR.
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Apéndice 3: Aclimatizacdo de plantulas de A. aculeata em caixas plasticas transparentes (a),
caixa transparente vedada (b), caixa transparente aberta contendo mudas de bocaiuva em
embalagens peguenas (c) e mudas de bocaiuva apds 30 dias em casa-de-vegetacao (d).




98

Apéndice 4: Sementes pré germinadas de Acrocomia aculeata envolta a isopor e em saco
plastico para transporte (a), semeadura em tubetes contendo vermiculita (b), plantas apds 30
dias do transplante (c), embalagens contendo solo para transplante (d), plantas com 60 dias
apos o transplante (e) e plantas com 120 dias ap0ds o transplante (f) em casa-de-vegetacdo no
Jardim Botanico de Curitiba. Curitiba — Parana.
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Apéndice 5: Vista geral do local onde estd localizado o viveiro rustico para alocacdo das
mudas de Acrocomia aculeata (a) e disposi¢do das mudas no viveiro (b) na propriedade rural
em Cerro Azul — Parana.
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Apéndice 6: Area experimental com cultivo de citrus consorciado com bocaiuva (a) e detalhe
da planta de bocaiuva em campo (b) no municipio de Cerro Azul — PR.

Apéndice 7: Andlise destrutiva de plantas de A. aculeata no momento do transplante (a), 4
meses (b), 8 meses (c) e 12 meses (d) apds o transplante). Cerro Azul — PR.

TRATAMENTO 1

TRATAMENTO 1

REPETICAO 3
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Apéndice 8: Artigo publicado na Revista Ciéncia Rural, Santa Maria, v.42, n.2, p.270-275,
fev, 2012.

Ciéncia Rural. Santa Maria. v.42. n2, p.270-275, fev. 2012
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Aplicacio de anidlogo de brassinosteroide (Biobras 16%) sobre a germinacio e crescimento
in vifro de embrides zigoticos e aclimatizacfio de plantulas de bocaiuva

Application of analogue brassinosteréide (Biobras 16%) germination and growth in vifre culture
of zygotic embryos and acclimatization of bocaiuva

Elis Borcioni”

RESUMO

Apresentam-se  resultados de  pesguisa
experimental que avaliou o crescimento in vifro de embrides
zigdticos e aclimatizagdo de pldntulas de bocaiuva (Acrocemia
aculeata) cultivadas em diferentes concentragées (0,0; 0,001;
0,005; 0,01; 0,05; 0,1; 0,5 e Ilmg L) de andloge de
brassinosteroide (Biobras 16%). O trabalho buscou verificar se
a aplicagdo de Biobras 16" influencia positivamente na taxa
de germinagdo dos embrides zigdticos de Acrocomia aculeata
e se promove o crescimento e desenvolvimento das plantulas e,
consequentemente, afeta o numero de plantulas normais. A
aplicagdo de Biobras 16% ndo promoveu acréscimo no
percentual de germinagdo, porém, estimulou a formagdo de
pldntulas normais. |O efeito positivo de Biobras 16" foi
observado apenas na primeira fase, ndo sendo observade nas
demais fases de crescimento avaliadas.

Palavras-chave: Acrecomia aculeata, arecaceae, cultivo de
embrides zigéticos, germinagdo, regulador
vegetal.

ABSTRACT

The results of an experimental research evaluating
the in vitro growth of zygoetic embryos and acclimatization of
bocaiuva (Acrocemia aculeata) grown under different
concentrations (0.00, 0.001, 0.005, 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 and
Img. L) of a brassinosteroid analogue (Biobras 16%) are
presented. The objective was to determine whether the
application of 16 Biobras ® positively affects the germination
of zvgotic embryos of Acrocomia aculeata and promotes the
growth and development of seedlings and thereby affects the
number of normal seedlings. The application of Biobras 16¥
did not promote an increase in the percentage of germination
but stimulated the formation of normal seedlings. The positive

Raquel Rejane Bonato Negrellel

effect of Biobras 16® was observed only in the first phase, not
oabserved in other growth stages evaluated.

Key words: Acrocomia aculeata, arecaceae, zyvgotic embirvos
cultfivation, germination, growth regularor.

