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RESUMEN

El comportamiento recalcitrante y la germinacion lenta e
irregular son factores limitantes en la produccién de plintu-
las de Bertholletia excelsa mediante el proceso convencional.
El objetivo de este estudio fue evaluar el enraizamiento de
estacas juveniles de B. excelsa asociadas a la aplicacién de
4cido indolbutirico (AIB) en propagador de subirrigacién.
El disefio experimental fue completamente al azar con un
arreglo factorial 3X3X2 de tratamientos: tres dosis (0, 1000
y 3000 mg L") de AIB como regulador de crecimiento; tres
tipos de estacas (apical, media y basal); y dos tiempos de in-
mersién (1sy 60 s). Los datos se analizaron con un ANDEVA
y las medias de los tratamientos se compararon con la prue-
ba de SNK (p=<0.05). A los 180 d se evalué el namero y la
longitud media de las raices, el porcentaje de enraizamiento,
la presencia de callo y la supervivencia de las estacas. Los
resultados muestran que las estacas medias y basales sumer-
gidas 1521000 mg L' de AIB tuvieron los porcentajes ma-
yores de enraizamiento, 58.3 % y 41.7 %, respectivamente.
Las estacas sélo presentaron, en promedio, la formacién de
una raiz unica. Las longitudes medias mayores de raices se
obtuvieron en las estacas medias sumergidas 1 s en 3000 mg
L ™" de AIB (7.0 cm) y 1000 mg L™" de AIB (6.4 cm). Asi,
las concentraciones de AIB estimulan el surgimiento de rai-
ces en diferentes tipos de estacas de B. excelsa, el segmento
medio inmerso en 1000 mg L! por 1 s es el més indicado

para aumentar el porcentaje de enraizamiento, y el proceso
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ABSTRACT

Recalcitrant behavior and slow and irregular germination
arelimiting factors for the production of Bertholletia excelsa
seedling production, through the conventional process.
The objective of this study was to evaluate the rooting of
juvenile cuttings of B. excelsa associated to the application
of indolebutyric acid (IBA) in subirrigation propagator.
The experimental design was completely random with a
factorial arrangement of 3 X3 X2 of treatments: three doses
(0, 1000 and 3000 mg L) of IBA as growth regulator;
three types of cuttings (apical, middle, basal); and two
immersion times (1 s and 60 s). The data were analyzed
with ANOVA and the treatment means were compared with
the SNK test (p=<0.05). At 180 d the number and mean
length of roots, percentage of rooting, presence of callus,
and survival of the cuttings were evaluated. The results
show that the middle and basal cuttings immersed for 1 s in
1000 mg L™ ! of IBA had the highest percentages of rooting,
58.3 % and 41.7 %, respectively. The cuttings only presented,
in average, the formation of a single root. The highest
average root lengths were obtained with middle cuttings
submerged for 1 s in 3000 mg L7! of IBA (7.0 cm) and
1000 mg L' of IBA (6.4 cm). Thus, the IBA concentrations
stimulate the surge of roots in different types of B. excelsa
cuttings, the middle segment immersed in 1000 mg L™ for
1 s is the most appropriate to increase the percentage of
rooting, and the process of cuttings with B. excelsa juvenile
material can be adopted for the vegetative propagation of

the species.
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de estacas con material juvenil de B. excelsa puede adoptarse

para la propagacién vegetativa de la especie.

Palabras clave: Propagacion vegetativa, especies amazdnicas,
Bertholletia excelsa, regulador de crecimiento, dcido indolbutiri-

co, estaca juvenil.
INTRODUCCION

a castana de Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K)

es una especie abundante en la regién ama-

zénica y sus frutos se cosechan casi exclusiva-
mente en bosques naturales, donde varias comuni-
dades se benefician con su produccién (Tonini ez al.,
2008). Esta especie es clave para la conservacién y el
desarrollo de la regién amazénica, debido a su uso
multiple por las comunidades que la usufructdan,
es una fuente de empleo e ingresos para trabajado-
res rurales y urbanos de esta regién y por el uso de
su madera (Tonini, 2011). En el norte de Brasil, B.
excelsa es una especie nativa con gran potencial para
la reforestacién (Tonini y Arco-Verde, 2005) y tiene
una combinacién de aspectos favorables, como ma-
dera de excelente calidad, rdpido crecimiento, abun-
dante fructificacién, y la recoleccién de frutos causa
un impacto ambiental bajo (Tonini ez 4/, 2008).

