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RESUMO

MICROPROPAGACAO E DIVERSIDADE GENETICA EM Apuleia leiocarpa
(VOGEL) J. F. MACBRIDE

AUTORA: KELEN HAYGERT LENCINA
ORIENTADOR: DILSON ANTONIO BISOGNIN

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a produtividade de microcepas mantidas in vitro, o
enraizamento e a aclimatizacéo de plantas micropropagadas, assim como avaliar a diversidade
genética em Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride (grapia) com uso de marcadores
RAPD. Microcepas oriundas da poda dréstica de plantas assépticas foram cultivadas em meio
de cultura WPM acrescido de 0, 2,2, 4,4, 6,6 e 8,8 UM de 6-benzilaminopurina (BAP) e
subcultivadas em meio de cultura WPM sem citocinina. Microcepas também foram cultivadas
em meio de cultura WPM, MS ou % MS, acrescido ou ndo de 1,5 g L™ de carvio ativado e
submetidas a trés coletas de brotos aos 30, 60 e 90 dias de cultivo. No enraizamento in vitro,
segmentos nodais e microestacas foram mantidos em meio de cultura WPM com 0, 4,9, 9,8,
14,7 e 19,6 uM de acido indolbutirico (AIB). Na aclimatizacdo das plantas foram testadas as
composicdes de substrato comercial + vermiculita + areia grossa e substrato comercial +
vermiculita, em iguais proporgdes. Para 0 enraizamento ex vitro, segmentos nodais e
microestacas foram tratados ou ndo com 4920 uM de AIB por 10 segundos e cultivados em
iguais proporcdes de substrato comercial + vermiculita + areia grossa, substrato comercial +
vermiculita e substrato comercial + areia grossa. Para as analises RAPD, o DNA foi extraido
de amostras foliares de 88 plantas. Foram avaliados 18 iniciadores, sendo a visualizacdo dos
fragmentos realizada em gel de agarose preparado a 1,2% (p/v), contendo 3 UL de brometo de
etidio e submetido a eletroforese. Os fragmentos foram pontuados com auséncia ou presenga
gerando uma matriz binaria. Foi calculada a contribuicdo relativa de cada iniciador para o
polimorfismo bem como o polimorfismo total. Também foi calculado o contetdo de
informacdo para o polimorfismo (PIC) para cada fragmento e por iniciador. A analise de
agrupamento foi realizada com base na similaridade de Jaccard e no método UPGMA. A
manutencdo das microcepas de grapia em meio de cultura WPM ou % MS suplementado com
8,8 UM de BAP, seguido do subcultivo em meio de cultura sem citocinina aumenta o nimero
e comprimento das brotacGes. O cultivo de microcepas em meio de cultura com carvao
ativado aumenta a producdo de microestacas por microcepas, enquanto a auséncia de carvao
ativado favorece a formacdo de calos e brotos por organogénese indireta. Quanto ao
enraizamento in vitro, 0s segmentos nodais apresentaram maior resposta do que microestacas,
sendo necessaria a suplementacdo do meio de cultura com AIB. A composi¢cdo do substrato
ndo afetou a sobrevivéncia e o crescimento das plantas produzidas in vitro durante a
aclimatizacdo. As melhores respostas de enraizamento ex vitro foram obtidas com segmentos
nodais, assim como com explantes tratados com 4920 uM de AIB e cultivados em substrato
comercial + vermiculita + areia grossa. Tanto a manutencdo in vitro de microcepas quanto o
enraizamento ex vitro sdo técnicas promissoras para a producdo de plantas de grapia. O
marcador RAPD ¢ eficiente para a analise genética e detectou alta variabilidade genética na
grapia.

Palavras-chave: Microcepas. Microestaca. Segmento nodal. Enraizamento ex vitro. RAPD.



ABSTRACT

MICROPROPAGATION AND GENETIC DIVERSITY OF Apuleia leiocarpa (VOGEL)
J. F. MACBRIDE

AUTHOR: KELEN HAYGERT LENCINA
ADVISER: DILSON ANTONIO BISOGNIN

The aim of this study was to evaluate the in vitro productivity of micro-stumps, in vitro and ex
vitro rooting and acclimatization of micropropagated plantlets, and to assess the genetic
diversity of Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride (apuleia) with RAPD markers. Micro-
stumps originated from drastic pruning of aseptic seedlings were grown in WPM culture
medium supplemented with 0; 2.2; 4.4; 6.6 and 8.8 uM of 6-benzylaminopurine (BAP) and
sub-cultured in WPM medium without cytokinin. Apuleia micro-stumps were also grown in
WPM, MS or ¥% MS, with or without 1.5 g L™ of activated charcoal. Three shoot collections
were done at 30, 60 and 90 days of cultivation. Nodal segments and micro-cuttings were
maintained in WPM culture medium with 0; 4.9; 9.8; 14.7 and 19.6 uM of indole butyric acid
(IBA). For acclimatization, rotted nodal segments and micro-cuttings were planted in equal
proportions of commercial substrate + vermiculite + coarse sand, and commercial substrate +
vermiculite. For ex vitro rooting, nodal segments and micro-cuttings were treated or not with
4920 uM of IBA for 10 seconds and cultivated in equal proportions of commercial substrate +
vermiculite + coarse sand, commercial substrate + vermiculite, and commercial substrate +
coarse sand. For genetic analysis, DNA was extracted from leaf samples of 88 plants of
apuleia. Eighteen RAPD primers were tested. The amplified fragments were separated in
agarose gel of 1.2% (v/v), containing 3 pL of ethidium bromide. The fragments were marked
as absence or presence, generating a binary matrix. Total polymorphism and the relative
contribution of each primer for the polymorphism were calculated. The polymorphism
information content (PIC) was calculated for each fragment and primer. Cluster analysis was
based upon Jaccard similarity and UPGMA method. The conservation of the apuleia micro-
stumps in WPM or Y2 MS media supplemented with 8.8 uM of BAP and sub-cultured in
culture medium without citokynin increases number and length of shoots. Maintaining micro-
stumps in culture medium supplemented with activated charcoal increases micro-cuttings
production, but in its absence results in callus formation and indirect organogenesis of shoots.
Nodal segments were more competent than micro-cuttings for rooting in culture medium
without IBA. Substrate composition does not affect survival and growth during
acclimatization of in vitro produced plantlets. Nodal segments treated with 4920 uM of IBA
and cultivated in commercial substrate + vermiculite + coarse sand show the best responses
for ex vitro rooting. Both in vitro conservation of apuleia micro-stumps and ex vitro rooting
are promising strategies for plantlet production. The RAPD is a feasible technique for genetic
analysis, and it identifies high genetic variability in apuleia.

Key-words: Micro-stumps. Nodal segment. Micro-cutting. Ex vitro rooting. RAPD.
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1 INTRODUCAO

As pesquisas em tecnologia para producdo de sementes e mudas de espécies arboreas
exoticas possuem destaque no Brasil e tém possibilitado significativos avangos genéticos e
aumento da produtividade em povoamentos comerciais (SCREMIN-DIAS et al., 2006). Para
0 eucalipto, estima-se que 85% das mudas s&o produzidas por propagacdo vegetativa
(SILVA et al., 2008), permitindo a obtencdo de plantas uniformes, além de possibilitar a
fixacdo de caracteristicas favoraveis, pelo resgate e multiplicacdo de individuos selecionados
em qualquer fase do programa de melhoramento genético (BISOGNIN, 2011; FERRARI et
al., 2004; BOREM; MIRANDA, 2013). Outra vantagem da propagagio vegetativa é a
possibilidade de multiplicacdo de individuos que apresentam dificuldade de propagacédo por
sementes, 0 que comumente pode ser observado em espécies arbdreas nativas.

O setor produtivo de mudas de &rvores nativas se encontra com atraso tecnoldgico de
quase quatro décadas, ocasionado pela producdo de mudas com baixa qualidade genética,
além do restrito conhecimento acerca do processo produtivo (SCREMIN-DIAS et al., 2006).
Entretanto, apesar do uso da propagacdo vegetativa ser relativamente recente na multiplicacao
de espécies nativas, essa tecnologia pode contornar problemas de propagacgéo e disponibilizar
mudas que dificilmente seriam encontradas no mercado.

A propagacdo vegetativa de eucalipto é realizada predominantemente por
miniestaquia, que se constitui de uma técnica capaz de reduzir o tempo e o custo final de
producdo (SILVA etal., 2008). O grau de eficiéncia que a miniestaquia apresenta nos dias
atuais, considerando a viabilidade técnica e econdmica da producdo massal de mudas de
eucalipto, se baseia no detalhado estudo da micropropagacédo e da microestaquia. Para as
espécies nativas, a propagacao vegetativa por micropropagac¢do, microestaquia e miniestaquia
tém se mostrado promissora para a producdo de mudas (AFFONSO, 2011; BEZERRA et al.,
2014; HORBACH et al., 2011), mas diversas espécies ainda ndo possuem um eficiente
protocolo de multiplicacdo utilizando essas técnicas.

