UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS
AREA DE CONCENTRACAO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

FABIO VIEIRA SALATTA

Desenvolvimento acelerado de plantas por meio da engenharia fisiologica

Maringa
2023



FABIO VIEIRA SALATTA

Desenvolvimento acelerado de plantas por meio da engenharia fisiologica

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacao
em Ciéncias Biologicas (Area de concentracio -
Biologia Celular e Molecular), da Universidade
Estadual de Maringa para a obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncias Bioldgicas.

Orientador: Prof. Dr. Wanderley Dantas dos Santos

Maringa
2023



Dados Internacionais de Catalogacdo-na-Publicacéo (CIP)
(Biblioteca Central - UEM, Maringa - PR, Brasil)

S161d

Salatta, Fabio Vieira

Desenvolvimento acelerado de plantas por meio da engenharia fisiolégica / Fabio
Vieira Salatta. -- Maringa, PR, 2024.

62 f.: il. color., figs.

Orientador: Prof. Dr. Wanderley Dantas dos Santos.

Tese (Doutorado) - Universidade Estadual de Maringa, Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Departamento de Biologia, Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Biolégicas (Biologia
Celular), 2024.

1. Silvicultura. 2. Engenharia fisiolégica - Plantas. 3. Hormonios vegetais . 4. Parede
celular vegetal - Plantas. 5. Lignina . I. Santos, Wanderley Dantas dos, orient. Il.
Universidade Estadual de Maringa. Centro de Ciéncias Biologicas. Departamento de
Biologia. Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias Bioldgicas (Biologia Celular). . Titulo.

CDD 23.ed. 571.2

Marcia Regina Paiva - CRB-9/1267




FABIO VIEIRA SALATTA

Desenvolvimento acelerado de plantas por meio da engenharia fisioldgica

Tese apresentada ao Programa de Pds-graduacéao
em Ciéncias Biologicas (Area de concentragio -
Biologia Celular e Molecular), da Universidade
Estadual de Maringa para a obtencédo do grau de

Doutor em Ciéncias Biologicas.

Aprovado em: 30 de novembro de 2023.

COMISSAO JULGADORA

Prof. Dr. Wanderley Dantas dos Santos (PBC/UEM)

Universidade Estadual de Maringa (Presidente)

Prof. Dra. Aline Finger

Instituto Federal do Parana

Prof. Dr. Lucas Diego Figueiredo
FEITEP

Prof. Dr. Paulo Vinicius Moreira da Costa Menezes

Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rodrigo Polimeni Constantin

Universidade Estadual de Maringa



BIOGRAFIA

Fabio Vieira Salatta nasceu em Colorado (PR) em 24 de fevereiro de 1988. Possui graduacdo em
Tecnologia em Biotecnologia pela Universidade Estadual de Maringa (2017). Mestre no programa
de Pds-Graduacgdo em Ciéncias Bioldgicas (&rea de concentracdo — Biologia Celular e Molecular)
também pela Universidade Estadual de Maringd em mar¢o de 2017. Iniciou seu doutorado no
mesmo programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Biologicas (area de concentracdo — Biologia

Celular e Molecular) pela Universidade Estadual de Maringa em margo de 2019.



AGRADECIMENTO

Primeiramente dedico este trabalho as pessoas mais importantes da minha vida:

Minha mée, Luzia Vieira Salatta, que sempre me incentivou.
Meu pai, Valdir Picolli Salatta, pelo exemplo de vida.
Minha esposa, Jessica Aparecida Plaza, que sempre esteve ao meu lado.

Nosso anjinho Arthur, e nossa recente vitoria, a pequena Alice.

A presente tese de doutorado ndo poderia chegar a este ponto sem 0 apoio de Varias pessoas:

Obrigado ao meu orientador Prof. Dr. Wanderley Dantas dos Santos, por todo apoio e voto de
confianca.

Agradeco aos alunos de graduagdo, mestrado e doutorado do laboratério BIOPLAN, que

contribuiram muito na realizacdo deste trabalho.

Agradeco aos outros professores e técnicos do laboratorio BIOPLAN, que também colaboraram

ao longo deste trabalho.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de
Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cadigo de Financiamento 001.



APRESENTACAO

Esta tese intitulada “Desenvolvimento acelerado de plantas através da engenharia fisioldgica”
avaliou os efeitos dos reguladores de crescimento GA e AIA no metabolismo e morfologia de
plantas lenhosas jovens e de uma graminea. O objetivo foi desenvolver um composto

bioestimulante para fazer parte da criacdo da startup TechSaplings.



RESUMO GERAL

O presente trabalho consiste em uma pesquisa tecnologica que tem como objetivo avaliar o
crescimento e desenvolvimento de plantas de interesse ambiental e econdémico para 0s setores
silviculturais e pecuério, utilizando reguladores de crescimento vegetal, visando solucionar
problemas que impactam esses segmentos. Um dos principais problemas na Silvicultura é a baixa
produtividade de mudas lenhosas em viveiros, devido ao crescimento lento desse tipo de planta, e
a aplicacdo de reguladores de crescimento pode ser um forte aliado para ajudar a transpor este
obstaculo. Entre os principais reguladores de crescimento, também chamados de hormonios
vegetais, estdo o acido giberélico (GA) e o &cido indolacético (AlA), que sdo essenciais para o
crescimento das células vegetais, promovendo a divisdo e expansdo celular, mas possuem
mecanismos de acdo diferentes. A primeira parte do estudo teve como objetivo encontrar a melhor
concentracdo de GA para estimular o crescimento e aumento do DAB (diametro da altura da base)
de plantas jovens de ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus) e mogno africano (Khaya
senegalensis), por um periodo de acompanhamento de 6 e 4 meses, respectivamente. O tratamento
com GA na concentracdo de 100 uM proporcionou melhor resultado no ipé-roxo e 50 UM no
mogno africano, promovendo alongamento do caule, aumento da lignina e reducdo da
sacarificacdo em ambas as plantas. A segunda parte do estudo avaliou a acéo sinérgica do GA
associado ao AIA em plantas jovens de eucalipto (Eucalyptus urograndis), onde a giberelina
isolada e associada a auxina promoveu alongamento do caule, ganho de biomassa seca de caule e
raiz e aumento de lignina, com tratamento contendo 100 uM de GA + 5 uM de AIA. Por fim, a
terceira parte consiste em avaliar o uso de GA e AIA no tratamento da braquiéria (Brachiaria
decumbens) cultivada em laboratério e da braquiéria pré-existente proveniente de pastagens
destinadas a pecuaria leiteira, que é uma das forrageiras mais difundidas no Brasil devido pelas
suas caracteristicas favoraveis ao cultivo, e desempenha um papel importante na producdo
pecuaria como uma das principais fontes de alimento do gado. A giberelina isolada e associada a
auxina promoveu o crescimento das plantas e aumentou a lignina, mas apenas o tratamento GA3
+ AIlA proporcionou aumento na biomassa fresca e seca. Mesmo com o aumento do teor de lignina
total, a sacarificacdo ndo foi alterada. A proporg¢éo 1:10 de auxina e giberelina mostrou-se eficiente

para crescimento e ganho de biomassa em braquiaria.

Palavras chaves: Reguladores de crescimento, ipé-roxo, mogno africano, eucalipto, braquiaria



ABSTRACT

The present work consists of technological research that aims to evaluate the growth and
development of plants of environmental and economic interest for the forestry and livestock
sectors, using plant growth regulators, with the aim of solving problems that impact these
segments. One of the main problems in Forestry is the low productivity of woody seedlings in
nurseries, due to the slow growth of this type of plant, and the application of growth regulators can
be a strong ally to help overcome this obstacle. Among the main growth regulators, also called
plant hormones, are gibberellic acid (GA) and indoleacetic acid (IAA), which are essential for the
growth of plant cells, promoting cell division and expansion, but have mechanisms of action many
different. The first part of the study aimed to find the best concentration of GA to stimulate the
growth and increase in DAB (base height diameter) of young plants of ipé-roxo (Handroanthus
impetiginosus) and african mahogany (Khaya senegalensis), for a follow-up period of 6 and 4
months, respectively. Treatment with GA at a concentration of 100 uM provided better results in
ipé-roxo and 50 uM in african mahogany, promoting stem elongation, increased lignin and reduced
saccharification in both plants. The second part of the study evaluated the synergistic action of GA
associated with 1AA in young eucalyptus plants (Eucalyptus urograndis), where gibberellin alone
and associated with auxin promoted stem elongation, gain in stem and root dry biomass and
increase in lignin, with treatment containing 100 uM GA + 5 pM IAA. Finally, the third part
consists of evaluating the use of GA and IAA in the treatment of brachiaria (Brachiaria
decumbens) grown in the laboratory and pre-existing brachiaria from pastures destined for dairy
farming, which is one of the most widespread forages in Brazil due to due to its characteristics
favorable to cultivation, and plays an important role in livestock production as one of the main
sources of food for livestock. Gibberellin alone and associated with auxin promoted plant growth
and increased lignin, but only the GA3 + IAA treatment provided an increase in fresh and dry
biomass. Even with the increase in total lignin content, saccharification was not changed. The 1:10

ratio of auxin and gibberellin proved to be efficient for growth and biomass gain in brachiaria.

Keywords: Growth regulators, ipé-roxo, african mahogany, eucalyptus, brachiaria
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RESUMO

A silvicultura e a arborizacdo urbana tém se desenvolvido rapidamente devido a crescente
necessidade de madeira para construcdo, papel, celulose, biocombustivel para caldeiras,
revegetacdo, armazenamento de carbono e melhoria da qualidade de vida. Na silvicultura, a
producdo lenta e insuficiente de mudas arbdreas é um gargalo natural para atender a crescente
demanda por reflorestamento comercial, arborizacdo urbana e revitalizacdo de areas degradadas.
Assim, nds pesquisamos uma metodologia baseada em semioquimicos para acelerar o crescimento
e vigor de mudas lenhosas nativas e exoticas, aliado ao aumento da lignina, componente
fundamental da madeira que proporciona maior resisténcia e rigidez. Plantas jovens de ipé-roxo
(Handroanthus impetiginosus) foram cultivadas e tratadas com acido giberélico nas concentrac6es
de 100, 250, 500, 750 e 1000 uM em doses mdltiplas, e mogno africano (Khaya senegalensis) com
50, 100, 150 e 200 uM de acido giberélico. Além dos parametros biométricos, avaliamos também
o teor de lignina e sacarificagdo. A giberelina promoveu alongamento do caule, incremento de
lignina e reducdo da sacarificacdo em ambas as plantas. No ipé-roxo, a melhor concentracdo foi
de 100 uM, e no mongo africano, foi de 50 uM de. A giberelina mostrou-se eficaz para o
crescimento e desenvolvimento de plantas lenhosas jovens e aumento de lignina na parede celular,

podendo ser considerada uma forte aliada na produgdo de mudas em viveiro.

Palavras chaves: Reflorestamento, arborizacdo, producdo de mudas, crescimento, lignina
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ABSTRACT

Forestry and urban afforestation have developed rapidly due to the increasing need for wood for
building and furniture, paper, cellulose, boiler biofuel, revegetation, carbon storage and quality of
life. In forestry, the slow and insufficient production of tree seedlings is a natural bottleneck to
meet the growing demand for commercial reforestation, urban afforestation, and revitalization of
degraded areas. Thus, we developed a methodology using plant hormones to accelerate the growth
and vigor of native and exotic woody seedlings, combined with an increase in lignin, a fundamental
component of wood that provides greater strength and rigidity. Young plants of pink ipe tree
(Handroanthus impetiginosus) were cultivated and treated with gibberellic acid at concentrations
of 100, 250, 500, 750 and 1,000 uM in multiple doses, and african mahogany (Khaya senegalensis)
with 50, 100, 150 and 200 puM of gibberellic acid. Biometric parameters, lignin and
saccharification were evaluated. Gibberellin promoted stem elongation, lignin increment and
saccharification reduction in both plants. In pink ipe tree, the best concentration was 100 uM, and
in african mahogany, it was 50 UM de. The gibberellin proved to be effective for the growth and
development of young woody plants and increase of lignin in the cell wall and can be considered

a strong ally in the production of seedlings in the nursery.