La propagacién por semilla de B. excelsa es limita-
da por una pérdida rdpida de su viabilidad, causada
por su comportamiento recalcitrante, la germinacién
lenta e irregular de hasta seis meses y dificultades en
el enraizamiento. Ademds sus frutos son susceptibles
a los ataques por predadores antes de su maduracién
(Figueiredo y Carvalho, 2002). Para obtener germi-
nacién rdpida es necesario retirar el tegumento, y en
la mayoria de las veces se producen dafios mecdnicos
en la semilla. Dadas estas limitaciones, la propaga-
cién vegetativa por estacas y la aplicacién de regula-
dores de crecimiento, en especial la auxina sintética
dcido indolbutirico (AIB) es una técnica promete-
dora para la mayorifa de las especies. El AIB es una
sustancia fotoestable, no téxica, de accién localizada
y menos sensible a la degradacién biolégica (Husen,
2012). El uso es recomendado para estimular el en-
raizamiento de numerosas plantas (Bortoline, 2008)
y se usan concentraciones bajas y altas como los ti-
pos y tamanos de estacas (Vernier e Cardoso, 2013).
Segtin Xavier e al. (2009), el grado de éxito de la
propagacion vegetativa también depende de la tem-
porada, las condiciones fisiolégicas de la planta, la
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INTRODUCTION

razil nut (Bertholletia excelsa HB.K.) is an

abundant species in the Amazon region and

its fruits are harvested almost exclusively
in natural forests, where several communities
are benefited with its production (Tonini er al.,
2008). This species is key for the conservation
and development of the Amazon region, due to its
multiple uses by the communities that exploit it, is
a source of employment and income for rural and
urban workers in this region, and because of the
use of its wood (Tonini, 2011). In northern Brazil,
B. excelsa is a native species with great potential
for reforestation (Tonini and Arco-Verde, 2005),
and has a combination of favorable aspects such as
wood of excellent quality, quick growth, abundant
fructification; also, fruit collection causes a low
environmental impact (Tonini ez al., 2008).

Seed propagation in B. excelsa is limited by a
quick loss of its viability, caused by its recalcitrant
behavior, slow and irregular germination of up to
six months, and difficulties to root. In addition, its
fruits are susceptible to attacks by predators before
their maturation (Figueiredo and Carvalho, 2002).
To obtain a quick germination, it is necessary to
remove the tegument, and in most cases mechanical
damage is produced on the seed. Given these
limitations, vegetative propagation through cuttings
and the application of growth regulators, especially
the synthetic auxin indolebutyric acid (IBA), is
a promising technique for most species. IBA is a
photostable substance, non-toxic, of localized action,
and less sensitive to biological degradation (Husen,
2012). Its use is recommended to stimulate rooting
in a large number of plants (Bortoline, 2008), and
low and high concentrations are used, as are types
and sizes of cuttings (Vernier and Cardoso, 2013).
According to Xavier er al. (2009), the degree of
success of vegetative propagation also depends on
the season, physiological conditions of the plant,
concentration of growth regulators, meteorological
conditions, location, size and type of propagule,
means for rooting, fungicides, and the influence of
the substrate on rooting.

For some trees like Eucalyptus, the technique for
propagation with cuttings is well-established, with
dominion in the production of seedlings of high
quality and low cost. In Schizolobium amazonicum
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concentracion de los reguladores de crecimiento, las
condiciones meteoroldgicas, la ubicacién, el tamano
y el tipo de propédgulo, los medios de enraizamiento,
los fungicidas y la influencia del sustrato sobre el en-
raizamiento.

Para algunos drboles como Eucalyptus, la técnica
de propagacién por estacas estd bien establecida, con
dominio en la produccién de pldntulas de alta calidad
y bajo costo. En Schizolobium amazonicum (Rosa y
Pinheiro, 2001), Calophyllum brasiliensis (Silva et al.,
2010) e Ilex paraguariensis (Brondani et al., 2008) exis-
ten protocolos de propagacién, pero no para la mayo-
ria de las especies forestales. Los estudios de Pinheiro
(1967) y Moraes et al. (2008) son los tnicos con esta-
cas con B. excelsa y los resultados no fueron eficientes
para el desarrollo de protocolos, por lo cual la informa-
cién es insuficiente para la aplicacion de esta técnica.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue eva-
luar el enraizamiento de estacas juveniles de B. excelsa
asociadas a la aplicacién de AIB en propagadores de
subirrigacion.

MATERIALES Y METODOS

El estudio se realizé en el vivero forestal de Embrapa Amazo-
nia Oriental, en la ciudad de Belém, capital del Estado de Pard,
Brasil, usando semillas compradas a productores. Para la produc-
cién de las plantas, las semillas de B. excelsa se sumergieron en
agua 24 h y se sembraron en bolsas de pldstico de 17 cm X 28 cm,
las cuales contenfan una mezcla de sustrato de 60 % de tierra
negra, 30 % de estiéreol de pollo y 10 % de arena, y se colocaron
en un invernadero bajo riego artificial intermitente.

Cuando las pldntulas alcanzaron 45 cm de altura, se seccio-
naron en estacas de 10 cm de largo, cortadas en forma oblicua
en la base, conteniendo al menos dos yemas y dos pares de hojas
reducidas a la mitad de su tamano original, con el fin de evitar
la transpiracion excesiva. Los cortes se separaron en tres grupos:
posicién apical, media y basal. Con el fin de mantener el vigor y
la turgencia del material vegetal, inmediatamente después de la
recoleccion, las estacas se lavaron con agua y se colocaron en una
caja térmica con agua.