A micropropagacao permite a propagacdo de genotipos de dificil enraizamento, a
limpeza clonal e a multiplicacdo de plantas em larga escala e curto espaco de tempo, aliada a
possibilidade de utilizagdo na conservacdo de germoplasma in vitro (OLIVEIRA et al., 2013;
WENDLING et al., 2006; XAVIER et al., 2013). Na microestaquia, plantas micropropagadas

sdo submetidas a poda drastica para formar as microcepas, as quais sao fonte dos brotos que
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sdo seccionados para a obtencdo das microestacas utilizadas no enraizamento (ASSIS et al.,
1992; ASSIS, 1996). Estudos apontam que as microcepas podem ser mantidas in vitro para
constante coleta de material vegetativo, possibilitando maior aproveitamento dos propagulos e
aumento da taxa de multiplicacdo. Para louro-pardo [Cordia trichotoma (Vell.) Arrabida ex
Steudel], a manutengdo in vitro de microcepas mostrou-se um método promissor para a
multiplicacdo dessa especie (FICK, 2007; HEBERLE, 2010), sendo 0 mesmo observado para
erva-mate [llexparaguariensis(Saint) Hilaire] (HORBACH, 2008). Para a grapia [Apuleia
leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride] também foi avaliada a manutencéo in vitro de microcepas
(LENCINA, 2013).

A grépia é uma espécie arborea, nativa do Brasil, que possui madeira de elevada
qualidade, mas que é dificilmente encontrada no mercado de sementes e/ou mudas. A
obtencdo de sementes tem sido prejudicada, entre outros fatores, pela reducdo dos
remanescentes naturais, em razdo do corte seletivo dos individuos em busca da madeira, e
pela irregularidade de producdo de sementes ao longo dos anos. Além disso, as sementes de
grépia possuem dorméncia tegumentar, o que dificulta o processo de germinagdo caso nao
seja realizado tratamento para a quebra de dorméncia (CARVALHO, 2003).

A grépia deve ser considerada como uma das mais valiosas espécies da Floresta
Estacional Decidual, pois apresenta aspecto fisiondmico que caracteriza a classificagcdo dessa
tipologia florestal (KLEIN, 1972). Atualmente, essa espécie é considerada ameagada de
extincdo pelo Centro Nacional de Conservacdo da Flora (CNCFLORA, 2012) e pelo Decreto
Estadual n® 52.109, de 1° de dezembro de 2014. Brancalion et al. (2009), mencionam que
plantios de restauracdo florestal raramente incluem espécies ameacadas de extingdo,
especialmente pela dificuldade de obtencdo de sementes e mudas desses individuos.

Considerando o elevado valor comercial da madeira de grapia, além do fato de ser
espécie ameacada de extincdo e a dificuldade de producdo de sementes e mudas, acdes que
envolvam a multiplicacdo dessa espécie via propagacdo vegetativa e o conhecimento dos
niveis de variabilidade genética sdo imprescindiveis para delinear estratégias que visem a
conservacao, 0 manejo sustentado e o melhoramento genético dessa especie.

Para a grapia, Lencina (2013) realizou o estabelecimento in vitro de plantulas
assépticas, possibilitando a obtencdo de propagulos livres de contaminantes e com
caracteristicas juvenis, 0s quais podem ser empregados na multiplicacdo e enraizamento in

vitro e ex vitro dessa espécie. Além disso, foram realizados estudos preliminares relacionados
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a manutencdo in vitro de microcepas, sugerindo a necessidade de pesquisas que envolvam
aspectos relacionados as condi¢fes de cultivo das microcepas, avaliagfes da taxa de
multiplicacdo em sucessivos subcultivos e competéncia dos explantes para a formacdo de
raizes adventicias (LENCINA, 2013). Tais aspectos sdo o foco principal da presente pesquisa,
a qual busca ampliar as informacdes referentes as metodologias para produgdo continuada de
propéagulos em microcepas mantidas in vitro, para posterior enraizamento adventicio.

Este estudo também considerou que a caracterizagdo da diversidade genética,
principalmente em populacBes naturais de espécies potencialmente ameacadas de extincao,
reflete com eficiéncia o potencial de manutencdo da variacdo e adaptabilidade dessas
populacbes. No caso da grapia, dados de diversidade genética obtidos por marcadores
isoenzimaticos, associados com analise da paisagem foram utilizados para indicar estratégias
e areas efetivas de conservacdo da espécie (STEINER, 2014). Entretanto, ndo ha informacGes
até o presente momento de estudos com marcadores de DNA.

Nesse contexto, a perspectiva desta pesquisa foi complementar os estudos
anteriormente desenvolvidos com a grapia, reiterando a utilizacdo de microcepas
estabelecidas e mantidas in vitro para fornecimento de brotos, além do posterior enraizamento
desses propagulos e aclimatizacdo das plantas micropropagadas. Além disso, este trabalho
visa contribuir com informacdes sobre tecnologias de producdo de mudas por propagagédo
vegetativa de espécies florestais nativas.

1.1 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a multiplicacdo in vitro, o enraizamento in
vitro e ex vitro, bem como realizar estudos sobre a diversidade genética em grapia com

marcadores RAPD.
1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Avaliar o potencial de utilizacdo de microcepas para a manutencdo e multiplicagéo in vitro

de gendtipos de grépia.

- Avaliar o enraizamento in vitro e ex vitro e a aclimatizacédo de plantas.
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- Analisar a variabilidade genética e selecionar iniciadores RAPD para o estudo da
diversidade genética em grépia.
- Identificar fragmentos com potencial para o sequenciamento de regides conservadas do

genoma da gréapia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

Pertencente a familia Fabaceae, a Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride (grapia)
€ uma espécie arbdérea da Mata Atlantica e considerada a rainha das florestas nos estados
sulinos. A grépia ocorre naturalmente desde o Peru (MENDONCA FILHO, 1996) até o
Uruguai (SOBRAL, 2006). No Brasil, essa especie ocorre do Nordeste (RIZZINI, 1971) até o
Rio Grande do Sul (Figura 1), onde esté presente no estrato emergente da Floresta Estacional
Decidual, especialmente no Vale do Alto Uruguai e na bacia do rio Jacui, até a formacédo
Baixo-Montana (KLEIN, 1984; TABARELLI, 1992; VACCARO et al., 1999).

A espécie apresenta duas variedades: A. leiocarpa var. leiocarpa (Vogel) J. F.
Macbride. e A. leiocarpa var. mollaris (Spreng.) Toepen (RIZZINI, 1971; GUNN, 1991). A
classificacdo leva em consideracdo as caracteristicas morfologicas de seus frutos e sementes,
que além da distribuicdo geografica, as classificariam como duas espécies distintas, sendo
Apuleia leiocarpa, de ocorréncia nos estados do Sul do Brasil, enquanto Apuleia mollaris
apresenta dispersdo mais ampla, sendo o Estado do Parand o limite entre as duas especies
(HERINGER; FERREIRA, 1973).

A gréapia é uma espécie diploide, com nimero normal de cromossomos em A.
leiocarpa igual a 2n = 2x = 26. Foi observada variagdo no nimero de cromossomos de 20 a
28, indicando que essa espécie possivelmente apresenta a capacidade de polissomatia. Além
disso, os cromossomos séo relativamente pequenos e a formula cariotipica é composta por 20
metacéntricos + 4 submetacéntricos + 2 telocéntricos (20m + 4 sm + 2t) (AULER;
BATTISTIN, 1999).

E reconhecida pelo potencial apicola, paisagistico e principalmente florestal, por
fornecer madeira de elevada qualidade, indicada para construcdo de estruturas externas,
construcdo civil, marcenaria, energia, celulose, entre outros fins. Na Regido de Bento
Gongalves (RS), a madeira dessa espécie é preferida para a confecgdo de tonéis para
envelhecimento de vinhos (CARVALHO, 2003). Além disso, a grapia tem potencial
medicinal, sendo recentemente estudada a atividade antimicrobiana da proteina lectina
ApulSL, extraida das sementes (CARVALHO et al., 2015). Também, o extrato dos frutos foi

avaliado quanto a atividade biocida o qual apresenta limitada citotoxicidade in vitro e alto
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potencial como fonte de prot6tipos no desenvolvimento de drogas antibiofilme (SILVA et al.,
2014).