Keywords: Reforestation, afforestation, seedling production, growth, lignin
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Introducéo

A demanda por madeira para a producdo de bioenergia e o comércio de outros produtos
florestais estd aumentando no cenario mundial como uma alternativa a produtos de fontes nao
renovaveis. Esta demanda crescente também se deve a crescente preocupagdo com a recuperacao
de éreas florestais degradadas, exigindo processos de reflorestamento rapidos e eficientes, aliados
a economia de custos (Souza, 2006; Aradjo et al., 2017). No cenério nacional, também crescem as
regulamenta¢fes municipais para a arborizacdo urbana visando elucidar problemas causados pelo
plantio desordenado e inadequado de espécies arboreas. A padronizacao de mudas destinadas para
plantio em vias publicas € um dos principais regulamentos (Sabadini, 2007). Assim, 0os hormonios
vegetais, ou também conhecidos como reguladores de crescimento ou bioestimulantes, na
silvicultura e na arborizacdo urbana, podem contribuir para a producdo de mudas arboreas,
principalmente quando se considera o aumento da produtividade a medida que as plantas se
desenvolvem mais rapidamente e se tornam mais eficientes (Oliveira et al., 2019; Rodrigues et al.,
2015).

Reguladores de crescimento vegetais sdo moléculas quimicas sintéticas ou extraidas de
compostos naturais que promovem acdo semelhantes aos hormdnios produzidos pelas plantas,
atuando como moléculas sinalizadoras capazes de mediar as respostas dos vegetais ao ambiente
durante as fases de crescimento e desenvolvimento, sem apresentar efeito nutriente (Macedo et al.,
2015; Rodrigues et al., 2015). Esses reguladores de crescimento tém a funcéo de promover, inibir
ou modificar processos morfologicos e fisioldgicos nas plantas. O crescimento e desenvolvimento
das plantas ¢ mediado principalmente por um grupo de cinco horménio vegetais: auxinas,
citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico, porém, existem outros grupos de moléculas
como o0s brassinoesteroides, jasmonatos e estrigolactonas que também atuam como moléculas
sinalizadoras, mas com menor intensidade e em momentos pontuais (Fosket et al., 1994; Vieira,
et al., 2010; Taiz e Zaiger, 2017; Sena et al., 2019).

A utilizacdo de espécies arboreas nativas e exdticas para arborizacdo urbana, plantios
comerciais, reflorestamento, revegetacdo de areas degradadas e matas ciliares, torna a producao
de mudas de qualidade uma préatica fundamental para o éxito dessas atividades. Dessa forma, a
crescente demanda por mudas florestais observada nos ultimos anos pressiona pelo
desenvolvimento de protocolos que otimizem a producao de mudas, a baixo custo e com qualidade

morfofisioldgica, capazes de atender as necessidades dos plantios.
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Arboricultura de espécies nativas e exoticas

A progressiva demanda por mudas de espécies lenhosas observada nos ultimos anos mostra
a necessidade do desenvolvimento de protocolos que otimizem a producdo de mudas, a baixo custo
e com qualidade morfofisioldgica, capazes de atender as necessidades dos plantios. Neste trabalho,
foram escolhidas duas espécies arbdreas exdticas (mogno africano e eucalipto), de grande valor
econdmico na exploragdo de suas madeiras por meio de reflorestamento comercial, e uma espécie
nativa (ipé roxo), embora também seja atraente comercializar sua madeira, possui uma grande

distribuicdo na arborizacao urbana (Boschetti et al., 2015; Martins et al., 2012).

Mogno Africano

O mogno africano (Khaya spp.) pertence a familia Meliaceae e tem origem em diferentes
paises africanos, e as principais espécies sdo as Khaya ivorensis, Khaya senegalensis e Khaya
anthoteca. Essas espécies foram importadas para o Brasil ha mais de 30 anos para substituir a
espécie nativa brasileira Swietena macrophylla devido a sua escassez e restricdo por lei,
inviabilizando economicamente sua producdo no pais (Gasparotto et al., 2001; Couto et al., 2004;
Ibrahim et al., 2006).

No Brasil, 0 mogno africano é uma das principais madeiras nobres cultivadas devido suas
qualidades como cor, desenho da gra, propriedades fisicas e mecénicas e apresentando alto valor
econémico. Sua comercializacdo € muito empregada na inddstria moveleira de luxo, naval e
construcao civil, favorecida pelo fuste reto, cilindrico e sem galhos até uma altura de 30 metros.
Além de possuir uma grande capacidade adaptativa, podendo ser utilizada para revitalizacdo de
areas degradadas (Pinheiro et al., 2006; Ribeiro et al., 2017).

O género Khaya spp. pode atingir grandes dimensdes, com altura variando de 30 a 35
metros, e pode atingir uma altura superior a 60 metros e 2 metros de diametro (Pinheiro et al.,
2011). E classificada como madeira de lei, apresentando coloracdo de avermelhada & marrom
palido, boa trabalhabilidade e alta durabilidade (Walker et al., 1993; Cabi, 2013).

Ipé roxo

Mais de 40 espécies de ipés podem ser encontradas no Brasil, e uma das mais conhecidas
é 0 Handroanthus impetiginosus (Mart. Ex DC) Mattos, recentemente incluido no género, € uma
espécie arbdrea pertencente a familia Bignoniaceae, conhecida como ipé roxo ou ipé rosa
dependendo do autor. E uma arvore decidua de crescimento moderado, com altura média de 8 a
12 m, podendo atingir até 30 m, e seu tronco pode medir até 90 cm de diametro, apresentando

madeira de excelente qualidade, pesada, dura, de cerne acastanhado (Carvalho et al., 1992; Grose
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et al., 2007). O ipé € originario da América do Sul e pode ser comumente encontrado em areas de
vegetacdo nativa do norte, nordeste, centro-oeste e sudeste do Brasil. Esta espécie é muito
apreciada para arborizacdo urbana, fabricacdo de moveis e assoalhos finos, construcdo civil e
possui propriedades farmacoldgicas com acdo anti-inflamatdria, analgésica, antibidtica e
antineoplasica (Carvalho et al., 1992; Gemaque et al., 2002).

O ipé é uma arvore amplamente utilizada na arborizacdo urbana no sudeste e no centro-
oeste do Brasil e na revitalizacdo de florestas nativas devido ao seu raro efeito ornamental durante
a abundante floracédo, durante julho até agosto, destacando-se em projetos paisagisticos e atraindo
polinizadores como beija-flores e abelhas, além de possuir raizes profundas e vigorosas
(Gemagque et al., 2002).

Arborizacgdo urbana

A concentracdo de pessoas nos centros urbanos tem acelerado de tal modo que em 2050,
cerca de 64% a 70% da populacdo deverd estar em areas urbanas, resultando em indmeros
problemas ecoldgicos, econdémicos e sociais. Com objetivo de melhorar a qualidade de vida das
pessoas, a arborizacdo urbana no Brasil, que tradicionalmente ocorre de forma desordenada e sem
planejamento, estd recebendo atencdo, de modo que cada vez mais cidades estdo adotando
regulamentos para a melhoria do manejo, expansdo e conservagdo das arvores em areas publicas,
levando beneficios para a sociedade e reduzindo os gastos publicos (ONU, 2012; Leitdo et al.,
2013; Sampaio et al., 2019).

O Plano de Gestdo da Arborizacdo Urbana (PGAU) do municipio de Maringa-PR, 2019,
consiste no conjunto de medidas, métodos e diretrizes a serem adotadas para planejar, gerir e
monitorar a arborizacdo urbana do municipio, semelhantes aos modelos de planos de gestdo de
outras cidades, que seguem um padrdo. Um dos regulamentes do PGAU é a padronizacdo da
producdo de mudas arboreas em viveiros, destinadas ao plantio em vias publicas, evitando gastos
publicos adicionais futuros com poda, corte e reposic@es, e tornando a arborizag¢éo urbana menos

onerosa (Figura 1).
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Figura 1 - Padrdo de muda para plantio na arborizagdo urbana em Maringd (PGAU, 2019).

As mudas destinadas a areas urbanas devem ter uma altura total superior a 2,0 m e altura
minima dos primeiros galhos (altura de bifurcagdo) de 1,80 m, além de um didmetro & altura do
peito (DAP) minimo de 3,0 cm e um torrdo de no minimo 30 | de substrato (Figura 1). As mudas
prontas para o plantio devem estar sadias, com tronco reto, apresentar brotacdes visivelmente
saudaveis e raizes bem formadas. Mas o problema est4 no tempo elevado para se produzir uma
muda com este porte, que pode chegar a 2 anos, inviabilizando ou onerando a producao de viveiros
publicos e privados (PGAU, 2019).

Hormaonios vegetais

Os hormonios vegetais ou fitormdnios sdo compostos organicos que atuam de forma
integrada na regulacdo das reacOes de desenvolvimento e crescimento das plantas, operando
coordenadamente para manutencdo da homeostase vegetal. A regulacdo é feita de uma maneira
complexa por uma extensa rede de sinalizagéo interna, em que, 0s sinais internos sao transmitidos

por hormonios e enzimas, que atuam em resposta a flutuacdes ambientais. Essa rede de sinalizacao
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é impulsionada por uma cascata de transducdo de sinais que permite comunicagdo entre a
membrana celular e o nucleo, nesse contexto, todo o ciclo de vida vegetal é regulado. A transdugéo
de sinais ocorre por meio de quinases que catalisam a fosforilacdo, alterando a atividade biologica
de enzimas (proteinas), resultando em sua ativacdo ou inativacdo (Taiz et al., 2017). Fatores
externos também afetam o crescimento e desenvolvimento, como luz (energia solar), didéxido de
carbono, agua, minerais, temperatura, comprimento do dia e gravidade (Amaral, 2012; Raven et
al., 2001).

Giberelina

As giberelinas (GAs) sdo um dos principais grupos de hormonios vegetais, amplamente
distribuidas no reino vegetal, e estdo presentes em toda a planta, podendo ser encontradas em
caules, folhas, sementes, embrifes e polens. As GAs constituem uma grande familia de acidos
diterpénicos, e dentre as giberelinas, o acido giberélico (GA3) é um importante promotor e
regulador de crescimento. Ele estimula o alongamento do caule e a diferenciacdo do cambio
vascular para a maior formacdo tecidual de xilema e floema em plantas lenhosas (Tucker at al.,
2000; Davies, 2004; Rodrigues, 2015; Santarosa et al., 2016). As giberelinas s&o diterpenoides
tetraciclicos formados por quatro unidades isoprenoides, e a unidade bioldgica ativa de isopreno é
o isopentenil difosfato (IPP). Para a biossintese de terpenoides, o IPP utilizado é formado atraves
de duas vias distintas: uma via dependente do &cido mevaldnico, que ocorre no citosol e esta
envolvida primariamente na biossintese de esterdis; a outra via que é independente do acido
meval6nico, sendo localizada nos plastidios e leva a sintese de carotenoides e compostos
relacionados (Aloni et al., 1979; De Rezende et al., 2016;). As GAs sdo produzidas principalmente
em tecidos jovens do sistema caulinar e sementes em desenvolvimento e, ap0s a sintese, sao

transportadas sem polarizagdo pelo xilema e floema, do apice até a base (Cramer et al., 1995).

Lignina

A lignina é um heteropolimero aromatico, com maior concentracdo em tecidos
relacionados com suporte mecanico e conducdo de solutos como os vasos do xilema, sendo
formada na via dos fenilpropanoides (Fengel e Wegener, 1989). O processo de lignificacdo das
paredes celulares no desenvolvimento do xilema, e consequentemente na formacgédo do lenho, esta
relacionada com a regulacdo das enzimas da via através da sinalizagdo por hormonios vegetais,
estimulados por fatores internos e externos (Savidge e Wareing, 1981; Little e Savidge, 1987).

