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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia Florestal
Universidade Federal de Santa Maria

GERMINACAO E MULTIPLICACAO IN VITRO DE GRAPIA (Apuleia

leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr.)
AUTORA: KELEN HAYGERT LENCINA
ORIENTADOR: DILSON ANTONIO BISOGNIN
Local e data: Santa Maria, 01 de marco de 2013.

O objetivo deste estudo foi avaliar a germinacéo e multiplicagdo in vitro de grapia, visando a
producdo de mudas e a conservacdo de genétipos selecionados. Para a desinfestacdo, as
sementes passaram primeiramente pelo tratamento de quebra de dorméncia tegumentar com
acido sulfrico (H,SO,4) concentrado por 20 min. Posteriormente foram avaliadas as
concentracdes de 0; 2,5 e 5,0% de hipoclorito de sédio (NaOCI) nos tempos de imerséo de 5, 10
e 15 min. na desifestacdo das sementes. As sementes foram inoculadas em frascos de vidro
contendo 5 mL de meio de cultura composto por agua destilada, sacarose (30 g L™) e agar (7g L’
1). Aos 30 dias foram avaliadas as porcentagens de germinacéo e desinfestacdo, o tempo médio
de germinacdo (TMG) e o indice de velocidade de germinacao (IVG). Sementes desinfestadas
também foram inoculadas em meio de cultura WPM (Wood Plant Medium) suplementado com 4,
5e 6 g L*de agar, combinado com 10, 20 ou 30 g L™ de sacarose e cultivadas no escuro
durante os sete primeiros dias ou na luz durante todo o periodo. Aos 15 dias foram avaliadas a
porcentagem de germinacdo, a altura da parte aérea (cm), o niumero de folhas e entrends, o
comprimento total das raizes (cm), o TMG e o IVG. As plantulas assépticas foram transplantadas
para meio de cultura WPM, MS ou ¥ MS. Aos 15 dias foram avaliadas quanto a altura da parte
aérea (cm), o comprimento total das raizes (cm) e o niUmero de segmentos nodais e de folhas. O
tratamento de superagdo de dorméncia das sementes de grapia com (H,SO,) associado a pré-
desinfestacdo com etanol 70% promoveram eficiente desinfestacdo das sementes, sem a
necessidade do uso de NaOCI. Sementes mantidas no escuro apresentaram menor TMG, maior
IVG e altura da parte aérea. O meio de cultura WPM suplementado com 4 g L™* de 4gare 10 g L’
! de sacarose é indicado para a conservacdo in vitro das plantulas de grépia. Para a
multiplicacdo, segmentos de diferentes posi¢cdes da parte aérea da plantula (basal, mediana e
apical) foram inoculados em meio de cultura WPM acrescido de 0; 2,2; 4,4; 6,6 ou 8,8 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP). Segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura WPM
suplementado com 0; 2,2; 4,4; 6,6 ou 8,8 uM de BAP ecomOe 15¢g L de carvdo ativado.
Segmentos nodais também foram inoculados em meio de cultura WPM acrescido de 0; 2,3; 4,6;
6,9 € 9,2 uM de cinetina (KIN) e de 0 e 1,5 g L™ de carvéo ativado. Os trés experimentos foram
avaliados aos 30 dias quanto a presenca de calo, 0 niumero e comprimento total dos brotos (cm),
0 nimero de folhas, a porcentagem de enraizamento e o nimero e comprimento total das raizes
(cm). Microcelpas foram mantidas em meio de cultura WPM com 0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM de BAP
e0e 1,59 L~ de carvao ativado. Apos 30 dias de cultivo as microcepas foram subcultivadas em
meio de cultura WPM suplementado com 1,5 g L™ de carvéo ativado. Aos 30 dias de cultivo ou
de subcultivo as microcepas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, a porcentagem de
brotacdo, o nimero e comprimento total dos brotos (cm) e o nimero de segmentos nodais e de
folhas. Segmentos basais apresentaram o maior nimero e comprimento dos brotos. A adicao de
6,6 UM de BAP proporcionou o maior niumero de brotos. O carvao ativado reduziu a formacao de
calo e favoreceu o enraizamento. A KIN né&o favoreceu a formagéo de brotos. A adicdo de 8,8
UM de BAP ao meio WPM resulta no maior nimero de brotos em microcepas subcultivadas em
meio WPM com 1,5 g L™ de carvéo ativado.

Palavras-chave: Plantulas. Micropropagacédo. Multiplicacdo. Segmentos nodais. Citocinina.
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The objective of this study was to evaluate the in vitro germination and multiplication of grapia for
plantlet production and conservation of selected genotypes. For in vitro establishment, three
concentrations (0; 2.5 and 5.0%) of sodium hypochlorite (NaOCI) and seed immersion times of 5,
10 and 15 min were tested. Seeds were than inoculated in glass flasks with 5 mL of distilled
water, sucrose (30 g L™) and agar (7g L") medium. The evaluations were done at 30 days of
cultivation for the percentage of germination and desinfestation, mean germination time (TMG)
and germination speed index (IVG). Disinfected seeds were also inoculated in WPM (Wood Plant
Medium) medium supplemented with 4, 5 or 6 g L™ of agar combined with 10, 20 or 30 g L™ of
sucrose, and maintained under dark condition of the first seven days or light during the whole
period of cultivation. The evaluations were done at 15 days for the percentage of germination,
height of aerial part, number of leaves and internodes, total root length, TMG and IVG. Aseptic
seedlings were transplanted to WPM, MS or % MS culture medium. After 15 days, they were
evaluated for height of aerial part, total root length and number of internodes and leaves. The
treatment of breaking seed dormancy associated with ethanol 70% promotes efficient
desinfestation of grapia seeds, even without NaOCl immersion. Seeds maintained in dark showed
the lowest TMG, the greatest IVG and the highest aerial part. The WPM medium supplemented
with 4 g L™ of agar and 10 g L™ of sucrose is indicated for maintenance of grapia seedlings. For
multiplication, segments of different positions (basal, medium and apical) were inoculated in
WPM medium supplemented with 0; 2.2; 4.4; 6.6 or 8.8 uM of 6-benzylaminopurine (BAP). Nodal
segments were inoculated in WPM medium supplemented with 0; 2.2; 4.4; 6.6 or 8.8 uM of BAP
and 0 and 1.5 g L™*of activated charcoal. Nodal segments were also inoculated in WPM medium
supplemented with 0; 2.3; 4.6; 6.9 and 9.2 uM of kinetin (KIN) and 0 and 1.5 g L™of activated
charcoal. The three experiments were evaluated at 30 days for the presence of callus, number
and total length of sprouts, number of leaves, rooting percentage, and number and total length of
roots. Microstumps were maintained in WPM medium with 0; 2.2; 4.4; 6.6 and 8.8 uM of BAP and
0 and 1.5 g L?of activated charcoal. After 30 days, microstumps were subcultured in WPM
medium with 1.5 g L™ of activated charcoal. After 30 days of cultivation in BAP and subcultivated
in activated charcoal, microstumps were evaluated for survival, percentage of sprouting, number
and total length of sprouts and number of internodes and leaves. Basal segments showed the
greatest number and length of sprouts. The WPM medium supplemented with 6.6 uM of BAP
resulted in the greatest number of sprouts. The activated charcoal reduced callus formation and
favored root formation. KIN didnot favor sprout formation. The WPM medium supplemented with
8.8 UM of BAP increases the number of sprouts and leaves in microstumps subcultivated in WPM
medium with 1.5 g L™ of activated charcoal.

Key-words: Seedlings. Micropropagation. Nodal segments. Microstumps. Cytosine.
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1 INTRODUCAO

Apesar da constante expansao dos plantios comerciais de espécies exoticas
de rapido crescimento, a crescente demanda por madeira para os mais diversos fins
vem aumentando a pressao sobre espécies arbdéreas nativas, o que contribui para a
conservacao dessas espeécies (FERREIRA, 2000). No que se refere a demanda por
madeiras de alta qualidade, espécies nativas sdo preferidas, justificando
investimentos em pesquisa e a producdo comercial dessas espécies em larga escala
(FICK et al., 2007).

A producdo de mudas de espécies arboreas nativas foi impulsionada pela
publicacdo, em 2001, da Medida Provisoéria 2.166-67 que definiu obrigatoriedade na
reposicdo da reserva legal de propriedades rurais. No estado de Sao Paulo, o
Decreto Estadual 46.113/01 e as Resolu¢cfes da Secretaria do Meio Ambiente do
estado (SMA 21/01 e SMA 47/03) deliberaram regras para as atividades de
restauracdo florestal fundamentadas no aumento da diversidade e riqueza das
espécies a serem plantadas, assim como da qualidade genética das mudas. Dessa
forma, essas mudancas geraram aumento na demanda por mudas de espécies
nativas, afetando fortemente o setor de producdo de mudas (LORZA et al., 2006).

Diversas empresas do setor florestal tém investido na producdo de mudas,
assim como em plantios de espécies nativas. Considerando os avancos obtidos na
produtividade e qualidade das mudas de espécies exoéticas, acredita-se que o
mesmo pode-se obter para as nativas, para as quais a pesquisa ainda € incipiente.
Portanto, o dominio das técnicas de manejo e o desenvolvimento tecnoldgico
necessario para impulsionar a cadeia produtiva de espécies nativas demandardo de
muito tempo, por se tratar de espécies de ciclo longo devido ao lento crescimento.

A grapia (Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr.) & uma espécie nativa do Rio
Grande do Sul, considerada nobre pelas caracteristicas da madeira e prioritaria nas
acOes relativas a conservacdo in situ e in vitro em funcdo da sua relevante
importancia ecoldgica e econbmica e por se tratar de uma espécie vulneravel a

extingéo (SEMA, 2006). No entanto, a producao de muda
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de grapia é dificultada, especialmente, pelo fato das sementes apresentarem
tegumento resistente, exigindo tratamentos especificos de quebra de dorméncia
para uniformizar o processo de germinacao. Além disso, a producdo de mudas de
grapia tem sido limitada pela frutificacdo irregular e a dificuldade de coleta das suas
sementes, em decorréncia das arvores atingirem altura de até 35 m (CARVALHO,
2003).

Nas ultimas décadas, o emprego da cultura de tecidos tem possibilitado a
multiplicacdo de diversas espécies arbéreas (GUERRA et al., 1999). Entre as
técnicas utilizadas na cultura de tecidos destacam-se a micropropagacdo, a
microenxertia, a conservacdo de germoplasma e a cultura de embrides, sendo a
escolha determinada pela disponibilidade de material vegetativo, pelos recursos
financeiros designados a pesquisa, entre outros (GUERRA; NODARI, 2006). A
micropropagacdo destaca-se na area florestal pela ampla possibilidade de aplicacéo
para a conservacdo de germoplasma in vitro, como ferramenta auxiliar em
programas de melhoramento e multiplicacdo de clones superiores, para a limpeza
clonal por meio da obtencéo de culturas livres de microorganismos patogénicos e,
ainda, por servir de base para outras técnicas biotecnoldgicas (PENCHEL et al.,
2007, XAVIER et al., 2009).

Tendo em vista a reducdo das populacdes naturais de grapia, acdes que
envolvam a producdo de mudas e o0 enriquecimento de areas florestais, séo
imprescindiveis para delinear estratégias que visem a conservagdo, 0 manejo
sustentado e o melhoramento genético dessa espécie. Com base na literatura, fica
evidente a caréncia de estudos ligados as técnicas de propagacao vegetativa de
grapia visando a producdo de mudas em larga escala e de alta qualidade genética e
fitossanitaria, caracteristicas que se constituem de ponto de partida para o
estabelecimento de povoamentos comerciais uniformes e de alta produtividade.

Baseado nas prerrogativas de que a grapia apresenta limitacdes fisiologicas
naturais que dificultam a producdo de mudas via seminal e das vantagens da
micropropagacao, os objetivos do presente trabalho foram investigar métodos para o
estabelecimento e crescimento de plantulas assépticas, bem como para a

multiplicac@o de brotos e conservacao in vitro de microcepas dessa espécie.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Descricdo da espécie

A grépia (Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr.) pertence a familia Fabaceae
e apresenta duas variedades: A. leiocarpa var. leiocarpa (Vog.) J. F. Macbr. e A.
leiocarpa var. mollaris (Spreng.) Toepen (RIZZINI, 1971). Outra classificacao leva
em consideracdo as caracteristicas morfolégicas de seus frutos e sementes, que
além da distribuicdo geogréfica, as classificariam como duas espécies distintas:
Apuleia leiocarpa, de ocorréncia nos estados do Sul do Brasil, enquanto Apuleia
mollaris apresenta dispersdo mais ampla, sendo o Estado do Parana o limite entre
as duas espécies (HERINGER; FERREIRA, 1973).

Arvore caducifélia, a grapia atinge altura de 2 a 15 metros na regido Nordeste,
e até 35 m e 100 cm de didmetro a altura do peito (DAP) na idade adulta, na regido
Sul do Brasil. A espécie apresenta tronco irregular a cilindrico, copa larga, ramificada
e ndo muito densa (CARVALHO, 2003). A casca apresenta escamas delgadas que
desprendem facilmente em placas rigidas em forma de conchas, deixando cicatrizes
caracteristicas e tornando-a inconfundivel na floresta (KLEIN, 1982).

A grapia é uma leguminosa que, originalmente, possuia ampla distribuicdo
geografica, estando presente desde alguns estados do Nordeste brasileiro até a
Argentina e o Uruguai (RIZZINI, 1971). No Rio Grande do Sul, a grapia ocorre
particularmente na ampla bacia do Rio Jacui (REITZ et al., 1988), sendo que,
atualmente, apresenta dispersao desuniforme, em virtude da intensa devastacao das
matas do Estado, o que a tornou vulneravel a extincdo (SEMA, 2006).

A grapia é classificada como secundaria inicial em estudo realizado no Rio
Grande do Sul (VACCARO et al., 1999). Espécies desse estagio sucessional
apresentam caracteristicas similares as pioneiras, no entanto, mais tolerantes ao
sombreamento. No Sul, a grapia ocorre no estrato emergente da Floresta Estacional
Decidual, especialmente no Vale do Alto Uruguai e bacia do rio Jacui, até a
formacéo Baixo-Montana (KLEIN, 1984; TABARELLI, 1992; VACCARO et al., 1999).

Com relacdo a regeneracdo, a grapia pode ser plantada em plantio misto com
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espécies pioneiras, a pleno sol, para melhoria do fuste, ou ainda, em linhas de
florestas secundarias (MAIXNER; FERREIRA, 1976).

Planta mondica polinizada especialmente por abelhas, no Rio Grande do Sul,
a floracdo da grapia ocorre, geralmente, de agosto a outubro. Os frutos amadurecem
de novembro a abril e as sementes sdo dispersas pelo vento (CARVALHO, 2003).
Quanto a producdo de sementes, a grapia apresenta irregularidade, levando dois ou
mais anos para se obter safra regular ou satisfatoria (MATTOS; GUARANHA, 1983).
A germinacdo das sementes dessa espécie € lenta, de 20 a 40 dias, além de ser
desuniforme e inferior a 60% (LORENZI, 2002) em decorréncia da presenca de
tegumento duro e impermedvel a &agua, caracteristica comum em espécies
leguminosas (CARVALHO; NAKAGAWA, 1983). Sem a aplicacdo de tratamentos
pré-germinativos, a germinacdo meédia das sementes de grapia varia de 13 a 30%
(SOUZA et al., 1994). As sementes sao ortodoxas, com longevidade de
aproximadamente dois anos (EIBL et al., 1994). Em estudo realizado por Amaral et
al. (1988), apds a coleta as sementes de grapia apresentaram germinacao de 96%,
passando para 72 a 85% de germinacdo nas sementes amazenadas por 19 meses
em sacos de papel, em cdmara seca, a temperatura ambiente e umidade relativa de
50%.

A grapia é espécie tipica do Rio Grande do Sul (RS), reconhecida pela
qgualidade da madeira, potencial apicola, medicinal, paisagistico e florestal (FELIPPI,
2010). A madeira apresenta boa durabilidade natural quando expostas as
intempéries, exceto em condi¢cdes de elevada umidade (CELULOSA ARGENTINA,
1975). E indicada para a construcdo de estruturas externas, construcéo civil, assim
como em trabalhos de decoracdo e em revestimentos interiores. A espécie também
€ indicada para tanoaria, sendo usada especialmente em barris de cerveja
(PEREIRA; MAINIERI, 1957).