Quanto ao aspecto fitossocioldgico, a grapia é classificada como secundaria tardia,
segundo 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, apesar de ndo se desenvolverem sob o dossel da floresta
(TABARELLI, 1992). Pode ser plantada em povoamento misto a pleno sol, associada com
espécies pioneiras, ou no enriquecimento em linhas de florestas secundarias (MAIXNER,;
FERREIRA, 1976; LELES et al., 2000).

Figura 1 — Distribuicdo da grapia (Apuelia leiocarpa) no Brasil.
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Fonte: Centro Nacional de Conservacdo da Flora (2012). Disponivel em: http://cncflora.jbrj.gov.br/portal/pt-
br/profile/Apuleia%?20leiocarpa.
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A grépia é uma arvore caducifolia, que na regido Sul atinge altura de até 35 metros e
100 cm de diametro a altura do peito (DAP). A copa é larga, bem ramificada e pouco densa
(KLEIN, 1982), o tronco ¢é irregular a cilindrico, com casca apresentando escamas delgadas,
que desprendem facilmente em placas rigidas na forma de concha, deixando cicatrizes que a
torna inconfundivel na floresta (CARVALHO, 2003).

Em estudo realizado em cobertura florestal pertencente ao dominio da Floresta
Estacional Decidual na regido norte do Rio Grande do Sul, a floragdo ocorre durante a
transicdo para o periodo de maior pluviosidade na regido (FILIPPI et al., 2012). A ocorréncia
de flores foi caracterizada como anual e possivelmente explosiva, de curta duragdo, com a
presenca de botdes florais e logo apds, frutos (FILIPPI et al., 2012; PEREIRA et al., 2008).
Planta mondica, com flores hermafroditas ou masculinas (BACKES; IRGANG, 2004),
provavelmente alégama (SAMPAIO; VENTURIERI, 1990) e polinizada especialmente por
abelhas. A floracdo ocorre, geralmente, de agosto a outubro no Rio Grande do Sul. Os frutos
amadurecem de novembro a abril e os frutos séo dispersos pelo vento (CARVALHO, 2003).

A grapia apresenta irregularidade na producdo de sementes, levando dois ou mais
anos para se obter uma safra satisfatéria (MATTOS; GUARANHA, 1983). Informacédo que
foi corroborada por Filippi et al. (2012), que também verificou diferenca na producdo de
frutos e sementes, conforme o ano e a planta matriz. Além disso, as sementes apresentam
dificuldade de germinagdo, em decorréncia da presenca de tegumento duro e impermeavel a
agua, caracteristica comum em espécies leguminosas (LORENZI, 2002; NICOLOSO et al.,
1997). Sementes que desenvolvem tegumentos impermedveis sdo capazes de embeber e
germinar quando coletadas no ponto de maturidade fisiol6gica, antes do inicio da fase de
dessecamento (GUI-FERREIRA; BORGHETT]I, 2004). Entretanto, a coleta em arvores que
apresentam maturacdo fisioldgica homogénea das sementes é um processo complexo, uma
vez que a velocidade de maturacdo varia entre espécies e entre arvores de uma mesma espécie
e altera-se conforme o ano e local de colheita (FIGLIOLIA, 1995).

Filippi et al. (2012) fizeram uma descrigdo minuciosa dos aspectos da semente e das
plantulas de A. leiocarpa. A germinacdo foi classificada como epigea e as plantulas sdo do
tipo fanerocotiledonar, com emergéncia curvada. Na Figura 4 pode ser observada a emissdo
da radicula (Figura 4 - A), detalhes da raiz principal e do desenvolvimento da coifa (Figura 4
— B a D), o colo (Figura 4 - E) e cotilédones (Figura 4 — F a G). Aos 25 dias a plantula esta

completamente formada, com raiz pivotante e raizes secundarias finas (Figura 4 — G e H). As
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folhas sdo compostas, pecioladas, alternas, imparipenadas, base foliar arredondada ou obtusa,
apice acuminado, margem inteira, forma varidvel, de ovais a oval-lanceoladas, de elipticas a
ovadoblongas (Figura 4 — 1) (FILIPPI et al., 2012).

Figura 2 - Estadios sucessivos da germinacdo de Apuleia leiocarpa, plantula e muda. A —
Emissdo da radicula; B, C e D — 3°, 4° e 5° dia apds a semeadura, respectivamente; E — Perda
do tegumento; F - Abertura dos cotilédones entre o 5° e 7° dia de semeadura; G e H —
Plantula; 1 — Muda (c — cotilédone; cf — coifa; co — colo; ep — epicétilo; f — folha; fo — foliolo;
hp — hipocotilo; n — nervuras; pro — protofilo; r — radicula; rp — raiz priméria; rs — raiz
secundaria; rt — raiz terciaria; t - tequmento). Barra: 4 cm para AaH e 5 cm para I.

Fonte: Filippi et al., 2012.

Para a producdo de mudas de grapia recomenda-se 0 uso de sementeiras, com posterior
repicagem para sacos de polietileno. A germinagdo das sementes tem inicio entre 10 e 30 dias
apos a semeadura, levando até 80 dias para germinar sem tratamento pré-germinativo
adequado (CARVALHO, 2003). Em estudo realizado por Felippi et al. (2012), a germinacéo
de sementes dessa especie teve inicio aos 7 dias ap0s a semeadura, estendendo-se até os 160

dias, com germinacdo variando de 13 a 96% em sementes sem tratamentos de superagdo de
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dorméncia. Nicoloso et al. (1997) obtiveram 9,40% de germinacdo, aos 5 dias apés a
semeadura e 32,1%, aos 70 dias, ao passo que, em sementes tratadas por 20 min com &cido
sulfurico concentrado (98°) houve 100% de germinacao, ja aos 5 dias de semeadura. Lando e
Dorigon (2012) obtiveram, aos 15 dias de semeadura, 91,3% de germinacdo em sementes
tratadas por 10 min em &cido sulfdrico concentrado (98°). Lencina et al. (2014) avaliou a
germinagdo e o vigor de sementes de grdpia submetidas & acido sulfdrico e diferentes
tratamentos de desinfestacdo, visando o estabelecimento e crescimento in vitro de plantas
assépticas para a micropropagacao. Neste trabalho, Lencina et a., (2014) observaram que, aos
30 dias, 92,5% de desinfestacdo e 84,3% de germinagdo das sementes tratadas em solucfes
com diferentes concentracdes de hipoclorito de sodio (2,5 e 5,0% de cloro ativo), durante
diferentes tempos de imersdo (5, 10 ou 15 min). Varia¢cdes na capacidade germinativa das
sementes podem estar relacionadas com o estado nutricional da arvore matriz e/ou pelo
estagio de maturacdo das sementes, visto que a coleta em arvores matrizes, com diferentes
graus de maturidade das sementes, acarreta na producdo de lotes desuniformes quanto a
germinacdo das mesmas (FELIPPI et al., 2012).

2.2 MICROPROPAGACAO

A micropropagacao ou propagacao in vitro apresenta relevante potencial de aplicacdo
para a multiplicacdo de gendtipos de espécies florestais (OLIVEIRA et al., 2013). Além de ter
contribuido para o desenvolvimento da silvicultura brasileira, permitindo o resgate e a
multiplicacdo de espécies de interesse econdmico do género Eucalyptus e que apresentam
recalcitrancia quanto a propagacdo vegetativa por outras técnicas. Isso se deve ao fato da
micropropagacdo promover o rejuvenescimento dos propagulos por meio dos cultivos
sucessivos, o que faz com gue os tecidos em estado maduro retornem para um estado juvenil,
retomando a capacidade de enraizamento (WENDLING; XAVIER, 2001).

Hoje, a maior parte dos estudos relativos ao cultivo in vitro, principalmente de
espécies nativas, estdo relacionados a multiplicacdo de gendtipos de dificil propagagdo por
métodos tradicionais (PELEGRINI et al., 2011) e a conservacdo de germoplasma in vitro de
especies que se encontram ameacadas de extingdo (MALOSSO et al., 2012).

Dentre as vantagens do uso da micropropagacdo para a propagacdo de plantas,
destaca-se a possibilidade de propagacgéo de arvores selecionadas (WENDLING et al., 2006),
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a propagacdo vegetativa de gendtipos de alto valor comercial e de dificil enraizamento e alta
taxa de multiplicacédo, a qual acelera os programas de propagacdo clonal (TEIXEIRA, 2001).
Também permite a obtencdo de plantas livres de virus, por meio de apices caulinares e
meristemas (WENDLING et al., 2006). A contaminacdo por microrganismos é limitante para
a aplicacdo da micropropagacdo para algumas espécies nativas, assim como a recalcitrancia
ao cultivo in vitro (XAVIER et al., 2013).