INTRODUCAO

A palmeira bocaiuva [Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lodd. ex. Martius] tem despertado interesse
devido as suas potencialidades como oleaginosa.
podendo ultrapassar quatro mil litros de dleo por hectare
(NUCCL 2007). além de ser resistente a seca (HIANE et
al.. 2005; TEIXEIRA. 2005). Porém, a propagacio via
sementes ¢ limitada devido a ocorréncia de dorméncia
fisica. causada pela impermeabilidade dos tecidos da
semente ou do fiuto (TEIXEIRA. 2005: BANDEIRA,
2008) que, pelo elevado teor de éleo (HIANE et al..
2005), sdo também susceptiveis a deterioracio
(MARCOS FILHO. 2005), retardando. dessa forma, a
germinacéo e producéo de mudas.

Em vista disso. uma das potenciais solugoes
seria o cultivo de embrides zigdticos i virro. Essa
técnica consiste no isolamento e cultiveo asséptico de
embrides em meio de cultura visando a superar a
dorméncia de sementes e ou viabilizar para que os
embrides sejam utilizados como fonte de explantes (HU
& FERREIRA. 1998). Resultados satisfatorios
utilizando essa técnica tém sido reportados em
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trabalhos com palmeiras (PEREIRA et al.. 2006
STEINMACHER et al.. 2007: LEDO et al.. 2007:
BANDEIRA., 2008; SOARES etal.. 2011).

Com relacdo 4 bocaiuva, diversas pesquisas
jé demonstraram a viabilidade do cultivo 7 vifro.
SITTOLIN & CUNHA (1987) utilizaram esta técnica para
produgdo de mudas de bocaiuva visando a implantagio
de um banco de germoplasma. com o propdsito de
possibilitar o acompanhamento e avaliacao do potencial
da cultura para produgao do 6leo. TABAT et al. (1990)
utilizaram a cultura de embrides zigoticos para reduzir
o tempo de germinagido das sementes dessa mesma
espécie. BANDEIRA (2008) observou que os embrides
de bocaiuva germinaram com facilidade quando
isolados da semente e cultivados 7n vitro. existindo a
possibilidade de a dorméncia estar associada a
presencga de substancias inibidoras na semente ou a
outros fatores. Porém. RIBEIRO etal. (2010) observaram
que essas substancias inibidoras das estruturas
adjacentes ao embrido ndo influenciam na germinacao
in vitro de bocaiuva. Em relacdo a composicio do meio
de cultura. SOARES et al. (2011) obtiveram a maior
porcentagem de germinacio de embrides. aos 60 dias.
em meio MS (MURASHIGE & SKOOG. 1962). na
composicdo e concentragdo original, sem utilizacdo de
regulador vegetal.

Adicionalmente, a producio de mudas por
esta via pode ser otimizada a partir da utilizacdo de
reguladores vegetais LEDO et al. (2007). entretanto.
pouco se sabe sobre o uso dessas substincias no
desenvolvimento de plantas de bocaiuva cultivadas
in vitro. Nesse contexto. salienta-se o uso de
brassinosteroides que produzem efeitos morfologicos
e fisiologicos no desenvolvimento vegetal, sendo
conhecidos como uma nova classe de horménios
vegetais TATZ & ZEIGER. (2008). Sdo ativos em
pequenas concentracdes, apresentam baixa toxicidade.
quando utilizados nas concentragdes recomendadas.
estimulam e ou inibem o crescimento radicular
(MUSSIGetal. (2003): BAO etal. (2004) e MAZORRA
& NUNEZ (2008)), promovem a divisio e alongamento
celular (GROVE etal. (1979)e CLOUSE & SASSE (1998)).
podendo interagir com outros hormoénios ou agir de
forma similar a estes. Além disso, proporcionam o
aumento no rendimento e produ¢do de biomassa.
aceleram o processo de maturacdo das plantas
(MAZORRA & NUNEZ (2008)). aumentam o percentual
de germinag¢do de sementes, florescimento.
retardamento da abscisdo de folhas (RAO etal.. 2002).
aumentam a resisténcia ao ataque de pragas e doencas.
bem como aumentam a tolerincia das plantas ao
estresses abiéticos (KRISHNA. 2003;: NUNEZ et al.,
2006). A presenca de brassinosteroides é ampla no reino

vegetal e. desde sua identificacdo. estudos tém
verificado a possibilidade de uso em cultivos agricolas
(MANDAVA et al., 1988) e compostos analogos tém
sido sintetizados para uso comercial (CORTES et al..
2003).