2.2 Micropropagacéo

A micropropagacdo € uma ferramenta importante para a multiplicacdo de
diversas espécies arbéreas de importancia econdmica ou que se encontram em

extincdo (TONON et al., 2001). Técnicas baseadas na micropropagacéo de plantas
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podem ser empregadas com sucesso para a propagacdo massal de um gendtipo,
visando a conservacdo e o melhoramento genético (THORPE; KUMAR, 1993).
Apesar de ser uma técnica dispendiosa em termos de méao de obra, equipamentos e
laboratorio, a micropropagacao resulta em maior relacdo custo-beneficio no
processo de producdo de mudas. Possibilita a realizacdo de pesquisas de apoio as
diferentes areas da biologia, tais como genética, fitopatologia e fisiologia vegetal
(CID; TEIXEIRA, 2010). Entre as técnicas de cultura de tecidos, a micropropagacao
tem se destacado, especialmente por ser mais pratica e de maior impacto
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), pois permite a obtencédo de plantas de dificil
propagacéo e de ciclos de vida longos, em curto periodo de tempo. Além disso, a
micropropagacao possibilita a producdo de mudas com alta qualidade sanitaria
durante todo o ano, assim como permite elevada taxa de multiplicacdo de plantas
geneticamente idénticas (SERAFINI et al, 2001).

A micropropagacdo é uma opgao para garantir o aproveitamento de sementes
disponiveis em pequenas quantidades ou coletadas de frutos imaturos
(RODRIGUES et al., 1998). Essas sementes poderdo ser estabelecidas in vitro e
posteriormente servir de fonte de explantes para a microrpopagacgéo. A germinacao
das sementes é maior quando estas sdo mantidas em condicdo de sala de
crescimento se comparado ao ambiente de casa de vegetagcao, em virtude do maior
controle da temperatura e luminosidade (PRAKASH et al., 1999; PIO et al., 2001).

A utilizacdo de explantes provenientes de plantas adultas tem a vantagem de
propagar somente genotipos selecionados (BHOJWANI; RAZDAN, 1983). No
entanto, o uso desse tipo de material apresenta a dificuldade do estabelecimento in
vitro, pois sdo mais sujeitos a infeccdo por microorganismos de dificil eliminagcéo
(MELO et al., 1998), quando comparados a explantes de plantulas estabelecidas in
vitro. Aliado a esse fator, explantes de plantas adultas de espécies arbdreas
apresentam, geralmente, tecidos de baixa capacidade morfogenética (TRIGIANO et
al., 1992). Para algumas espécies lenhosas, estacas de mudas juvenis, provenientes
de sementes, enraizam facilmente, enquanto outras, provenientes de plantas mais
velhas enraizam esporadicamente ou nao enraizam (ZOBEL; TALBERT, 1984).
Além do aumento as porcentagens de enraizamento, propagulos juvenis s&o
competentes para o enraizamento e respondem rapidamente a formacgéo de raizes
de maior qualidade (GOMES, 1987). Assim, uma das mais consistentes repostas da

maturacdo em plantas lenhosas tem sido a transicdo da alta para a baixa
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capacidade de enraizamento de estacas caulinares e foliares (HACKETT, 1987,
ELDRIDGE et al., 1994).

Plantulas obtidas da germinacao in vitro de sementes podem ser fracionadas
e subcultivadas, visando a organogénese. Segmentos nodais e microcepas isolados
de plantulas germinadas in vitro correspondem a genétipos desconhecidos, podendo
sua propagacao ser ou nao de interesse. Contudo a vantagem desse tipo de
material é elevada disponibilidade de explantes assépticos e de alta capacidade de
crescimento e resposta a aplicacdo de fitorreguladores (GRATTAPAGLIA,;
MACHADO, 1998). A utlizagdo de explantes provenientes de plantulas
estabelecidas in vitro torna a micropropagacdo de espécies lenhosas uma técnica
mais viavel sob ponto de vista técnico, experimental e fisiolégico (NOLETO;

SILVEIRA, 2004), se comparado a explantes retirados de plantas adultas.

2.2.1 Germinagao e crescimento in vitro de plantulas assépticas

Durante o estabelecimento in vitro, diversos fatores podem afetar o poder
germinativo das sementes e promover a formacédo de plantulas anormais, dentre
eles, a presenca de microrganismos, especialmente fungos e bactérias (MARTINS-
CORDER; BORGES JUNIOR, 1999). Portanto, métodos de desinfestacdo devem ser
eficazes, proporcionando a eliminacdo de agentes patogénicos e o estabelecimento
de plantas assépticas.

Diversos tratamentos para desinfestacdo de sementes tém sido utilizados em
espécies arboreas, incluindo-se o cloreto de mercurio, o acido cloridrico, o cloreto de
benzalconico, o peroxido de hidrogénio e, os mais comumente utilizados, o
hipoclorito de célcio e de sédio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). O alcool 70%
é frequentemente usado para a pré-desinfestacdo das sementes, para eliminar
bolhas de ar e parte dos lipideos, aumentando assim o contato do desinfestante com
o material vegetal (MATEO-SAGASTA, 1990).

O hipoclorito (de calcio ou s6dio) € amplamente utilizado na assepsia
superficial de explantes, por ser facilmente removivel durante a lavagem com agua.
Além da eficiencia como agente desinfetante, o hipoclorito pode atuar como

estimulante da germinacéo, em razdo da capacidade de estimular a atividade da a-
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amilase devido ao aumento da quantidade dessa enzima na semente, ou ainda, pelo
fato de promover a quebra da dorméncia das sementes de algumas espécies
(KANEKO; MOROHASHI, 2003; MIYOSHI; MlIl, 1998). O cloreto de mercurio (HgCly)
também tem sido utilizado na assepsia externa de explantes (CID; TEIXEIRA, 2010),
no entanto é altamente toéxico, requerendo especial atengdo na manipulacdo e no
armazenamento do produto, apesar de ser utilizado em concentragdes inferiores a
do hipoclorito (DUTRA et al., 2009).

Além da desinfestacdo, outros fatores estdo envolvidos no estabelecimento
de um protocolo eficiente de regeneracdo in vitro, entre 0s quais se destacam a
espécie, o tipo de explante, os tipos de meio de cultura e de fitohormbnios, a
concentracdo de sacarose e de agar, as condicfes de iluminacao dos cultivos, entre
outros (ZHANG et al., 2003). Os meios de cultura utilizados nos estadios de
estabelecimento in vitro de plantulas possuem macronutrientes, micronutrientes,
carboidratos (geralmente a sacarose), e compostos organicos (tais como vitaminas e
aminoacidos). A escolha do meio de cultura ideal é imprescindivel para a
viabilizacdo da micropropagacao, pois além de fornecer os nutrientes necessarios,
preconiza o padrdo de crescimento das plantas in vitro (THORPE et al., 1991;
CALDAS et al., 1998).

Os meios nutritivos sdo formulados para atender as necessidades nutricionais
da espécie (MANTOVANI; FRANCO, 1998). O meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD; McCOWN, 1980) tém sido as formulacbes mais
utilizadas para esta finalidade. O meio de cultura MS apresenta altas concentragcfes
de sais, sobretudo os ions nitrato e amobnio, quando comparado a outras
formulacbes salinas (MURASHIGE; SKOOG, 1962; GEORGE, 1996). O meio de
cultura WPM possui menores concentragfes de sais (especialmente nitrogénio e
potassio) se comparado ao meio de cultura MS, sendo originalmente desenvolvido
para plantas lenhosas (LLOYD; McCOWN, 1980; SAADAT; HENNERTY, 2002).

A sacarose € essencial para o crescimento das plantas, em decorréncia da
limitada fotossintese realizada por plantas mantidas in vitro. Este componente € um
dos carboidratos mais usados na preparacdo dos meios de cultura, com
concentracdo que varia de 2 a 3%, podendo, eventualmente, ser usada em
concentragcdes maiores, chegando a 6% (CID; TEIXEIRA, 2010).

O é&gar é um polissacarideo de alto peso molecular utilizado na cultura de
tecidos para dar sustentacdo aos explantes e as plantas mantidas in vitro. A
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concentracdo de agar no meio de cultura deve ser considerada, pois em altos niveis
dessa substdncia podem afetar a disponibilidade e a difusdo dos demais
componentes, além de atuar como osmorreguladores e no efeito do
condicionamento matrico (semente x matriz soélida x agua) (CID; TEIXEIRA, 2010;
QUEIROGA et al., 2009).

O carvao ativado tem sido incorporado ao meio de cultura para melhorar o
crescimento ou promover a organogénese dos explantes, além de funcionar como
um antioxidante (PAN; STADEN, 1998). Esse antioxidante possui propriedades
adsorventes dos exsudados fendlicos, além da capacidade de fixar cobre. O
acumulo de polifenodis e produtos de oxidagdo, como melanina, suberina, lignina,
cutina e calose em torno da superficie excisada modifica a composicdo do meio de
cultura e, consequentemente, a absorcdo de metabdlitos (ANDRADE et al., 2000).
Sabe-se que tal reacdo é desencadeada no processo de senescéncia ou por injaria
dos tecidos (ZHOU et al., 2003). Os compostos fendlicos sofrem oxidacao pelas
enzimas polifenases, produzindo substancias toxicas que, normalmente, inibem o
crescimento dos explantes, ou ainda, promovem a morte dos mesmos (SATO et al.,
2001).

Além dos componentes do meio de cultura, a luz, a temperatura e a
disponibilidade de &gua séo fatores desencadeadores e reguladores da germinagéo
(BAI; ROMO, 1995). Com relacao a luz, as sementes que germinam sob condi¢des
de luminosidade sdo chamadas fotoblasticas positivas, enquanto aquelas nas quais
a germinacéao é inibida pela luz sdo chamadas fotoblasticas negativas. As sementes
que ndo apresentam sensibilidade a luz sdo chamadas de indiferentes (VASQUES-
YANES; OROZCO-SEGOVIA, 1993; BEWLEY; BLACK, 1994, MAYER;
POLJAKOFF-MAYBER, 1989).

A luz é um fator fisico que desencadeia sinais internos de ativacdo ou
inativacdo de vias metabdlicas nas sementes e nas plantas de algumas espécies
(BHATTACHARYA; KHUSPE, 2001; KERBAUY, 2008). Existe nas sementes e em
outras partes da planta, um pigmento denominado fitocromo, que se trata de uma
cromoproteina solavel responsavel pela fotorreacdo que controla a germinacgao
(TAIZ; ZEIGER, 2004). O fitocromo ativo é responsavel pela expressdo génica da
sintese de giberelina (GA), que € promotora da germinagcdo, enquanto que o
fitocromo inativo é responsavel pela sintese de acido abscisico (ABA), que inibe a

germinacdao (FLOSS, 2004). Aléem disso, a luz regula a transicdo da condicdo
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heterotréfica do embrido, dependente das reservas nutritivas, para o estadio
autotréfico da plantula (KERBAUY, 2008). Sendo assim, a identificacdo da condicao
Otima de germinacdo das sementes e de desenvolvimento das plantulas é
importante para agregar informagdes e adequar os protocolos de estabelecimento in
vitro de plantulas de grapia, para que possam servir como material para a
propagacaoin vitro.

Como medida, a porcentagem de germinacdo ou germinabilidade expressa a
porcentagem de sementes germinadas em relacdo ao numero de sementes
dispostas a germinar sob determinadas condigcbes experimentais. Podem existir
lotes ou sementes que germinam mais rapidamente e outras mais lentamente.
Nesses casos, medidas que quantificam a germinacéo informando quanto tempo foi
necessario para que ocorresse a emergéncia sdo mais indicados, dando ao
processo um carater cinético e uma avaliacdo do vigor das sementes. Entre as
avaliacOes utilizadas destacam-se o tempo médio de germinagdo (TMG) e o indice
de velocidade de germinacdo (IVG) (BORGHETTI; FERREIRA, 2004; MAGUIRE,
1962).

O tempo médio de germinacgédo é calculado com base no nimero de sementes
germinadas em cada avaliagdo, multiplicado pelo respectivo tempo para a
germinacdo, dividindo o resultado pelo nimero total de sementes germinadas ao
final do teste (SILVA; NAKAGAWA, 1995). Ja o indice de velocidade de germinacgao
€ obtido baseado na soma do numero de sementes germinadas, em cada avaliacao,
dividido pelo respectivo tempo (SANTANA; RANAL, 2004). Ambos os testes sdo
baseados no pressuposto de que sementes mais vigorosas germinam mais
rapidamente (VIEIRA; CARVALHO, 1994). Quanto menor for o tempo médio, maior
sera a velocidade de germinacdo das sementes, ou seja, menores valores de TMG
correspondem a maiores valores de IVG e representam um lote de sementes de alto
vigor (NAKAGAWA, 1999).

2.2.2 Multiplicagao in vitro

A multiplicacdo é a segunda fase da micropropagac¢éo de plantas, em que 0s

explantes ja possuem um crescimento uniforme e adequado. Sendo assim, o
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principal propoésito dessa fase € a multiplicacdo das gemas ou das microestacas,
para posterior enraizamento e aclimatizagdo (HARTMANN et al., 2002). Além disso,
a multiplicacdo também é necessaria para a conservagao in vitro de um determinado
genotipo.

O explante, parte da planta utilizada na multiplicagdo, deve apresentar
capacidade morfogenética e totipotencial (VASIL; HILDEBRANDT, 1965) e pode ser
obtido de raizes, hipocdtilos, epicétilos, cotilédones, folhas, flores, graos de polen,
embrides, ovulos, nés e gemas axilares ou apicais, sendo a escolha influenciada
pela disponibilidade do material, pelos niveis de contaminacéo, pela juvenilidade e
condigdo fisioldgica da planta matriz (CID; TEIXEIRA, 2010). Além disso, para a
escolha do explante, aspectos como o nivel de diferenciacdo do tecido utilizado, a
finalidade da multiplicacdo e a capacidade para se adequar as condi¢des in vitro
devem ser considerados, sendo preferidos os tecidos que contenham maior
proporcdo de tecido meristematico, por apresentar maior totipoténcia
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A utilizacdo de segmento nodal para a multiplicacdo in vitro € uma pratica
comum, baseada na inducdo do crescimento e proliferacdo de gemas vegetativas
axilares pré-formadas, sendo considerado um método direto de regeneracdo de
plantas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Ja microcepas de origem seminal e
mantidas in vitro para producdo e fornecimento de brotos adventicios ndo séo
habitualmente utilizadas, mas apresentam grande potencial para esse fim. Estudos
de microestaquia voltados para a conservacdo de microcepas de louro-pardo
mostraram que esta técnica apresenta potencial de utilizacdo na micropropagacao,
tendo como principal vantagem o aumento da taxa de multiplicacdoe a possibilidade
de conservagao in vitro de clones (FICK et al., 2007). Para a conservagao, as
microcepas sdo inoculadas em frascos contendo meio de cultura suplementado com
sacarose, agente geleificante e acrescido ou néo de fitorreguladores, sendo
mantidos em ambiente asséptico e com condigbes adequadas de luz e temperatura.

Os meios de cultura utilizados na fase de multiplicacdo séo similares aqueles
utilizados para o crescimento in vitro, contendo nas formulagbes macronutrientes,
micronutrientes, carboidratos, geralmente a sacarose, e alguns compostos organicos
como vitaminas e aminoacidos. Reguladores vegetais sdo adicionados ao meio de
cultura para auxiliar o crescimento e também sao importantes no direcionamento da

resposta do desenvolvimento dos propagulos (HARTMANN et al., 2002). Nesta fase
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sao preferidas as citocininas, as quais sdo empregadas para formacdo de brotos,
devido a quebra de dominancia apical que aumenta a taxa de multiplicacdo. Deste
modo, ocorre um grande numero de brotacbes por meio do crescimento de
meristemas laterais (SRISKANDARAJAH et al., 1982; HU; WANG, 1983).