A micropropagacéo consiste no uso de explantes provenientes de plantas estabelecidas
in vitro (CARVALHO et al., 2006), propagulos coletados de plantas a campo ou de plantas
produzidas em casa de vegetacdo, que apoOs a desinfestacdo sdo cultivados, multiplicados,
alongados e enraizados in vitro ou ex vitro (DUTRA et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). As
respostas das plantas as técnicas de micropropagacédo sdo variaveis e dependentes da espécie,
variedade e/ou cultivar, época de coleta, tipo de explante e fases de cultivo (WENDLING et
al., 2006). Dentre as fases de cultivo, o meio de cultura, os fitorreguladores, o uso de carvao
ativado, entre outras, estdo diretamente envolvidas no estabelecimento de metodologia
eficiente de regeneracao in vitro (ZHANG et al., 2003).

A primeira etapa consiste no estabelecimento in vitro, sendo considerada a fase mais
critica para a maioria das plantas lenhosas (FERMINO JUNIOR et al., 2009), especialmente
quando utilizado explantes de plantas mantidas a campo, em funcdo das altas taxas de
contaminagdo por microrganismos (ERIG; SCHUCH, 2003) e oxidacdo fendlica (WERNER
et al., 2009). O explante deve ser selecionado em funcdo da disponibilidade do material, dos
niveis de contaminacdo e do grau de juvenilidade do tecido vegetal (CARVALHO et al.,
2006; CID; TEIXEIRA, 2010), podendo ser obtidos de diversas partes da planta, tais como
raizes, hipocétilos, epicétilos, cotilédones, folhas e flores, grdos de pdlen, embrides, dvulos,
nos e gemas axilares ou apicais (CID; TEIXEIRA, 2010). Para espécies arbdreas nativas, 0
método mais utilizado na micropropagacdo € o estabelecimento de plantulas in vitro, as quais
servem de fonte de propagulos para a multiplicacdo. Em funcdo da dificuldade em se obter
material de plantas adultas livre de patégenos e responsivos a propagacdo in vitro
(OLIVEIRA et al., 2013).

A oxidacdo do explante é altamente dependente do genétipo, da fase de
desenvolvimento da planta e da estacdo do ano. Pode ser controlada pela adicdo ao meio de
cultura de substancias antioxidantes como acido citrico, acido ascorbico, polivinilpirrolidone

(PVP) e carvao ativado (WERNER et al., 2009). O carvao ativado possui propriedades
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adsorventes dos exsudados fendlicos, aléem da capacidade de fixar cobre. O acimulo de
polifendis 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
absorcéo de metabolitos (ANDRADE et al., 2000). Sabe-se que tal reacdo é desencadeada no
processo de senescéncia ou por injuria dos tecidos (ZHOU et al., 2003). Os compostos
fendlicos sofrem oxidacdo pelas enzimas polifenases, produzindo substancias tdxicas que,
normalmente, inibem o crescimento dos explantes, ou ainda, promovem a morte dos mesmos
(SATO et al., 2001). O carvdo ativado também pode ser incorporado ao meio de cultura para
melhorar o crescimento ou promover a organogénese dos explantes (PAN; STADEN, 1998).

Os meios de cultura possuem geralmente macronutrientes, micronutrientes,
carboidratos (normalmente a sacarose) e outros compostos organicos suplementares (tais
como vitaminas e aminoacidos). A escolha do meio de cultura ideal é imprescindivel para a
viabilizagdo da micropropagacéo, pois além de fornecer os nutrientes necessarios, preconiza o
padrdo de crescimento das plantas in vitro (THORPE et al., 1991; CALDAS et al., 1998). O
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD; McCOWN, 1980)
tém sido os mais utilizados para esta finalidade. O meio de cultura MS apresenta altas
concentragfes de sais, sobretudo os ions nitrato e amonio, quando comparado a outras
formulagdes salinas (MURASHIGE; SKOOG, 1962; GEORGE, 1996). O meio de cultura
WPM possui menores concentragdes, principalmente de nitrogénio e potassio se comparado
ao meio de cultura MS, sendo originalmente desenvolvido para plantas lenhosas (LLOYD;
McCOWN, 1980; SAADAT; HENNERTY, 2002).

A multiplicacdo se d& quando os explantes ja possuem um crescimento uniforme e
adequado, em que o principal objetivo dessa etapa é produzir o maior nimero de gemas ou
brotos possiveis, no menor intervalo de tempo e com 0 minimo de variacdo genética entre 0s
mesmos (LEON, 2010). A qualidade e homogeneidade dos brotos produzidos durante a
multiplicacdo também devem ser considerados, pois influencia o enraizamento in vitro ou ex
vitro (OLIVEIRA et al., 2013). O método mais utilizado na micropropagacdo de espécies
florestais nativas baseia-se na proliferacdo de gemas axilares, isoladas de plantulas cultivadas
in vitro (OLIVEIRA et al., 2013). A obtencdo de explantes para a multiplicagdo também pode
ser feita a partir de plantas mantidas in vitro, para o fornecimento de microestacas para o
enraizamento in vitro ou ex vitro. A manutencdo de microcepas in vitro tem por objetivo

maximizar o aproveitamento dos propéagulos de plantulas assépticas e a taxa de multiplicacéo,



25

como observado em louro-pardo - Cordia trichotoma Vell. Arrabida ex Steudel) (FICK, 2007;
HEBERLE, 2010) e erva-mate — llex paraguariensis Saint Hilaire (HORBACH, 2008).

A suplementacdo dos meios de cultura com fitorreguladores pode auxiliar o
direcionamento das respostas morfogénicas dos explantes (HARTMANN et al., 2011). O
balango hormonal é considerado um dos mais relevantes fatores que influenciam no sucesso
da propagacéo de culturas in vitro (PASA et al., 2012). Nesse sentido, Skoog e Miller (1957)
demonstraram que a formacdo de caules e raizes era controlada pelas concentracdes relativas
entre auxina e citocinina, em gue o balanco favoravel a citocinina resultava na formacéo de
gemas caulinares em explantes de tabaco (Nicotiana tabacum). As citocininas possibilitam a
formacéo de brotos pela superacdo de dominancia apical (TAIZ; ZEIGER, 2013), aumentando
a taxa de multiplicacdo. Entre as citocininas mais utilizadas destacam-se o BAP (6-
benzilaminopurina), a KIN (cinetina), o 2-iP (2- isopentenil adenina) e a ZEA (zeatina). O
BAP tem revelado eficiéncia no processo de multiplicacdo, tanto no desenvolvimento de
gemas pré-existentes quanto na inducdo de gemas adventicias em diversas espécies (HU;
WANG, 1983), sendo a citocinina mais utilizada nos trabalhos de micropropagacdo de
espécies arbdreas nativas (OLIVEIRA et al., 2013). Ja balancos hormonais favoraveis a
auxina promoveram a formac&o de raizes e balangos hormonais intermediérios ndo levaram a
uma diferenciacdo das células e sim a uma maior multiplicacdo delas e, consequente, a
formacédo e o crescimento de calo (SKOOG; MILLER, 1957).

A obtencdo de plantas completas vai depender da inducdo de raizes adventicias em
brotos alongados durante a multiplicagdo, podendo o enraizamento ser realizado in vitro ou ex
vitro. O enraizamento in vitro é realizado em meio de cultura, e nesse caso acredita-se obter
um maior controle das fases de cultivo, maximizando o enraizamento de algumas espécies
(LEITZKE et al., 2009). As plantas formadas in vitro s&o transferidas para substrato como
terra de subsolo, turfa, casca de arroz, entre outros, e aclimatizadas em casa de vegetacdo
(OLIVEIRA et al., 2013). Ja no enraizamento ex vitro, as raizes sdo induzidas em explantes
cultivados diretamente em substrato (OLIVEIRA et al., 2013), processo que ocorre
concomitante a aclimatizacéo. De acordo com Wendling et al. (2006), o enraizamento ex vitro
é mais eficiente que o enraizamento in vitro, j& que propicia sistema radicular com melhor
qualidade, sob ponto de vista morfogénico, além de ser mais pratico e econdémico.

Para o enraizamento, especialmente de espécies lenhosas, as auxinas sdo comumente

utilizadas por apresentar propriedade de promover a formacdo de primdrdios radiculares
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(WANG; ANDERSON, 1988). Nesse grupo de fitorreguladores destaca-se o &cido
indolacético (AlA), o acido 4-cloro indolacético (4-cloro IAA) e o acido indolbutirico (AIB),
sendo este Gltimo o mais utilizado em funcdo dessa auxina ndo causar fitotoxicidade aos
explantes em uma larga faixa de concentracdo (HARTMANN et al.,, 2011; IACONA,;
MULEO, 2010).