Dentre os vwvarios analogos de
brassinosteroides que vem sendo avaliados quanto a
sua eficacia na promocdo do crescimento vegetal,
inclui-se o Biobras 16%, uma formulagio comercial cuja
substancia ativa € um analogo de brassinosteroide
espirostano polihidroxilado de férmula C37HaOs. Esse
produto pode ser aplicado via aspersdo ou adicionado
aomeio de cultura (COLL etal.. 1995).

Como os resultados com a aplicagio de
brassinosteroides e seus respectivos andlogos.
especificamente Biobras 16%. nio sio homogéneos
para todas as espécies testadas. sdo utilizados de
maneira diferenciada tanto em estudos de germinacio.
enraizamento de estacas. embriogénese somatica.
Especificamente, visou-se avaliar diferentes
concentracdes de Biobras 16% na germinacio dos
embrides zigoticos de bocaiuva e na promocio do
crescimento e desenvolvimento de plantulas normais.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério
de Micropropagac¢io de Plantas do Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo, Setor de Ciéncias Agrarias
da Universidade Federal do Parana (UFPR), Curitiba.
Parana, Brasil.

Embrides zigdticos obtidos de frutos
maduros de bocaiuva foram utilizados como fonte de
explantes. Os frutos foram coletados em uma populagéo
natural. existente na Fazenda Campanario. no municipio
de Bodoquena, Mato Grosso do Sul. Brasil. com as
seguintes coordenadas: 20°22°30™ S, 56°32°31" W e
180m de altitude.

Os frutos foram processados. removendo-
se manualmente o epicarpo. Mecanicamente. por meio
de martelo, procedeu-se a quebra do endocarpo para
obtenc¢do da améndoa e, posterior. retirada do embrido.
As améndoas foram desinfestadas em solucdo de
hipoclorito de sédio laboratorial (10 a 12%) na
concentragdo de 1% por 15 minutos. dentro da camara
de fluxo laminar, em constante agitacdo. Apés, foram
realizadas trés lavagens com dgua deionizada e
autoclavada e. em seguida. com o auxilio de pingas e
bisturis. foram retirados os embrides zigdticos.

Antes de serem transferidos para o meio de
cultivo, os embrides permaneceram embebidos em dgua
deionizada e autoclavada até que os embrides fossem
extraidos de todas as améndoas. Posteriormente, foram
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imersos em hipoclorito de sédio laboratorial na
concentragio de 0.5% acrescido de 0.1ml do surfactante
Tween 20% durante 10 minutos e, a seguir. foram lavados
em agua deionizada e autoclavada.

Em cédmara de fluxo laminar. os embrides
zigoticos foram inoculados individualmente em tubos
de ensaio (25x150mm) contendo 20ml de meio de
cultura. Estes foram acondicionados em sala de
crescimento, em auséncia de luz e em temperatura de
254+2°C, nos primeiros 30 dias. Posteriormente, as
plantulas foram cultivadas com fotoperiodo de 16 horas
a 25x2°C, permanecendo nessas condigdes até o
término do experimento.

O meio de cultivo utilizado foi WPM — Wood
Plant Medium (LLOYD & MCCOWN, 1980).
suplementado com 30g L de sacarose, 1g L de carvio
ativado, 6g L! de agar e diferentes combinacdes de
Biobras 16%. produto gentilmente fornecido pelo
Instituto Nacional de Ciéneias Agricolas (INCA).
localizado em San Jose de la Lajas. La Habana. Cuba. O
pH do meio foi ajustado para 5.8. sendo posteriormente
autoclavado (120°C. a 1.2atm de pressdo. por 20
minutos).