A biossintese de lignina é dividida em trés processos: a biossintese de monolignois,

transporte e polimeriza¢do. Os monolignois de lignina sdo produzidos no citoplasma, envolvendo
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etapas de desaminacdo, hidroxilagdo, metilagéo e reducéo dentro da via dos fenilpropanoides, onde
sdo transportados para a parede celular por processos ainda néo totalmente compreendidos. O
polimero de lignina é formado principalmente por trés alcoois hidroxicinamil (monolignois), que
diferem no grau de metoxilagdo no anel aromatico: alcool sinapilico, alcool coniferilico e alcool
p-coumarilico, que sdo polimerizados por peroxidases (PODs) e lacases (LACs). Ap6s a ligacdo
dos monolignois & uma lignina, sdo denominados monémeros siringil (S), guaiacil (G) e p-
hidroxifenil (H) respectivamente (Carpita e McCann, 2000; Vanholme et al., 2010; Liu et al.,
2018). Em madeiras duras, as ligninas sao mais ricas em unidades siringil (S), sendo denominadas
de ligninas do tipo GS. No desenvolvimento das células vegetais, a lignina é incorporada como o
ultimo componente na parede, interpenetrando entre as fibrilas e, assim, as paredes celulares
tornam-se mais fortes e rigidas. (Fengel e Wegener, 1989; Klock et al., 2005).

Nas plantas vasculares, a lignina é responsavel pela resisténcia mecanica aumentado a
rigidez da parede celular, permitindo o crescimento longitudinal, o transporte de nutrientes, agua
e metabdlitos, a impermeabilizacdo de tecidos condutores, e a protecdo contra a acdo de
microrganismos (Rowell et al, 2005). Isso € devido sua estrutura tridimensional que fornece
resisténcia as forcas de compressdo, formando uma estrutura rigida e impermeavel na parede da
celula, que funciona ainda como um agente de ligacdo permanente entre as células (Philipp, 1988).

Os hormonios vegetais tém sido cada vez mais utilizados na agricultura com o intuito de
aumentar a produtividade, pois promovem o desenvolvimento acelerado das plantas, tornando a
producdo mais eficiente, sendo agora proposto o uso desses hormonios na silvicultura a fim de
possibilitar o aumento da producdo de plantas arbéreas com dimensGes adequadas para o plantio
(Oliveira et al., 2019; Rodrigues et al., 2015). Assim, neste trabalho foi desenvolvida uma
metodologia a base de horménios vegetais capaz de acelerar o crescimento e porte de mudas
arbdreas e melhorar a vigorosidade para transpor o processo de rustificacdo e sobrevivéncia em

campo, e estudou-se a importancia da lignina nesses processos.

Materiais e métodos

Cultivo

As sementes de ipé-roxo (Handroanthus impetiginosus) e mogno africano (Khaya
senegalensis) foram obtidas comercialmente e/ou disponibilizado pelo Viveiro Floresta Nativa,
Maringa-Pr. A germinagdo ocorreu em casa de vegetacdo dentro do Centro de Treinamento em
Irrigacdo da UEM, utilizando bandejas sementeiras contendo substrato de casca de pinus. Apos 60

dias, as mudas de mogno foram transferidas e cultivadas em tubetes de 290 ml contendo substrato

18



de casca de pinus e adubo NPK 10:10:10, e as mudas de ipé cultivadas em sacos plastico de 3 |
contendo latossolo roxo e adubo NPK 10:10:10.

O tratamento inicial em mudas de ipé roxo foi com GAz nas concentra¢des 100, 250, 500,
750 e 1000 uM em doses multiplas no 3°, 6° e 9° més de cultivo. Com o mogno africano, foram
utilizadas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 uM de GAsz em doses multiplas no 3° més de

cultivo.

Determinacéo dos parametros biométricos
As plantas tiveram seu crescimento aferido, determinando-se a altura das plantas e
diametro dos caules com auxilio de fita métrica e paquimetro. A biomassa do caule foi seca a 50°C

e pesada.

Determinagéo da lignina
O protocolo utilizado para quantificar a lignina foi realizado ap6s a preparacdo dos tecidos
para excluir proteinas e outros componentes da parede celular. Esta remocéo € essencial para evitar

a interferéncia destes compostos.

Preparacdo de parede celular sem proteina

As amostras secas (0,3 g) foram homogeneizadas em tampao fosfato de potassio 50 mM
(7 ml, pH 7,0) usando gral e pistilo e depois transferidas para um tubo de centrifuga. A suspensao
foi centrifugada (1,400 xg, 4 min), lavada por agitacdo sucessiva e centrifugada como se segue:
oito vezes com tampao fosfato de potassio (pH 7,0; 7 ml), quatro vezes com Triton X-100 a 1% (v
/ v) em tampao pH 7,0 (7 ml), seis vezes com NaCl 1 M em tampéo pH 7,0 (7 ml), trés vezes
com agua destilada (7 ml) e duas vezes com acetona PA (5 ml). O pellet foi seco em estufa (60 °
C, 24 h) e arrefecido em dessecador a vacuo. A matéria seca obtida foi definida como a fracdo da

parede celular sem proteina (Ferrarese et al., 2002).

Lignina total

As amostras de parede celular livre de proteina (20 mg) foram colocadas em tubos de
centrifuga de tampa roscada contendo 0,5 ml de brometo de acetila a 25% (v/v em acido acético
PA) e incubadas a 70 ° C por 30 min. Apos a digestdo completa, as amostras foram rapidamente
arrefecidas em banho de gelo e entdo misturada com 0,9 ml de NaOH 2 M, 0,1 ml de
hidroxilamina-HCI 5 M e 6 ml de &cido acético PA suficiente para solubilizagdo completa do

extrato de lignina. Apés centrifugacdo (1.400 x g, 4 min), a absorbancia do sobrenadante foi
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medida a 280 nm. Uma curva padrdo foi gerada com lignina alcalina (Aldrich 37, 096-7). Os

resultados expressos em mg lignina g* de parede celular (Moreira-Vilar et al., 2014).

Determinacao sacarificacdo enzimatica

O protocolo utilizado para realizar a sacarificacdo enzimatica foi realizado apds a
preparacdo dos tecidos para a retirada de agucares solUveis da biomassa. A sacarificacdo é a
determinacéo da glicose livre ap0s 0 uso de enzimas especificas para quebrar as ligaces B-1,4 da

celulose.

Preparacdo da biomassa isenta de aglcares solUveis
Amostras secas (300 mg) em telas de nylon semipermeaveis foram colocadas no sistema
de refluxo Soxhlet com etanol puro (Freitas et al., 2018), por aproximadamente 10h. Em seguida,

as biomassas foram transferidas para estufa a 60 °C.

Quantificacdo de acucares redutores

Em Eppendorf de 2 ml, foi pesado 10 mg da biomassa isenta de acUcares soluveis,
adicionou-se 10 ul do coquetel enzimético celulolitico (Novozymes — NS 22086) e completado
para 1 ml com tamp&o acetato de sédio pH 5,0. Apds incubagio a 50 °C por 4h e 24h de reaco,
100 pl do sobrenadante foram coletados em tubos de ensaio, adicionados 100 pl do reagente DNS
1%, e incubado a 100 °C por 5 min. Completado com 800 pl do tampdo acetato de sodio, as
absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 540 nm. Para o branco, foram utilizados 100 pl
do DNS 1% e 900 ul do tampdo fosfato de sodio. Os resultados foram expressos com a

quantificacio de glicose livre em mg g de biomassa (Miller, 1959).

Anélises estatisticas

Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). O teste Dunnett
e Test t de Student foram realizados com o programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California)
para verificar as significancias das diferencas entre os parametros avaliados, valores de 0.05 > P
> (.01 s&o representados por *, valores de 0.01 > P > 0.001 serdo representados por **, ¢ valores

de 0.001 > P serdo representados por *** sendo todos considerados estatisticamente significativos.
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Resultados

Ipé roxo

Para determinar as melhores concentracGes de &cido giberélico capazes estimular o
crescimento caulinar em mudas de ipé roxo (Handroanthus impetiginosus), realizamos 3
aplicagbes semanais de GAz nas concentragdes de 100, 250, 500, 750 e 1000 uM, em pleno sol,
por um periodo de 30 dias. A aplicacdo de giberelina promoveu alteracdes significativas na altura

da planta, no didmetro na altura da base (DAB), no contetdo lignina e na sacarificacdo dos caules

(Figura 2, 3 e 4).
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Figura 2. Crescimento do ipé no periodo de 30 dias tratado com diferentes concentragdes de GAs. A) altura do caule
(fuste). B) Didmetro da altura da base (DAB). Barras indicam as médias + EPM, n = 10. Teste de Dunnet: *0.05 > P
>0.01, **0.01 > P >0.001, ***0.001 > P.

A melhor concentragdo de GAs para o crescimento caulinar foi de 100 uM (Figura 2A), que
promoveu um aumento de 568,78%, em relacdo ao controle. A melhor concentragdo para aumentar
o diametro da altura da base (DAB) foi de 1000 uM, com aumento de 197,26%, em relacdo ao
controle (Figura 2B).

Como o GA3z 100 uM foi a melhor concentracéo para o crescimento do caule no primeiro
més, um acampamento mensal do crescimento caulinar e do DAB foi realizado por 6 meses para
determinar o melhor intervalo para novas aplica¢fes do hormonio vegetal. No terceiro més, foram
realizadas mais duas aplicacBes semanais de GAs 100 uM. Ao final do sexto més, houve um
aumento no crescimento do caule de 194,74% em relacdo ao controle (Figura 3A) e um aumento
de 38,91% no DAB (Figura 3B).
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Figura 3. Crescimento do ipé no periodo de 6 meses tratado com diferentes concentracdes de GAs A) Altura do ipé
roxo controle (barras cinza-claros) e GAs; 100 uM (barras cinza-escuro e quadriculadas) ao longo de 6 meses. B)
Diadmetro na altura da base (DAB) de ipé roxo controle e GA3 100 uM. D) DAB de ipé roxo do controle ¢ GA3 100
uM em linhas empilhadas (para facilitar a comparagéo). C) Ipé roxo tratado com 100 uM de GAse controle no periodo
de 6 meses. Barras quadriculadas e marcadores verdes indicam o momento, onde os tratamentos foram aplicados.
Barras de erro indicam as médias £ EPM, n = 5. Teste t de Student: *0.05 > P > 0.01, **0.01 > P > 0.001, ***0.001
>P.

O teor de lignina no caule do ipé cultivado ao longo de 6 meses aumentou 37,63%, com
valores de 229,62 mg/g de lignina total nas plantas tratadas e 166,90 mg/g de lignina nas plantas-
controle (Figura 4A). Na anélise da sacarificacdo das amostras do caule, obteve-se que em 24 h de
digestdo, a sacarificacdo foi reduzida em 17,70%. Em 4 h ndo houve diferenca com o controle
(Figura 4B,C).
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Figura 4. Contetdo de lignina e sacarificagdo do caule de ipé roxo cultivado por 6 meses. A) Teor total de lignina da
biomassa do caule de ipé roxo com o controle e GA3 100 uM. B e C) Sacarificacdo da celulose em glicose 4 h
(esquerda) e 24 h (direita) da biomassa lignoceluldsica de ipé roxo controle e GA3 100 uM. Barras indicam as médias
+ EPM, n = 5. Teste t de Student: **P > 0.001.

Mogno africano

Para 0 mogno africano (Khaya senegalensis), 3 aplicacbes mensais de GAz foram
realizadas nas concentrac6es de 50, 100, 150 e 200 uM a pleno sol, com o objetivo de estimular o
crescimento do caule em tubetes, durante um periodo de 7 meses. Todos o0s tratamentos com
giberelina promoveram um crescimento significativo do caule, porém, o DAB e a biomassa seca,
nédo apresentaram alteracgdes significativas (Figura 5).

Todas as concentragdes de GAsz (50, 100, 150 e 200 uM) elevaram a altura do caule em
72,02%, 61,08%, 61,99% e 60,88%, respectivamente, quando comparados ao controle (Figura
5A). O DAB ndo apresentou variacdo significativa com relacdo ao controle, embora as médias
tenham crescido entre 8,96% e 20,26%, nas plantas tratadas com GAsz (Figura 5B). A biomassa
seca do caule tambem n&o variou significativamente, embora as médias tenham sido sempre
maiores que a dos controles entre 6,5 e 20,38% nos tratamentos com GAz 50, 100, 150 e 200 puM,

respectivamente quando comparadas a altura média do controle (Figura 5C).
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Figura 5. Crescimento do mogno africano tratado com diferentes concentragdes de GAsao longo de 7 meses. A)
Altura média do mogno africano do controle e GA3 nas concentragdes de 50, 100, 150 ¢ 200 pM a pleno sol, durante
um periodo de 7 meses. B) DAB médio do mogno africano do controle e GA3 nas concentragdes de 50, 100, 150 e
200 puM a pleno sol, durante um periodo de 7 meses. C) Grafico da biomassa seca do caule (mogno africano) do
controle e GA3 nas concentragdes de 50, 100, 150 e 200 uM (g). D) Foto do mogno africano do controle com os
tratamentos de GA3. Barras indicam as médias + EPM, n = 10. Teste de Dunnet: ***P > 0.001.