A aclimatizacdo é um dos processos indispensaveis para a obtencdo de novas plantas
(WENDLING et al., 2006) e consiste na transferéncia de plantas completas produzidas in
vitro para o0 ambiente externo, devendo ser realizada de forma gradativa e cuidadosa.
Explantes ou plantas produzidas in vitro apresentam elevado contetdo de dgua (KUBOTA;
KOZAI, 1992), além de alteragcBes na estrutura da cuticula, nos depdsitos de cera, e nas
células do mesofilo e dos estbmatos das folhas, tornando-os suscetiveis a rapida perda de agua
por transpiracdo (COSTA et al., 2008).

Tanto para a aclimatizacdo das plantas enraizadas in vitro, quanto para o enraizamento
ex vitro, o substrato é um fator importante, pois ele pode facilitar ou impedir o crescimento,
conforme a escolha do tipo de substrato, a definicdo das proporcdes dos componentes de uma
mistura e as respectivas propriedades fisico-quimicas (SKREBSKY et al., 2006). Espaco de
aeracdo associado a elevada capacidade de retencdo de agua dos substratos sdo fatores
fundamentais para a aclimatizacdo (GIRARDI; PESCADOR, 2010), variando entre os
diversos substratos utilizados, tais como substratos comerciais, areia, terra de subsolo, fibra de
coco, vermiculita, casca de arroz carbonizada, entre outros. Sendo assim, a escolha do
substrato adequado, a manutencdo da umidade relativa do ar e o controle da temperatura e da
luminosidade devem ser definidas, para minimizar o estresse e maximizar a sobrevivéncia das
plantas durante a aclimatizacdo (OLIVEIRA et al., 2013).

Apesar dos grandes avancos obtidos nos Gltimos anos, a propagacdo vegetativa de
espécies arboreas nativas ainda é um desafio, principalmente devido a falta de informacdes
sobre o padrdo de desenvolvimento das espécies in vitro e das condi¢fes adequadas de
cultivo. A grapia é uma espécie arbérea nativa brasileira que apresenta poucas informacdes
referentes & propagacao vegetativa, sendo relevantes os estudos para definir estratégias de

producdo de mudas via assexuada.
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2.3 VARIABILIDADE GENETICA DE POPULACOES

A variabilidade genética tem papel fundamental para a evolucdo das espécies, pois
condiciona a adaptacdo as mudancas no ambiente. Em uma populacéo, o processo de selecdo
natural é realizado com base nas diferencas que existem entre os individuos, onde o0s
genotipos mais favordveis tém maiores chances de perpetuacdo, devido ao sucesso
reprodutivo e adaptativo (FUTUYMA, 2002). Além disso, o conhecimento de como a
variabilidade genética esta distribuida dentro e entre as populacdes naturais é essencial, pois
permite que decisbes mais precisas sejam tomadas para a definicdo de estratégias de
conservacao, de melhoramento genético e para o desenvolvimento de estratégias de manejo
sustentado (KAGEYAMA et al., 2003). Para espécies em risco de extin¢do, com restrita
distribuicdo e ainda espécies raras, 0s estudos de andlise genética assumem ainda maior
importancia (JUCHUM et al., 2007). No caso de espécies arboreas tropicais, 0 conhecimento
da estrutura genética das populacdes naturais é limitado, em funcdo da alta diversidade e
complexidade (KAGEYAMA et al., 2003).

Fatores inerentes a espécie, como 0 modo de reproducédo (sexual ou assexual), taxa de
fecundacdo cruzada (autégamas, autdgamas com frequente alogamia ou alégamas), a
expressao sexual, bem como alguns fatores ambientais, apresentam efeito marcante na
distribuicdo das frequéncias genotipicas e afetam o potencial de recombinacao das populacbes
(KEVIN et al., 2004; MARQUARDT; EPPERSON, 2004; ZANETTINI; CAVALLLI, 2003).

A reproducdo sexual € baseada no processo meidtico de divisdo celular, a qual é
fundamental para a ampliacdo da variabilidade genética, por meio dos mecanismos de
recombinacdo génica, pela segregacdo aleatdria dos cromossomos homélogos, ou ainda pelas
diversas possibilidades de unido dos gametas femininos e masculinos durante a fecundacéo
(GAUER; CAVALLI-MOLINA, 2000). Em contrapartida, na reproducdo assexuada nao
ocorre recombinacdo e, portanto, tende a reduzir a variabilidade genética, resultando em
plantas com menor capacidade de se adaptar as mudancas nas condi¢cdes ambientais se
comparadas as plantas da mesma espécie reproduzidas sexuadamente (RAVEN et al., 2007).
Assim, 0 modo de reproducado é determinante na distribuicdo da variabilidade genética entre e
dentro das populages, pois determinam a forma de cruzamento e as sindromes de dispersao
de pdlen e sementes (SEOANE et al., 2000).
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As espécies que se reproduzem via sexuada sdo classificadas como al6gamas,
autbgamas e autégamas com frequente alogamia (BOREM; MIRANDA, 2013). O
conhecimento do modo de reproducdo permite o delineamento de estratégias que otimizem a
amostragem da variabilidade genética e a adocdo de modelos genéticos e estatisticos
apropriados para a estimativa de parametros geneticos (HAMRICK et al., 1993). Espécies
alégamas sdo caracterizadas pelo constante intercruzamento entre individuos, mediante a
unido entre gametas de diferentes plantas ao longo das geracdes (ZANETTINI; CAVALLI,
2003). Além disso, a variabilidade genética se distribui dentro e entre as populacGes, sendo
que espécies alégamas, tropicais, perenes e de ciclo longo, a maioria da variabilidade genética
encontra-se distribuida dentro das popula¢fes e uma pequena parte da mesma é encontrada
entre as populacbes estudadas (HAMRICK; GODT, 1989). Em contrapartida, espécies
autdgamas apresentam base genética mais restrita, devido ao processo de autofecundacao, que
restringe o intercruzamento e leva a populacio a homozigose (DESTRO; MONTALVAN,
1999), resultando em variabilidade genética distribuida entre as popula¢des (HAMRICK et
al., 1993). O sistema misto de reproducdo, por sua vez, apresenta variabilidade genética
intermedidria entre espécies autdgamas e aldégamas, sendo dependente do balan¢o dessas duas
formas de reproducédo (LOVELESS; HAMRICK, 1984).

A variabilidade genética existente entre os diferentes individuos, dentro de uma
populacdo, assim como entre populacGes de uma espécie, pode ser detectada por meio de
marcadores genéticos, 0s quais consistem em caracteristicas qualitativas, com heranca
mendeliana simples, facilmente reconhecida e cuja expressdo € pouco influenciada pelo
ambiente (ROBINSON, 1998). As caracteristicas morfoldgicas foram os primeiros
marcadores genéticos utilizados, entretanto apresentavam a desvantagem de ndo permitir a
distingdo de plantas heterozigotas, além da possibilidade de exercer influéncia sobre o valor
adaptativo da planta. Posteriormente, foram desenvolvidos o0s marcadores genéticos
bioquimicos, os quais sdo produtos da expressdo de genes, e tiveram grande aceitacdo pela
comunidade cientifica, pois permitiram que muitas das dificuldades detectadas pelo uso dos
marcadores morfolégicos fossem resolvidas (BRAMMER, 2000). Posteriormente, foram
desenvolvidos os marcadores moleculares, devido a necessidade da deteccao de polimorfismo
genético diretamente no DNA, sendo os RFLPs (Restriction Fragment Length Polymorphism
- Polimorfismo no Comprimento dos Fragmentos de Restri¢cdo) o primeiro tipo de marcador

molecular (BOTSTEIN et al., 1980). Tanto marcadores bioguimicos quanto os moleculares
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ndo interferem no processo bioldgico que se deseja estudar e podem ser identificados em
qualquer idade da planta (ROBINSON, 1998).

A descoberta da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) na década de 80 possibilitou a
visualizacdo de fragmentos especificos de DNA e rapidamente se tornou uma das técnicas
mais usadas em laboratérios por todo o mundo, devido a sua simplicidade, rapidez e baixo
custo (JOSHI; DESHPANDE, 2010). O desenvolvimento da PCR possibilitou o surgimento
de uma nova geracdo de marcadores moleculares, que provocou grande impulso na geracéo de
dados moleculares em vaérias espécies (CAIXETA et al., 2009).

Grande variedade de marcadores moleculares foram desenvolvidos para a analise e
deteccdo de variabilidade genética ao nivel de DNA, em muitas espécies vegetais (CAIXETA
et al., 2009), fundamentais para realizar a analise genética, quantificar a variabilidade dentro e
entre populagdes, entre outros fins (BECKMANN et al., 2006). Os marcadores moleculares
vém sendo empregados em estudos de diversidade e estrutura genética de espécies florestais
desde os anos 1980 (GRATTAPAGLIA, 2007). Os marcadores baseados em PCR incluem o
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), os microssatélites ou STR (Short Tandem
Repeats), o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), SRAP (Sequencerelated
Amplified Polymorphism), CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence), entre outros.