Para el enraizamiento las estacas se colocaron seis meses en
un propagador tipo cdmara de subirrigacién, con estructura me-
télica envuelta con pléstico de polietileno que lo tornaba imper-
meable. La base estaba forrada con cuatro camadas: 1) arena (6-
10 cm); 2) grava (10-15 cm); 3) piedras (5 cm); y 4) sustrato (5
cm), compuesto por arena estéril, segiin el modelo de Leakey ez
al. (1990) y adaptado por Longman (1993). El propagador esta-

ba dentro de un invernadero con luminosidad interna reducida

(Rosa and Pinheiro, 2001), Calophyllum brasiliensis
(Silva ez al., 2010) and llex paraguariensis (Brondani
et al., 2008), there are propagation protocols, but not
for the majority of forest species. Studies by Pinheiro
(1967) and Moraes et al. (2008) are the only ones
with B. excelsa cuttings, and the results were not
efficient for the development of protocols, which is
why information is insufficient for the application of
this technique.

Therefore, the objective of this study was to
evaluate the rooting of juvenile cuttings of B. excelsa
associated to the application of IBA in subirrigation
propagators.

MATERIALS AND METHODOS

The study was performed in the forest nursery of Embrapa
Amazonia Oriental, in the city of Belém, capital of the state of
Pard, Brazil, using seeds bought from producers. For the plant
production, the seeds of B. excelsa were submerged in water for
24 h and sown in plastic bags of 17 cmX28 cm, which contained
a mixture of substrate of 60 % black soil, 30 % chicken dung, and
10 % sand, and they were placed in a nursery under intermittent
artificial irrigation.

When the plants reached 45 cm of height, they were selected
in cuttings 10 cm long, cut obliquely at the base, containing at
least two buds and two pairs of leaves reduced to half of their
original size, with the goal of avoiding excessive transpiration.
The cuts were separated into three groups: apical, middle and
basal position. With the aim of maintaining the vigor and
turgidity of the plant material, immediately after the collection,
the cuttings were washed with water and placed in a thermal box
with water.

For the rooting of the cuttings, they were placed for six
months in a subirrigation type chamber propagator, with a
metallic structure wrapped in polyethylene plastic that made
it waterproof. The base was covered with four beds: 1) sand (6-
10 cm); 2) gravel (10-15 cm); 3) rocks (5 cm); and 4) substrate
(5 cm), made up of sterile sand, according to the Leakey ez al.
(1990) model, and adapted by Longman (1993). The propagator
was inside a greenhouse with internal luminosity reduced to
50 % of the natural light by a middle shadow located on the
external superior part of the structure, with relative moisture
of 90 % and average temperature of 27 °C. During the period
of permanence of the cuttings in the propagator, phytosanitary
control was performed through a spray of Benomyl (1 g L™
every 15 d.

The experimental design was completely random with a
factorial arrangement (3X3X2) of treatments: IBA (0, 1000
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a 50 % de la luz natural por una media sombra ubicada en la
parte superior externa de la estructura, con una humedad rela-
tiva de 90 % y una temperatura promedio de 27 °C. Durante
el periodo de estancia de las estacas, en el propagador se reali-
z6 el control fitosanitario mediante un rociado cada 15 d con
Benomyl (1 g LY.

El disefio experimental fue completamente al azar con un
arreglo factorial (3X3X2) de tratamientos: AIB (0, 1000 y
3000 mg L), tipos de estacas (apical, media y basal) y tiem-
pos de inmersion (1s y 1 min). El AIB se disolvié en hidréxido
de sodio (NaOH) 1 N, se diluyé en agua destilada (50:50 %
en v/v) y la base de las estacas fue inmersa en la solucién. Cada
tratamiento tuvo tres unidades experimentales de 12 estacas.

Las mediciones se realizaron en intervalos de 30 d duran-
te 180 d, y las variables fueron porcentaje de estacas enraizadas,
namero y longitud de raices, presencia de callosidades y porcen-
taje de mortalidad. Los valores medios del porcentaje de enraiza-
miento se transformaron con la funcién raiz cuadrada de arcose-
no para cada observacién y el nimero promedio de raices trans-
formadas en v/x + 0.5 (Pimentel Gomes, 2009), donde x=datos
muestreados.