Entre as citocininas, as mais utilizadas sao o BAP (6-benzilaminopurina), KIN
(cinetina), o 2-iP (2-isopentenil adenina) e a ZEA (zeatina), as quais sao
empregadas para a formacédo de brotos. Outro grupo, o das auxinas (AlA- acido
indol acético, ANA- acido naftaleno acético e AIB- acido indol 3-butirico), pode ser
utilizado também nessa fase, porém em baixas concentracdes (HARTMANN et al.,
2002). O BAP é o fitorregulador que tem se mostrado muito eficaz na multiplicacao
de diversas espécies lenhosas, além de possuir menor custo de aquisicdo
(ARAGAO et al., 2011).

Existe uma forte relagdo entre as citocininas e auxinas, que controlam o
desenvolvimento vegetal atuando diretamente na definicdo dos meristemas e, assim,
no tipo de 6rgdo a ser formado. As plantas mantém o0s meristemas apicais e
radiculares durante toda a vida, possibilitando uma organogénese continuada
(SKOOG; MILLER, 1957). Existem importantes evidéncias de que o efeito diferencial
de auxinas e citocininas na inducdo de caules e raizes sédo importantes para o
desenvolvimento da planta, visto que esses oOrgdos possuem funcbes
complementares para a sua sobrevivéncia (PERES; KERBAUY, 2004). Portanto, o
balanco entre as quantidades de citocininas exdgenas e as auxinas enddgenas €&

muito variavel, inclusive com o tipo de explante (BRUNETTE et al., 2006).



3 CAPITULO |

GERMINAC}AO E CRESCIMENTO IN VITRO DE PLANTULAS DE GRAPIA
(Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr.)

Resumo

O objetivo desse trabalho foi avaliar a germinagdo e o crescimento in vitro de plantulas de
grapia (Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr.). Em um primeiro experimento, sementes de grapia
foram inicialmente submetidas a tratamento de superacdo de dorméncia com a imersdo em &cido
sulfarico (H,SO,4) concentrado (95 - 98%) por 20 min., seguido de lavagem em agua corrente por 5
min. Posteriormente, as sementes foram pré-desinfestadas por 30 s. em solucdo de etanol a 70%,
seguido da desinfestacdo em solucéo de hipoclorito de sddio (NaOCI) nas concentracfes de 0; 2,5 e
5,0% de cloro ativo, durante 5, 10 e 15 min. O experimento foi um fatorial 3 x 3 (concentracdes de
NaOCI x tempos de imersdo), no delineamento inteiramente casualizado, com dez repeticbes de
quatro sementes cada. Em intervalos de trés dias, foi avaliado o nimero de sementes germinadas
para o célculo do tempo médio de germinacao (TMG) e do indice de velocidade de germinagéo (IVG),
até 30 dias apo6s a inoculagdo. As porcentagens de germinagéo e desinfestacdo das sementes foram
avaliadas aos 30 dias. No segundo experimento, plantulas assépticas de grapia foram transplantadas
para tubos de ensaio contendo meio de cultura WPM, MS ou %2 MS. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, com dez repeticbes de quatro sementes cada. Aos 15 dias em sala de
crescimento, as plantulas foram avaliadas quanto a altura da parte aérea, o comprimento total das
raizes e o nimero de segmentos nodais e de folhas. No terceiro experimento, sementes de grapia
passaram por tratamento de superag¢do de dorméncia, imersdo em solucao de etanol (70%) por 30 s.
e inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura WPM suplementado com 4, 50u 6 g L™
de agar combinado com 10, 20 ou 30 g L™ de sacarose. Os cultivos foram mantidos em sala de
crescimento sob duas condi¢cdes de luminosidade: luz durante toda a fase de estabelecimento e
escuro durante os sete primeiros dias apds a semeadura. O experimento foi um fatorial 3 x 3 x 2
(concentragfes de agar x concentragfes de sacarose x condicdo de luminosidade), no delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repetices de quatro sementes cada. Aos 15 dias foi avaliada a
porcentagem de germinacéao, a altura da parte aérea, o numero de folhas e entrends, o comprimento
total das raizes, o0 TMG e o IVG. Sementes de grapia submetidas a superacdo da dorméncia
tegumentar com acido sulfdrico (H,SO,), seguido da imersdo em alcool 70%, nao requerem o uso de
hipoclorito de sédio para complementar a desinfestacdo. A conservacao das culturas no escuro nos
primeiros sete dias mantém o vigor das sementes e favorece o estabelecimento in vitro de plantulas
assépticas de grapia. O meio de cultura ndo afeta o crescimento das plantulas de grapia, sendo que o
mesmo pode ser suplementado com 10 g L™ de sacarose e 4g L™ de &gar.

Palavras-chave: Germinacéo. Desinfestac&o. Meio de cultura. Luminosidade. Agar. Sacarose.
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3.1 Introducéao

A germinagdo in vitro de plantulas se baseia na obtengédo de explantes mais
adequados para a micropropagacdo, visando a obtencdo de uma cultura livre de
contaminantes e suficientemente adaptada as condicbes de cultivo
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Nesse caso, a germinacao in vitro é
necessaria para o estabelecimento e a producdo de plantulas assépticas, as quais
servirdo de fonte de propégulos livres de contaminantes e com caracteristicas
juvenis, para que seja possivel a conducédo da etapa de multiplicacdo e o posterior
enraizamento in vitro ou ex vitro dos explantes.

A germinacgdo in vitro de sementes € uma das técnicas utilizadas para a
obtencdo de plantulas assépticas, sendo possivel alcancar altas taxas de
multiplicacdo, independente de condi¢des climaticas, variagbes estacionais e de
fatores bioticos, tais como agentes polinizadores, dispersores ou patogénicos
(ANDRADE et al., 2000). Além disso, normalmente, a germinagao in vitro permite
maior germinabilidade das sementes, possivelmente em funcdo das condi¢des dos
cultivos in vitro serem mais adequada do que as condi¢cdes de viveiro (NOLETO;
SILVEIRA, 2004).

O uso de sementes nesta etapa proporciona o estabelecimento, a
conservagao e a estocagem de germoplasma. Sendo assim a germinagao in vitro
evita perdas da variabilidade genética e aumenta as chances da existéncia de
genotipos com explantes responsivos a regeneragao, permitindo assim a selecéo de
genotipos de grapia (Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr.). Procedimentos que
visem eliminar microorganismos patogénicos sao imprescindiveis na etapa de
estabelecimento, uma vez que a contaminagao por microorganismos muitas vezes
impossibilita o desenvolvimento do explante (PIERIK, 1987). Para esse fim,
compostos a base de cloro sdo comumente utilizados, entre 0s quais se destacam o
hipoclorito de sodio e o de calcio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Para
algumas espécies, 0 uso dessas substancias tém sido eficiente para a desinfestacao
de sementes (SOUZA et al., 2011; ROSA, 2009).

A obtencéo de plantas sem sintomas de deficiéncia nutricional ou hidrica é um
fator que deve ser considerado para o0 estabelecimento da cultura in vitro,

possibilitando o fornecimento de propagulos que respondam melhor as condi¢des do
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meio de cultura (MURASHIGE, 1974). Os meios de cultura fornecem substancias
essenciais para o0 crescimento e controlam o padrdo de desenvolvimento in vitro
(CALDAS et al.,1998). Diversos meios de cultura séo utilizados para esta finalidade,
sendo importante a identificacdo do meio de cultura que ofereca a espécie as
melhores condi¢Bes. Isso porque as diversas respostas morfogénicas in vitro
apresentadas por diferentes espécies fazem com que seja necessario o
estabelecimento de condi¢cdes padronizadas de cultivo para cada uma delas,
considerando as suas caracteristicas genéticas, o tipo de explantes utilizado, entre
outros fatores. Sendo assim, a obtencdo de protocolos de desinfestacdo de
sementes e a escolha adequada do meio de cultura para o estabelecimento in vitro
de plantulas constituem-se de etapas relevantes para 0 sucesso da
micropropagacao (RADMANN et al., 2009).

Tendo em vista a importancia do estabelecimento e producédo de plantas
assépticas de grapia fornecedoras de explantes competentes para a
micropropagacao, o objetivo desse trabalho foi avaliar a germinacéo e o crescimento

in vitro de plantulas dessa espécie.

3.2 Materiais e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Nucleo de Melhoramento e
Propagacédo Vegetativa de Plantas (MPVP), do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, no periodo de

marco a maio de 2012.

3.2.1 Desinfestacao superficial de sementes de grapia

As sementes de grapia foram obtidas de viveiro comercial localizado em ljui
(RS). A coleta foi realizada entre os meses de dezembro de 2010 e fevereiro de
2011, com posterior armazenamento das sementes em caixas de isopor e mantidas

em camara fria com temperatuda de 5°C e umidade relativa em torno de 50%.
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Conforme informacdes do viveiro, a germinacdo de sementes de grapia é inferior a
50%, quando mantidas por 24 h em agua com temperatura ambiente. O inicio da
emergéncia ocorre entre 20 a 40 dias apds semeadura.

As sementes primeiramente foram tratadas com &acido sulfarico (H2SOg)
concentrado (95 - 98%) por 20 min., agitadas a cada 5 min. com bastéo de vidro,
seguido de lavagem em &gua corrente por 5 min., conforme protocolo de superagéo
de dorméncia tegumentar descrito por Nicoloso et al. (1997). Ap6s quebra de
dorméncia tegumentar, as sementes foram pré-desinfestadas em solucéo de etanol
a 70% por 30 seg., seguido da desinfestacdo em solucdes de hipoclorito de sddio
(NaOCl) nas concentracdes de 0; 2,5 e 5,0% de cloro ativo, durante 5, 10 e 15 min.
Ao término de cada tratamento, as sementes foram lavadas por trés vezes com agua
destilada e autoclavada. As inoculacfes foram realizadas em frascos de vidro de 10
mL contendo aproximadamente 5 mL de meio de cultura composto por sacarose (30
g L™ e 4gar (7g L™). Os frascos foram fechados com filme de Poli Cloreto de Vinila
(PVC) e mantidos por 30 dias em sala de crescimento.

O experimento foi um fatorial 3 x 3 (concentracdes de NaOCI e tempo de
imerséo), no delineamento inteiramente casualizado, com dez repeticbes de quatro
sementes cada. Aos 30 dias foram avaliadas as porcentagens de germinacao e
desinfestacdo das sementes. Para obtencdo do tempo médio de germinacéo
(HARRINGTON, 1972) e do indice de velocidade de germinacdo (MAGUIRE, 1962),
0 numero de sementes germinadas foi obtido em intervalos de trés dias, até 30 dias
apos a inoculacdo. O critério considerado para contabilizar a germinacdo foi a

protrusdo da radicula nas sementes.

TMG = (G1T1 + G2T2 + ... + GnTn) 1)
(G1+G2+..+Gn)

Sendo:

TMG = tempo médio de germinacao;
G = numero de sementes germinadas;
T = tempo em dias.
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IVG =G1 + G2 + ... +Gn )
T1 T2 .. Tn

Sendo:

IVG = indice de velocidade de germinacao;
G = numero de sementes germinadas;

T = tempo em dias.

3.2.2 Efeito do meio de cultura no crescimento in vitro de plantulas de grapia

Apéds a emissdo da radicula, as plantulas de grapia livres de contaminantes
foram transplantadas para tubos de ensaio contendo, aproximadamente, 7 mL de
meiode cultura WPM (LLOYD; MC COWN, 1980), MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) e ¥2 MS (MS com a concentracdo de sais minerais e vitaminas dividida pela
metade), acrescidos de sacarose (30 g L) e agar (7g L™"). O pH dos meios de
cultura foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com dez repeticdes
de quatro sementes cada. Aos 15 dias em sala de crescimento, as plantulas foram
avaliadas quanto a altura da parte aérea (cm), o comprimento total das raizes (cm),

e 0 numero de segmentos nodais e folhas.

3.2.3 Influéncia da luminosidade e das concentracbes de agar e sacarose no

estabelecimento in vitro de grapia

Apoés o tratamento de quebra da dorméncia tegumentar (NICOLOSO et al.,
1997), as sementes foram desinfestadas em solucdo de etanol a 70% por 30 s. e
inoculadas em tubos de ensaio contendo, aproximadamente, 7 mL de meio de
cultura WPM (LLOYD; MC COWN, 1980), suplementado com 4, 5 ou 6 g L™ de agar
combinado com 10, 20 ou 30 g L™ de sacarose. Os cultivos foram mantidos em sala

de crescimento e submetidos a duas condi¢fes de luminosidade: luz durante toda a
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fase de estabelecimento e escuro, com auxilio de caixa de papeldo, durante os sete
primeiros dias apos a semeadura.

O experimento foi um fatorial 3 x 3 x 2 (concentracdes de agar, concentracées
de sacarose e condicdo de luminosidade), no delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repeticbes de quatro sementes cada. Aos 15 dias foi
avaliada a porcentagem de germinagdo das sementes, a altura da parte aérea das
plantulas (cm), o comprimento total das raizes (cm) e o niumero de segmentos
nodais e folhas. O numero de sementes germinadas foi obtido em intervalos de trés
dias, até 30 dias apOs a inoculacdo, possibilitando o calculo do tempo médio de
germinacdo (TMG) e do indice de velocidade de germinacdo (IVG), conforme

descrito no item 3.2.1.

3.2.4 Condicobes de cultivo

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 +
2 °C e fotoperiodo de 16 h, sob intensidade luminosa de 14,3 pE m™ S™ fornecida
por lampadas fluorescentes.

3.2.5 Analise estatistica

Para atender aos pressupostos da normalidade, os dados de porcentagem
foram transformados para arcoseno Vx/100 e submetidos a analise de variancia.
As meédias dos tratamentos com diferencas significativas (P < 0,05) foram
comparadas pelo teste de Tukey ou regressao polinomial, com o auxilio do

programa ESTAT (Unesp - Jaboticabal).
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3.3 Resultados e discusséo

3.3.1 Desinfestacao superficial de sementes de grapia

No estabelecimento in vitro de plantulas de grapia, foi verificado o inicio da

germinacdo das sementes dois dias ap0s a inoculagdo. Com seis dias, as sementes
apresentaram 67,5% de germinacéo, e aos nove dias de inoculacéo,
78,6% de germinacdo e a presenca do primeiro par de folhas verdadeiras nas
plantulas (Tabela 1). Com 15 dias de inoculacdo, 82,5% das sementes haviam
germinado, sendo observada a presenca da parte aérea e raizes bem formadas. A
germinacao das sementes ocorreu até o vigésimo primeiro dia (84,3%) e, apds esse
periodo, ndo houve evidéncia de germinacdo. Resultado semelhante foi observado
em sementes de teca (Tectona grandis L. f.), as quais iniciaram a germinacao in vitro
aos 5 dias, e aos 15 dias apresentavam germinacao de 83,3% (FERMINO JUNIOR
et al., 2009). Sementes de cerejeira (Amburana acreana (Ducke) A. C. Smith),
espécie arbérea da Amazobnia, iniciaram a germinacao in vitro apos oito dias de
inoculacao, apresentando 78% de germinacdo aos 30 dias (FERMINO JUNIOR et
al., 2007).