Marcadores RAPD sdo fragmentos de tamanho variavel, gerados a partir da
amplificacdo com um oligonucleotideo iniciador constituido de bases arbitrarias (geralmente
10 nucleotideos) (WILLIAMS et al., 1990). Essa estratégia eliminou a necessidade do
conhecimento prévio dos fragmentos a serem amplificados. As bases moleculares do
polimorfismo revelado pela técnica RAPD podem ser mutagdes de ponto no sitio de
pareamento do iniciador, que impedem o pareamento e a consequente amplificacdo do
fragmento de DNA, assim como delecdes ou insercdes entre dois sitios de pareamento do
iniciador, distanciando-os e impossibilitando a amplificacdo (CAIXETA et al., 2009).

As grandes vantagens da técnica RAPD sédo a simplicidade, a rapidez de obtencdo
dos dados, o custo relativamente reduzido e a aplicabilidade imediata a qualquer tipo de
organismo. Também, por ser um marcador baseado em PCR, necessita de uma quantidade
reduzida de DNA para a analise genética de um individuo. Os RAPDs constituem uma classe
de marcadores que garante uma boa amostragem do genoma, permitindo a deteccdo de
polimorfismo por um custo relativamente baixo (PIGATO; LOPES, 2001). No entanto, 0s

marcadores RAPD apresentam algumas desvantagens, que podem ser limitantes para a
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utilizacdo em determinadas situa¢fes. Uma das principais limitacdes da técnica é o baixo
contetdo de informagdo genética em cada loco, pois apenas um alelo é detectado pelo
fragmento amplificado, sendo as demais variacOes alélicas classificadas conjuntamente como
um alelo nulo (CAIXETA et al., 2009).

Por serem marcadores especialmente oportunos para espécies em que ndo héa
conhecimento prévio sobre o gendtipo ou mesmo sobre a estrutura genética das populacdes,
0os marcadores RAPD tém proporcionado um grande avanco na andlise de polimorfismo
molecular e na geracdo de dados genéticos em um grande numero de espécies (CAIXETA et
al.,, 2009). Para a grapia, até o presente momento, ndo ha informacdes referentes a
variabilidade genética com uso de marcadores moleculares, o que justifica a utilizacdo do

RAPD para estudos genéticos.
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3 CAPITULO |

RESUMO

PRODUTIVIDADE DE MICROCEPAS DE GRAPIA (Apuleia leiocarpa) MANTIDAS
in vitro

AUTORA: Kelen Haygert Lencina
ORIENTADOR: Dilson Antdnio Bisognin

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produtividade de microcepas de grapia (Apuleia
leiocarpa) mantidas em diferentes fases de cultivo in vitro, visando maximizar a taxa de
multiplicacdo. Microcepas oriundas da poda drastica de plantas assépticas foram cultivadas
em meio de cultura WPM acrescido de 0, 2,2, 4,4, 6,6 e 8,8 uM de 6-benzilaminopurina
(BAP) e subcultivadas em meio de cultura WPM sem citocinina. Microcepas de grapia
também foram cultivadas em meio de cultura WPM, MS ou %2 MS, acrescido ou ndo de 1,5 g
L de carvio ativado e submetidas a trés coletas de brotos aos 30, 60 e 90 dias de cultivo. A
manutengdo das microcepas em meio de cultura WPM ou % MS suplementado com 8,8 uM
de BAP, seguido do subcultivo em meio de cultura sem citocinina, aumenta o ndmero e 0
comprimento das brotacdes. O cultivo de microcepas de grapia em meio de cultura com
carvao ativado aumenta a producdo de microestacas por microcepas, enquanto a auséncia de
carvdo ativado favorece a formacdo de calos e brotos por organogénese indireta. A
manutencdo in vitro de microcepas de grapia maximiza a taxa de multiplicacdo, constituindo-
se de uma técnica promissora para a producdo de plantas de grépia.

Palavras-chave: Micropropagacdo, Microestacas, Conservacdo in vitro, BAP, Carvao
ativado.
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ABSTRACT

IN VITRO PRODUCTIVITY OF APULEIA (Apuleia leiocarpa) MICROSTUMPS

AUTHOR: Kelen Haygert Lencina
ADVISOR: Dilson Antdnio Bisognin

The aim of this work was to evaluate the in vitro productivity of apuleia (Apuleia leiocarpa)
micro-stumps cultivated in different media conditions to maximize its multiplication rate.
Micro-stumps from aseptic seedlings were cultivated in WPM medium added with 0, 2.2, 4.4,
6.6 and 8.8 UM of 6-benzylaminopurine (BAP) and sub cultured in WPM medium without
cytokinin. Micro-stumps were also cultivated in WPM, MS or %2 MS base media with or
without the addition of 1.5 g L of activated charcoal and submitted to drastic pruning at 30,
60 and 90 days of cultivation. The in vitro cultivation of apuleia micro-stumps in WPM or %2
MS media added with 8.8 uM of BAP and sub cultivation in media without cytokinin increase
the number and length of shoots. The cultivation of apuleia micro-stumps in media with
activated charcoal increases the productivity of micro-cuttings per micro-stumps, but in the
absence of activated charcoal induces callus formation and indirect organogenesis of shoots.
The in vitro conservation of apuleia micro-stumps maximizes the multiplication rate, being a
feasible technique for the production of apuleia plantlets.

Keywords: Micropropagation. Micro-cuttings. In vitro conservation. BAP. Activated
charcoal.

3.1 INTRODUCAO

A grépia [Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride] é uma espécie arborea nativa da
Mata Atlantica, pertencente a familia Fabaceae, empregada em marcenaria, esquadrias,
carrocerias, trabalhos de tornearia e para a construcdo civil (LORENZI, 2008). Além de
fornecer madeira de elevada qualidade, apresenta relevante importancia ecolégica em
vegetacdo secundaria, por ser espécie pioneira que colabora eficientemente no
desenvolvimento da vocacao florestal dessas areas (BACKES; IRGANG, 2004). Além disso,
Carvalho (2003) afirma que A. leiocarpa deve ser considerada como uma das mais valiosas
espécies da Floresta Estacional Decidual, pois se trata de um aspecto fisiondmico para
classificagdo dessa tipologia florestal (KLEIN, 1972). Atualmente, € considerada ameacada de
extincdo pelo Centro Nacional de Conservacdo da Flora (CNCFLORA, 2012) e pelo Decreto
Estadual n° 52.109, de 1° de dezembro de 2014.
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A espécie apresenta frutificacdo irregular ao longo dos anos e sementes com
tegumento impermedvel a &gua (CARVALHO, 2003). As taxas de germinacdo das sementes
de grapia mostram-se bastante variada, sendo observados valores de 13 a 96% em sementes
sem tratamento para a superacdo da dorméncia (DE MARCO et al., 2012; FILIPPI et al.,
2012; HENICKA et al., 2006; NICOLOSO et al., 1997) o que pode dificultar a reproducao
sexuada. Problemas relacionados a producdo de sementes e mudas pode ser contornado pelo
uso da propagacdo vegetativa, a qual também permite a obtencdo de plantas uniformes e a
fixacdo de caracteristicas favoraveis por meio do resgate e multiplicacdo de individuos
selecionados em qualquer fase do programa de melhoramento genético (BISOGNIN, 2011,
FERRARI et al., 2004; BOREM; MIRANDA, 2013).

No Brasil foram desenvolvidas importantes tecnologias de propagacédo vegetativa que
aperfeicoaram a técnica de estaquia, primeiramente a microestaquia seguida da miniestaquia,
as quais viabilizaram o processo de producdo de mudas de clones de dificil enraizamento
(XAVIER; SILVA, 2010). Os dois sistemas diferenciam-se basicamente pela origem da muda
gue compde o sistema de cultivo, em que no microjardim clonal as plantas fornecedoras de
propagulos provém da micropropagacdo e sdo denominadas microcepas, enquanto no
minijardim clonal, as minicepas sdo oriundas da estaquia ou de sementes (XAVIER; SILVA,
2010). A grande contribuicdo da microestaquia para a silvicultura de eucalipto baseia-se na
possibilidade de resgate de genétipos de dificil enraizamento, visto que 0S sucessivos
subcultivos in vitro promovem o0 rejuvenescimento e revigoramento das plantas
micropropagadas (ASSIS; MAFIA, 2007), que resultam em rapido estimulo para a iniciacdo e
o crescimento de raizes adventicias (DUTRA et al., 2009).