Las estacas con raices se transfirieron a bandejas de pldstico
de 24 celdas, las cuales contenfan suelo negro y vermiculita en
la proporcién de 1:1 (v/v) y se colocaron en un invernadero con
riego intermitente para el crecimiento de la parte aérea. Las pldn-
tulas formadas se transfirieron a bolsas de pléstico de polietileno
negro de 14 cmX20 cm con tierra negra y estiércol vacuno en
la proporcién de 1:1 (v/v), para evaluacién de la adaptacién en

vivero y futura plantacién en campo.
Andlisis estadistico

Con los datos se realizé6 un ANDEVA, regresion, y las medias
se compararon con la prueba SNKa (p=0.05), usando SISVAR
5.3 (Ferreira, 2010), porque usa la distribucién de la prueba de
Tukey. El método Keuls es relativamente fécil de aplicar y consi-
dera el nimero total de tratamientos utilizados en el experimen-
to, y es una prueba de amplitud multiple que evalda la significan-
cia de un conjunto de diferencias, haciendo un balance entre los

Errores de Tipo I y II.
REsurtapos Y Discusion

Estacas enraizadas, presencia de callos
y mortalidad

Los porcentajes de enraizamiento (de 8 % a 58 %)

fueron relativamente bajos, pero los tipos de es-
tacas (Pr>F 0.002), las concentraciones de AIB
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and 3000 mg L™Y), types of cuttings (apical, middle and basal)
and immersion times (I s and 1 min). The IBA was dissolved in
sodium hydroxide (NaOH) 1 N, was diluted in distilled water
(50:50 % in v/v), and the base of the cuttings was immersed in
the solution. Each treatment had three experimental units of 12
cuttings.

The measurements were performed in intervals of 30 d
during 180 d, and the variables were a percentage of the cuttings
rooted, the number and length of the roots, the presence of
calluses and the percentage of mortality. The mean values of the
percentage of rooting were transformed with the square root
function of the arcsine for each observation and the average
number of roots transformed into m (Pimentel Gomes,
2009), where x=data sampled.

The cuttings with roots were transferred to plastic trays
with 24 cells, which contained black soil and vermiculite in 1:1
(v/v) proportion and placed in a greenhouse with intermittent
irrigation for the growth of the aerial part. The seedlings formed
were transferred to black polyethylene plastic bags of 14 cmX20
cm with black soil and cow manure in the proportion of 1:1 (v/v),
for the evaluation of the adaptation in the nursery and future

planting in the field.
Statistical analysis

With the data, ANOVA was performed, regression,
and the measurements were compared with the SNKa test
(p=0.05), using SISVAR 5.3 (Ferreira, 2010), because it uses
the distribution of the Tukey test. The Keuls method is relatively
easy to apply and considers the total number of treatments used
in the experiment, and is a multiple amplitude test that evaluates
the significance of a set of differences, making a balance between
Errors of Type I and IL

REesurrs AND Discussion

Rooted cuttings,
presence of calluses and mortality

The percentages of rooting (from 8 % to 58 %)
were relatively low; however, the types of cuttings
(Pr>F 0.002), IBA concentrations (Pr>F 0.002),
immersion times (Pr>F 0.026) and the interactions
between these factors (Pr>F 0.000) showed
significant differences (p<0.05) (Tables 1 and 2). The
positive interaction with the same factors was verified
by Dias et al. (2012a) with vegetative propagation
for mini cuttings of Anadenanther amacrocarpa and
different IBA concentrations.
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(Pr>F 0.002), el tiempo de inmersién (Pr>F
0.026) y las interacciones entre estos factores
(Pr>F 0.000) mostraron diferencias significativas
(p=<0.05) (Cuadros 1y 2). La interaccién positi-
va con los mismos factores fue verificada por Dias
et al. (2012a) con propagacién vegetativa por mini
estacas de Anadenanther amacrocarpa y diferentes
concentraciones de AIB.

Wendling y Xavier (2005) obtuvieron 80 a
100 % de enraizamiento al usar concentraciones de
500 a 1000 mg L™' de AIB en estacas de clones
de Eucalyptus. Segtin Santos et al. (2011), ademds
del efecto del regulador de crecimiento, las carac-
teristicas propias de cada especie también afectan
el enraizamiento de las estacas, como observé en
su estudio con 20 especies forestales. Estos resul-
tados destacan que el enraizamiento de las estacas
presenté un comportamiento diferenciado y que
en la iniciacién de las raices influyeron factores
intrinsecos relacionados con la propia planta y

Wendling and Xavier (2005) obtained 80-
100 % of rooting when using concentrations of 500
to 1000 mg L~! of IBA in cuttings of Eucalyptus
clones. According to Santos ez al. (2011), in addition
to the effect of the growth regulator, the specific
characteristics of each species also affect the rooting
of cuttings, as was observed in their study with 20
forest species. These results highlight that the rooting
of cuttings presented differentiated behavior and that
for the start of rooting, intrinsic factors related to the
plant itself influenced as well as extrinsic ones linked
to environmental conditions (Hartmann ez 2/., 2002;
Pio et al., 2003).

The low percentage of root formation is
explained  because the cuttings responded
differently to the action of the hormone; some need
to remain in contact with the growth regulating
solution for longer and others root sporadically
or they do not root. This difference is due to the
physiological variations between cuttings from

Cuadro 1. Efecto de la concentracién y el tiempo de inmersién de 4cido indolbutirico (AIB) y la posicién de la
estaca con el porcentaje de las estacas enraizadas (EE), formacién de callo (C), mortalidad (M) y los
valores medios de nimero de raiz (NR) y longitud de raiz (LR) en Bertholletia excelsa.