Neste estudo, foi observado que 15,7% das sementes ndo germinaram,
podendo este fato estar relacionado com a presenca de substancias inibidoras nas
paredes celulares dos cotilédones (BEWLEY; BLACK, 1994), ou por influencia de
fatores ambientais que resultaram na morte do embrido. Em copaiba (Copaifera
langsdorffii Desf.), espécie arbérea da mesma familia da grapia, ocorre a presenca
de cumarina nas paredes celulares dos cotilédones da semente, que sao
substancias fendlicas consideradas inibitérias da germinacdo (VALIO, 1973). Para
fins comerciais, € interessante que as sementes germinem de forma homogénea,
em curto espaco de tempo, possibilitando a producéao uniformes de mudas (MELO et
al., 1998). Neste estudo, apesar de algumas sementes de grapia se mostrarem
inviaveis, houve elevada porcentagem de germinacdo, de forma homogénea e em
curto periodo de tempo, 0 que é desejavel quando se pretende a produgédo de um
grande numero de plantulas assépticas.
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Tabela 1 — Numero de sementes germinadas de grapia (Apuleia leiocarpa), tratadas
com 0, 2,5 ou 5,0% de hipoclorito de s6dio (NaOCI), por 5, 10 ou 15 min., avaliada a
cada 3 dias em sala de crescimento. UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Tratamento Dias de avaliagéao

3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 Total
Testemunha 5 20 9 O 0O O O O o0 o 34
2,5%-5 mim 5 20 6 5 1 1 1 0 0 o0 39
2,5%-10 mim 6 7 4 1 0 1 1 0 0 ©O 30
2,5%-15 mim 8 24 6 0 0 1 0 0 o0 o0 39
5%-5 mim 11 23 2 0 O O O O o0 o0 36
5%-10 mim 13 17 1 0 O O O o 0 o 31
5%-15 mim 8 14 3 2 0 0 0 0 0 O 27
Total geral 54 13 33 8 3 3 2 0 0 0 236

Para a porcentagem de sementes germinadas, ndo houve influéncia das
concentracdes de hipoclorito de sédio (NaOCI) e dos tempos de imerséo (P < 0,05),
aos 30 dias de avaliacdo. As sementes de grapia apresentaram uma média de
germinacdo de 84,3%. Estes resultados sugerem que o NaOCl| ndo afetou
negativamente a porcentagem de germinacdo das sementes de grapia,
independente do tempo de imersdo. Apesar de nao ter sido verificada diferenca
significativa entre os tratamentos, o uso de 5% de NaOCI proporcionou maior
porcentagem de germinacdo das sementes, se comparada a solucédo de 2,5% de
NaOCI (Tabela 2). O favorecimento da geminagdo das sementes imersas em
solucdo com maior concentracdo de NaOCI, provavelmente, esta relacionado a acéo
do hipoclotito de sédio nos processos metabodlicos, a exemplo dos processos
oxidativos, do ciclo das pentoses e da respiracdo, além de modificacdes nas
propriedades das membranas celulares do tegumento ou no fornecimento de
oxigénio adicional para a semente, auxiliando na quebra da dorméncia e
aumentando a porcentagem de germinacdo (ROCHA, 2005; ZAIDAN; BARBEDO,
2004). Sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii) apresentaram germinagéo de
88% apos imersdao em NaOCI (NOLETO et al., 2010). J& com o aumento do tempo
de imerséo, houve ligeira reducdo da porcentagem de germinacgao, indicando que o
tempo de imersdo, provavelmente, afetou a germinacdo comparado com as
concentracdes de NaOCI.

Neste estudo, também foi possivel confirmar a eficiéncia da aplicacdo do

acido sulfurico (H,SO,4) na quebra da dorméncia tegumentar de sementes de grapia.
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Possivelmente esse tratamento permitiu maior aproveitamento das condi¢des
favoraveis oferecidas nos cultivos in vitro. Sementes de grapia embebidas em agua
deionizada por 16h, sem tratamento de superacdo da dorméncia tegumentar com
acido sulfarico, apresentaram 9,4% de germinacdo aos 5 dias, e 32,1% de
germinacdo aos 70 dias. Ja com o tratamento de superacdo de dorméncia com o
acido sulftrico houve 100% de germinacao das sementes (NICOLOSO et al., 1997).

Tanto a concentracdo da solucdo de NaOCI quanto o tempo de imersao néo
afetaram a porcentagem de desinfestacdo das sementes de grapia aos 30 dias de
avaliacdo. As porcentagens de desinfestacdo foram altas (superiores a 92,5%),
determinando o sucesso do estabelecimento in vitro de plantulas assépticas de
grapia, quando expostas ao tratamento de quebra de dorméncia tegumentar com
acido sulfarico concentrado por 20 min. Considerando que o tratamento controle e a
imersdo em NaOCI por 15 min. ndo diferiram significativamente, isso indica que o
tratamento com NaOCI para a assepsia de sementes de grapia é desnecessario.
Acredita-se que durante o processo de superacdo da dorméncia tegumentar, parte
do acido sulfurico penetre no tegumento da semente, promovendo efeito residual
que, mesmo apos lavagem em &agua corrente, contribuiu para a desinfestacdo das
mesmas, resultando em baixa incidéncia de fungos e bactérias. Além disso, o etanol
70% utilizado na pré-assepsia do material € considerado um bom agente
desinfestante (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998) e tenha sido suficiente para
complementar a desinfestacdo das sementes de grapia.

No geral, o hipoclorito de sodio apresenta papel fundamental na assepsia das
sementes, pois além de ser eficiente na desinfestagdo também influencia
positivamente a germinacdo, sendo que neste estudo o NaOCI n&o influenciou
significativamente a germinagdo e nem a desinfestacdo das sementes de grapia.
Sementes de guabijuzeiro (Myrcianthes pungens (Berg) Legr.) desinfestadas com
hipoclorito de sodio nas concentracbes de 4 e 6% por 20 min., apresentaram
respectivamente 94 e 98% de desinfestacéo e 98 e 92% de germinacdo (SOUZA et
al., 2011). Sementes de angico-vermelho (Parapiptadenia rigida Bentham (Brenan))
tratadas com NaOCI a 2,5% de concentracdo por 30 min., e 5,0% por 15 min.,
apresentaram maior porcentagem de desinfestacédo (60 e 50%, respectivamente) e
as maiores porcentagens de germinagdo (80 e 85%, respectivamente)
(NASCIMENTO et al., 2007). Existem poucos relatos que abordem a utilizacdo do

acido sulfurico como agente desinsfestante, como verificado em sementes de cassia
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(Senna spectabilis (DC) Irwin et Barn) que foram desinfestadas com acido sulfurico
96% por 45 min. e &lcool a 80% (SADO, 2009). Em geral, o &cido sulfarico é
utilizado para a quebra da dorméncia das sementes, como utilizado neste trabalho,
mas também foi eficaz na desinfestacédo das sementes por nao ter sido necessaria a
utilizacao de NaOCI.

As sementes de grapia apresentaram tempo médio de germinacédo (TMG) de
5,8 dias (Tabela 3), independente da concentracdo de NaOCI| e dos tempos de
imersdo. Sementes de louro-pardo (Cordia trichotoma Vell. Arrab. ex Steud.)
inoculadas in vitro, apresentaram TMG de 13 dias no tratamento com agua destilada
durante 24 horas (FICK et al., 2007). Em sementes de leucena (Leucaena
leucocephala Wit.), os valores de TMG foram de 2,4 dias em sementes tratadas com
acido sulfurico por 10 min. e de 5,8 dias em sementes imersas em agua a 100 °C
(OLIVEIRA, 2008). Na germinacgéo ex vitro de sementes de pau-de-balsa (Ochroma
pyramidale (Cav. ex Lam.) Urb.) foi observado valores de TMG entre 13,7 e 22,7
dias, em diferentes tipos de substratos (ALVINO; RAYOL, 2007).

Tabela 2 — Porcentagem de germinacdo e desinfestacdo de sementes de grapia
(Apuleia leiocarpa) tratadas com hipoclorito de sédio (NaOCI) a 0, 2,5 ou 5,0%, por
5, 10 ou 15 min., aos 30 dias em sala de crescimento. UFSM, Santa Maria, RS,
2012.

Tempos de imerséo (min.) Porcentagem de Porcentagem de
germinacao desinfestacéo

5 95,1 A" 92,5 A

10 75,1 A 925A

15 81,4 A 975A
NaOCI ativo (%) %G %D

0 (controle) 86,4 A 975A
2,5 779 A 96,9 A
50 89,7 A 93,1A
Média 84,3 95,0

CV (%) 36,9 14,9

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Valores de TMG baixos, em germinagao in vitro, possibilitam maximizacéo da
fase de estabelecimento de plantulas para uso na micropropagacdo. Quando se

trata de producdo de mudas ex vitro, baixos valores de TMG sé&o igualmente
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importantes, mas com enfoque no sentido de que plantulas que apresentam menor
TMG tornam-se menos vulneraveis as condi¢cdes adversas do meio, por emergirem
mais rapido no solo e passarem menos tempo nos estadios iniciais de
desenvolvimento (MARTINS et al., 1999).

Para o TMG, assim como para o indice de velocidade de germinagéo (IVG),
verificou-se que o0s tratamentos com maiores concentragbes de NaOCI (5%)
estimularam o aumento do vigor das sementes quando comparado com aqueles nos
quais se utilizou menor concentracao de hipoclorito de sédio (2,5%) (Tabela 3). Para
leucena (Leucaena leucocephala), o IVG foi de 22 dias em sementes tratadas com
acido sulfarico, por 10 min. e de 4,8 dias para sementes imersas em agua por 72
horas (OLIVEIRA, 2008). Sementes de pau-de-balsa (Ochroma pyramidale),
germinadas ex vitro, apresentaram valores de IVG de 1,29 a 0,43 dias, em diferentes
substratos (ALVINO; RAYOL, 2007).

E possivel que o TMG tenha sido influenciado pelo tempo de imersdo das
sementes e pela concentracdo da solucdo de hipoclorito de sédio. Entretanto, esse
resultado ndo se confirmou com o indice de velocidade de germinacédo (IVG), visto
que sdo grandezas inversamente proporcionais, em que quanto menor tempo médio
de germinacdo e maior o indice de velocidade de germinacdo maior o vigor das
sementes. Apesar destas diferencas, € possivel considerar que o lote de sementes
de grapia utilizado nestes experimentos € de alto vigor de germinacéo, medidos pelo
TMG e IVG.

Tabela 3— Tempo médio de germinacdo (TMG) e indice de velocidade de
germinacao (IVG), expresso em dias, de sementes de grapia (Apuleia leiocarpa)
tratadas com hipoclorito de sodio (NaOCl) a 0, 2,5 ou 5,0%, por 5, 10 ou 15 min.,
aos 30 dias em sala de crescimento. UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Tempos de imerséo (min.) TMG (dias) IVG (dias)
5 6,5 6,9
10 5,8 6,3
15 51 6,4
Concentracdes de NaOCI ativo (%) TMG (dias) IVG (dias)
0 (controle) 6,3 6,0
2,5 6,9 6,3
50 4,7 6,8

Média 5,8 6,4
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O estabelecimento in vitro inicia-se com a selecdo dos explantes mais
adequados para a micropropagacgao e termina com a obtencédo de uma cultura livre
de contaminantes e suficientemente adaptada as condigbes in vitro
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Nesse caso, 0 estabelecimento refere-se a
producdo de plantulas in vitro, as quais servirdo de fonte de propagulos livres de
contaminantes e com caracteristicas juvenis, facilitando a conducédo das etapas
seguintes da micropropagacao.

Para grépia, o tratamento para a superacdo da dorméncia com H,SO,4
associado a desinfestacdo das sementes em etanol 70% possibilitou a obtencéo de
grande numero de plantulas assépticas, as quais poderdo ser utilizadas como fonte
de explantes, permitindo o desenvolvimento de protocolos de micropropagacao para
a espécie. Explantes provenientes de plantulas estabelecidas in vitro sé&o
comumente utilizados na micropropagacéao, especialmente por apresentarem tecidos
juvenis e com pronta capacidade de resposta morfogénica a aplicacdo de
fitorreguladores (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

3.3.2 Efeito do meio de cultura no crescimento in vitro de plantulas de grapia

Para a altura da parte aérea, o comprimento da raiz € o numero de
segmentos nodais e de folhas, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos. A altura média da parte aérea foi de 7,5 cm e do sistema radicular de
7,4 aos 15 dias de cultivo independente do meio de cultura utilizado (Tabela 4). Por
outro lado, plantulas de louro-pardo (Cordia trichotoma) estabelecidas em meio de
cultura WPM apresentaram crescimento da parte aérea (1,6 cm) e da raiz (7,3 cm)
significativamente maior se comparadas aquelas mantidas em meio de cultura ¥2 MS
(0,7 e 1,3 cm respectivamente) (FICK et al., 2007). Comparado ao meio de cultura
MS, o meio de cultura WPM também se mostrou mais adequado para o
estabelecimento in vitro de plantulas de acoita-cavalo (Luehea divaricata Mart. &
Zucc.), onde foi observado maior nimero de ndés por broto (4,94) e maior
enraizamento dos explantes (66,8%) (FLORES, 2007). No estabelecimento in vitro
de plantulas de teca (Tectona grandis), os meios de cultura WPM e MS

proporcionaram as maiores porcentagens de germinacdo das sementes (60 e
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83,3%, respectivamente) (FERMINO JUNIOR et al., 2009). O meio de cultura WPM
também se mostrou superior ao MS durante a fase de inducdo de brotos em
explantes de peroba-rosa (Aspidosperma polyneuron Muell. Arg.) (RIBAS et al.,
2005) e na indugédo e alongamento de brotos em explantes de caixeta (Scheffera
morototoni (Aubl.) Maguire, Steyerm. & Frodin.) (MANTOVANI et al., 2000).

Na micropropagacdo, plantulas que desenvolvam maior numero de
segmentos nodais ou gemas axilares como fonte de propagulos sao preferidas, visto
gue esses tipos de propagulos apresentam menores variacbes somaclonais e
epigenéticas (TORRES et al., 1999). Neste estudo, foi observado que o meio de
cultura ndo influenciou o nimero de segmentos nodais das plantulas de grapia
(Tabela 4), podendo ser utilizados os meios WPM, MS ou ¥ MS para o crescimento

in vitro de plantulas dessa espécie.

Tabela 4 — Altura da parte aérea, comprimento da raiz, nimero de segmentos nodais
e folhas de plantulas de grapia (Apuleia leiocarpa) estabelecidas em meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), 2 MS e WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980),
avaliadas aos 15 dias. UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Tratamento Altura da parte Comprimento Numero de NUmero
aérea (cm) daraiz (cm) segmentos nodais de folhas
WPM 7,7 A* 8,0A 19A 45 A
MS 7,4 A 70A 1,8A 4,1A
> MS 7,4 A 7,3 A 1,7A 4.4 A
Média 7,5 7.4 1,8 4,3
CV (%) 4,4 9,3 7,6 6,3

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Apesar das diferencas na propor¢cdo e composicao salina entre os meios de
cultura MS e WPM, néao foram encontradas diferengcas no crescimento in vitro das
plantulas de grapia. O meio de cultura WPM teve sua formulagdo desenvolvida
especialmente para espécies lenhosas, apresentando 25% das concentracbes de
ions nitrato e amo6nia do meio MS (MELO et al., 1999). As fontes de nitrogénio, o
nitrato de aménio (NH4NO3) e o nitrato de potassio (KNO3), afetam o balanco dos
ions. Baixas concentracbes de nitrogénio na forma amoniacal estimulam o
crescimento in vitro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Melo et al. (1999)



42

verificaram as melhores respostas de explantes no estabelecimento in vitro de
aceloreira (Malpighia emarginata DC.) em meio de cultura WPM se comparado
agueles cultivados em meio de cultura MS. Os autores sugerem que a concentracao
salina (NH4/NO3) e de sulfato (SO,4) tiveram grande influéncia no desenvolvimento
das brotagbes. O enxofre na forma de sulfato, em maior concentragdo no meio
WPM, influencia o metabolismo das células vegetais (MENGEL; KIRKBY, 1987).
Além disso, as solucdes de sais e acucares dos meios de cultura exercem efeito
nutritivo, mas também influenciam o crescimento celular e a morfogénese, devido as
propriedades osmdéticas (GEORGE, 1993). O excesso de &gua pode acelerar a
deterioracdo, enquanto que a falta pode interromper processos metabdlicos
importantes (MELLO; BARBEDO, 2007). Além disso, o meio de cultura WPM possui
maior quantidade da vitamina tiamina — HCI| se comparado ao meio de cultura MS. A
tiamina € apontada como uma substancia benéfica para a multiplicacdo in vitro,
possibilitando maior inducdo de brotos em explantes de espécies arbéreas
(MANTOVANI; FRANCO, 1998).

3.3.3 Influéncia da luminosidade e das concentracdes de agar e sacarose no

estabelecimento in vitro de plantulas de grapia

N&do houve interacdo significativa entre as concentracbes de agar, as
concentracbes de sacarose e a condicdo de luminosidade no estabelecimento in
vitro de plantulas de grapia, para todas as variaveis analisadas. Para o numero de
segmentos nodais e de folhas, e o comprimento das raizes ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos utilizados (Tabela 5). Ja a altura da parte aérea
das plantulas foi afetada pela condicdo de luminosidade até os sete dias apds a
semeadura. Sementes mantidas no escuro formaram plantulas com maior altura (8,8
cm), diferindo significativamente do tratamento formado por sementes expostas a luz
(7,5 cm). A luz tem acao na fotodegradacdo de compostos inibidores de crescimento
presentes no tegumento das sementes, 0s quais podem ser substancias de natureza
fendlica, que retardam os processos metabdlicos, prejudicando o alongamento da
parte aérea e do sistema radicular (VON-PINHO; KIKUTI, 2004; MARTINOTTO et
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al., 2007). Apesar disso, a conservacdo das culturas de grapia no escuro nos

primeiros sete dias resultou no aumento da altura da parte aérea.