O teor de lignina no caule do mogno aumentou significativamente em todas as
concentragdes do tratamento com giberelina, com o0 menor aumento de 29,84% no tratamento com
50 uM de GA3, e 0 maior aumento de 42,10% com 150 uM de GAs, com valores de 168,32 ¢ 184,1
mg/g de lignina total nestes tratamentos, respectivamente, contra apenas 129,64 mg/g de lignina
no controle (Figura 6A). No mogno, também houve relagdo inversa com os resultados da
sacarificacdo em relacdo a lignina. Os tratamentos reduziram a sacarificacdo entre 21,95% e
27,82%, quando a digestdo foi conduzida por 24 h, ndo havendo diferenca na digestéo realizada
por 4 h (Figura 6B e 6C).
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Figura 6. A) Teor total de lignina da biomassa do caule de mogno africano com o controle e tratamento com 100 uM
GA: (mg/g de CW). B e C) Sacarificagdo da celulose em glicose 4h e 24h da biomassa de mogno africano com o
controle e tratamento com 100 uM GA3 (mg/g de AIR). Barras de erro indicam as médias + EPM, n = 10. Teste de
Dunnet: ¥*0.05 > P >0.01, **0.01 > P >0.001, ***0.001 > P.

Discussao

A giberelina aplicada exogenamente em plantas jovens de Handroanthus impetiginosus e
Khaya senegalensis, acelerou o crescimento e aumentou o DAB, reduzindo o tempo necessario
para as atingir o tamanho ideal de plantio visando atender as exigéncias da legislacdo para
arborizagdo urbana (e.g. PGAU, 2019). Além disso, o tratamento foi capaz de elevar o teor total
de lignina presente nos caules foi significativamente aumentado o que implica em uma planta mais
resistente e menos suscetivel ao ataque de patégenos com ficou evidenciado pela reducdo na
sacarificacdo da biomassa das duas especies arboreas.

As giberelinas exercem fungdes frequentemente associadas a promogao do crescimento do
caule, e a aplicacdo de GAs em plantas integras pode proporcionar um aumento significativo na
altura dessa planta (Lacerda et al., 2007). Essa propriedade foi confirmada nas plantas avaliadas

nesse experimento, que identificou que a melhor concentracdo para o crescimento caulinar no ipé
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roxo foi de 100 uM, e para o mogno africano de 50 pM, demonstrando ser possivel acelerar o
crescimento e o porte de mudas arbdreas para arborizacdo urbana e reflorestamento comercial.
Mas, todas as concentracdes de GAs apresentaram alteracdes nas folhas dos ipés, tornando-as mais
alongadas e estreitas. Isso pode ser decorrente do fato de que o alongamento acelerado do caule se
torna um forte dreno por nutrientes da planta (Lacerda et al., 2007), e/ou pelas aplicagdes foliares
de GA em plantas muito jovens. A mistura de dois ou mais reguladores vegetais com uma
adubacao adequada para suprir a demanda de nutrientes, pode potencializar o desenvolvendo de
outros 6rgéos da planta, podendo minimizar a alteragéo foliar observada (Castro e Vieira, 2001).
A lignina € um componente fundamental na estrutura da parede celular das espécies
arbdreas, responsavel principalmente pela resisténcia mecanica que permite 0 crescimento
longitudinal, pelo transporte de nutrientes e pela protecdo contra estresses abidticos, assim, caules
de ipé e mogno com maior teor de lignina resultante da aplicacdo de giberelina tem uma vantagem
sobre uma planta néo tratada (Rowell et al, 2005). Segundo a literatura, a lignificacdo da parede
celular esta associada a dificuldade de degradacdo do material e a diminuicdo da acessibilidade a
celulose, propriedade denominada recalcitrancia, o que justifica a reducdo da sacarificacdo
(Freudenberg et al., 1965; Zhang et al., 2015). No estudo em plantas de tabaco (Nicotiana
tabacum), foram observadas alteracfes na formacdo e depdsito de lignina semelhantes, e
espessamento das paredes celulares, tratadas com GA3 nas concentracbes de 10 e 100 uM
cultivadas em diferentes intensidades de luz. A pleno sol, a aplicacdo de GAs, nas concentracfes
de 10 e 100 puM, induziu a producdo de lignina nos caules em 12,4% e 28,1%, respectivamente.
Da mesma forma, em ambiente sombreado, a aplicacdo de GAs nas concentragdes de 10 e 100 uM
promoveu aumentos no contetdo de lignina de 23,1% e 28,2% (Falcioni et al., 2018). Nosso estudo
demonstrou que nas concentracdes adequadas, GAz foi capaz de induzir a formacéo de lignina, o
que elevou a resisténcia fisica das mudas. Também demonstramos que GAs reduziu a sacarificacao
da lignocelulose em ambas as espécies, sugerindo que o0 aumento na concentracdo de lignina
também oferece protecdo quimica as mudas que assim, estariam menos susceptiveis ao ataque de
insetos e patogenos. As plantas de ipé roxo tratadas com GAsz por 6 meses, atingiram o porte
requerido para plantio urbano de acordo com as normas do Plano de Gestdo da Arborizacdo Urbana
da Secretaria do Meio Ambiente e Bem Estar Animal do Municipio de Maringa. Sem o tratamento,
estas mudas levam cerca de 18 a 24 meses para atingir o mesmo porte, 0 que implica que o
tratamento com GAs acelerou o crescimento entre 3 e 4 vezes, quando comparado ao crescimento
convencional. Da mesma forma, as mudas de mogno africano também atingiram a altura ideal de
plantio (30 cm), em menos de 3 meses, em comparacdo ao controle, que ultrapassaria 6 meses de

cultivo.
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Concluséo

Na melhor concentragéo, o tratamento com giberelina mostrou-se eficaz para promover o
alongamento do caule e aumento da lignina na parede celular de Handroanthus impetiginosus e
Khaya senegalensis. O crescimento acelerado de mudas, como o ipé-roxo, pode reduzir o tempo
em viveiro necessario para atender as caracteristicas de tamanho obrigatorio para transplante em
vias publicas. De modo similar, o &cido giberélico ajudou a acelerar o crescimento de mudas de
mogno africano. Em ambos o0s casos o tratamento estimulou o crescimento com elevacdo no
conteudo de lignina no caule que contribui para a rustificacao e sobrevivéncia no campo, ajudando

a superar estresses bioticos e abidticos.
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RESUMO

O crescimento da demanda por produtos derivados da madeira esta impulsionando a silvicultura
com reflorestamento de espécies lenhosas de alta produtividade e ciclo de corte relativamente
curto. O Eucalyptus é o género mais difundido no Brasil, devido as suas diversas propriedades
fisico-quimicas, répido crescimento e adaptabilidade ao clima e solo brasileiro. Esta parte do
projeto visa estudar o efeito sinérgico da giberelina e auxina aplicadas juntas e separadamente,
para promover o crescimento e desenvolvimento vegetal e a lignificacdo. Mudas de Eucalyptus
urograndis foram cultivadas e tratadas com 50, 100 e 150 uM de GA3; 5 e 10 uM de AIA; 100
uM GAz + 5 uM AIA e 100 uM GAz + 10 uM AIA. A giberelina isoladamente e associada a
auxina promoveu alongamento de caule, ganho de biomassa seca de caule e raiz e incremento de
lignina. A sacarificacdo foi aumentada no tratamento com giberelina o que seria desejavel pela
industria de papel e celulose. O melhor tratamento para inducdo do crescimento foi o que usou
GA3100 uM + ATA 5 uM.

Palavras chaves: reflorestamento, eucalipto, producdo de mudas, crescimento, lignina
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ABSTRACT

Growing demand for wood products is boosting forestry with reforestation of high-yield woody
species and a relatively short cutting cycle. Eucalyptus is the most widespread genus in Brazil, due
to its diverse physicochemical properties, rapid properties and adaptability to the Brazilian climate
and soil. This part aims to study the synergist of the design gibe auxin applicator and used for
development, to promote plant development and lignification. Eucalyptus urograndis seedlings
were cultivated and treated with 5, 100 and 150 uM of GA3; 5 and 10 uM AIA; 100 uM GA3 +5
uM AIA and 100 uM GA3 + 10 uM AIA. Gibberellin increases alone and associated with auxin
promoted stem elongation, gain of stem dry biomass and lignin root. Saccharification was
increased in the treatment with gibberellin or what would be the compensation by the pulp and

paper industry. The best treatment for growth induction was with 100 uM GA3 + 5 uM AlA.

Keywords: reforestation, eucalyptus, seedling production, growth, lignin
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Introducéo

O aumento do consumo de produtos florestais tem impulsionado o crescimento dos setores
de reflorestamento e florestamento no Brasil com espécies de alta produtividade e ciclo de corte
relativamente curto (Araujo et al., 2021; Costa et al., 2018). Nesse contexto, as espécies do género
Eucalyptus se destacam como as mais cultivadas no pais, em razdo dos diversos produtos que elas
permitem obter (De Carvalho et al., 2018). A area para cultivo de eucaliptos é crescente a cada
ano, mas para o estabelecimento de bons povoamentos florestais, a utilizacdo de mudas de
qualidade é um dos aspectos mais importantes (Wendling et al. 2021). Portanto, € necessario
produzir mudas capazes de suportar as condi¢cBes adversas encontradas em areas de
reflorestamento e com crescimento satisfatorio.

Mudas com melhor padrdo de qualidade tém maior taxa de sobrevivéncia apés o plantio,
bem como melhor crescimento e desenvolvimento, reduzindo a frequéncia de tratos culturais de
manutencdo e garantindo um produto de boa qualidade com menor custo (Hope et al 2004; Moura
et al., 2003). Isso levou a necessidade de producdo de mudas em maior escala, devido a essa
crescente demanda por produtos florestais, 0 que consequentemente aumentou o ndmero de
viveiros e a adogéo de sistemas mecanizados de producédo (De Carvalho et al., 2018; Wendling et
al., 2021). Essa demanda pressiona por novas metodologias capazes de aumentar e melhorar a
producdo de mudas, e 0 uso de bioestimulantes pode uma ferramenta Util para suprir a necessidade
de producdo de grandes quantidades de mudas em um curto espaco de tempo, para atender aos

plantios comerciais (Leone, 2019; Wendling et al., 2021).

Silvicultura

A crescente populacdo mundial resulta anualmente em maior demanda por alimentos,
fibras e energia. Como resultado, a necessidade por matérias-primas esta aumentando rapidamente.
Entre essas matérias-primas estad a madeira, presente em todos os domicilios, ruas e comércios, na
forma de moveis, papel e diversos outros produtos (Cripriani, 2019). Nesse cenario, o Brasil é
bastante competitivo no mercado de produtos florestais devido as caracteristicas de solo e clima,
e ao desenvolvimento tecnoldgico obtido na area, embora ainda tenha muitos pontos a serem
melhorados, exigindo uma busca constante por inovagdes no campo da silvicultura moderna. No
momento atual, a silvicultura é responsavel por mais de 70% da produc¢éo de madeira no pais, com
aproximadamente 9,85 milhGes de hectares de florestas plantadas até 2018 (Juvenal et al., 2002;
Cripriani, 2019).
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A produgo insuficiente e demorada de mudas nativas e exdticas sdo alguns dos problemas
que impactam diretamente a silvicultura, limitando e interferindo na crescente demanda por
madeira e seus derivados. Para essa producdo de mudas em larga escala destina a plantios
comerciais, recuperacdo de areas degradadas e restauracdo florestal, € necessario o
desenvolvimento de novas tecnologias envolvendo cultivo eficiente, bom desenvolvimento do

campo e reducdo dos custos de manejo em viveiros (Souza, 2006).