Table 1. Effect of the concentration and immersion time in indolebutyric acid (IBA) and the position of the

cutting with the percentage of cuttings rooted (EE), callus formation (C), mortality (M) and the mean
values of the number of roots (NR) and root length (LR) in Bertholletia excelsa.

AIB Ti EE © M LR
(mg L)) 1c(rsl;p0 Posicién NR (cm)
& (%)
Apical 0.0a 100f 0.0a 0.0a 0.0a
0 = Media 0.0a 66.67¢ 33.33dc 0.0a 0.0a
Basal 0.0a 75.0e 25.0c 0.0a 0.0a
Apical 25.0c 41.67d 8.33b 3.0c 1.5b
1000 1 Media 58.33d 33.34d 8.33b 9.0dc 6.4d
Basal 41.67c¢ 16.66¢cb 25.0c 5.0c 4.7dc
Apical 0.0a 8.33b 16.67¢ 0.0a 0.0a
3000 1 Media 8.33b 33.33d 16.67¢ 1.0b 7.0d
Basal 16.67¢ 0.0a 83.33¢ 3.0b 5.2dc
Apical 0.0a 66.66¢ 8.33b 0.0a 0.0a
1000 60 Media 8.33b 75.0e 16.67c 1.0b 4.50c
Basal 25.0c 41.66d 16.67¢c 3.0b 2.46b
Apical 25.0c 41.66d 16.67¢ 3.0b 5.67dc
Media 41.67d 41.66d 16.67c 8.0c 3.56¢cb
3000 60
Basal 41.67d 0.0a 8.33b 5.0c 6.30d

Los valores con diferente letra en una columna son estadisticamente diferentes (p<0.05) < Values with different

letters in a column are statistically different (p=<0.05).
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Cuadro 2. Efecto de la concentracién y tiempo de inmersién en dcido indolbutirico
(AIB) y la posicién de la estaca, en los valores medios de niimero de raiz

(NR) y longitud de raiz (LR) en estacas juveniles de Bertholletia excelsa.
Table 2. Effect of the concentration and immersion time in indolebutyric acid (IBA)
and the position of the cutting, on the mean values of the root number (NR)

and root length (LR) in Bertholletia

excelsa juvenile cuttings.

AIB

(mg L_l) Tiempo Posicién NR' LR (cm)
Apical 0.0a 0.0a
0 - Media 0.0a 0.0a
Basal 0.0a 0.0a
Apical 3.0c 1.5b
1000 1s Media 9.0dc 6.4d
Basal 5.0c 4.7dc
Apical 0.0a 0.0a
3000 1s Media 1.0b 7.0d
Basal 3.0b 5.2dc
Apical 0.0a 0.0a
1000 60 s Media 1.0b 4.50c
Basal 3.0b 2.46b
Apical 3.0b 5.67dc
Basal 5.0c 6.30d

Los valores medios con letra diferente en una columna son diferentes (test de SNK; p=<0.05);
"Datos trasformados a ~/x + 0.5 ; NR (dp*2.93); CR (dp=*2.74) < The mean values

with a different letter in a column are different (SNK test; p<0.05); "Data transformed

to v/x+0.5; NR (dp+2.93); CR (dp=2.74).

extrinsecos vinculados con las condiciones ambien-
tales (Hartmann ez al., 2002; Pio et al., 2003).

El porcentaje bajo de formacion de raices se expli-
ca porque las estacas respondieron de forma diferente
a la accién de la hormona; unas necesitan perma-
necer por mds tiempo en contacto con la solucién
reguladora de crecimiento y otras enraizan esporddi-
camente o no enraizan. Esta diferencia se debe a las
variaciones fisiolégicas entre las estacas de la misma
planta, aunque estas sean juveniles; ademds, el proce-
so se puede inhibir segtin la concentracién del regula-
dor de crecimiento. Estos resultados sugieren que un
material vegetal juvenil no siempre es propicio para el
proceso de enraizamiento de especies lefiosas prove-
nientes de semillas, como lo comprobado con estacas
de B. excelsa. Fachinello et al. (2005) sefialan que a
pesar de la capacidad de enraizamiento de especies
lefiosas, el potencial de una estaca para formar raices
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the same plant, although they may be juvenile; in
addition, the process can be inhibited based on
the concentration of the growth regulator. These
results suggest that juvenile plant material is not
always favorable for the rooting process of woody
species from seeds, as found with B. excelsa cuttings.
Fachinello ez al. (2005) point out that despite the
capacity for rooting of woody species, the potential
of a cutting to form roots varies with the species
and type of crop due to the interaction of factors
such as manipulation of the plant, good nutritional
status, period of recollection and age of the plant,
length and diameter of cuttings, presence of leaves
and buds, hormonal treatment, illumination,
temperature and relative moisture.

The use of IBA increased the number of roots
per cutting, and promotes a greater percentage of
rooting according to Endres ez al. (2007). The same
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varia con la especie y el tipo de cultivo debido a la
interaccion de factores como la manipulacién de la
planta, el buen estado nutricional, el periodo de re-
coleccién y la edad de la planta, el largo y el didmetro
de las estacas, la presencia de hojas y yemas, el trata-
miento hormonal, la iluminacién, la temperatura y la
humedad relativa.