Tabela 5 — Altura da parte aérea, nimero de segmentos nodais, numero de folhas e
comprimento total das raizes de plantulas grapia (Apuleia leiocarpa) obtidas de
sementes mantidas no escuro e na luz, durante os sete primeiros dias de
inoculacdo, independente das concentragbes de sacarose e agar. UFSM, Santa
Maria, RS, 2012.

Condicdo de Numerode Numero Comprimento Altura da

luminosidade segmentos de das raizes parte aérea

nodais folhas (cm) (cm)
Escuro 1,8 A* 3,6 A 8,7A 8,8 A*
Luz 16A 40 A 7,5A 7,5B
Média 1,7 3,8 8,1 8,15
CV (%) 16,5 12,4 7,2 8,6

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Quanto a germinacgédo in vitro, as sementes de grapia foram indiferentes a
presenca ou auséncia de luz (Tabela 6), o que est4 de acordo com os resultados
obtidos por Henicka et al. (2006) estudando a germinacdo em camara do tipo B.O.D.
No entanto, a conservacdo das sementes de grapia no escuro durante a fase inicial
de estabelecimento in vitro diminuiu o tempo médio de germinacdo e aumentou a
velocidade de germinagcédo, ou seja, favoreceu o vigor das sementes. Como a
presenca de luz favorece a germinacdo devido a fotodegradacdo de compostos
inibidores presentes no tegumento (MARTINOTTO et al., 2007), sementes de grapia
aparentemente ndo apresentam esses compostos ou apenas em niveis nao
prejudicias. Assim, sementes de grapia devem ser mantidas no escuro durante 0s
primeiros sete dias apos a inoculacdo in vitro, pois a auséncia de luz favorece a
germinacao. Cabe ressaltar que os valores de TMG e de IVG indicam um alto vigor
da germinacdo das sementes de grapia.

O fato de nédo ter sido verificada diferenca significativas entre as
concentracbes de agar e de sacarose para todas as variaveis analisadas sugere

que, para a suplementagédo do meio de cultura WPM, a menor concentracao de agar
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e sacarose (4 g L* e 10 g L', respectivamente) sdo suficientes para o

estabelecimento in vitro de plantulas de grapia.

Tabela 6 — Porcentagem de germinacdo, tempo meédio de germinacdo (TMG) e
indice de velocidade de germinacdo (IVG) de plantulas grapia (Apuleia leiocarpa)
obtidas de sementes mantidas no escuro e na luz, durante os sete primeiros dias de
inoculacdo, independente das concentragbes de sacarose e agar. UFSM, Santa
Maria, RS, 2012.

Condicao Porcentagem de Germinacao TMG IVG
lumincia

Escuro 92,6 A* 3,6 15,1
Luz 851A 5,0 11,2
Média 88,8 4,3 13,1
CV (%) 24,9 - -

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Os resultados deste trabalho mostraram que sementes de grapia submetidas
a quebra de dorméncia tegumentar (NICOLOSO et al., 1997) e desinfestadas em
solucédo de etanol a 70%, ndo necessitam do tratamento com hipoclorito de sodio
para a desinfestacdo. O hipoclorito de sédio teve influéncia apenas no aumento no
vigor das sementes, com reducdo do tempo médio de germinacdo e aumento do
indice de velocidade de germinacdo em concentracdes mais elevadas de NaOCI.
Com relacao aos diferentes meio de cultura, ndo houve diferengas entre WPM, MS e
% MS, indicando que estes sdo adequados para o estabelecimento in vitro de
grapia. O meio de cultura WPM pode ser utilizado nas etapas seguintes da
micropropagacao, por nao ter apresentado diferenca significativa em relagdo ao
meio MS e por ser mais diluido e, portanto, mais acessivel do ponto de vista
econdmico. A condicdo de luminosidade nos primeiros sete dias de inoculacao
mostrou que a presenca de luz afeta o vigor das sementes (maior TMG e menor
IVG). Portanto, o escuro mantém o vigor das sementes e favorece o crescimento da

parte aérea, resultando em maior altura.
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3.4 Concluséo

Sementes de grapia submetidas a superacdo da dorméncia tegumentar com
acido sulfarico (H,SO,), seguido da imersédo em alcool 70%, ndo requerem o uso de
hipoclorito de sddio para complementar a desinfestacdo. A conservagao das culturas
Nno escuro nos primeiros sete dias mantém o vigor das sementes e favorece o
estabelecimento in vitro de plantulas de grapia. O meio de cultura ndo afeta o
crescimento das plantulas de grapia, sendo que o mesmo pode ser suplementado
com 10 g L™ de sacarose e 4 g L™ de agar.
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4 CAPITULO Il

MULTIPLICACAO E CONSERVACAO IN VITRO DE GRAPIA (Apuleia leiocarpa
(Vogel) J. F. Macbr.)

Resumo

O objetivo deste trabalho foi estudar a multiplicagdo de segmentos nodais e a conservacao in
vitro de microcepas de grapia. Segmentos obtidos de diferentes posi¢cdes da plantula (basal, mediana
e apical) foram inoculados em meio de cultura WPM acrescido 0; 2,2; 4,4; 6,6 ou 8,8 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP). O experimento foi um fatorial 3 x 5 (posi¢éo de coleta e concentracdes de
BAP), no delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticfes de trés segmentos. Aos 30
dias os explantes foram avaliados quanto & presenca ou ndo de calo, nUmero e comprimento total
dos brotos (cm), nimero de folhas, porcentagem de enraizamento e nimero e comprimento total das
raizes (cm). Segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura WPM suplementado com 0; 2,2;
4,4; 6,6 ou 8,8 UM de BAP e de 0 e 1,5 g L™ de carvéo ativado. O experimento foi um fatorial 2 x 5
(carvdo ativado e concentracdes de BAP), no delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes de quatro segmentos. A avaliacdo foi realizada aos 30 dias para as mesmas variaveis
descritas acima. Em outro experimento, segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura
WPM acrescido de 0; 2,3; 4,6; 6,9 € 9,2 uM de cinetina (KIN) ede 0 e 1,5 g L™ de carvao ativado. O
experimento foi um fatorial 2 x 5 (carvdo ativado e concentracdes de KIN), no delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes de quatro segmentos. A avaliagdo foi realizada aos
30 dias para as mesmas variaveis descritas acima. O Ultimo experimento foi conduzido com plantulas
assépticas de grapia submetidas a poda da parte aérea, formando as microcepas que foram
tranferidas para meio de cultura WPM com 0; 2,2; 4,4; 6,6 € 8,8 yM de BAP e de 0 e 1,5 g L™ de
carvao ativado. O experimento foi um fatorial 2 x 5 (concentragdes de BAP e carvéo ativado), no
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repetices de quatro microcepas. As microcepas
foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, a porcentagem de brotacdo, o nUmero e comprimento total
dos brotos e o nimero de segmentos nodais e de folhas aos 30 dias de cultivo. Apds avaliacéo, as
microcepas foram subcultivadas em meio de cultura WPM livre de citocinina e na presenca de 1,5g L
! de carvao ativado, para a sua conservacao, sendo avaliadas aos 30 dias para as mesmas variaveis.
Segmentos nodais da base da plantula apresentaram maior nimero (1,9 brotos por explante) e maior
comprimento (1,4 cm) dos brotos. O maior numero de brotos (2,6 brotos por explante) foi obtido com
a suplementacédo de 6,6 uM de BAP e sem carvao ativado. O carvao ativado reduziu a formacéo de
calo nos explantes e favoreceu a porcentagem de enraizamento. A KIN néo favoreceu a formagéo de
brotos. Nas microcepas o maior numero de brotos e de folhas foi obtido com carvédo ativado (1,9
brotos por explante e 2,2 folhas respectivamente). A suplementacdo do meio WPM com 8,8 uM de
BAP e sem carvao ativado resultou no maior nimero de brotos (3,3) apds o subcultivo. Segmentos
nodais e microcepas de origem seminal respondem satisfatoriamente a indugéo de brotos adventicios
em meio de cultura WPM suplementado com BAP.

Palavras-chave: Segmento nodal. Microcepa. BAP. KIN. Carvéo ativado.
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4.1 Introducéao

Os relatos existentes sobre a produg¢do de mudas de grapia abordam, em sua
maioria, a propagacdo por sementes. No entanto, essa forma de propagacao
apresenta restricbes para a producdo de mudas, sobretudo no que se refere a
variabilidade genética das populacdes como resultado da reproducdo sexual. Por
outro lado, técnicas de propagacdo vegetativa, a exemplo da micropropagacao,
apresentam beneficios referentes a possibilidade de fixar componentes nao-aditivos
da variancia genética e a producdo massal de mudas a partir de gendétipos
superiores (BISOGNIN, 2011; GEORGE; SHERRINGTON, 1984).

Inimeros trabalhos tém sido desenvolvidos no intuito de tornar a
micropropagacao de espécies lenhosas acessivel, sob ponto de vista tecnoldgico e
econdbmico. Entretanto, o avanco dessas pesquisas tem sido limitado pela
necessidade de desenvolvimento de protocolos eficientes para cada espécie e, até
mesmo genotipos. Além disso, avancos biotecnoldgicos relativos a micropropagacao
de espécies lenhosas tém sido pouco expressivos, haja vista que estas espécies
ainda ndo despertaram interesse para desenvolver pesquisa cientifica e tecnoldgica.
Entretanto, existe reconhecido potencial da utilizagdo da micropropagacdo na
silvicultura clonal e na industria de base florestal com espécies exéticas (PENCHEL
et al. 2007, XAVIER et al. 2009).

A micropropagacdo € constituida de quatro fases: estabelecimento dos
explantes em ambiente asséptico, multiplicacdo dos explantes, enraizamento das
brotacdes e aclimatizacdo das plantas (HARTMANN et al.,, 2002). Os explantes
incluem diversos tecidos vegetais como folhas, gemas apicais ou axilares,
segmentos nodais, dentre outros. A utilizacdo de segmentos nodais permite a
regeneracao de plantas pela inducdo da proliferacdo de gemas vegetativas axilares
pré-formadas (MANTOVANI et al., 2001). A proliferacdo de gemas axilares é o
método mais utilizado na micropropagacédo de plantas lenhosas. Isso se deve ao fato
do explante ser facilmente manipulado, pois, normalmente, apresentam maior
tamanho se comparado aos demais tipos de explantes, e por originar, em geral,
plantas geneticamente mais estaveis, ja que o processo ocorre por morfogénese
direta (BONGA, 1985).
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A inducdo e expressao das possiveis respostas morfogénicas na cultura de
tecidos dependem de fatores extrinsecos a planta matriz, tais como o meio de
cultura, o uso de fitohormbnios e as condicbes ambientais (VASIL, 1987), assim
como fatores intrinsecos ao material vegetal, a exemplo da juvenilidade ou
maturidade dos propagulos, condicao fisioldgica, entre outros (HARTMANN, 2002).
A fase de multiplicacdo visa estimular a producdo do maior numero possivel de
brotos, sendo muitas vezes necessario 0 uso de fitohormdnios para esse fim
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Os fitohormdnios mais utilizados nessa etapa
sdo as citocininas, que sado substancias derivadas da adenina (aminopurina) e
apresentam papel fundamental na diferenciacdo e regeneracdo in vitro. As
citocininas induzem a divisdo celular, quebra da dominancia apical, inducdo e
proliferacdo de gemas axilares e diferenciacdo de gemas adventicias (PREECE,
1995). As mais utilizadas na cultura de tecidos s&o cinetina (KIN), benzilaminopurina
(BAP), zeatina (ZEA) e isopenteniladenina (2-ip).

Em espécies florestais ja existe relevante conhecimento sobre a producéo de
mudas por micropropagacdo, principalmente para o eucalipto, devido o rapido
crescimento e o reconhecido interesse econdmico. Pesquisas com espécies nativas
tém sido escassas, como € o caso da grapia (Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr.).
Esta espécie possui madeira de alta qualidade e com grande potencial para uso
comercial. Portanto, tecnologias de producdo massal de mudas sdo necessarias
visando a implantacdo de povoamentos homogéneos e que garantam alta qualidade
da madeira. Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi estudar concentracbes de
citocininas e de carvdo ativado na multiplicacdo de segmentos nodais e na

conservagao in vitro de microcepas de grapia.

4.2 Materiais e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Nucleo de Melhoramento e
Propagacdo Vegetativa de Plantas (MPVP), do Departamento de Fitotecnia, da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, no periodo de junho
a novembro de 2012.
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4.2.1 Efeito da posicao de coleta e do BAP

Segmentos de grapia, com 0,8 a 1,2 cm de comprimento e uma gema axilar,
foram excisados das porcdes basal, mediana e apical de plantulas estabelecidas in
vitro, com 30 dias de cultivo. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio
contendo, aproximadamente, 10 mL de meio de cultura WPM (LLOYD; MC COWN,
1980) suplementado com 0; 2,2; 4,4; 6,6 ou 8,8 uM de 6-benzilaminopurina (BAP). O
pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8.

O experimento foi um fatorial 3 x 5 (posicdo de coleta e concentragbes de
BAP), no delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes de trés
segmentos. Aos 30 dias foram avaliados quanto a presenca ou nao de calo na base
do explante, nimero de brotos, comprimento total de brotos (cm), nimero de folhas
e, em caso de presenca de raiz, porcentagem de enraizamento, numero e

comprimento total das raizes (cm).

4.2.2 Efeito do BAP e do carvao ativado

Segmentos nodais de grapia, com 0,8 a 1,2 cm de comprimento e uma gema
axilar, foram excisados de plantulas assépticas com 15 dias de cultivo in vitro. Os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo, aproximadamente, 10 mL
de meio de cultura WPM suplementado com 0O; 2,2; 4,4; 6,6 ou 8,8 UM de 6-
benzilaminopurina (BAP) e acrescido ou ndo de carvéo ativado (1,5 g L™"). O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,8.

O experimento foi um fatorial 2 x 5 (presenca ou ndao de carvao ativado e
concentracbes de BAP), no delineamento inteiramente casualizado, com cinco
repeticdes de quatro segmentos. Aos 30 dias os explantes foram avaliados quanto a
presenca ou nao de calo na base do explante, ao numero e comprimento total de
brotos (cm), ao nimero de folhas e, em caso de presenca de raiz, a porcentagem de

enraizamento, o nimero e comprimento total das raizes (cm).
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4.2.3 Efeito da KIN e do carvao ativado

Segmentos nodais de grapia, com 0,8 a 1,2 cm de comprimento e uma gema
axilar, foram excisados de plantulas assépticas com 15 dias de cultivo in vitro. Os
cultivos foram realizados em tubos de ensaio contendo, aproximadamente, 10 mL de
meio de cultura WPM suplementado com 0; 2,3; 4,6; 6,9 ou 9,2 uM de cinetina (KIN)
e acrescido ou ndo de carvdo ativado (1,5 g L™"). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8.

O experimento foi um fatorial 2 x 5 (carvéo ativado e concentragdes de KIN),
no delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticdes de quatro
segmentos. Aos 30 dias os explantes foram avaliados quanto a presenca ou nao de
calo na base do explante, ao niumero e comprimento total de brotos (cm), ao niumero
de folhas e, em caso de presenca de raiz, a porcentagem de enraizamento e o

namero e comprimento total das raizes (cm).

4.2.4 Conservacao in vitro de microcepas

Plantulas assépticas de grapia com 15 dias de cultivo foram submetidas a
poda da parte aérea para formar microcepas com um né para serem mantidas in
vitro e fornecer novas brotacdes como explantes. Para a conservagao das
microcepas in vitro foram testadas as concentracdes 0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP) e a presenca ou n&o de carvéo ativado (1,5 g L™) no meio
de cultivo WPM. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8.

O experimento foi um fatorial 2 x 5 (carvao ativado e concentragbes de BAP),
no delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticbes de quatro
microcepas. Aos 30 dias as microcepas foram avaliadas quanto a sobrevivéncia, a
porcentagem de brotacdo, o namero e comprimento total dos brotos (cm) e o
namero de segmentos nodais e de folhas. Apds a avaliagdo, as microcepas foram
subcultivadas em meio de cultura WPM livre de citocinina e na presenca de 1,5 g L™
de carvao ativado, para a sua conservacdo. O pH do meio de cultura foi ajustado
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para 5,8. As microcepas foram avaliadas aos 30 dias de subcultivo para as mesmas

variaveis a fim de detectar algum efeito residual da citocinina.