Os tratamentos consistiram da adigdo de
Biobras 16® em diferentes concentragdes (0: 0,001;
0.005:0.01: 0.05:0.1; 0.5 e lmg L") adicionados ao meio
de cultivo. O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticdes de 20
tubos cada tratamento.

Apos 90 dias de cultivo, as plantas que
apresentaram crescimento de parte aérea e raiz passaram
para a fase de pré-aclimatizacdo. As plantas foram
retiradas do tubo de ensaio. lavadas em agua e
transplantadas para sacos plasticos (Scmx10cm)
contendo substrato na proporc¢do 1:1 (solo + areia).
acondicionadas em bandejas transparentes sendo
cobertas com outra idéntica selada com fita, para evitar
a desidratacdo excessiva das plantas. A irrigagdo fo1
realizada uma vez por semana. adicionando-se 10ml de
agua em cada planta. Estas permaneceram em sala de
crescimento. nestas condi¢des. durante seis semanas.
quando entdo foram transferidas para casa de
vegetacgdo.

Na fase de aclimatizacdo em casa de
vegetacdo, a abertura das bandejas foi sendo realizada
gradativamente. sendo retirada apos duas semanas.
Passadas mais duas semanas. as plantas foram
transferidas para sacos plasticos (18cmx30cm).
contendo solo + areia+ hiimus na proporgao de (2:1:1).
sendo a irrigagdo realizada uma vez por semana.

As observacdes foram feitas semanalmente
e as variaveis analisadas durante o periodo experimental
foram: porcentagem de germinagido. sendo

considerados germinados os embrides que emitiram
parte aérea e ou raiz e porcentagem de plantulas
normais, ou seja. aquelas que apresentaram expansio
foliar e. esporadicamente. desenvolvimento de raizes
secundarias durante o periodo em que as plantulas
estavam /n vifro. Avaliou-se também o comprimento
médio das folhas e raizes, altura, nimero de folhas e de
raizes na fase de pré-aclimatizacio em caixas plasticas
(90 dias apos a inoculacdo) e aclimatizacdo em casa de
vegetacdo (150 dias apdés a inoculacdo). A analise
estatistica foi feita por meio do programa ASSISTAT.
versdo 7.6 beta (SILVA. 2011). Os resultados foram
submetidos a andlise de varidncia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey quando significativas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos primeiros sete dias apoés a inoculacao.
observou-se o intumescimento dos embrides.
indicando o inicio do processo germinativo. Aos 21
dias apds o inicio do cultivo. aproximadamente 70%
dos embrides. em todos os tratamentos. estavam
germinados. sendo que. aos 35 dias. final do processo
germinativo de embrides zigoticos de bocaiuva obteve-
se uma taxa de germinagdo de 80%. Foram observados
altos indices de germinacdo dos embrides zigdticos
(70-87%). conforme a tabela 1.

Entretanto, no que se refere a melhora na
eficdcia da germinacio, para a espécie estudada, nio
foi possivel detectar efeito significativo da aplicacdo
de diferentes concentracdes de Biobras 16%. Esses
resultados podem ser um indicativo de resposta padrao
para a familia Arecaceae. dado que outras pesquisas

Tabela 1 - Porcentagem de germinaco (G%) e de formacio de
plintulas normais de bocaiuva cultivadas em meio
basico WPM, quando tratadas com diferentes
concentracdes de Biobras 16%.

Concentracio (mg L) G (%)™ Plantulas normais (%)*
0.0 75.60 31.20b

0.001 87.5 26.00c

0.005 70.00 18.00c

0.01 81.87 25.8¢c

0.05 83.10 37.5b

0.1 70.60 36.6b

0.3 80,00 53,10a

1.0 81.25 36.9b

CV(%) 13.70 17.20

*As medias seguidas pela mesma letra nio diferem estaticamente
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns: nfo
significativo.
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também relatam a ineficiéncia do uso de reguladores
vegetais sobre o processo germinativo (COSTA &
ALOUFA. 2007: BANDEIRA. 2008). Esta respostana
qual a ndo aplicacdo do brassinosteroide apresenta
resultado mais satisfatorio poderia ser devido a
utilizacdo de embrides zigodticos em estagio maduro ou
préximo a este. que, neste caso, podem germinar e
crescer num meio orgéinico. sendo dispensavel a
aplicacao de reguladores de vegetais (HU &
FERREIRA. 1998). Nesse sentido. € interessante
destacar que o estadio fisiologico dos frutos (imaturos
ou maduros) pode influenciar na germinacio de
palmeiras. como relatado em trabalho com 4sfrocaryum
spp. (PEREIRA et al.. 2006). Além disso. embrides de
muitas espécies utilizam as reservas do proprio embrido
para promover a germinacio in vitro (GARCIA et al.,
2002).