Eucalipto

O eucalipto (Eucalyptus ssp.) pertence a familia Myrtaceae (Sub-familia
Leptospermoidae), e sua origem vem da Australia, Tasmania e outras ilhas da Oceania, com mais
de 700 espécies reconhecidas botanicamente (Higa et al., 2000). Esse género de arvore foi trazido
para o Brasil em 1904 para a fabricacdo de lenhos, dormentes e postes das estradas de ferro na
regido Sudeste. Desde a década de 20, é utilizado como matéria prima no abastecimento das
fabricas de papel e celulose, de siderdrgicas e na producdo de carvdo vegetal, devido as suas
diversas propriedades fisico-quimicas, rapido crescimento e adaptabilidade ao o clima e solo
brasileiro (Dossa et al., 2002; Schumacher et al., 2005).

Atualmente, no Brasil, o eucalipto possui grande importancia econdmica e seu plantio
representa 72% de todas as arvores comerciaveis plantadas, ocupando uma area de 5,7 milhdes de
hectares, com média de 35,7 m3/ha/ano e crescimento anual de 2,4% (IBA, 2017). As espécies
mais plantadas sdo: E. grandis, E. saligna Eucaliptus alba, E. botryoides, E. camaldulensis, E.
citriodora, E. maculata, E. longifolia, E. robusta, E. umbellata, E. tereticornis, E. globulus, E.
microcorys, E. pilularis, E. trabuti e E. viminalis (Schumacher et al., 2005; IBA, 2017)

De maneira geral, o género Eucalyptus apresenta madeira mais dura (hardwoods), pesada,
resistente, com textura fina e baixa estabilidade dimensional, sendo representado por arvores de
crescimento rapido, com troncos retos e podas naturais. Sua madeira possui grandes variacoes de
propriedades fisicas, adaptadas as mais variadas condi¢des de uso (Record e Hess, 1949). Quanto
ao tempo de cultivo, o eucalipto pode ter o corte efetuado a partir dos 7 anos, quando destinado a
producéo de lenha e carvdo, embora a idade econémica seja entre o0 8° e 9° anos. Quando destinado
a exploracédo do lenho como madeira (moveis, construcao civil, etc), de 15 a 40 anos (Higa et al.,
2000; Schumacher et al., 2005).
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Madeira

A madeira da arvore possui diferentes regides macroscépicas, com fungdes estruturais e de
sobrevivéncia, como cerne, alburno, cdmbio, casca interna (floema) e casca externa. A regido mais
interna do tronco € o cerne, que é composto por espessas células mortas, altamente impregnadas
com lignina e extrativos. O alburno, regido que envolve o cerne, é responsavel pela conducéo de
agua e solutos no interior da arvore, constituido por células vivas. O cdmbio é uma fina camada,
responsavel pelo crescimento em diametro da arvore, formada por células meristematicas. Na
regido mais externa do tronco, encontram-se a casca interna, onde ocorre a conducado da seiva, € a
casca externa, que tem a fungéo de proteger as regides mais internas (Burger e Ritcher, 1991).

A composi¢do microscopica da madeira é definida como um biopolimero heterogéneo,
constituido principalmente por suas células espessas compostas de celulose, hemiceluloses e
lignina, que formam todos os tecidos, e sua integridade estrutural € atribuida a lamela média, que
é uma camada que contém as células adjacentes unidas, altamente lignificadas. (Fengel et al., 1989;
Desch et al., 1996; Rowell et al., 2005; Lepage et al., 1986). Em termos de ultraestrutura, a parede
celular dos tecidos que formam a madeira é constituida por diferentes camadas: parede primaria
(P), parede secundaria externa (S1), parede secundaria média (S2) e parede secundaria interna (S3)
(Figura 2). Essas camadas sdo compostas por microfibrilas celuldsicas, que se dispdem no espaco
de forma definida, dependendo da camada. (Fengel et al., 1989; Ramos et al., 2003).

Figura 1 — Diagrama esquematico da formacdao da parede celular com crescimento secundario. LM, lamela média. P,
parede primaria. S1, parede secundaria externa. S2, parede secundaria média. S3, parede secundaria interna. W,
‘verrugas’ (warts) invaginagdes da parede no protoplasto que ocorrem logo antes da sua completa desintegragdo
(CARPITA e McCANN, 2000).
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Os componentes da parede celular (celulose, hemicelulose, lignina e extrativos) possuem
proporcOes que vdo depender da espécie vegetal e variam de camada para camada. Em geral, o
teor de lignina encontrado em madeiras duras é de 18-25%, sendo que a maior parte dessa lignina
se encontra na lamela média, e em menor proporcdo na parede secundaria, e & medida que as
paredes celulares se desenvolvem, a lignina € incorporada como o Ultimo componente,
interpenetrando-se entre as fibrilas e, assim, as paredes celulares enrijecem. A celulose
corresponde proximo a 45% do total dos componentes fortalecendo, enrijecendo as paredes

celulares.celular e a hemicelulose a 30% (Klock et al., 2005; Rowell et al., 2005).

Auxina

O é&cido indol-3-acético (AIA) € a principal auxina das plantas e ocorre principalmente em
6rgdos em crescimento ativo, como meristemas apicais, folhas jovens, frutos em desenvolvimento
e sementes, sendo os principais sitios de sintese. Embora a auxina também possa ser produzida em
folhas maduras e apices radiculares, o nivel de producao nesses tecidos é geralmente baixo (Uggla
et al., 1996; Taiz e Zaiger, 2017). As auxinas sdo essenciais para o crescimento das células
vegetais, promovendo a divisdo e expansdo celular, pois estd envolvida na incorporacdo de
materiais na parede celular que afetam a plasticidade da célula. Dentre suas inimeras funcdes,
participa principalmente na promog¢do do crescimento do caule, além de regular a dominancia
apical, iniciacdo radicular lateral, abscisdo foliar, diferenciacdo vascular, formacdo de gemas
florais e desenvolvimento de frutos (Morris et al., 2010; Uggla et al., 1996).

A sintetize do AIA origina-se principalmente a partir do triptofano e seu transporte ocorre
de forma unidirecional do apice para as raizes atraves do sistema de floema, ou através de um
sistema de transporte polar ativo complexo e bem coordenado de célula para célula por todo o
corpo da planta. Como a principal fonte de auxina é o meristema apical, esse transporte polar da
parte aérea para as raizes contribui para a formacdo de um gradiente de concentracdo decrescente
do hormonio. Este gradiente longitudinal de auxina que controla alguns dos processos na planta,
incluindo alongamento do caule, dominancia apical, cicatrizacdo de feridas e senescéncia foliar
(Sundberg et al., 2000; Zhong et al., 2009).

Os sistemas de producéo de mudas mais utilizados no Brasil sdo de plantas cultivadas a
partir de sementes e atraves do enraizamento de estacas (plantios clonais) (Simdes et al., 1987).
Porém, no sistema de producdo através da estaquia convencional, apresenta problemas com o
baixo porcentual de enraizamento de alguns clones e as dificuldades inerentes aos tratos culturais,

como irrigacéo, fertilizacdo e controle de fitopatdégenos, principalmente em periodos chuvosos,
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além do lento crescimento, carateristica comum entre as plantas lenhosas (Silva, 2018; Xavier et
al., 2010). O objetivo deste capitulo foi analisar e apresentar o efeito dos hormonios vegetais sobre
0 desenvolvimento de mudas de eucalipto, com foco na acdo conjunta dos hormdnios auxina e

giberelina no processo de crescimento e desenvolvimento, lignificacdo e sacarificacéo.

Materiais e métodos
Cultivo

Mudas de eucalipto (Eucalyptus urograndis) com aproximadamente 30 dias em tubetes de
290 ml contendo substrato de casca de pinus e adubo, foram obtidas comercialmente, e o
experimento foi realizado em casa de vegetacédo dentro do Centro de Treinamento em Irrigacédo da
UEM. Os tratamentos com GAs e AlA foram realizados nas concentragdes de 50, 100 e 150 uM
de GA3; 5 e 10 uM de AIA uM ¢, 100 uM GA3z + 5 uM AIA e 100 uM GAz + 10 uM AlA, e 0
mesmo tratamento foi reaplicado ap6s 30 dias. No 90° dia, as plantas foram coletadas para analise
biométrica e posteriormente preparadas para analises bioquimicas, secando o material em estufa a

50°C e macerando em moinhos do tipo faca e bola, respectivamente.

Determinacdo dos parametros biométricos
As plantas tiveram seu crescimento aferido, determinando-se a altura das plantas e
diametro dos caules com auxilio de fita métrica e paquimetro. As biomassas do caule, folha e raiz

foram pesadas frescas, secas a 50°C e pesadas.

Determinagéo da lignina
O protocolo utilizado para quantificar a lignina foi realizado ap6s a preparacédo dos tecidos
para excluir proteinas e outros componentes da parede celular. Esta remocédo € essencial para evitar

a interferéncia destes compostos.

Preparacéao de parede celular sem proteina

As amostras secas (0,3 g) foram homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio 50 mM
(7 ml, pH 7,0) usando gral e pistilo e depois transferidas para um tubo de centrifuga. A suspensao
foi centrifugada (1,400 xg, 4 min), lavada por agitacdo sucessiva e centrifugada como se segue:
oito vezes com tampéo fosfato de potassio (pH 7,0; 7 ml), quatro vezes com Triton X-100 a 1% (v
/ v) em tampao pH 7,0 (7 ml), seis vezes com NaCl 1 M em tampéao pH 7,0 (7 ml), trés vezes

com agua destilada (7 ml) e duas vezes com acetona PA (5 ml). O pellet foi seco em estufa (60 °
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C, 24 h) e arrefecido em dessecador a vacuo. A matéria seca obtida foi definida como a fracdo da
parede celular sem proteina (Ferrarese et al., 2002).

Lignina total

As amostras de parede celular livre de proteina (20 mg) foram colocadas em tubos de
centrifuga de tampa roscada contendo 0,5 ml de brometo de acetilo a 25% (v / v em acido acético
PA) e incubadas a 70 ° C por 30 min. Apos a digestdo completa, as amostras foram rapidamente
arrefecidas em banho de gelo e entdo misturada com 0,9 ml de NaOH 2 M, 0,1 ml de
hidroxilamina-HCI 5 M e 6 ml de &cido acético PA suficiente para solubilizagdo completa do
extrato de lignina. Ap6s centrifugacdo (1.400 x g, 4 min), a absorbancia do sobrenadante foi
medida a 280 nm. Uma curva padrdo foi gerada com lignina alcalina (Aldrich 37, 096-7). Os

resultados expressos em mg lignina g* de parede celular (Moreira-Vilar et al., 2014).

Determinagdo sacarificagdo enzimatica

O protocolo utilizado para realizar a sacarificacdo enzimatica foi realizado apds a
preparacdo dos tecidos para a retirada de acUcares solGveis da biomassa. A sacarificacdo € a
determinacdo da glicose livre apds o uso de enzimas especificas para quebrar as ligacdes p-1,4 da

celulose.

Preparacdo da biomassa isenta de agucares solUveis
Amostras secas (300 mg) em telas de nylon semipermeéveis foram colocadas no sistema
de refluxo Soxhlet com etanol puro (Freitas et al., 2018), por aproximadamente 10h. Em seguida,

as biomassas foram transferidas para estufa a 60 °C.