A manutencdo in vitro de microcepas consiste na aplicacdo concomitante das
metodologias preconizadas pelas micropropagacdo e microestaquia com vistas no
fornecimento continuado de microestacas para o enraizamento. Dentre as vantagens que se
propde para essa metodologia é possibilitar o aproveitamento dos propagulos de plantulas
assépticas, das quais sdo geralmente retirados os segmentos nodais e apicais para serem
utilizados na multiplicagdo in vitro (OLIVEIRA et al., 2013) e o restante sendo descartado o
restante da parte aérea e do sistema radicular, que se constitui em uma microcepa. Além disso,
permite maximizacdo da taxa de multiplicacdo, visto que inUmeras coletas podem ser

realizadas associada a conservagdo de germoplasma.
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Para louro-pardo [Cordia trichotoma (Vell.) Arrabida ex Steudel], a manutengéo in
vitro de microcepas mostrou-se um método promissor para a multiplicacdo in vitro (FICK,
2007; HEBERLE, 2010), sendo o mesmo observado para erva-mate [llex paraguariensis
(Saint) Hilaire] (HORBACH, 2008). Para a grapia [Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride]
também foi avaliada a manutencéo in vitro de microcepas (LENCINA, 2013).

Estudos preliminares relacionados ao estabelecimento in vitro de plantulas assépticas
e @ manutencdo in vitro de microcepas de grapia, mostraram que as microcepas podem servir
de fonte de propagulos livres de contaminantes e com caracteristicas juvenis para conducao da
etapa de multiplicacdo e o posterior enraizamento in vitro ou ex vitro (LENCINA, 2013;
LENCINA et al., 2014). Mais estudos foram recomendados, principalmente relacionados as
condicdes de cultivo das microcepas, avaliacbes da taxa de multiplicacdo em sucessivos
subcultivos e quanto a competéncia dos explantes para a formacdo de raizes adventicias de
grapia (LENCINA, 2013). Baseado no exposto, 0s objetivos deste trabalho foram avaliar a
manutencdo e a produtividade de brotagdes in vitro de microcepas de grépia para maximizar a

taxa de multiplicacéo.

3.2 MATERIAL E METODOS

As plantulas assépticas utilizadas para formar as microcepas foram obtidas a partir da
germinacdo in vitro de sementes de grapia oriundas de trés plantas matrizes localizadas em
ljui, RS. As plantulas foram semeadas em meio de cultura WPM (LLOYD; McCOWN,
1980), conforme protocolo estabelecido por Lencina et al. (2014). Em todos os experimentos,
0s cultivos foram realizados em frascos de vidro (150 mL) com aproximadamente 40 mL de
meio de cultura, esterilizado por autoclavagem durante 20 min. a temperatura de 121 °C e
pressdo de 1 atm. Foi utilizado um explante por frasco. O pH do meio de cultura foi ajustado
para 5,8 antes da autoclavagem, e os cultivos mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h, sob intensidade luminosa de 14,3 pE m2 St
fornecida por lampadas fluorescentes.

No primeiro experimento foram avaliadas a manutencéo e produtividade de brotacdes
das microcepas, as quais foram submetidas a diferentes concentracdes de BAP e diferentes
fases de cultivo. Plantas assépticas de grapia com 15 dias de idade foram submetidas a poda

da parte aérea, com corte realizado acima das folhas cotiledonares, formando-se as
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microcepas (Figura 3 A), as quais foram transferidas para o meio de cultura WPM
suplementado com 30 g L de sacarose, 0,1 g L de inositol, 6 g L de agar e das
concentragdes 0, 2,2, 4,4, 6,6 e 8,8 uM de BAP para cultivo inicial. Apds a avaliacao, as
microcepas foram novamente submetidas a poda da parte aérea e subcultivadas em meio de
cultura WPM sem citocinina, para avaliar o efeito residual das concentragdes de BAP.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em fatorial 5 x 2,
consistindo de cinco concentracdes de BAP e duas fases de cultivo, com cinco repeticdes de
quatro microcepas. Aos 30 dias de cultivo inicial e aos 30 dias do subcultivo as microcepas
foram avaliadas a porcentagem de sobrevivéncia e de regeneracdo de brotos, o nimero e
comprimento (cm) dos brotos por microcepa e o numero de microestacas por broto e por
microcepa.

No segundo experimento foram estudadas a manutencéo e produtividade de brotos das
microcepas em diferentes meios de cultura, presenca ou ndo de carvéo ativado em trés coletas
sucessivas de brotos. Plantas assépticas de grapia estabelecidas conforme Lencina et al.
(2014), com 15 dias de idade, foram submetidas a poda da parte aérea para formar as
microcepas (Figura 3) e transferidas para meio de cultura WPM, MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) ou %> MS (MS com metade da concentragdo de sais minerais e vitaminas), na
presenca ou ndo de carvdo ativado (1,5 g L?) e suplementado com 8,8 uM de 6-
benzilaminopurina (BAP), 30 g L* de sacarose, 0,1 g L™ de inositol e 6 g L™ de agar.

O experimento foi um fatorial 3 x 2 x 3, consistindo em trés meios de cultura, carvao
ativado e trés coletas sucessivas, no delineamento inteiramente casualizado, com dez
repeticdes de cinco microcepas, totalizando 50 microcepas por tratamento. As microcepas
foram avaliadas aos 30, 60 e 90 dias de cultivo (primeira, segunda e terceira coleta), sendo
realizada a poda drastica da microcepa apds cada avaliacdo e adicionado 20 mL de meio de
cultura liquido, contendo os mesmos componentes do meio semissélido. As microcepas foram
avaliadas quanto a porcentagem de sobrevivéncia e de regeneracdo de brotos, ao nimero e
comprimento (cm) dos brotos por microcepa, ao numero de microestacas por broto e por
microcepa. Além disso, foram avaliadas a porcentagem de calogénese, de organogénese no

calo e de oxidacéo.
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Figura 3 - Etapas para a formacdo de microcepas e para 0 preparo de microestacas de grapia
(A), microcepa com formagdo de calo na raiz (B) e organogénese no calo da
microcepas (C).

Planta estabelecida  Podadrastica acima Microcepa
in vitro doné cotiledonar

Brotos formados nas microcepas
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Para atender aos pressupostos da normalidade, os dados de porcentagem foram
transformados para arcoseno x/100 e de nimero para Vx+0,5 e submetidos & analise de
variancia. As médias dos tratamentos com diferengas significativas (P < 0,05) foram

comparadas pelo teste de Tukey, com o auxilio do programa ESTAT (Unesp - Jaboticabal).
3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo (P > 0,05) entre as concentracdes de BAP adicionadas ao meio de
cultura e as fases de cultivo, que consistiu no cultivo inicial em diferentes concentragdes de
BAP e subcultivo em meio de cultura livre de citocinina. As microcepas de grapia
apresentaram média de sobrevivéncia de 97,8% e 100% de regeneracdo de brotos, indicando
que as condi¢bes de manutencdo in vitro de microcepas de grapia foram satisfatorias (Tabela
1). A alta taxa de sobrevivéncia das microcepas pode ter sido influenciada pelo manejo
adequado nas fases iniciais da micropropagacao, o qual foi descrito por Lencina (2013).

A adicdo de diferentes concentraces de BAP afetou apenas o numero de brotos por
microcepa, com melhores respostas no tratamento com 8,8 UM de BAP, mas sem diferir do
tratamento com 6,6 UM (Tabela 1). Esta variavel € de grande importancia, sendo que quanto
maior o nimero de brotos, possivelmente maior serd o nimero de explantes disponiveis para a
proxima fase da micropropagacdo, o enraizamento adventicio. Este resultado provavelmente
ocorreu devido a adicdo de fitorreguladores no meio de cultura, como o0 BAP, o qual apresenta
a funcdo de estimular fortemente os processos morfogenéticos, como o desenvolvimento de
gemas axilares pré-existentes ou a inducdo de gemas adventicias, ambas fundamentadas na
divisédo e diferenciacéo celular (RIBEIRO et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013).

Além da suplementacdo do meio de cultura com citocinina, vale salientar que as
microcepas apresentam o sistema radicular, os quais correspondem aos principais locais de
sintese desse fitorregulador (TAIZ e ZEIGER, 2013). Assim, é possivel que o contetdo
enddgeno tenha contribuido para as repostas morfogénicas, proporcionando uma alta relacédo
citocinina/auxina, favorecendo a emissdo das brotacbes (HARTMANN et al., 2011). Essa
hipbtese é corroborada pelo fato da gema apical ter sido retirada pela poda dréstica, visto que
a gema apical apresenta elevada concentracdo de IAA (acido indolil-3-acético), auxina que

determina a dominancia apical, a qual, por sua vez, auxilia na manutencdo de altos niveis de
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ABA (4cido abscisico) nas gemas laterais que inibem seu crescimento (TAIZ; ZEIGER,
2013).