Para a varidvel porcentagem de plantulas
normais, observou-se influencia das distintas
concentracdes do analogo de brassinosteroide. sendo
que os valores de todos os tratamentos oscilaram entre
18 e 53%. O tratamento em que se aplicon 0.5mg L' de
Biobras 16® apresentou o melhor resultado (Tabela 1).

No que concerne a fase de pré-aclimatizagao,
observaram-se diferencas significativas para algumas
das variaveis analisadas de forma isolada. Dentre estas.
em relacdo ao comprimento médio das folhas, pode-se
inferir que a adicdo de brassinosteroide nas
concentragdes de 0.001 e 0.005mg L' inibiu o
crescimento das folhas, pois os valores nessas
concentracdes sdo estatisticamente inferiores ao
controle (Tabela 2). O tratamento sem adicdo do
brassinosteroide (controle) obteve resultado
estatisticamente igual ao obtido nas concentracdes 1.0
e 0.05mg L' Ressalta—se. neste caso, o fato de os
embrides zigdticos serem provenientes de uma

populagdo natural de bocaiuva que normalmente
apresentam alta diversidade genética entre os
individuos.

As variaveis nimero de folhas e raizes e
altura das plantulas ndo apresentaram diferencas
significativas entre os tratamentos aplicados (Tabela
2). No que se refere ao comprimento radicial. verifica-
se que. nas concentra¢des 0.001 e 0.005mg L, foram
obtidos os valores mais baixos. podendo inferir que o
Biobras 16® nao estimulou o crescimento radicular das
plantulas de bocaiuva. Os brassinosteroides, de
maneira geral, podem estimular e ou inibir o crescimento
radicular. fato reportado por MUSSIG etal.. 2003: BAO
et al.. 2004; MAZORRA & NUNEZ. 2008. De modo
geral, a concentracdo de 1.0mg L de Biobras 16%
apresentou efeito positivo sobre maior niimero de
variaveis associadas a fase de pré-aclimatizacdo.

Na fase de aclimatizacdo em casa de
vegetacdo, detectou-se diferenca significativa apenas
para o comprimento médio das folhas. sendo que a
concentracio de 0.lmg L foi superior aos demais
tratamentos avaliados. porém ndo diferiu do controle
(Tabela 3).

Varios mecanismos de a¢do tém sido
sugeridos para explicar a promog¢do do crescimento de
plantas mediado por andlogos de brassinosteroides.
No entanto. mesmo diante de todas essas
possibilidades. o estudo dessas substancias.
especialmente em palmeiras, ainda sdo escassos, ou
seja, ha um longo caminho a percorrer antes de entender
o real impacto destes compostos sobre a dindmica de
crescimento e desenvolvimento dessas espécies.
Entretanto. os resultados obtidos reforcam a
possibilidade do emprego de brassinosteroides no
inicio do processo germinativo. tendo em vista que a
influencia positiva da aplicacdo do analogo de

Tabela 2 - Comprimento médio das folhas (CF). nimero médio de folhas (NF). altura (H), nimero de raizes (NR) e comprimento de raizes
(CR) de plantulas obtidas da germinacfio in vifro de embrides zigdticos de bocaiuva (aos 90 dias apds a inoculagéio) na fase de pré
- aclimatizacdo em caixas plasticas. quando cultivadas em meio WPM e tratadas com diferentes concentracdes de Biobras 16*.