Quantificacdo de acucares redutores

Em Eppendorf de 2 ml, foi pesado 10 mg da biomassa isenta de aglcares sollveis,
adicionou-se 10 pl do coquetel enzimatico celulolitico (Novozymes — NS 22086) e completado
para 1 ml com tamp3o acetato de sddio pH 5,0. Ap6s incubacdo a 50 °C por 4h e 24h de reaco,
100 pl do sobrenadante foram coletados em tubos de ensaio, adicionados 100 pl do reagente DNS
1%, e incubado a 100 °C por 5 min. Completado com 800 pl do tampao acetato de sodio, as
absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 540 nm. Para o branco, foram utilizados 100 pl
do DNS 1% e 900 ul do tampdo fosfato de sodio. Os resultados foram expressos com a

quantificacéo de glicose livre em mg g* de biomassa (Miller, 1959).
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Analises estatisticas
Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). O teste Dunnett

e Test t de Student foram realizados com o programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California)

para verificar as significancias das diferencas entre os parametros avaliados, valores
de 0.05 > P > 0.01 serao representados por “*", valores de 0.01 > P > 0.001 serao

representados por “**", e valores de 0.001 > P serdo representados por “***” sendo todos

considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Ap0s a determinacdo das concentracdes de GAz nos cultivos de ipé roxo e mogno africano,
foi realizado o experimento com mudas de eucalipto (Eucalyptus urograndis) em tubetes, para
estudar a acdo sinérgica da giberelina (GAz) com auxina (AlA). Duas aplicacbes mensais foram
realizadas durante um periodo de 4 meses, com 0s seguintes tratamentos: 50, 100 e 150 uM de
GAz;5e10 uM de AIA uM ¢, 100 uM GA3z + 5 uM AIA e 100 uM GA3 + 10 uM AlA. O resultado
foi que todos os tratamentos com giberelina promoveram crescimento significativo das plantas,
aumentaram DAB e biomassa seca do caule. Além disso, todos os tratamentos obtiveram aumentos
uniformes significativos na biomassa seca das raizes. Entretanto, a biomassa seca das folhas ndo
apresentou variacoes significativas.

Os melhores resultados em termos de crescimento caulinar do eucalipto foram obtidos com
0s tratamentos com GAsz + AIA, seguidos dos tratamentos apenas com GAas. Os tratamentos
contendo apenas AIA ndo produziram resultados estatisticamente significativos. Os resultados
com GA 100 + AIA 5 uM e GA 100 + AIA 10 uM foram com aumentos de 241,33% e 223,16%,
respectivemente, em relagdo ao controle. Os tratamentos com GA3 50, 100 e 150 uM promoveram
aumentos de 166,15%, 184,79% e 225,77%, respectivamente, em comparacdo ao controle (Figura
1A).

As médias do DAB de todos os tratamentos (50, 100 e 150 uM de GAz; 5 e 10 uM de AIA
uM; GAs 100 uM + AIA 5 uM e GAz 100 uM + AIA 10 pM) apresentaram aumentos
significativos, com valores de 43,57%, 69,40%, 64,66%, 40,15%, 41,54%, 64,34% e 61,29%,
respectivamente, em relacgdo ao controle (Figura 1B). A biomassa seca do caule de eucalipto néo
apresentou resultados estatisticamente significantes apenas nos tratamentos com AlA. As
concentracoes de GA3 50, 100 e 150 uM tiveram os valores de 58,62%, 75,86% e 93,11%,
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respectivamente, de aumento em relacdo ao controle, e os valores com os tratamentos com GA
100 + AIA 5 uM e GA 100 + AIA 10 uM foram de 88,28% e 80,69% de aumento (Figura 1C).

As folhas também ndo apresentaram variacGes estatisticamente significativas, mas é
possivel observar uma tendéncia de aumento principalmente nas concentragbes GA 150 uM
(18,34%) e GA 100 + AIA 5 uM (18,03%) (Figura 1D). Quanto aos valores de biomassa seca da
raiz, todos os tratamentos tiveram aumentos significativos, entre 18,44% e 28,83% em relacéo ao
controle (Figura 1E).
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Figura 2. Pardmetros biométricos de eucalipto tratado com GA3; e AIA em pleno sol, ao longo de 4 meses. A)
Crescimento médio do eucalipto. B) Gréafico do DAB médio do eucalipto em pleno sol, durante um periodo de 4 meses
(cm). C, D e E) Grafico da biomassa seca do caule, folhas e raiz (eucalipto) do controle e dos tratamentos com GA3
e AlA (g). F) Foto do eucalipto do controle com os tratamentos de GA3 e AlA. Barras de erro indicam as médias +
EPM, n = 10. Teste de Dunnet: *0.05 > P > 0.01, **0.01 > P >0.001, ***0.001

A lignina no caule do eucalipto aumentou significativamente nas concentra¢fes de 50 e
150 uM de GAs e 100 uM de GA3 + 10 uM de AIA, em 32,74%, 44,91% e 37,98%, em relacao
ao controle, com valores de 259,61, 283,41 e 269,86 mg/g de lignina, para 0s respectivos
tratamentos (Figura 2A). A sacarificacdo foi elevada apenas nos tratamentos contendo GAz, com
aumento significativo na producdo de glicose livre em 4h de 33,56% e 24h de 17,79% na
concentragdo de 150 uM de GA3 (Figura 2B e 2C).
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Figura 3. Teor de lignina e sacarificacio de eucalipto tratado com reguladores vegetais. A) Teor total de lignina da
biomassa do caule de eucalipto. B e C) Sacarificagdo da celulose em glicose 4 h (esg.) e 24 h (dir.). Barras indicam
valores médios £ EPM, n = 10. Teste de Dunnet: *0.05 > P > 0.01, **0.01 > P > 0.001, ***0.001 > P.

Discussao

O género Eucalyptus ssp. contribuiu generosamente para a expansdo da silvicultura nas
ltimas décadas no Brasil, impulsionando o setor, principalmente para a producdo de celulose e
papel. Sua facil adaptabilidade ao solo e ao clima brasileiro, a variabilidade de suas propriedades
fisico-quimicas, e o rapido crescimento, fizeram do eucalipto a arvore mais plantada em termos de
reflorestamento. Consequentemente, houve um aumento na demanda pela producéo de mudas de
eucalipto, mas devido a algumas limitagOes, principalmente ligadas ao lento crescimento dessas
plantas lenhosas, faz-se necessario a busca de novas metodologias para aumentar esta producao e
melhorar o padréo de qualidade destas mudas, visando maior taxa de sobrevivéncia apés o plantio.

Portanto, 0 uso de bioestimulantes pode ser uma ferramenta Gtil para suprir a necessidade de
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produzir grandes quantidades de mudas em um curto periodo de tempo, para atender plantios
comerciais (De Carvalho et al., 2018; Hope et al 2004; Moura et al., 2003; Wendling et al., 2021).

Assim como ocorreu com 0 ipé-roxo e o mogno africano, o0 GAsz, quando aplicado
exogenamente por aspersdo foliar, foi capaz de acelerar o crescimento e o desenvolvimento de
mudas de Eucalyptus urograndis cultivadas em tubetes de 290 ml durante um periodo de 4 meses.
J& 0 GAs associado ao AlA, apresentou resultados positivos ainda mais significativos, quando
comparados aos resultados do GA isolado. A acao sinérgica de GAs + AlA proporcionou aumento
no crescimento e DAB do caule, e aumento na biomassa seca do caule e raiz, com destaque para
o tratamento com GAs3 100 + AIA 5 pM.

A acdo dos horménios vegetais de forma isolada em plantas superiores ja é bem relatada
na literatura, mas estudos de a¢do sinérgica em entre hormonios no tratamento de plantas lenhosas
de lento crescimento sdo escassos. Demonstramos que GA associado ao AlA pode ser uma forte
metodologia para aumentar a produgdo de mudas de eucalipto, reduzindo o tempo de cultivo em
viveiros, e isso pode ser explicado devido que a divisdo, diferenciacdo e expansao celular podem
ser induzidos tanto pela giberelina quanto pela auxina, que sdo hormonios vegetais essenciais para
0 crescimento e desenvolvimento das plantas, mas por mecanismos diferentes. Em geral, a
giberelina esté associada principalmente ao alongamento do caule e a auxina ao desenvolvimento
de outros tecidos e 6rgdos vegetais, como caules, raizes, folhas e gemas. (Savidge et al., 2000;
Taiz e Zaiger, 2017). O uso desses dois horménios em conjunto neste trabalho demonstrou que
eles podem atuar sinergicamente para promover o desenvolvimento do eucalipto quando
comparado a uma planta ndo tratada, demonstrado com aumento no crescimento do caule e DAB,
e ganho de biomassa seca do caule e raiz.

Além disso, em nossos tratamentos, a giberelina aplicada isoladamente ou associada a
auxina induziu aumento de lignina no conteddo do caule, porém, apenas GAz e AlA quando
aplicadas juntas, apresentaram aumento da sacarificacdo indicando que ambos os hormonios
quando fornecidos em conjunto exogenamente, alteram a forma como a célula promove a
lignificacdo e a plasticidade celular. Na literatura, a giberelina e a auxina s&o os principais
hormonios envolvidos no processo de xilogénese (diferenciacdo celular e lignificacdo). Diversos
horménios estdo envolvidos no processo de xilogénese, no entanto, giberelinas e auxinas parecem
desempenhar o papel mais proeminente na formacdo do xilema secundario, que é um tecido
altamente lignificado (Bradley e Crane, 1957; Dalessandro et al., 1971; McKenzie et al., 2011).
Verificou-se que a giberelina quando associada a auxina pode promover a formacdo de uma
mistura de fibras e vasos, e a auxina sozinha promove apenas vasos, portanto, a giberelina pode

ser considerada um fator essencial para a formacao de fibras (Aloni et al., 2000; Dalessandro et
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al., 1971). A giberelina aplicada isoladamente, observa-se apenas a divisao celular cambial, mas
ndo a xilogénese, evidenciando assim o papel da AIA em estimular a diferenciacdo de células
derivadas do xilema (Wareing et al., 1964; Bjorklund et al., 2007). Em estudo com Eucalyptus
grandis e Eucalyptus urophylla, os resultados analisados permitiram observar que a aplicacdo de
GAze AlA via pulverizagdo foliar promoveu maior crescimento das plantas em altura e aumento
do teor de matéria seca nos compartimentos lenhosos, enquanto a aplicacdo de horménios via
sistema radicular promoveu um aumento no teor de matéria seca radicular (Mauri et al., 2016).
Alguns estudos na area da agronomia com aplicacdo exdgena de GA e AlA, isoladamente
e em conjunto, foram conduzidos com o intuito de elucidar suas agfes no corpo vegetal, e foi
demonstrado que constantemente a aplicagdo conjunta de AIA e GA promoveu maior crescimento
da planta e desenvolvimento, o que propiciou seu uso em plantas de interesse agronémico
(Zogonel et al., 2007). No entanto, no setor florestal, com exce¢do dos processos de propagacao
tecidual in vitro e enraizamento por estaquia, ainda ndo ha uso de horménios como prética
silvicultural para aumentar a produtividade e a qualidade da madeira. Para que a aplicagdo exdgena
de AIA e GA se torne uma pratica silvicultural, é necessario determinar as concentracdes e
proporcOes ideais desses hormdnios por meio de experimento dose-resposta. Para verificar a
sensibilidade das plantas as dosagens hormonais, a proporcdo escolhida foi de 1:10
(auxina:giberelina). A proporgéo entre os hormonios foi estipulada com base em Aloni (1985) que
afirma que, em plantas intactas, as propor¢es de 1:5 a 1:20 (auxina:giberelina) apresentam

resultados satisfatdrios, sendo a proporcéao de 1:10 a melhor.

Concluséo

A aplicacdo conjunta de giberelina e auxina impulsionou o desenvolvimento e crescimento
das mudas de Eucalyptus urograndis. Os reguladores de crescimento também aumentaram os
teores de lignina no caule, sendo a lignina uma macromolécula fundamental da parte estrutural da
parede celular, e importante para o desempenho em campo de mudas destinadas a silvicultura. Por
outro lado, o tratamento com GAs 150 uM promoveu, sozinho, resultados similares aos dos
tratamentos conjunto com AIA. Além disso, esse tratamento foi 0 que induziu 0 maior aumento
na biomassa e no contetido de lignina do caule e, paradoxalmente, maior sacarificacdo, o que €

desejavel para a industria de papel e celulose, entre outras aplicacdes biotecnoldgicas.
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RESUMO

A pecuéria cumpre um papel importante na producdo de proteina alimentar. No Brasil,
grande parte da pecudria utiliza pastagens como principal fonte de alimentacdo do gado. A
braquiaria é a forrageira mais difundida no Brasil devido as suas caracteristicas favoraveis ao
cultivo, principalmente em condicGes de solo de baixa fertilidade. Nés avaliamos o efeito da
giberelina e auxina quando aplicadas em conjunto e separadamente. Brachiaria decumbens foi
cultivada em vasos e tratada com 100 uM de GA3z, 100 uM de GA3 + 10 uM de AIA e 10 uM de
AIA. Em seguida, foi realizado um experimento de campo, utilizando uma braquiaria pré-existente
de pasto destinado a gado leiteiro, com os tratamentos 50 uM de GAz e 50 uM de GA3 + 5 uM de
AlA. A giberelina isolada e associada a auxina promoveu o crescimento das plantas e incremento
de lignina, mas apenas o tratamento GAs + AlA proporcionou aumento da biomassa fresca e seca.
Mesmo com o aumento do teor de lignina total, a sacarificacdo nédo foi alterada. A proporc¢éo 1:10

de auxina e giberelina mostrou-se eficiente para o crescimento e ganho de biomassa em braquiaria.