El uso de AIB aument$ el ndmero de raices por
estaca, y promueve un mayor porcentaje de enraiza-
miento segiin Endres ez 2/ (2007). Lo mismo ob-
servaron Gratieri-Sossella ez a/. (2008), en estudios
con palo del brasil (Caesalpinia echinata) y ceibo
(Erythrina crista-galli), respectivamente.

En ausencia de AIB la formacién de callos varié
de 66 2100 %, en especial en la posicién apical (Cua-
dro 1; Figura 1). La presencia de callos en las secciones
de cortes ocurrié independientemente de la presen-
cia del regulador de crecimiento o posiciéon de corte.
Herndndez er al. (2013), respecto a la propagacién
vegetativa por estacas de Cariniana estrellensis, repor-
tan que la presencia de callo se produce con o sin
la presencia de AIB, tanto en estacas apicales como
intermedias.

Fachinello ez al. (2005) sefalan que el callo se
forma desde una masa de células parenquimatosas y
desorganizadas, como resultado de las lesiones de los
tejidos del xilema y el floema durante la preparacién
de la estaca. La auxina natural producida en las hojas
y en los brotes se mueve hacia la parte inferior de
las estacas estimulando la actividad de enraizamien-
to, acumuldndose en la base de corte, junto con azi-
cares y otros nutrientes (Janick, 1996), actdan como
sustancias inhibidoras en la iniciacién de las raices
adventicias preformadas y potencializan la formacién
de callos en la base de las estacas (Hartmann y Kester,
2011).

Iritani ez al. (1986) y Caldwell ez al. (1988) afir-
man que las raices pueden aparecer directamente
desde el tejido caulinar o sélo a través del callo.
La formacién de callos se debe a la presencia del
equilibrio de la auxina aplicada (AIB) en presencia
de una citocinina enddgena y, segin Hartmann y
Kester (2011), ese equilibrio también puede ocu-
rrir cuando se aplica citocinina con la auxina en-
dégena. Asi, la presencia de callos en estacas de B.
excelsa indicarfa que si las estacas permanecen un
periodo mds largo en el entorno de enraizamien-
to, habrd un aumento en el porcentaje de estacas
enraizadas. Sin embargo, las raices que surgen por

was observed by Gratieri-Sossella ez 2/. (2008), in
studies with Brazilwood (Caesalpinia echinata) and
ceibo (Erythrina crista-galli), respectively.

In absence of IBA the formation of calluses varied
from 66 to 100 %, especially in the apical position
(Table 1; Figure 1). The presence of calluses in the
sections of cuttings occurred independently from
the presence of the growth regulator or position of
the cut. Herndndez ez al. (2013), with regard to the
vegetative propagation with cuttings of Cariniana
estrellensis, report that the presence of callus is
produced with or without the presence of IBA, both
in apical and in intermediate cuttings.

Fachinello ez a/. (2005) point out that the callus is
formed from a mass of parenchyma and disorganized
cells, as a result of the lesions of the tissues of the
xylem and phloem during the preparation of the
cutting. The natural auxin produced in the leaves and
buds moves towards the inferior part of the cuttings
stimulating the rooting activity and accumulating
in the base of the cutting, together with sugars and
other nutrients (Janick, 1996), acting as inhibiting
substances in the initiation of the preformed
adventitious roots and potentiating the formation of
calluses at the base of the cuttings (Hartmann and
Kester, 2011).

Iritani er al. (1986) and Caldwell e 2/. (1988)
affirm that the roots can appear directly from
caulinar tissue or solely through the callus. The
formation of calluses must be due to the presence
of equilibrium of the auxin applied (IBA) in the

presence of an endogenous cytokinin and, according

Figura 1. Formacién de callo en la base de la estaca de
Bertholletia excelsa.

Figure 1. Callus formation on the base of the Bertholletia
excelsa cutting.
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diferenciacién de las células del callo raramente po-
seen conexiones vasculares con las estacas, por lo
cual no se recomienda la propagacién a partir de
estos (George et al., 2008).

Respecto a la mortalidad, las estacas en la posi-
cién basal, inmersas 1 s con 3000 mg L7 de AIB,
presentaron mayor porcentaje (83.3 %) comparado
con otros tipos de posicién y tiempo de inmersién,
lo cual sugiere que hubo fitotoxicidad a esa con-
centracion. Entre los tratamientos, sélo las estacas
apicales en ausencia de AIB no presentaron mor-
talidad (Cuadro 1). Bastos et al. (2004) estudia-
ron el enraizamiento de las estacas de la fruta de
estrella (Averrhoa carambola) y sugieren que hubo
fitotoxicidad con concentraciones diferentes de
AIB e inmersas 10 s, y que la capacidad de super-
vivencia de las estacas apicales en ausencia de regu-
lador del crecimiento fue mayor que las expuestas

a AIB.
Nuamero y longitud de las raices

Las estacas presentaron, en promedio, la for-
macién de una sola raiz (Figura 2). El tratamiento
que causé un ndmero mayor de raices fue aquel
con una concentracién de 3000 mg L' de AIB
(Cuadro 1).