Concentracio (mg L) CF (cm)* NF™ H (cm)* NR™ CR (e
0.0 3.95a 1.56 5.52ab 1.08 5,67bc
0.001 2.43b 1.32 2.90c 1.0 4 49¢
0.005 2.35b 1.62 3.56bc 1.03 3.98¢
0.01 3.27ab 1.42 4 40abe 1.13 6,5%bc
0,05 4.07a 1.90 638 a 1.00 7.22abe
0.1 3.70ab 1.72 583a 1.09 6,38abe
0.5 3.55ab 1.87 566a 1.00 9 87ab
1.0 455a 1.47 582a 1.05 10.61a
CV(%) 17.6 16.2 17.5 793 30.1

*As médias seguidas pela mesma letra nfo diferem estaticamente entre s1 pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns: ndo sigmficativo.
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Tabela 3 - Comprimento médio das folhas (CF). nimero médio de folhas (NF). altura (H). nimero de raizes (NR), comprimento de raizes
(CR) de planmlas obtidas da germinacio in virro de embrides zigdticos de bocatuva (150 dias apds a inoculacio) na fase de
aclimatizacdo em casa de vegetacio. quando cultivadas em meio WPM e tratadas com diferentes concentracdes de Biobras 16

Concentracio (mg L™) CF (cm)* NF™ H (cm)™ NR™ CR (cm)™
0.0 7.40ab 247 10.93 2,22 7.52
0.001 6.08b 1.95 8.43 245 495
0,005 5,26b 2.10 8.80 1,80 494
0,01 6.83ab 213 9.34 2,03 5.2
0,05 7.16ab 2,52 11,87 2,08 7.27

0.1 8.60 a 2.15 11.48 2.24 5.35

0.5 3.33b 2.62 10.75 2,62 5.28

1.0 7.00ab 2.52 12.20 241 7.21
CV(%) 15.84 17.6 18.6 313 30,75

*As médias seguidas pela mesma letra nfio diferem estaticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. ns: nfo significativo.

brassinosteroide nido foi observada nas fases
posteriores. Nessa perspectiva, sugere-se testar outras
concentragdes do analogo brassinosteroide e realizar
outras aplica¢des ao longo do cultivo para verificar a
influencia desse regulador no crescimento das plantas
de bocaiuva, uma palmeira com expressiva nuportancia
ecoldgica, econdmica e social.

CONCLUSAO

A aplicacio de analogo de brassinosteroide
em meio de cultivo WPM ndo promoveu aumento na
porcentagem de germinacdo dos embrides zigdticos
de bocaiuva. O Biobras 16% estimulou a formacio de
plantulas normais, embora esse efeito ndo tenha sido
observado nas demais fases de crescimento.
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ANEXOS

Anexo 1: Composicdo quimica do meio de cultura WPM adaptado para a cultura de

Acrocomia aculeata (bocaiuva), utilizado na producao de mudas in vitro. Curitiba — PR. 2010.
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Anexo 1: Composicdo quimica do meio de cultura WPM adaptado para a cultura de
Acrocomia aculeata (bocaiuva), utilizado na producdo de mudas in vitro. Curitiba — PR. 2010.

MEIO WPM
Solucdes estoque gL? ml. L™
A NH4NO; 20 20 ml
Ca(NO3),.4H,0 27.8
B K3SO, 49,5 20 ml
C CaCl,.2H,0 19,2 5ml
D KHyPO, 34 5ml
H3BO3 1,24
Na,MoO,4 2H,0 0,05
E MgSQO,.7H,0 74 5ml
MnSO4H,0 4,46
ZnS04.7H,0 1,72
CuS045H,0 0,05
F FESQO,4 7H,0 557 5ml
Na, EDTA 7,45
Tiamina — HCL 1,0 mg. L 10 ml
Acido nicotinico 0,5mg. L™ 10 ml
Piridoxina 0,5mg. L™ 10 ml
Glicina 2,0mg. L 10 ml
Meio Inositol 100 mg. L™ 01g
Sacarose 30g. L* 30g
Agar 6g. Lt 49 semi solido ou 6g solido

Carvao ativado

1,09.L*

19
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Anexo 2: Resultado da analise do solo da propriedade rural localizada em Cerro Azul —
Parana.