Palavras chaves: Pecuéria, braquiéria, pastagens, crescimento, lignina
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Abstract

Livestock plays an important role in the production of dietary protein. In Brazil, a large part of
livestock uses pastures as the main source of cattle feed. Brachiaria is the most widespread forage
in Brazil due to its favorable characteristics for cultivation, especially in low fertility soil
conditions. We evaluated the effect of gibberellin and auxin when applied together and separately.
Brachiaria decumbens was grown in pots and treated with 100 uM GAs3, 100 uM GAs3 + 10 uM
AIA and 10 uM AIA. Then, a field experiment was carried out, using a pre-existing brachiaria
pasture intended for dairy cattle, with the treatments 50 uM of GAs and 50 uM of GAz + 5 uM of
AlA. Gibberellin alone and associated with auxin promoted plant growth and lignin increment,
but only the GAz + AIA treatment provided an increase in fresh and dry biomass. Even with the
increase of the total lignin content, the saccharification was not altered. The 1:10 ratio of auxin

and gibberellin proved to be efficient for growth and biomass gain in Brachiaria.

Keywords: livestock, Brachiaria, pastures, growth, lignin.
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Introducéo

Brachiaria spp é a principal forrageira utilizada na formacdo de pastagens no Brasil,
destacando-se na pecuaria e ocupando cerca de 50% das areas de pastagem no Brasil (Hoffman et
al., 2014; Silva et al., 2012). Existem aproximadamente 200 milhdes de hectares de pastagens no
pais, dos quais estima-se que cerca de 130 milhGes estdo em algum estado de degradacéo, ou seja,
com reducédo do vigor, o que impossibilita a recuperacdo natural do pasto e o deixa incapaz de
sustentar os niveis de producdo e qualidade requeridos. Assim, as pastagens ficam suscetiveis aos
efeitos nocivos de pragas, doencas e plantas invasoras, necessitando de alguma intervencéo para
reverter esse estado (Borghi et al., 2018; Oliveira et al., 2022). Essa degradacdo é consequéncia de
diversos fatores que podem resultar de agdes isoladas ou conjuntas, como preparo incorreto do
solo, escolha inadequadas de espécies forrageiras, uso de sementes de baixa qualidade, ma
formacdo inicial, manejo inadequado e, principalmente, pela ndo reposic¢ao de nutrientes, eroséo,
lixiviacdo e volatilizacdo ao longo dos anos (Kichel et al., 1999).

Nesse sentido, percebe-se a necessidade de melhorar a eficiéncia das praticas de manejo
com o objetivo de melhorar o processo de revitalizacdo e recuperacdo de pastagens que foram
degradadas de alguma forma, e uma dessas solugdes pode ser o uso de bioestimulantes que
favorecam o crescimento, desenvolvimento e aproveitamento dessas pastagens. Os
bioestimulantes, ou horménios vegetais, sdo compostos quimicos sintetizados pela planta ou
podem ser fornecidos exogenamente, 0s quais sdo responsaveis pela comunicacao entre células,
tecidos e 6rgaos e atuam nos processos de regulacao do crescimento e desenvolvimento das plantas
em busca da homeostase vegetal (Krahl e Marocco, 2019; Rocha et al., 2018).

Existe um grupo formado principalmente por cinco horménios vegetais: giberelinas,
auxinas, citocininas, etileno e acido abscisico. A giberelina, ou &cido giberélico (GA3) e a auxina,
ou &cido indolacético (AlA) sdo horménios vegetais responsaveis por exercerem sua funcdo no
crescimento e desenvolvimento das plantas, através do processo de divisdo e alongamento celular,
porém por mecanismos distintos. A giberelina exerce fungdes especificas como alongamento do
caule, germinacdo de sementes, formacao de frutos e outras propriedades como diferenciacédo de
tecidos e 0rgdos, e a auxina atua principalmente em tecidos meristematicos (Brennecke et al., 2015;
Rocha, 2018; Thomas et al., 2016)
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Braquiaria

Entre as forrageiras cultivadas, as gramineas do género Brachiaria sdo as mais utilizadas
no Brasil. A Brachiaria decumbens, uma graminea comumente chamada de braquiaria ou
braquiarinha, foi introduzida no Brasil no inicio da década de 1960. Disseminou-se rapidamente
nas regides de producdo animal a partir da década de 1970, devido as suas caracteristicas
favoraveis para cultivo, especialmente em condicBes de solos de baixa fertilidade, normalmente
encontrados nas regides pecuérias do pais (De Souza et al., 2020; Seiffert, 1980). Algumas
caracteristicas de destaque desta forrageira sdo: boa adaptabilidade a solos &cidos e pobres,
presente na maioria das regides produtoras de carne e leite, alta producdo de sementes no periodo
chuvoso, rusticidade, adaptando-se bem a diferentes condi¢6es de solo e manejo, alta capacidade
de competicdo com plantas invasoras, boa producdo de forragem, proporcionando melhor
desempenho animal quando comparado a pastagens nativas/naturalizadas. No entanto, esta
graminea apresenta algumas restricGes associadas a suscetibilidade a cigarrinhas-das-pastagens e
fotossensibilizacdo (Campos et al., 2007; Santos et al., 2009).

O uso de bioestimulantes na agricultura vem se intensificando, a fim de recuperar,
complementar ou suprir as necessidades estruturais das culturas, principalmente quando se pensa
em aumentos de produtividade, pois as plantas se tornam mais eficientes, além de outros beneficios
como maior tolerancia ao estresse ambiental e fitotoxicidade (Gazzoni, 2008, Vieira et al., 2001).
Assim, estudamos o efeito dos hormdnios vegetais no desenvolvimento da braquiéria, avaliando a
acdo separada e conjunta da giberelina e auxina no processo de crescimento e desenvolvimento,
lignificacdo e sacarificacdo. Nossos experimentos revelaram que o uso de giberelina e auxina pode
desempenhar um papel importante na formac&o e recuperacgdo de pastagens com niveis iniciais de

degradacéo.

Materiais e métodos

A pesquisa foi realizada em duas etapas, inicialmente no laboratério BIOPLAN,
pertencente a Universidade Estadual de Maringé, e a segunda parte, foi realizada a campo em uma
fazenda de criagdo de gado leiteira no municipio de Rosario do IVai/PR, de Latitude: 24° 13' 50"
Sul, Longitude: 51° 16' 14" Oeste, onde a Brachiaria decumbens é cultivada em sistema de pastejo

rotacionado.
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Cultivo

As sementes de braquiéria (Brachiaria decumbens) foram obtidas comercialmente. A
germinacdo ocorreu em sala de cultivo em vasos plasticos de 4 | contendo substrato de casca de
pinus e vermiculita (1/1), com fotoperiodo de 12h/12h a 25 °C. Apenas 4 plantas por vaso foram
deixadas apos a germinacdo e regadas com 60 ml de solucdo nutritiva (Hoagland e Arnon, 1950)
a cada 3 dias. Apos 30 dias, o tratamento inicial foi com 100 uM de GAz; 100 uM GA3z + 10 uM
AIA e 10 uM AIA, reaplicado o mesmo tratamento apds 7 dias. No 45° dia, as plantas foram

coletadas para analise biométrica.

Experimento de campo

Em uma area plana contendo o cultivo de braquiaria pré-existente, a graminea foi cortada
rente ao solo e, apds a rebrota, foram delimitadas 18 parcelas com area total de 4m? cada. O
tratamento inicial foi com 50 uM de GAz ¢ 50 uM de GAz + 5 uM de AIA, sendo o mesmo
tratamento reaplicado apds 15 dias. Os tratamentos com 6 parcelas cada, foram aplicados por
aspersao foliar com pulverizador costal de CO> com vazéo de 1 L/min. No 45° dia, as plantas foram

coletadas para analise biométrica.

Determinagdo dos parametros biométricos
As plantas tiveram seu crescimento medido, determinando-se a altura da parte aérea com

0 uso de uma fita métrica, e a biomassa fresca foi pesada e seca a 50°C e novamente pesada.

Determinagéo da lignina
O protocolo utilizado para quantificar a lignina foi realizado ap6s a preparacédo dos tecidos
para excluir proteinas e outros componentes da parede celular. Esta remocédo € essencial para evitar

a interferéncia destes compostos.

Preparacéo de parede celular sem proteina

As amostras secas (0,3 g) foram homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio 50 mM
(7 ml, pH 7,0) usando gral e pistilo e depois transferidas para um tubo de centrifuga. A suspensao
foi centrifugada (1,400 xg, 4 min), lavada por agitagdo sucessiva e centrifugada como se segue:
oito vezes com tampéo fosfato de potassio (pH 7,0; 7 ml), quatro vezes com Triton X-100 a 1% (v
/ v) em tampdo pH 7,0 (7 ml), seis vezes com NaCl 1 M em tampédo pH 7,0 (7 ml), trés vezes

com agua destilada (7 ml) e duas vezes com acetona PA (5 ml). O pellet foi seco em estufa (60 °
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C, 24 h) e arrefecido em dessecador a vacuo. A matéria seca obtida foi definida como a fracdo da
parede celular sem proteina (Ferrarese et al., 2002).

Lignina total

As amostras de parede celular livre de proteina (20 mg) foram colocadas em tubos de
centrifuga de tampa roscada contendo 0,5 ml de brometo de acetilo a 25% (v / v em acido acético
PA) e incubadas a 70 ° C por 30 min. Apos a digestdo completa, as amostras foram rapidamente
arrefecidas em banho de gelo e entdo misturada com 0,9 ml de NaOH 2 M, 0,1 ml de
hidroxilamina-HCI 5 M e 6 ml de &cido acético PA suficiente para solubilizagdo completa do
extrato de lignina. Ap6s centrifugacdo (1.400 x g, 4 min), a absorbancia do sobrenadante foi
medida a 280 nm. Uma curva padrdo foi gerada com lignina alcalina (Aldrich 37, 096-7). Os

resultados expressos em mg lignina g* de parede celular (Moreira-Vilar et al., 2014).

Determinagdo sacarificagdo enzimatica

O protocolo utilizado para realizar a sacarificacdo enzimatica foi realizado apds a
preparacdo dos tecidos para a retirada de acUcares solGveis da biomassa. A sacarificacdo € a
determinacdo da glicose livre apds o uso de enzimas especificas para quebrar as ligacbes p-1,4 da

celulose.

Preparacdo da biomassa isenta de agucares solUveis
Amostras secas (300 mg) em telas de nylon semipermeéveis foram colocadas no sistema
de refluxo Soxhlet com etanol puro (Freitas et al., 2018), por aproximadamente 10h. Em seguida,

as biomassas foram transferidas para estufa a 60 °C.

Quantificacdo de acucares redutores

Em Eppendorf de 2 ml, foi adicionado 10 mg da biomassa isenta de agUcares soluveis,
adicionou-se 10 pl do coquetel enzimatico celulolitico (Novozymes — NS 22086) e completado
para 1 ml com tamp3o acetato de sddio pH 5,0. Ap6s incubacdo a 50 °C por 4h e 24h de reaco,
100 pl do sobrenadante foram coletados em tubos de ensaio, adicionados 100 pl do reagente DNS
1%, e incubado a 100 °C por 5 min. Completado com 800 pl do tampao acetato de sodio, as
absorbancias foram lidas em espectrofotometro a 540 nm. Para o branco, foram utilizados 100 pl
do DNS 1% e 900 ul do tampdo fosfato de sodio. Os resultados foram expressos com a

quantificacéo de glicose livre em mg g de biomassa (Miller, 1959).
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Analises estatisticas
Os dados foram expressos como a média + erro padrdo da média (EPM). O teste Dunnett

e Test t de Student foram realizados com o programa GraphPad Prism 5.0 (San Diego, California)

para verificar as significancias das diferencas entre os parametros avaliados, valores
de 0.05 > P > 0.01 serao representados por “*", valores de 0.01 > P > 0.001 serao

representados por “**", e valores de 0.001 > P serdo representados por “***” sendo todos

considerados estatisticamente significativos.