4.2.5 Condicdes de cultivo

Os cultivos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 +
2 °C e fotoperiodo de 16 h, sob intensidade luminosa de 14,3 pE m™? S fornecida

por lampadas fluorescentes.

4.2.6 Analise estatistica

Para atender aos pressupostos da normalidade, os dados de porcentagem
foram transformados para arcoseno Vx/100 e submetidos & analise de variancia.
As médias dos tratamentos com diferencas significativas (P < 0,05) foram
comparadas pelo teste de Tukey ou regressdo polinomial, com o auxilio do
programa ESTAT (Unesp - Jaboticabal).

4.3 Resultados e discussao

4.3.1 Efeito da posicao de coleta e do BAP

Ndo houve interacdo significativa entre a posicdo de coleta e as
concentragcbes de BAP para todas as varidveis analisadas. O numero e o
comprimento dos brotos foram influenciados pela posicdo de coleta, sendo
observadas melhores respostas em segmentos basais, que diferiram
significativamente dos demais explantes (Tabela 7). Segundo Nicoloso e Erig (2002),

o fato de os segmentos basais apresentarem melhor capacidade de regeneragao
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pode estar relacionado com a maior quantidade de biomassa e, com isso, maior teor
de carboidratos presentes nesse tipo de propagulo. Segmentos nodais de
mangabeira (Hancornia speciosa var. speciosa Gomes) retirados da por¢do mediana
e basal de plantulas assépticas tém sido mais indicados para a organogénese, por
fornecerem brotos com maior nimero de segmentos nodais (LEDO et al., 2011; SA
et al., 2012).

Tabela 7 — Numero e comprimento de brotos de segmentos de grapia (Apuleia
leiocarpa) excisados de diferentes por¢cdes da plantula, mantidos em meio de cultura
WPM (LLOYD; MC COWN, 1980), independente das concentracbes de 6-
benzilaminopurina (BAP). UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Posicdo de coleta Numero de brotos Comprimento dos brotos (cm)
Basal 1,9 A* 1,4 A

Mediana 148B 0,7B

Apical 1,3B 0,5C

Média 15 0,8

CV (%) 14,6 15,8

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Para o comprimento dos brotos foi observado efeito das concentracdes de
BAP, sendo que o modelo cubico foi o que melhor se ajustou para explicar o seu
comportamento (Figura 1), com maiores respostas em explantes ndo tratados com
BAP, independente da posicdo de coleta. O comprimento dos brotos apresentou
tendéncia decrescente em relacdo ao aumento das concentracdes de BAP. Este
resultado pode estar relacionado com a quebra da dominancia apical das gemas
axilares com a citocinina, acarretando na inibicdo do crescimento dos brotos na
medida em que se aumentaram as doses da mesma. Resultado semelhante foi
obtido para amoreira-preta (Rubus idaeus L.), no qual foi observado menor
comprimento dos brotos nos tratamentos com presenca de BAP (ERIG et al., 2002).
Além disso, citocininas em niveis elevados podem causar efeito fitotoxico,
caracterizando-se, principalmente, pelo enrosetamento e falta de alongamento dos
brotos (LANE, 1979; LESHEM et al.,1988).
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Figura 1 — Comprimento de brotos (cm) de segmentos de grapia (Apuleia leiocarpa)
inoculados em meio nutritivo WPM (LLOYD; MC COWN, 1980) suplementado com
diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP), independente da posi¢cao
de coleta do explante. UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Para o numero de brotos ndo foi verificada a influéncia das concentracdes de
BAP, sendo observada média de 1,5 brotos por segmento para as diferentes
posicoes de coleta. Em segmentos caulinares de amoreira-preta (Rubus idaeus) as
concentracfes de 2 e 4 yM de BAP resultaram no maior numero de brotos (0,67 e
0,87) por explante (ERIG et al., 2002), sendo o mesmo verificado para o pau-brasil
(Caesalpinia echinata Lam.) quando utilizado 4,5 uM de BAP (ARAGAO et al., 2011).
No presente estudo, a citocinina n&o teve papel fundamental para a indugcédo de
brotos nos explantes de grapia, visto que houve satisfatoria inducdo de brotos
mesmo em meio nutritivo com auséncia de BAP.

Para a porcentagem de calo, o numero de folhas, a porcentagem de
enraizamento e o numero e comprimento de raizes ndo houve influéncia da posi¢éo
de coleta e das concentracdes de BAP. Foram observadas médias de 82,5% de
formacdo de calo, 2,5 numero de folhas, 1,6% de enraizamento, 0,4 numero de
raizes e 0,1 cm de comprimento das raizes. Os calos desenvolvidos nesses
explantes apresentavam caracteristica nodular, aspecto esponjoso e nao friavel com
coloracdo branca, tornando-se marrom com o passar do tempo. A formacéao de calos

se da quando os niveis enddégenos de auxina e citocinina presentes nos tecidos dos
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explantes se igualam (SANTOS, 1998). Ao se considerar que neste estudo né&o foi
utilizada auxina exégena em associa¢cdo com a citocinina para a inducdo dos brotos,
acredita-se que o0s explantes utilizados apresentavam quantidade de auxina
endogena suficiente para o desenvolvimento de calos, assim como de raizes. Além
disso, a formacdo de calos e raizes aparentemente ndo est4d diretamente
relacionada com o gendétipo, pois foi observado independente do tipo de explante e
da aplicacdo de citocinina em segmentos oriundos de diferentes plantas. Vale
salientar que, apesar da formacao calogénica nos explantes ndo ser desejavel na
etapa de multiplicagéo, esta pode se constituir de um processo importante para a
obtencao indireta de plantas, pois o calo pode conter células isoladas ou em grupo
gue possuem centros ativos de divisdo celular, onde induzidos em condi¢cdes
adequadas se capacitam para producéo de novos 6rgaos (JARDIM et al, 2010).
Considerando que o ponto de partida da micropropagacdo se baseia no
desenvolvimento e crescimento de gemas axilares, associado ao menor custo de
producdo, o uso de segmentos nodais basais inoculados em meio WPM (LLOYD;
MC COWN, 1980) sem adicdo de BAP é adequado para a multiplicacdo in vitro de
grapia, possibilitando satisfatéria producao de brotos, os quais poderao ser utilizados
na etapa de enraizamento. Cabe ressaltar que a posicdo do segmento afetou o
namero e o comprimento dos brotos, mas ainda apresentou resposta morfogénica.
Assim, mesmo 0s segmentos apicais poderiam ser utilizados para a propagacao de

genotipos selecionados de grapia, apesar da menor taxa de multiplicacéo.

4.3.2 Efeito do BAP e do carvao ativado

Para o numero de brotos e a porcentagem de calo houve interacéo
significativa entre as concentracdes de BAP e a presenca ou ndo de carvdo ativado
no meio de cultura aos 30 dias de cultivo. O maior numero de brotos por segmento
nodal foi observado entre 4,4 e 8,8 uM de BAP e sem carvao ativado (2,3 a 2,6
brotos), que diferiram significativamente dos tratamentos contendo as mesmas
concentracbes de BAP e presenca de carvao ativado (Tabela 8). Com o aumento
das concentracdes de BAP sem a adi¢c&o de carvao ativado houve um incremento no

namero de brotos por segmento, de 1,1 no tratamento sem citocinina para 2,6 brotos
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com 6,6 UM (Tabela 8). Este fato pode ser atribuido ao efeitodo BAP na quebra da
dominancia apical, favorecendo a emissdo de novos brotos (MOK, 1994). Para
canela sassafrds (Ocotea odorifera (Vellozo) Rohwer), o uso de 5,0 uM de BAP e
sem a presenca de carvao ativado promoveu as maiores taxas de multiplicacdo, com
meédia de 1,4 brotos por explante (MORTIZ et al., 2009). Na multiplicacao in vitro de
Musa sp., a adicdo de carvao ativado ao meio de cultura inibiu a formacgéo de brotos
nos explantes, independente das concentracdes de BAP utilizadas, evidenciando o
efeito de adsorcédo do BAP pelo carvdo ativado, uma vez que na auséncia deste, 0
aumento da concentracdo elevou a taxa de multiplicagdo (COSTA et al., 2006).
Nesse caso, para que se obtenham os beneficios do carvdo ativado e da citocinina
adicionados aos meios, se faz necessario o aumento da concentragcdo da mesma
para compensar a adsorcdo (PULLMAN et al., 2005).

Foi observada a formacdo de calo em 100% dos segmentos nodais
submetidos ao meio de cultura contendo BAP na auséncia de carvao ativado. No
entanto, no meio de cultura sem BAP e sem carvdo ativado também houve a
formacdo de calo em 55% dos explantes, a qual foi reduzida para 25% nos
tratamento com a presenca de carvao ativado e sem BAP (Tabela 8). A formacao de
calos € uma resposta comum em tecidos cultivados in vitro (KERBAUY, 1998), o que
pode explicar a sua presenca em segmentos nodais de grapia. A formacao
calogénica ocorre, entre outros fatores, em decorréncia da proliferacdo celular
restrita as regibes seccionadas, epidérmicas e subepidérmicas dos explantes, com
formacdo de tecido de cicatrizacdo e zonas de intensa atividade meristematica
(FLOH; HANDRO, 1985). Neste estudo, o uso do carvdo ativado, mesmo na
presenca de BAP, reduziu a formacao de calos em, aproximadamente, 66% (Tabela
8). Possivelmente esta resposta seja em decorréncia da adsor¢céo da citocinina pelo
carvao ativado, o que diminuiu a formacéo de calos. Em explantes de Schizolobium
amazonicum Huber ex Ducke (parica), com o aumento da concentracédo de BAP no
meio de cultura houve também aumento na incidéncia de calos endogenos, o que se
deve provavelmente, ao desbalanceamento nos niveis enddgenos de fitorménios
nos explantes (CORDEIRO et al.,, 2004). Elevadas concentra¢cées de citocinina
parecem interagir com a quantidade de auxina enddgena do explante, o que leva a
formacédo de calos provocando certa inibicdo no surgimento dos brotos (SANTOS,
1998).
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Neste estudo, também foi observado menor numero de brotos nos
tratamentos com o uso de carvao ativado, mas com parte aérea mais vigorosa se
comparado aos demais tratamentos (Figura 2A). A presenca de carvao ativado no
cultivo in vitro de sucupira-branca (Pterodon pubescens (Benth.) Benth.) também
favoreceu o vigor dos brotos, com foliolos de coloracdo verde mais intensa
(COELHO et al., 2001). A adicao do carvao ativado promove a adsorcao dos fendis,
melhorando o crescimento ou promovendo a organogénese (PAN; STADEN, 1998).
Entretanto, durante esse processo, vitaminas, Fe-EDTA, ions Zn e Cu e demais
substancias e hormonios também sédo adsorvidos (JOHANNSON et al., 1990; VAN
WINKLE et al., 2003), o que reduz a formacdo mdultipla de brotac6es adventicias.
Buchheim et al. (1989) e Pullman et al. (2005), afirmam que o uso de carvéao ativado
em meio de cultura é recomendado principalmente quando se busca o enraizamento
in vitro. Os autores também afirmam que o carvao ativado promove o alongamento
dos brotos, fato que contribui para a maximizacdo do niumero de explantes obtidos
por planta, assim como favorece a etapa de enraizamento. Ja os brotos formados
nos segmentos inoculados em meio de cultura sem carvdo ativado apresentaram
aspecto pouco vigoroso, com folhas menos desenvolvidas e de coloracdo amarelada
(Figura 2B). Possivelmente, esse efeito seja em decorréncia a presenca de
substéancias fenolicas liberadas pelo tecido vegetal, que quando presentes no meio
de cultura inibem o desenvolvimento dos brotos (CID; TEIXEIRA, 2010).

Tabela 8 — Numero de brotos e porcentagem de calo em segmentos nodais de
grapia (Apuleia leiocarpa) inoculados em meio de cultura WPM (LLOYD; MC COWN,
1980) na presenga e auséncia de carvao ativado e diferentes concentracdes de 6-
benzilaminopurina (BAP). UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Concentracdes Numero de brotos Porcentagem de calo
de BAP (uUM) Comcarvdo Semcarvdao Comcarvao Sem carvao
0,0 1,1 Aa* 1,1 Ba 25,0 Ab* 55 Ba
2,2 1,0 Ab 1,8 ABa 41,6 Ab 100 Aa
4,4 1,0 Ab 2,4 Aa 28,3 Ab 100 Aa
6,6 1,2 Ab 2,6 Aa 10,0 Ab 100 Aa
8,8 1,1 Ab 2,3 Aa 20,0 Ab 100 Aa
Média 1,1 2,0 24,9 91

CV (%) 10,2 26,9

*Valores seguidos de letra diferente, mailscula na vertical e minascula na horizontal, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Para o numero de folhas e a porcentagem de enraizamento ndo houve
interacdo significativa entre as concentracdes de BAP e a presenca ou nao de
carvdo ativado. Para ambas as variaveis, as melhores respostas ocorreram nos
tratamentos contendo carvao ativado (Tabela 9). Similarmente, em porta-enxertos de
prunus (Prunus persica (L.) Batsch. X P. amygdalus Batsch.), o maior nimero de
folhas também foi observado em brotos de explantes cultivados em meio de cultura
com adicdo de 8,4 mmol, que corresponde a 0,1 g L* de carvdo ativado
(SOTIROPOULOS; FOTOPOULQS, 2005). J& em amoreira-preta cv. Ebano (Morus
nigra L.) foi verificado um decréscimo no numero de folhas na medida em que
aumentaram as concentracbes de carvdo ativado ao meio de cultura até 4 g L™
(VILLA et al., 2007).

0,0uM 2,2 UM 4,4 uM 6,6 uM 8,8 uM

Figura 2 — Segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) inoculados em meio de
cultura WPM (LLOYD; MC COWN, 1980) suplementado com diferentes
concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) e 1,5 g L™ de carvdo ativado (A) e sem
carvao ativado (B). UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Para a porcentagem de enraizamento, o uso do carvao ativado favoreceu a
formacdo de raizes em 8% dos explantes (Tabela 9). Concentracdes de carvao
ativado entre 1,0 e 2,0 g L™, em cultivos realizados sob luz branca, favoreceram o
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enraizamento in vitro de orquidea (Cattleya loddigesii Lindley) (GALDIANO JUNIOR
et al.,, 2012). A adicdo de carvao ativado ao meio de cultura também foi benéfico
para o0 crescimento da raiz principal de plantulas de mangabeira (Hancornia
speciosa) (LEDO et al., 2007).

Tabela 9 — Numero de folhas e porcentagem de enraizamento em segmentos nodais
de grapia (Apuleia leiocarpa) inoculados em meio de cultura WPM (LLOYD; MC
COWN, 1980) com e sem carvao ativado com diferentes concentracbes de 6-
benzilaminopurina (BAP). UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Tratamento Numeros de folhas Porcentagem de enraizamento
Com carvao 2,4 A* 8,0 A*

Sem carvao 1,78B 1,0B

Média 2,1 4,5

CV (%) 15,3 118,6

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

A maior porcentagem de enraizamento no meio de cultura com a presenca de
carvao ativado pode ser atribuida a promocao de maior aeracdo e reducao da luz
incidente nas raizes (ARDITTI; ERNEST, 1993). O carvao ativado apresenta efeitos
promotores de crescimento das plantas, fato que pode ser atribuido a sua funcao
retentora de substancias toxicas presentes no meio de cultura, as quais sao
produzidas a partir da desidratacdo da sacarose durante a autoclavagem, de
substancias inibidoras presentes no agar, ou ainda, pela reducdo da acédo de
metabdlitos téxicos que sdo eliminados pelo explante, tais como substancias
fendlicas, etileno e acido abscisico (PAN; STADEN, 1998; THOMAS, 2008).