e UNVERSIDADE FEDERAL DO PARANA * Solctante; EVONDIRJOSE DE FARI Tel 32052690
[ Il A / |
AL SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS ’ . ]
U PR DERARTAMENTO QE SOLOSE Endereco: PROX. A SAQ SEBASTIAQ-BOMBA
s ENGENHARIA AGRICOLA Cidade:  CERROAZUL Estado: PR~ Cep:
CERTIFICADON 11581 LAUDO DE ANALISE DE SOLO-ROTINA+FRAC§0 ARGILA Data: 6/5/2009
i +3 + o +2 +2 + o
i Idempﬁmda pH AP WA | Ca® | Mg | K| SB | T | P | S| C| V| m|CaMg|Agia
ostra CaCl | SMP cmoldm’ mgdm’ | gm’' | % | % okg
250 0f 430 630 040 400 200 080 006 286 68 120 - 115 42 12 25 4000
20 © 4% 680 04 30 120 0% 006 1% 4% 350 - 69 B 2 40 200
P
N
% Wi s
\{‘%"\3- sﬁ/‘"e’%

Resultados restritos s amostras recebidas, Neste laudo no constam recomendagdes.

vy \I 1 Ji
Prof. Antonio c.\'.ﬁ{ fyﬁ.. cgEA- R 18725 Prof, Fabiane Machido \'ezzan'g‘{(‘l( A-RS 083747
Coord. Lwnilidfe Solo Coord. Lab, de Fisiet doSlo

\
-

Rua dos Funcionérios, 1540 - Curitioa, PR - CEP 80035-050 - Fone (041) 350 5673 - E-mail: depsolos@ufpr.br
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Anexo 3: Dados meteorologicos (precipitacdo media mensal, temperatura maxima, minima e
média mensal, umidade relativa, pressdo atmosférica e radiacdo solar) no periodo
compreendido entre maio de 2009 e setembro 2011 do municipio de Cerro Azul fornecidos
pelo SIMEPAR.

Més  Precipitagdo Temperatura Temperatura Temperatura Umidade Radiagéo
(mm) Maxima (C°) Minima (C°) Média (C°) Relativa (%) (W/m?)
mai/09 72,6 24,92 13,35 17,70 87,04 248,98
jun/09 44,64 21,18 7,79 12,82 86,81 256,97
jul/o9 367 20,10 12,20 15,25 91,37 154,97
ago/09 66,00 24,21 11,59 16,26 85,80 266,634
set/09 264,60 24,96 15,29 19,08 86,03 231,812
out/09 144,20 26,35 15,99 20,14 82,03 299,864
nov/09 193,60 31,93 19,88 24,68 80,45 347,338
dez/09 126,40 31,05 19,55 24,00 79,57 364,413
jan/10 353,40 30,65 20,19 23,84 87,03 311,389
fev/10 110,20 31,96 20,46 24,78 84,39 351,00
mar/10 224,6 29,90 18,56 22,64 86,06 324,78
abr/10 110,7 26,98 15,34 19,68 85,88 272,43
mai/10 96,2 22,95 12,89 16,85 92,01 170,56
jun/10 49 21,96 10,53 14,59 90,50 89,52
jul/10 72,60 23,93 12,81 16,75 88,39 109,71
ago/10 45,40 23,84 10,21 15,26 84,50 131,32
set/10 57,20 27,74 13,90 19,15 78,44 157,83
out/10 213,40 26,54 14,00 19,09 80,25 165,28
nov/10 76,40 30,68 15,75 21,83 75,20 230,19
dez/10 288,20 30,34 18,83 23,33 82,73 203,28
jan/11 217 32,8 20,2 24,3 85,7 404,2
fev/11 65 32,55 20,43 24,38 85,44 383,79
mar/11 115 29,02 18,48 22,36 85,26 286,83
abr/11 68,6 28,46 16,62 20,77 87,92 282,67
mai/ll 19,80 2491 12,45 16,73 86,46 277,25
jun/11 105,60 21,93 9,23 13,70 89,82 222,32
jul/1l 200,00 23,24 11,72 15,80 90,15 210,48
ago/11 229,80 24,04 11,76 16,35 85,90 244,35

set/11 12,20 25,85 12,72 17,73 79,21 292,99
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