Las estacas medias sumergidas 1 s a 1000 mg Lt
de AIB mostraron un porcentaje mds alto de enrai-
zamiento (58.3 %), seguida por las estacas basales
en el mismo tiempo de inmersién y misma concen-
tracién (41.7 %) (Cuadro 1). Sin embargo, estas al-
timas no difirieron de las estacas medias y basales,

Figura 2. Aspecto de las raices en los cortes de Bertholletia
excelsa a los 180 dias.

Figure 2. Aspects of roots on the Bertholletia excelsa cuttings
at 180 days.
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to Hartmann and Kester (2011), this equilibrium
can also occur when cytokinin is applied with
the endogenous auxin. Thus, the presence of
calluses in B. excelsa cuttings would indicate that
if the cuttings remain for a longer period in the
rooting environment, there would be an increase
in the percentage of rooted cuttings. However, the
roots that arise from differentiation of callus cells
rarely have vascular connections with the cuttings,
so propagation from these is not recommended
(George et al., 2008).

With regard to mortality, the cuttings in the basal
position, immersed 1 s with 3000 mg L7! of IBA
presented higher percentage (83.3 %) in comparison
to other types of position and immersion time,
suggesting that there was phytotoxicity at that
concentration. Among treatments, only the apical
cuttings in absence of IBA did not present mortality
(Table 1). Bastos ez al. (2004) studied the rooting
of cuttings from starfruit (Averrhoa carambola) and
suggest that there was phytotoxicity under different
IBA concentrations and immersed 10 s, and that the
survival capacity of the apical cuttings in absence of
the growth regulator was higher than those exposed
to IBA.

Number and length of roots

The cuttings presented, in average, the formation
of only one root (Figure 2). The treatment that
caused a higher number of roots was the one with
concentration of 3000 mg L' of IBA (Table 1).

The middle cuttings submerged 1 s at 1000 mg
L™ of IBA showed a higher percentage of rooting
(58.3 %), followed by the basal cuttings at the same
time of immersion and the same concentration
(41.7 %) (Table 1). However, the latter did not differ
from the middle and basal cuttings, immersed 1
min in 3000 mg L~ ! of IBA. In absence of IBA, for
the three types of cuttings used, there was no root
formation, as well as in the apical cuts submerged
for 1's in a concentration of 3000 mg L™" of IBA
and immersed for 1 min at 1000 mg L™" of IBA
(Table 1).

In the regression equation, the total number of
roots obtained through direct morphogenesis tended
towards a linear increase in the number of roots
produced by cuttings, as the concentration of the
growth regulator increases (Figure 3).
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inmersas 1 min en 3000 mg L™ de AIB. En ausencia
de AIB, para los tres tipos de estacas usadas, no hubo
formacién de raices, asi como en los cortes apicales
sumergidos 1 s en una concentracién de 3000 mg
L~! de AIB ¢ inmersas 1 min a 1000 mg L™" de AIB
(Cuadro 1).

En la ecuacién de regresién, el nimero total de
raices obtenidas por morfogénesis directa tendie-
ron a un aumento lineal en el ndmero de raices
producidas por estacas, al incrementar la concen-
tracién del regulador de crecimiento (Figura 3).

Dentro de cada concentracién de AIB, las esta-
cas en la posicién apical tenfan el menor porcentaje
de enraizamiento (Cuadro 1). En este sentido, Dias
et al. (2012b) sehalaron que las menores tasas de en-
raizamiento ocurren en las estacas apicales, ya que
contienen el meristemo, que es uno de los lugares
principales de sintesis natural de auxina y, por tan-
to, no se necesita la aplicacién exdgena de los regu-
ladores sintéticos de crecimiento en la base; si esta
ocurre, causa un desequilibrio hormonal e inhibe la
aparicién de raices (Hartmann ez a/., 2002, Lopes
et al., 2011). Las longitudes medias mayores de raiz
se obtuvieron en los tratamientos con estacas en la
posicién media, sumergidas 1s a 3000 mg L' de
AIB (7.0 cm) y en 1000 mg L~ !de AIB (6.4 cm) sin
diferencias significativas entre si. La longitud me-
dia menor de raiz (1.5 cm), se observé en el trata-
miento con las estacas en la posicién apical, inmer-
sas 1s en la concentracién de 1000 mg L™ de AIB
(Cuadro 2).