Neste estudo, o enraizamento de segmentos nodais de grapia foi favorecido
com a presenca do carvdo ativado. Possivelmente, o carvdo ativado adsorveu o
excesso de citocinina presente no meio de cultura, o que favoreceu o balanco
hormonal para a auxina, responsavel pela inducdo da rizogénese. Além disso, 0s
explantes utilizados na multiplicagcdo foram coletados de plantas jovens, que
apresentam elevado teor enddégeno de auxinas (HARTMANN et al., 2002).
Sobretudo, o enraizamento adventicio pressupde a existéncia da capacidade natural

da espécie em desenvolver raizes e de células responsivas aos niveis exdégenos de
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fitohormbnios, bem como sensiveis aos sinais de auxinas enddégenas oriundas da
parte aérea (MARKS et al., 2002). Também foi observado que, as raizes formadas
nos segmentos nodais cultivados em meio de cultura com carvao ativado, no geral,
apresentaram raizes secundarias (Figura 3A). Ja as raizes formadas nos explantes
inoculados em meio sem carvdo nao apresentaram raizes secundarias e,
aparentemente, desenvolveram-se por organogénese indireta, ou seja, provenientes

do calo (Figura 3B).

| - |
15¢gL* oglL™?

Figura 3 — Segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) enraizados em meio de
cultura WPM (LLOYD; MC COWN, 1980) com 1,5 g L™ de carvéo ativado (A) e sem
carvao ativado (B), independente das concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP).
UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

O carvao ativado beneficiou a formacdo de raizes, no entanto,
aparentemente, neutralizou a acao da citocinina na quebra de dominancia apical e
formacg&o de multiplos brotos. Possivelmente, o uso de concentragdes mais elevadas
de BAP na presenca de carvédo ativado favoreceria a formagcao de brotos, assim
como a inducgéo da rizogénese. Estudos para identificar a concentracdo de BAP que

favoreca simultaneamente inducdo de brotos, principal objetivo da etapa de
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mutiplicacdo, e a rizogénese deverdo ser realizados, ao passo que, a inducao do
enraizamento de segmentos nodais concomitantemente a formacao de brotos seria
uma possivel alternativa na micropropagacdo de grapia, eliminando a etapa de

enraizamento in vitro.

4.3.3 Efeito do KIN e do carvao ativado

Para o comprimento de brotos e numero de folhas ndo houve interagédo
significativa entre as concentracdes de KIN e a adicdo ou ndo de carvao ativado no
meio de cultura aos 30 dias de cultivo. Para essas variaveis, houve influéncia
apenas do carvao ativado, sendo que a sua adicdo aumentou o comprimento dos
brotos e o numero de folhas (Tabela 10). O crescimento dos brotos de Pinus strobus
L. também foi favorecido com o acréscimo de carvdo ativado ao meio de cultura
(WEBB et al., 1978), sendo o mesmo verificado em explantes de bananeira (Musa
sp.) (COSTA et al., 2006).

A adicdo de carvao ativado também influenciou a presenca de calo, reduzindo
de 74% para apenas 20% dos explantes (Tabela 10). Foi também observado que a
formacdo de calo apresentou relacdo inversa com o crescimento da parte aérea e 0
namero de folhas dos brotos, ou seja, explantes com maior comprimento de brotos e
maior numero de folhas apresentaram menor formacéo de calo. Possivelmente, este
efeito seja em decorréncia do balanco hormonal favoravel para a citocinina,
promovido pela presenca do carvdo ativado no meio de cultura com seu efeito

adsorvente.
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Tabela 10 — Comprimento dos brotos (CB), numero de folhas (NF) e porcentagem de
calo (%C) de segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) mantidos em meio de
cultura WPM (LLOYD e MC COWN, 1980) com e sem carvao ativado, independente
das concentracdes de cinetina (KIN). UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Tratamento CB NF %C

Com carvao 1,1 A* 2,5 A* 20,0 B*

Sem carvao 09B 19B 74,0 A
Média 1,0 2,2 47,0
CV (%) 10,4 12,6 48,7

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

A concentracdo de KIN no meio de cultura afetou a porcentagem de calo
(Figura 4). A maior porcentagem foi observada com a adicdo de 4,6 uM de KIN
(70,8%), sem diferir significativamente dos tratamentos de 6,9 e 9,2 uM de KIN. A
adicao de KIN ao meio de cultura ndo afetou a porcentagem de enraizamento e nem
a formacgéo de brotos, sendo observada meédia de 7% de enraizamento e 1,2 brotos
por segmento nodal. Portanto, a cinetina apresentou influéncia apenas para a

formacdo de calo, sem relacdo com a formacéo de raizes nos explantes.

90 -
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70 - b
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0,0 2,3 4,6 6,9 9,2
Doses de KIN (uM L)

Figura 4 — Porcentagem de calo em segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa)
mantidos em meio de cultura WPM (LLOYD; MC COWN, 1980) em funcdo das
concentracbes de cinetina (KIN), independente da presenca ou ndo de carvao
ativado. UFSM, Santa Maria, RS, 2012.
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4.3.4 Conservacao in vitro das microcepas

Para o numero de brotos e de folhas ndo houve interacdo significativa entre
as concentracbes de BAP e a presenca ou ndo de carvao ativado aos 30 dias de
cultivo. Para ambas as variaveis, houve influéncia significativa apenas do carvao
ativado (Tabela 11). Com relacdo ao numero de brotos, a auséncia de carvao
ativado no meio de cultura (Figura 5) maximizou o numero de brotos (1,9) microcepa
e diminuiu o numero de folhas (Tabela 11). Diferentemente, em microcepas de louro-
pardo (Cordia trichotoma), o meio de cultura suplementado com carvao ativado
resultou em maior nimero de brotos e menor numero de folhas (1,9 e 3,7,
respectivamente) (HEBERLE, 2010). O BAP néo influenciou as respostas de
brotacdo nas microcepas de grépia, independente da presenca ou nao de carvao
ativado no meio de cultura, sendo observada média de 95,3% de brotacdo das

microcepas (Tabela 11).

Tabela 11 — Numero de brotos (NB), numero de folhas (NF), comprimento de brotos
(CB), numero de segmentos nodais por broto (NSN) e porcentagem de brotacao
(%B), aos 30 dias, em microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) mantidas em meio
de cultura WPM com e sem carvao ativado, independente das concentracbes de
BAP (uM). UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Tratamento NB NF CB (cm) NSN %B

Carvao ativado 0 19 A* 2,2B* 19A 1,2 A 97 A
(gL 1,5 1,7B 3,3A 23A 1,3A 93 A
0 16 A 2,9 A 19A 1,1A 90 A
2,2 1,7A 30A 19A 1,4A 96,6 A
BAP (uM) 4,4 19A 33A 24A 11A 100A
6,6 19A 22A 21A 1,2 A 95 A
8,8 2,0 A 2,3 A 2,1A 15A 95 A
Média 1,8 2,7 2,1 1,2 95,3
CV (%) 8,3 20,1 14,5 15,6 15,0

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade
de erro.

Apbs 30 dias de subcultivo em meio de cultura livre de BAP e na presenca de
carvao ativado foi verificado um efeito residual dos tratamentos BAP realizados nas

microcepas. Para o numero de brotos, houve interacdo significativa entre as
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concentracdes de BAP e a presenca ou néo de carvao ativado (Tabela 12). O maior
namero de brotos (3,3 brotos por microcepa) foi obtido em microcepas mantidas em
meio de cultivo contendo 8,8 uM de BAP e sem carvdo ativado, diferindo
significativamente do tratamento utilizando a mesma concentracdo de BAP na
presenca de carvao ativado (1,5 brotos por microcepa). Além disso, o efeito residual
da citocinina usada na multiplicagdo pode ser uma das razOes das dificuldades
encontradas na fase de enraizamento (SANTOS-SEREJO et al., 2006).

Figura 5 — Microcepas de origem seminal de grapia (Apuleia leiocarpa) mantidas em
meio de cultura WPM (LLOYD; MC COWN, 1980) com 1,5 g L™ de carvéo ativado
(A) e sem carvdo ativado (B), independentes das concentracdes de 6-
benzilaminopurina (BAP). UFSM, Santa Maria, RS, 2012.

Pode-se observar que ndao houve incremento no nimero de brotos com o
aumento das concentracbes de BAP nos meio de cultura na presenca de carvao
ativado. Entretanto, microcepas mantidas na auséncia de carvao ativado mostraram
incremento no nimero de brotos com o aumento da concentracdo de BAP (Tabela
12). Possivelmente, as microcepas mantidas em meio de cultura na presenca de
carvao ativado ndo conseguiram retirar deste a quantidade de citocinina suficiente

para o0 desenvolvimento das brotagbes, visto que o0 antioxidante adsorve o0s
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fitohormonios presentes no meio de cultura, reduzindo ou mesmo neutralizando sua
atividade (COSTA et al., 2006).

Apoés avaliacdo das microcepas no subcultivo em meio livre de citocinina aos
30 dias foi possivel identificar que as concentracdes acima de 4,4 uM de BAP
induziram maior numero e tamanho dos brotos nas microcepas. Sendo assim, na
fase de multiplicagdo de microcepas, recomenda-se o uso de 8,8 uM na auséncia de
carvao ativado durante 30 dias, com posterior subcultivo somente em meio de
cultura WPM.

Os resultados deste trabalho indicam que microcepas de grapia n&o requerem
a adicdo de citocinina, apesar de promover a quebra da dominancia apical, o que
maximiza o numero de brotos. Este resultado é de certa forma esperado, visto que
as raizes sao os principais sitios de biossintese desse fitorregulador de crescimento
(VAN STADEN; SMITH, 1978). Tecidos meristeméticos e apices caulinares também
podem produzir citocinina, como evidenciado em algumas plantas que possuem
sistema radicular pouco desenvolvido, a exemplo da bromélia (Tillandsia recurvata
L.) (CHEN; PETSCHOW, 1978). Além disso, a citocinina produzida nas raizes
tendem a ser acumular nos 4pices, junto aos centros produtores de auxinas (LI et
al., 1995), o que explicaria a superioridade de multiplicacdo de segmentos nodais
mesmo sem a adi¢éo de citocinina aos meio de cultura.

Para porcentagem de sobrevivéncia e de brotacdo das microcepas,
comprimento dos brotos, nimero de segmentos nodais e de folhas néo foi verificado
a influéncia das concentracfes de BAP e a presenca ou ndo de carvao ativado no
meio de cultura. A porcentagem de sobrevivéncia das microcepas foi de 59,7% aos
30 dias de subcultivo em meio livre de citocinina. Considerando as microcepas vivas
e ndo contaminadas, houve 100% de brotacdo, com comprimento médio dos brotos
de 3,9 cm. Assim, a transferéncia das microcepas para meio livre de BAP apos 30
dias em meio de cultura com citocinina foi essencial para a manutencéo do vigor dos
cultivos e para o crescimento dos brotos. Isto se deve, provavelmente, as
caracteristicas do meio de cultura WPM, resultando em menor duracdo de cada
subcultivo.

Os resultados deste trabalho mostram que segmentos da posicao basal da
plantula sdo mais indicados para a multiplicacdo in vitro de grapia, quando
comparados aos segmentos da posicdo apical e mediana, apresentando maior

namero e comprimento dos brotos. Para a multiplicacdo de segmentos nodais, 0
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BAP foi importante somente na auséncia de carvao ativado. Com o aumento das
doses de BAP incrementou o numero de brotos, porém somente na auséncia de
carvdo ativado. No entanto, o carvao ativado inibiu a formacdo de calos nos
explantes, o que favoreceu o numero de folhas e a porcentagem de enraizamento,
além de resultar em brotos mais vigorosos. Segmentos nodais com a formacgéo de
brotos e raizes adventicias podem ser mantidos in vitro, na forma de microcepas
fornecedoras de brotos para a etapa de enraizamento e também para a conservacao

dos clones no banco de germoplasma.

Tabela 12 — Numero de brotos em microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa)
mantidas em meio de cultura WPM (LLOYD; MC COWN, 1980) na presenca ou
auséncia de carvao ativado aos 30 dias de subcultivo. UFSM, Santa Maria, RS,
2012.

Carvao ativado

BAP (uM) Com Sem
0 1,8 Aa* 1,7 Ba
2,2 2,0 Aa 1,8 Ba
4,4 2,0 Aa 2,1 Aba
6,6 2,1 Aa 2,1 Aba
8,8 1,5 Ab 3,3 Aa
Média 1,9 2,2
CV (%) 16,3

*Valores seguidos de letra diferente, mailscula na vertical e mindscula na horizontal, diferem-
se pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As microcepas foram mantidas em diferentes concentracdes de BAP e na
presenca ou ndo de carvdo ativado. Nesse periodo, apenas o carvao ativado
apresentou influéncia no desenvolvimento dos brotos, sendo observado em meios
de cultura na presenca do antioxidante maior niumero de folhas e, na sua auséncia,
maior niumero de brotos. Apds subcultivo em meio de cultura sem citocinina e na
presenca de carvao ativado, houve influéncia das doses de BAP, comprovando o
efeito residual da citocinina. As microcepas, mantidas inicialmente em meio sem
carvdo ativado, tiveram aumento do numero de brotos com o aumento da
concentracdo de BAP. A conservacdo de microcepas de grapia de origem seminal

mostrou-se como uma alternativa importante para a conservagao de germoplasma in
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vitro e para o fornecimento de brotos para o enraizamento, assim como de
segmentos nodais para a multiplicacdo. Estudos ligados a avaliagcdo da capacidade
de producdo das microcepas e do numero de subcultivos que fornece explantes
aptos para a multiplicacdo sao importantes, tanto para a conservacao quando para a
propagacéao de clones de grapia. Microcepas oriundas da micropropagacao também

podem ser mantidas in vitro e serem fontes de novos explantes.

4.4 Concluséao

Segmentos nodais podem ser utilizados para a multiplicagdo in vitro de grapia
em meio de cultura WPM com a adicdo de carvdo ativado, o que facilita o
enraizamento dos explantes e a formacao de plantas completas.

A conservacgdo de microcepas in vitro pode ser realizada em meio de cultura
WPM com a adicdo de BAP, com posterior subcultivo para meio de cultura WPM

com a adi¢ao de carvao ativado.
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CONSIDERACOES FINAIS

Para o estabelecimento in vitro de plantulas assépticas de grapia, nao é
necessario o uso de hipoclorito de sodio para a desinfestacdo das sementes, sendo
possivel a obtecdo de 95% de desinfestacdo e 82,8% de germinacdo com a
aplicacao de &cido sulfarico para quebra de dorméncia tegumentar, associado a pré-
assepsia com alcool 70%. Esse processo promove uma eficiente superacdo da
dorméncia e possibilita satisfatéria assepsia das sementes. As sementes podem ser
inoculadas em meio WPM, MS ou % MS suplementado com 10 g L™ de sacarose e 4
g L'*de 4gar e mantidas durante sete dias no escuro.

A mutiplicacdo de grapia pode ser realizada a partir de segmentos nodais ou
por microcepas de origem seminal. Quando realizada por meio de segmentos
nodais, recomenda-se explantes da posicdo basal, mantidos em meio de cultura
sem adicdo de citocina e acrescido de 1,5 g L™ de carvdo ativado. J& para a
conservacdo de microcepas in vitro, a concentracdo de 8,8 uM de BAP, com
posterior subcultivo para meio WPM suplementado com 1,5 g L™ de carvéo ativado,
promove a maior taxa de multiplicacdo de brotos que poderéo ser utilizados na etapa
de enraizamento.