Resultados

Para verificar a eficacia da acdo sinérgica entre giberelina e auxina, realizamos um
experimento com plantas jovens de braquiaria (Brachiaria decumbens) tratadas com GAs:AlA na
proporcéo de 10 para 1 para avaliar sua capacidade de estimular o desenvolvimento da parte aérea
em vasos. Duas aplicacBes semanais foram realizadas durante um periodo de 30 dias, com 0s
seguintes tratamentos: GA3100 uM; GAz 100 uM + AIA 10 uM; e AIA 10 pM. O tratamento com
giberelina mais auxina apresentou resultados significativos em todos os pardmetros biométricos,
no crescimento das plantas e aumento da biomassa fresca e seca da parte aérea (Figura 1).

Tanto os tratamentos com GA3 quanto os com GAsz + AIA promoveram o crescimento da
parte aérea da braquidria (caule e folha), com incrementos de 105,41% e 117,02%,
respectivamente, em relagdo ao controle. O tratamento com GAs + AIA produziu resultados
significativos em todos os parametros, crescimento, biomassa fresca e seca da parte aérea. A acao
conjunta da giberelina com a auxina proporcionou aumento de 39,89% na biomassa fresca e

54,23% na biomassa seca.
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Figura 1. Crescimento e producdo de biomassa em plantas de braquiaria em vasos tratadas com GAsz; e AlA. A)
Grafico do crescimento médio da braquiaria do controle e GA3 nas concentragdes de 100 uM de GA3; 100 uM GA3
+ 10 uM AIA; e 10 de uM AIA, durante um periodo de 45 dias (cm). B ¢ C) Grafico de peso fresco e seco da biomassa
(braquiéria) do controle e dos tratamentos (g). D) Foto do controle (a esquerda) e dos tratamentos. Barras de erro
indicam as médias = EPM, n = 10. Teste de Dunnet: *0.05 > P > 0.01, **0.01 > P > 0.001, ***0.001 > P.

O teor de lignina aumentou nos tratamentos com GA e GA + AlA. Na sacarificagdo por
4h e 24h ndo foi observada alteragdo entre o controle e esses tratamentos (Figura 2). O teor de
lignina total na braquiaria, com os tratamentos GAs e GAs + AIA aumentou 44,44% e 38,25%,
respectivamente, em relagdo ao controle, com valores de 219,95 e 210,53 mg/g de lignina, nos
respectivos tratamentos e 152,28 mg/g de lignina no controle. O aumento da lignina resultante dos
tratamentos ndo apresentou correlacdo com a sacarificagdo. O tratamento AIA 10 uM foi o Gnico
que promoveu a sacarificagdo da braquiaria (31,59%) em 24h de digestdo, quando comparada ao

controle (Figura 2).
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Figura 2. A) Teor total de lignina da biomassa da parte aérea da braquiéria de vaso com o controle e tratamentos com
GA 100 uM, GA 100 uM + AIA 10 uM e AIA 10 uM (mg/g de CW). B e C) Sacarificagdo da celulose em glicose 4h
e 24h da biomassa de braquiaria com o controle e tratamento com GA 100 uM, GA 100 uM + AIA 10 uM e AIA 10

uM (mg/g de AIR). Barras de erro indicam as médias + EPM, n = 10. Teste de Dunnet: *0.05 > P > 0.01, **0.01
> P > 0.001, ***0.001 > P.

Terminado e avaliado o experimento em escala de laboratério, iniciou-se o experimento de
campo com a braquidria pré-existente em uma fazenda leiteira com sistema de pastejo rotacionado,
em clima mais ameno durante o periodo de inverno. Utilizamos a mesma proporcéo de 10 para 1
GAz:AlA para avaliar melhor a capacidade dos hormonios de estimular o desenvolvimento da
parte aérea da graminea em um ambiente ndo controlado. Foram duas aplicagdes quinzenais
realizadas durante um periodo total de 45 dias, com os seguintes tratamentos: GA3z 50 uM e GA3
50 uM + AIA 50 uM. Ambos os tratamentos foram capazes de aumentar a velocidade de
crescimento da braquiaria, porém, com valores médios de crescimento inferiores aos resultados do
experimento de laboratdrio. Em relacdo a biomassa fresca e seca, apenas 0 uso sinergico de GA e

AIA apresentou resultados significativos (Figura 3).

57



O tratamento isolado de GA e o GA associado ao AIA promoveram crescimento da parte
aerea da braquiéria (caule e folha), com incrementos de 61,8% e 160,92%, respectivamente, em
relacdo ao controle. Porém, apenas GAs + AIA produziu resultados significativos de biomassa,
com aumentos de 106,1% de biomassa fresca e 90,34% de biomassa seca, em relagdo ao controle
(Figura 3).
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Figura 3. Crescimento e produgdo de biomassa em plantas de braquiaria em campo tratadas com GAs e AlA. A)
Gréfico do crescimento médio da braquiaria do controle, GA3 50 uM, e GA3 100 uM + AIA 5 uM, durante um periodo
de 45 dias (cm). B e C) Gréfico de peso fresco e seco da biomassa (braquiéria) do controle e dos tratamentos (g). D)
Foto do controle (a esquerda) e dos tratamentos. Barras de erro indicam as médias + EPM, n = 6. Teste de Dunnet:
*0.05>P>0.01, **0.01 > P >0.001, ***0.001 > P.

Ao contrario da braquiaria de vaso em laboratério, que teve aumento de lignina, a
braquiaria de campo apresentou reducdo significativa no teor de lignina total em ambos os
tratamentos, e na sacarificacdo por 4 h e 24 h, nenhuma alteracéo foi observada entre o controle e
esses tratamentos (Figura 4). O tratamento apenas com GAs reduziu a lignina em 20,28%, com
valor de 172,14 mg/g de lignina, em relacdo ao controle, que apresenta valor de 215,93 mg/g de

lignina. O tratamento GAsz + AIA reduziu a lignina em 16,71%, com valor de 179,85 mg/g de
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lignina total. A reducdo da lignina decorrente dos tratamentos ndo se correlacionou com a
sacarificacdo da braquiéria, pois ambos os tratamentos ndo apresentaram alteracdo na digestdo em

4 e 24 h, apesar da tendencia de aumento da sacarificacdo em 24 h com GAz + AlA (Figura 4).
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Figura 4. A) Teor total de lignina da biomassa da parte aérea da braquiaria de campo com o controle e tratamentos
com GA 50 uM e GA 50 uM + AIA 5 uM (mg/g de CW). B e C) Sacarificagdo da celulose em glicose 4h e 24h da
biomassa de braquiaria com o controle e tratamento com GA 50 uM e GA 50 uM + AIA 5 uM (mg/g de AIR). Barras

de erro indicam as médias = EPM, n = 6. Teste de Dunnet: *0.05 > P > 0.01, **0.01 > P > 0.001, ***0.001 >
P.
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Discussao

O uso de bioestimulantes, ou também denominados de reguladores de crescimento, como
a giberelina e a auxina, quando aplicados separadamente ou em conjunto, mostrou ganhos
significativos na produtividade da Brachiaria decumbens, ou seja, aumento na velocidade de
crescimento e biomassa, seja para o experimento em escala de laboratorio ou experimento de
campo. Mas, ao comparar o teor de lignina total, a braquiaria cultivada em vasos no laboratério,
houve um aumento significativo da lignina presente na parede celular com os tratamentos de GA
associados ou ndo com AlA, e na braquiaria a campo, aconteceu o oposto, uma reducao da lignina
em ambos os tratamentos. No entanto, a sacarificacdo enzimatica, processo de digestdo da celulose
para liberacdo de glicose livre, ndo foi significativamente alterada pelos tratamentos em ambos
experimentos. Mesmo sabendo que o processo de digestdo de um ruminante é muito diferente e
complexo, quando comparado com a técnica utilizada no laboratério de digestibilidade da
biomassa, podemos sugerir que tratamentos com horménios vegetais poderiam beneficiar na
alimentacdo de animais em pastejo, aumentando a produtividade no campo com incremento de
massa verde na braquidria, sem afetar o processo de digestibilidade.

Em gramineas, como a braquiaria, as fibras formam a principal fracdo da biomassa, sendo
formada predominantemente por carboidratos, como celulose e hemicelulose, mas também com
importante contribuicdo da lignina (Kondo et al., 1987; Hatfield e Fukushima, 2005; Mohnen et
al., 2008). Esses componentes estdo organizados na parede celular da planta, e a presenca de
lignina e hemicelulose na matriz lignocelul6sica dificulta a degradacdo do material e reduz a
acessibilidade a celulose (Zhang et al., 2015). Na literatura, os valores de concentracao de celulose,
lignina e hemicelulose encontrados na Brachiaria decumbens sdo: 38,4% celulose, 10,2% lignina
e 38,0% hemicelulose (Gobbi et al., 2005). Sabendo que, em porcentagem, a lignina tem uma
participacdo menor no volume da biomassa em comparagao aos carboidratos, e portanto, em baixa
variacdo em seu teor, ndo poderia impactar no processo de digestdo enzimatica, 0 que poderia
explicar o aumento de lignina em braquidria cultivada no laboratério ou a reducédo de lignina na
braquiaria no campo, sem interferir na analise de sacarificacdo (Aloni et al., 1990).

Nos modelos experimentais de laboratério ou de campo, ambos demonstraram que GAs
associados ou ndo a AlAs, sdo capazes de acelerar o crescimento da braquiaria e aumentar a
biomassa fresca e seca, devido ao crescimento celular ser mediado por esses horménios no
afrouxamento da parede celular. O processo de expansdo ocorre quando a AlA estimula a célula a

secretar protons, acidificando a regido da parede celular e elevando a atividade de expansinas
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(Cosgrove, 1997). Outros estudos sugerem que a GA também desempenha uma funcéo importante
no processo de expansao celular, onde o crescimento celular promovido pela GA é mediado, em
parte, pela acdo da xyloglucano endotransglicosedases-hidrolase (XETs) juntamente com
expansinas que atuam no afrouxamento da parede celular, em tecidos ainda em desenvolvimento,
como no caso da braquiaria (Nishitani, 1997).

A utilizacdo de bioestimulantes pode ser uma alternativa para aumentar a produtividade ou
auxiliar na recuperacdo de pastagens, pois proporciona maior desenvolvimento na formacdo dos
diversos 6rgdos vegetais, como folhas, caules e brotos, consequentemente, proporciona um rapido
crescimento e desenvolvimento da planta como um todo. Com isso, o desempenho animal e
capacidade de suporte do pasto podem ser beneficiados (Pereira et al., 2018). Assim, ambos
experimentos com a braquidria revelaram um comportamento semelhante aos observados em
eucalipto (Capitulo 2) quando GAs e AIA, aplicados exogenamente por pulverizagdo foliar,
aumentaram a velocidade de crescimento e producdo de biomassa sem reduzir a sacarificagdo. Em
um trabalho semelhante realizado com Brachiaria brizantha, houve semelhancas nos efeitos da
acdo sinérgica da GA e AIA, onde a aplicacdo dos reguladores de crescimento associados ao
fésforo para a recuperacdo de pastagens pds-geada, aumentou sua produtividade, e os valores de

biomassa fresca e seca (Santos et al., 2021).

Concluséo

Os bioestimulantes, podem ser uma ferramenta interessante para a formacéo e recuperacao
de pastagens com niveis iniciais de degradacdo. A giberelina associada a auxina proporcionou
incrementos no desenvolvimento e crescimento de Brachiaria decumbens, podendo aumentar a
produtividade da forrageira e favorecer o desempenho animal. Alteraces no teor de lignina ndo

interferiram no crescimento e na sacarificacdo das plantas.
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