Within each IBA concentration, the cuttings
in the apical position had the lower percentage of
rooting (Table 1). In this sense, Dias ez a/. (2012b)
point out that the lower rates of rooting occur
in apical cuttings, since they have the meristem,
which is one of the principal places of natural
auxin synthesis and, therefore, the exogenous
application of synthetic growth regulators on the
base is not needed; if it takes place, it causes a
hormonal imbalance and inhibits the appearance of
roots (Hartmann ez al., 2002; Lopes et al., 2011).
The greater mean root lengths were obtained in
treatments with cuttings in the middle position,
submerged for 1 s at 3000 mg L™ of IBA (7.0
cm) and in 1000 mg L' of IBA (6.4 cm) without
significant differences between them. The smallest
mean root length (1.5 cm) was observed with the
cuttings in the apical position, immersed for 1 s in
the 1000 mg L~ concentration of IBA (Table 2).

The linear regression showed a growing trend
with an increase in the concentration of IBA,
indicating that it would eventually have better
results in higher concentrations. However, per
cutting there was broad variation in the root length.
This fact could be due to genetic factors, since
each cutting presented unique characteristics and,
therefore, the requirements for propagation also
tended to be unique (Figure 4).

These results are similar to those found by Xavier
et al. (2003), who found significant differences in
the rooting of Cedrela fissilis cuttings. Herndndez
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Figura 3. Efecto de ocho concentraciones (mg L™1) de AIB sobre en ntimero de raices produ-
cidas en estacas de Bertholletia excelsa. r=0.864.

Figure 3. Effect of eight concentrations of IBA (mg L™Y on the number of roots produced
in Bertholletia excelsa cuttings. r=0.864.
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La regresion lineal mostré una tendencia crecien-
te con un aumento de la concentracién de AIB, indi-
cando que eventualmente en concentraciones mayo-
res proporcionarfa mejores resultados. Sin embargo,
por estaca existié una amplia variacién en la longitud
de la raiz. Este hecho pudo deberse a factores genéti-
cos, ya que cada estaca presentd caracteristicas Ginicas
y por ende, los requisitos para la propagacién tam-
bién tendieron a ser tnicas (Figura 4).

Estos resultados son similares a los reportados
por Xavier ez al. (2003), quienes encontraron dife-
rencias significativas en el enraizamiento de estacas
de Cedrela fissilis. Herndndez et al. (2012) en un es-
tudio con Piptadenia gonoacantha obtuvieron valo-
res promedios mayores en las estacas intermedias y
basales al aplicar AIB (6000 mg L"), y los tres tipos
de estacas respondieron a la aplicacién de la AIB.

De acuerdo con las observaciones realizadas, al
cabo de seis meses, las estacas supervivientes estaban
verdes y fortalecidas, sugiriendo iniciacién y elon-
gacién posterior de raices adventicias. Sin embargo,
el éxito de esta técnica depende del tipo de material
vegetal, de la especie y sus condiciones nutricionales,
del tipo de regulador de crecimiento, las concentra-
ciones utilizadas y el tiempo de inmersién. Debido
al porcentaje bajo de enraizamiento y tiempo para
enraizar, es necesario realizar ajustes para que la téc-
nica sea viable y convertirse en una alternativa para la
produccién de plantulas a lo largo del afo, especial-
mente en situaciones en que la semilla es un insumo
limitante.

et al. (2012) in a study with Pipradenia gonoacantha
obtained higher average values than in the middle
and basal cuttings with the application of IBA
(6000 mg L7Y, so the three types of cuttings
responded to the application of IBA.

According to the observations performed, after
six months, the surviving cuttings were green and
strengthened, suggesting a later initiation and
elongation of adventitious roots. However, the
success of this technique depends on the type of plant
material, the species and its nutritional conditions,
the type of growth regulator, the concentrations used
and the immersion time. Due to the low percentage
of rooting and time for rooting, it is necessary to
make adjustments for the technique to be viable
and to become an alternative for the production of
seedlings throughout the year, especially in situations
where the seed is a limiting input.

CONCLUSIONS

The use of IBA stimulated the growth of roots
in different types of cuttings of Bertholletia excelsa
the concentration of 1000 mg L™" stood out as
the most appropriate to increase the percentage of
rooting, submerging the base of the cutting in the
IBA solution for one second and using the middle
segment to obtain the cuttings.

The technique of cuttings may be adopted for the
mass vegetative propagation of the species. However,
the low rooting suggests that this process depends
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Figura 4. Efecto de ocho concentraciones de AIB (mg L Yenla longitud de la raiz en estacas

de Bertholletia excelsa. R=0.947.

Figure 4. Effect of eight concentrations of IBA (mg L") on the root length in Bertholletia

excelsa cuttings. R=0.947.
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CONCLUSIONES

El uso de AIB estimulé el crecimiento de raices en
estacas de diferentes tipos de Bertholletia excelsa, des-
tacé la concentracién de 1000 mg L', sumergien-
do la base de la estaca en la solucién de AIB por un
segundo y usando el segmento medio para obtener
estacas, como lo mds indicado para aumentar el por-
centaje de enraizamiento.

La técnica de estacas para la propagacion vegeta-
tiva en masa de la especie. Sin embargo, el enraiza-
miento bajo sugiere que este proceso depende de fac-
tores multiples, que se deben considerar para estimu-
lar y optimizar la produccién posterior de pldntulas.
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