Para a etapa de multiplicacdo ainda podem ser avaliados outros meios de
cultura, j& que o WPM é menos rico em nutrientes e ions quando comparado ao
meio MS (GEORGE, 1996), e também a formagdo de microcepas a partir de
segmentos nodais. Em termos de microcepas, também é importante avaliar a taxa
de multiplicagdo em sucessivos subcultivos e também a competéncia dos explantes
em formar novas brotacdes e raizes adventicias. Neste trabalho foram usados
somente segmentos nodais obtidos de plantulas assépticas jovens, o que justificaria
a utilizagdo também de segmentos nodais oriundos de brotacdes adventicias.
Também é possivel que um meio de cultivo mais concentrado em nutrientes,
associado a concentracfes maiores de citocinina, podera proporcionar um maior
crescimento dos brotos, favorecendo a etapa de enraizamento, sem que se faca

necessario o aumento de permanéncia do cultivo na etapa de multiplicagéo.
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Apéndice A

Apéndice Al - Resumo da andlise de varidncia para a porcentagem de
desinfestacdo de sementes de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo das
concentracdes de hipoclorito (0, 2,5 e 5% de cloro ativo) e dos tempos de imersao
(5, 10 e 15 min.), avaliadas aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CONCENTRACOES 2 4104730 205.2365 1.2742 NS
TEMPOS DE IMERSAO 2 175.1486  87.5743 0.5437 NS
CONCENTRACOES X TEMPO 4 201.7341  72.9335 0.4528 NS
TRATAMENTO 8 877.3557  109.6695

RESIDUOS 81  13046.4561 161.0674

Apéndice A2 - Resumo da analise de variancia para a porcentagem de germinacéo
de sementes de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo das concentracbes de
hipoclorito (0, 2,5 e 5% de cloro ativo) e dos tempos de imersao (5, 10 e 15 min.),
avaliadas aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CONCENTRACOES 2 920.7888  460.3944 0.6306 NS
TEMPOS DE IMERSAO 2 2016.9916 1008.4958 1.3814 NS
CONCENTRACOES X 4 37407861 935.1965 1.2810 NS
TEMPO

TRATAMENTO 8  6678.5665 834.8208

RESIDUOS 81 59134.2096 730.0520

Apéndice A3 - Resumo da andlise de variancia para a altura de plantulas de grapia
(Apuleia leiocarpa) em funcao dos tipos de meio de cultura (WPM, MS e Y2 MS),
avaliadas aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
MEIO DE CULTURA 2 0.0757 0.0379 0.70 NS
RESIDUO 117 6.3219 0.0540

TOTAL 119 6.3977

Apéndice A4 - Resumo da analise de variancia para o numero de folhas de plantulas
de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcédo dos tipos de meio de cultura (WPM, MS e %2
MS), avaliadas aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
MEIO DE CULTURA 2 0.1811 0.0905 0.62 NS
RESIDUO 117 17.1565 0.1466

RESIDUOS 119 17.3375
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Apéndice A5 - Resumo da analise de variancia para o numero de segmentos nodais
de plantulas de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcédo dos tipos de meio de cultura
(WPM, MS e 2 MS), avaliadas aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
MEIO DE CULTURA 2 0.0601 0.0301 0.69 NS
RESIDUO 117 5.1196 0.0438

RESIDUOS 119 5.1797

Apéndice A6 - Resumo da analise de variancia para o comprimento de raiz de
plantulas de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo dos tipos de meio de cultura
(WPM, MS e 2 MS), avaliadas aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
MEIO DE CULTURA 2 0.5507 0.2754 2. 79 NS
RESIDUO 117 11.5454 0.0987

RESIDUOS 119 12.0962

Apéndice A7 - Resumo da andlise de variancia para a altura da plantula de plantulas
de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da condicdo luminica (luz e escuro),
concentracdo de sacarose (10, 20 e 30 g L) e de 4gar (4, 5 e 6 g L™), avaliadas aos
30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
LUZ 1 0.4204 1.4204 10.1636 **
SACAROSE 2 0.2300 0.1150 0.8230NS
AGAR 2 0.1126 0.0563 0.4030 NS
LUZ X SACAROSE 2 0.4218 0.2109 1.5090 NS
LUZ X AGAR 2 0.2026 0.1013 0.7250 NS
SACAROSE X AGAR 4 0.4431 0.1108 0.7926 NS
LUZ X SACAROSE X AGAR 4 0.4129 0.1032 0.7386 NS
TRATAMENTO 17 3.2434 0.1908

RESIDUOS 75 10.4812 0.1397
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Apéndice A8 - Resumo da analise de variancia para niumero de segmentos nodais
de plantulas de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da condicdo luminica (luz e
escuro), concentracdo de sacarose (10, 20 e 30 g L) e de &gar (4, 5e 6 g LY,
avaliadas aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
LUZ 1 0.0296 0.0296  0.4267 NS
SACAROSE 2 0.0011 0.0006  0.0082 NS
AGAR 2 0.0746 0.0373  0.5377 NS
LUZ X SACAROSE 2 0.0170 0.0085  0.1226 NS
LUZ X AGAR 2 0.2036 0.1018  1.4675 NS
SACAROSE X AGAR 4 0.4213 0.1053  1.5178 NS
LUZ X SACAROSE X AGAR 4 0.3452 0.0863  1.2439 NS
TRATAMENTO 17 1.0925 0.0643

RESIDUOS 75 5.2039 0.0694

Apéndice A9 — Resumo da andlise de varidncia para o ndmero de brotos em
segmentos de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo das concentracbes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 pM) e da posicdo do segmento (basal,
mediana e apical), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CONCENTRACOES DE BAP 4 0.3696 0.0924 2.1795 NS
POSICAO DO SEGMENTO 2 1.9370 0.9685 22.8423 **
BAP X POSICAO 8 0.4757 0.0595 1.4024 NS
TRATAMENTO 14 2.7823 0.1987

RESIDUOS 285 12.0839 0.0424

Apéndice A10 — Resumo da andlise de variancia para o comprimento de brotos em
segmentos de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo das concentracdes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM) e da posicdo do segmento (basal,
mediana e apical), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CONCENTRACOES DE BAP 4 1.1906 0.2976  9.9693 **
POSICAO DO SEGMENTO 2 1.8988 0.9494  31.7994 **
BAP X POSICAO 8 0.2138 0.0267 0.8950 NS
TRATAMENTO 14 3.3032

RESIDUOS 285 8.5091
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Apéndice A1l — Resumo da analise de variancia para o niamero de brotos em
segmentos de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da concentracdo de carvéo
ativado (0 ou 1,5 g L) e das concentracdes de benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e
8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

CARVAO ATIVADO 1.2446 1.2446  58.9529 **
CONCENTRACOES DE BAP 0.4164 0.1041  4.9305 **
CARVAO X BAP 0.3384 0.0846  4.0077 **

1

4

4
TRATAMENTO 9 1.9994 0.2222
RESIDUOS 40 0.8445 0.0211

Apéndice A12 — Resumo da andlise de variancia para porcentagem de calo em
segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da concentracdo de
carvdo ativado (0 ou 1,5 g L) e das concentracdes de benzilaminopurina (0; 2,2;
4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 38102.8640 38102.8640 181.0918 **
CONCENTRACOES DEBAP 4 3818.9365  954.7341 4.5376 **
CARVAO X BAP 4 4555.7798  1138.9450 5.4131 **
TRATAMENTO 9 46477.5803 5164.1756

RESIDUOS 40 8416.2527  210.4063

Apéndice A13 — Resumo da andlise de variancia para o namero de folhas em
segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da concentracdo de
carvdo ativado (0 ou 1,5 g L) e das concentracdes de benzilaminopurina (0; 2,2;
4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

CARVAO ATIVADO 1 0.6524 0.6524 11.0029 **
CONCENTRACOES DE BAP 4 0.1682 0.0420  0.7090 NS
CARVAO X BAP 4 0.2303 0.0576  0.9708 NS
TRATAMENTO 9 1.0509 0.1168

RESIDUOS 40 2.3719 0.0593

Apéndice Al4 - Resumo da analise de variancia para a porcentagem de

enraizamento em segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) em fungdo da
concentracdo de carvdo ativado (0 ou 1,5 g L") e das concentracbes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 595.8590 595.8590 5.7829*
CONCENTRAGOES DE BAP 4 467.8054 116.9514 1.1350 NS
CARVAO X BAP 4 333.5553  83.3888 0.8093 NS
TRATAMENTO 9 1397.2197 155.2466

RESIDUOS 40 4121.5300 103.0383
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Apéndice A15 — Resumo da analise de variancia para o comprimento de brotos em
segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da concentracdo de
carvdo ativado (0 ou 1,5 g L™) e das concentracdes de cinetina (0; 2,3; 4,6; 6,9; 9,2
pM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 0.0813 0.0813  5.0900 *
CONCENTRACOES DE BAP 4 0.0488 0.0122  0.7633 NS
CARVAO X BAP 4 0.0367 0.0092  0.5740 NS
TRATAMENTO 9 0.1667 0.0185

RESIDUOS 40 0.6388 0.0160

Apéndice A16 — Resumo da andlise de variancia para o numero de folhas em brotos
de segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) em fungdo da concentracdo de
carvdo ativado (0 ou 1,5 g L™) e das concentracdes de cinetina (0; 2,3; 4,6; 6,9; 9,2
puM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

CARVAO ATIVADO 0.4765 0.4765 11.3433 **
CONCENTRACOES DE BAP 0.1933 0.0483 1.1506 NS
CARVAO X BAP 0.1387 0.0347 0.8254 NS

1

4

4
TRATAMENTO 9 0.8085 0.0898
RESIDUOS 40 1.6802 0.0420

Apéndice A17 — Resumo da andlise de variancia para porcentagem de calo em
segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da concentracdo de
carvdo ativado (0 ou 1,5 g L™) e das concentracdes de cinetina (0; 2,3; 4,6; 6,9; 9,2
uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 24195.9588 24195.958 55.2168 **
CONCENTRACOES DE BAP 4 6674.0013 1668.5003  3.8076 *
CARVAO X BAP 4 1392.5144  348.1286  0.7945 NS
TRATAMENTO 9 32262.4745 3584.7194

RESIDUOS 40 17527.9554  438.1989

Apéndice A18 — Resumo da analise de variancia para porcentagem de enraizamento
em segmentos nodais de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcéo da concentragédo de
carvdo ativado (0 ou 1,5 g L™) e das concentracdes de cinetina (0; 2,3; 4,6; 6,9; 9,2
pMM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 9.3875 9.3875  0.0444 NS
CONCENTRACOES DE BAP 4 165.3327 41.3332 0.1955 NS

CARVAO X BAP 1280.5736 320.1434 1.5142 NS

4
TRATAM ENTO 9 1455.2938 161.6993
RESIDUOS 40 8457.1248 211.4281
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Apéndice A19 — Resumo da analise de variancia para porcentagem de sobrevivéncia
de microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo concentracdo de carvao
ativado (0 ou 1,5 g L) e das concentracdes de benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e
8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 82.5962  82.5962 0.5623 NS
CONCENTRACOES DE BAP 4 398.0141 99.5035 0.6775 NS
CARVAO X BAP 4 5215617 130.3904 0.8877 NS
TRATAMENTO 9 1002.1721 111.3525

RESIDUOS 81  5875.1250 146.8781

Apéndice A20 — Resumo da andlise de variancia para porcentagem de brotacdo em
microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da concentracdo de carvao
ativado (0 ou 1,5 g L") e das concentracées de benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e
8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 125.7985  125.7985 0.7638 NS
CONCENTRAGCOES DE BAP 4 554.4009 138.6002 0.8415 NS
CARVAO X BAP 4 589.6604  147.4151 0.8950 NS
TRATAMENTO 9 1269.8598 141.0955

RESIDUOS 81 6588.2039 164.7051

Apéndice A21 — Resumo da andlise de variancia para o numero de brotos em
microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da concentracdo de carvao
ativado (0 e 1,5 g L™) e das concentracdes de benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e
8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 0.0869 0.0869 5.4284 *
CONCENTRACOES DE BAP 4 0.1072 0.0268 1.6745NS
CARVAO X BAP 4 0.0547 0.0137 0.8547 NS
TRATAMENTO 9 0.2489 0.0277

RESIDUOS 81 0.6404 0.0160

Apéndice A22 — Resumo da analise de variancia para o comprimento dos brotos em
microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) em fungdo da concentragdo de carvao
ativado (0 e 1,5 g L™) e das concentracdes de benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e
8,8 uUM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

CARVAO ATIVADO 0.1236 0.1236  2.2954 NS
CONCENTRACOES DE BAP 0.1556 0.0389  0.7226 NS

TRATAMENTO 0.3835 0.0426

1
E 4
CARVAO X BAP 4 0.1043 0.0261  0.4845 NS
9
RESIDUOS 81 2.1532 0.0538
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Apéndice A23 — Resumo da andlise de variancia para o numero de segmentos
nodais em brotos de microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da
concentracdo de carvdo ativado (0 e 1,5 g L% e das concentracdes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 0.0013  0.0013  0.0307 NS
CONCENTRACOES DE BAP 4 0.0993  0.0248  0.6037 NS
CARVAO X BAP 4 0.0669  0.0167  0.4067 NS
TRATAMENTO 9 0.1674  0.0186

RESIDUOS 81 1.6442  0.0411

Apéndice A24 — Resumo da andlise de variancia para o numero de folhas em brotos
de microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) em funcdo da concentracdo de carvao
ativado (0 e 1,5 g L™) e das concentracdes de benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e
8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 1.0992 1.0992  8.7281 **
CONCENTRAGCOES DE BAP 4 0.7146 0.1787 1.4186 NS
CARVAO X BAP 4 0.8611 0.2153 1.7093 NS
TRATAMENTO 9 2.6749 0.2972

RESIDUOS 81 5.0375 0.1259

Apéndice A25 — Resumo da analise de variancia para porcentagem de sobrevivéncia
de microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) apés subcultivo em meio livre, em
funcdo da concentracdo de carvdo ativado (0 e 1,5 g L™) e das concentracdes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.0. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 66.2813 66.2813 0.4124 NS
CONCENTRACOES DE BAP 4 646.9051 161.7263  1.0063 NS
CARVAO X BAP 4 901.4251 225.3563  1.4023 NS
TRATAMENTO 9 1614.6114  179.4013

RESIDUOS 81 13017.3976 160.7086

Apéndice A26 — Resumo da andlise de variancia para porcentagem de brotagcédo de
microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) ap0s subcultivo em meio livre, em funcéo
da concentracdo de carvdo ativado (0 e 1,5 g L") e das concentragbes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 66.2813 66.2813 0.4124 NS
CONCENTRAGCOES DE BAP 4 646.9051 161.7263  1.0063 NS
CARVAO X BAP 4 901.4251 225.3563  1.4023 NS
TRATAMENTO 9 1614.6114  179. 4013

RESIDUOS 81 13017.3976 160.7086
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Apéndice A27 — Resumo da analise de variancia para namero de brotos em
microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) apos subcultivo em meio livre, em funcao
da concentracdo de carvdo ativado (0 e 1,5 g L) e das concentracbes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO GL. S.O. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 0.1329  0.1329 2.0051 NS
CONCENTRACOES DE BAP 4 0.2099  0.0525 0.7919 NS
CARVAO X BAP 4 1.0699  0.2675 4.0362 **
TRATAMENTO 9 1.4126  0.1570

RESIDUOS 81 53676  0.0663

Apéndice A28 — Resumo da analise de variancia para comprimento dos brotos em
microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) ap6s subcultivo em meio livre, em funcéo
da concentracdo de carvdo ativado (0 e 1,5 g L") e das concentracbes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 0.1047 0.1047 0.6266 NS
CONCENTRACOES DE BAP 4 0.0600 0.0150 0.0898 NS
CARVAO X BAP 4 1.0256 0.2564 1.5345 NS
TRATAMENTO 9 1.1903 0.1323

RESIDUOS 81 13.5340 0.1671

Apéndice A29 — Resumo da analise de variancia para numero de segmentos nodais
em brotos de microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) apds subcultivo em meio
livie, em funcdo da concentracdo de carvdo ativado (0 e 1,5 g L) e das
concentracfes de benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 0.0044 0.0044 0.319 NS
CONCENTRACOES DE BAP 4 0.0838 0.0209 0.1512 NS
CARVAO X BAP 4 0.6914 0.1728 1.2479 NS
TRATAMENTO 9 0.7796 0.0866

RESIDUOS 81 11.2194  0.1385

Apéndice A30 — Resumo da andlise de variancia para numero de folhas em brotos
de microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) apds subcultivo em meio livre, em
funcdo da concentracdo de carvdo ativado (0 e 1,5 g L™) e das concentracdes de
benzilaminopurina (0; 2,2; 4,4; 6,6 e 8,8 uM), avaliada aos 30 dias.

CAUSAS DA VARIACAO G.L. S.0. Q.M. F
CARVAO ATIVADO 1 0.1348  0.1348 0.2924 NS
CONCENTRACOES DE BAP 4 1.9652  0.4913 1.0656 NS
CARVAO X BAP 4 1.5865  0.3966 0.8602 NS
TRATAMENTO 9 3.6865  0.4096

RESIDUOS 81 37.3455 0.4611