Tabela 1 — Porcentagem de sobrevivéncia (S%) e brotacdo (B%) das microcepas, nimero de
brotos (NB), comprimento dos brotos (CB), niUmero de microestacas por broto
(MB) e por microcepa (MM) de grépia cultivadas em meio de cultura suplementado
com diferentes concentracdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) durante 30 dias de
cultivo inicial e subcultivadas por mais 30 dias em meio de cultura livre de

citocinina.
Tratamento S (%) B (%) NB CB (cm) MB MM
BAP (uM)
0,0 94,2 a* 100 a 18b 2,3a 15a 2,74a
2,2 100,0 a 100 a 20D 2,4a 1,7a 3,5a
4,4 100,0 a 100 a 20D 25a 18a 3,2a
6,6 95,0a 100 a 2,2 ab 2,74a 19a 39a
8,8 100,0 a 100 a 2,8a 2,74a 15a 3,7a
Fases de cultivo!
Cultivo inicial 7,0a 100 a 2,0a 10b 1,2b 2,4b
Subcultivo 8,6a 100 a 2,3a 4,0a 2,la 45a
Média 97,8 100 2,1 2,5 1,7 3,5
CV (%) 10,3 - 10,7 10,2 12,9 13,7

*Valores seguidos de mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
1Cultivo inicial em meio de cultura suplementado com 8,8 uM de BAP e subcultivo em meio de cultura isento
de BAP.

As fases de cultivo influenciaram o comprimento dos brotos e o numero de
microestacas por broto e por microcepa, em que as respostas foram superiores no subcultivo
(Tabela 1). E possivel que esta resposta esteja relacionada com o efeito das concentraces de
BAP utilizadas no cultivo inicial das microcepas, ja que o subcultivo foi realizado em meio
isento de citocinina. Sabe-se que os efeitos dos fitorreguladores adicionados aos meios de
cultura ndo se restringem ao cultivo inicial, podendo ocorrer efeito residual de um cultivo para
outro (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Apesar de ter sido avaliado apenas uma fase

de cultivo na presenca de citocinina e uma de subcultivo na auséncia dessa, pode-se observar
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que as microcepas de grapia mantiveram a capacidade de formacéo de brotos durante ambas
as fases de cultivo. Estes resultados sugerem que os efeitos benéficos das citocininas no
estimulo a proliferagdo de gemas persistiram ap0s o subcultivo das plantas sem fornecimento
de citocinina exdgena. Resultados semelhantes foram obtidos em Eucapyptus
(GRATTAPAGLIA et al., 1987), Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken (FLORES et al., 2007) e
Pfaffia glomerata (Spreng.) Pedersen (FLORES et al., 2009). No cultivo in vitro de P.
glomerata, os brotos com maior crescimento e vigor foram observados nos segmentos nodais
cultivados em 1,0 e 5,0 uM de BAP ou Tidiazuron (TDZ) e subcultivados em meio isento de
citocinina (FLORES et al., 2009). Para P. tuberosa, as citocininas tém sido utilizadas apenas
na fase de multiplicagdo, sendo o alongamento e o enraizamento dos brotos conduzidos em
meio isento desses fitorregulador (FLORES et al., 2007).

N&o houve interacao (P > 0,05) entre o tipo de meio de cultura, a adi¢cdo ou ndo de
carvao ativado e as coletas sucessivas na manutencdo e produtividade de brotacGes nas
microcepas para todas das variaveis analisadas (Tabelas 2 e 3). A sobrevivéncia e a brotagdo
das microcepas ndo foram influenciadas por nenhum dos fatores testados, apresentando
médias de 99,6 e 99,4% respectivamente, indicando que as condi¢cdes avaliadas para
manutencdo in vitro de microcepas de grapia também foram satisfatrias nesse experimento
(Tabela 2).

Quanto a influéncia dos diferentes meios de cultura, 0 nimero de microestacas por
broto e por microcepa ndo variaram significativamente. Ja 0 maior nimero de brotos foi
observado no meio de cultura %2 MS, mas sem diferir significativamente do meio de cultura
MS. Para o comprimento dos brotos, 0 meio de cultura WPM resultou nas maiores respostas,
mas sem diferir do meio de cultura %2 MS (Tabela 2). E possivel que estas repostas tenham
relacdo com o fato do meio de cultura WPM apresentar 25% das concentracdes de ions nitrato
e amodnia do meio MS, assim como o0 ¥ MS corresponder a metade da concentracdo de sais do
meio MS. Além disso, o meio de cultura WPM foi desenvolvido especialmente para espécies
lenhosas, para as quais modificacbes como a reducdo da concentracdo de macronutrientes
apresentam melhor desempenho (BERTOZZO; MACHADO, 2010).
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Tabela 2 - Porcentagem de sobrevivéncia (S%) e brotacdo (B%) das microcepas, nimero de
brotos (NB), comprimento dos brotos (CB), nimero de microestacas por broto
(MB) e por microcepas (MM) de grapia cultivadas em diferentes meios de cultura
com 8,8 uM de 6-Benzilaminopurina (BAP) e suplementados ou ndo com carvao
ativado e avaliados em trés coletas.

Tratamento S (%) B (%) NB CB (cm) MB MM
Meio de cultura

WPM 100,0 a* 98,9 a 26D 19a 2,3a 59a
MS 99,4 a 100,0a 29ab 16b 2,2a 6,0a
Y% MS 99,6 a 99,4 a 3,1la 1,8 ab 2,2a 6,2a
Carvao ativado

0 99,4 a 98,9a 32a 14D 19b 58b
1,5 100,0 a 100,0 a 25b 2,1la 2,6a 6,3a
Coletas

1° (30 dias) 100,0 a 100,0 a 260D 2,8a 29a 7,4 a
2° (60 dias) 99,0 a 99,4 a 2,8ab 15D 2,2b 6,2b
3° (90 dias) 100,0 a 98,9a 31la 09c 15¢c 4,6 c
Média 99,6 99,4 2,8 1,7 2,2 6,1
CV (%) 4,8 4,8 9,5 9,3 10,0 14,4

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

A adigdo de carvao ativado ao meio de cultura afetou o nimero e comprimento dos
brotos, assim como o numero de microestacas por broto e por microcepa (Tabela 2). A
manutencdo das microcepas em meio de cultura sem carvdo ativado resultou em maior
namero de brotos (Tabela 2). Esta resposta pode estar associada a maior disponibilidade de
BAP para as microcepas nos meios de cultura sem carvao ativado, ja que este possui a
propriedade de adsorver, entre outras substancias, fitorreguladores adicionados ao meio de
cultura, apesar de nédo se conhecer ao certo a quantidade que pode ser adsorvida pelo mesmo
(LEITZKE et al., 2009). Nesse caso, a presenca de carvéo ativado no meio de cultura pode ter
ocasionado a reducdo dos teores de citocinina adicionada ao meio de cultura e seu
consequente efeito na superacdo da dominancia apical, o que resultou em menor numero de

brotagdes nas microcepas mantidas em meio de cultura com carvéo ativado (Tabela 2). Como



41

mencionado anteriormente, as citocininas, como a BAP, atuam no estimulo a divisdo e
diferenciacdo celular e sdo importantes na regulacdo da morfogénese em explantes (TAIZ;
ZEIGER, 2013). Cabe ressaltar que, apesar da menor formacdo de brotos nas microcepas
cultivadas em meio de cultura com carvdo ativado, estes se mostraram Vvigorosos e com
coloragéo verde intensa, o que ndo foi observado nas microcepas mantidas em meio de cultura
sem carvdo ativado, onde possivelmente havia mais citocinina disponivel. Essa hipdtese é
corroborada por Flores et al. (2009), que observaram efeitos negativos das citocininas no
crescimento e coloracdo dos brotos, bem como no desenvolvimento do sistema radicular,
efeito sanados apos a transferéncia do material para meio isento de citocinina.

O carvdo ativado também promoveu o aumento do comprimento das brotacGes e do
nimero de microestacas por brotacdo e por microcepa. Essa substancia é adicionado ao meio
de cultura no intuito de otimizar o crescimento e o desenvolvimento celular nas diferentes
fases da cultura de tecidos (VIEITEZ et al., 2009). Entretanto, pouco se conhece sobre os
mecanismos de acdo do carvdo ativado na adsor¢do de compostos fendlicos nos cultivos in
vitro, sendo utilizado em protocolos de regeneracdo de espécies lenhosas (GOMES et al.,
2010; GUTIERREZ et al., 2011; SARTOR et al., 2013) com o intuito de diminuir a taxa de
oxidacdo dos explantes. A oxidacdo dos explantes é uma das principais dificuldades no
estabelecimento de protocolos eficientes para cultura de tecidos de espécies arboreas
(SOARES et al., 2014). Desse modo, apesar do carvao ativado ndo ter contribuido para o
aumento do numero de brotacbes, 0 mesmo maximizou o numero de microestacas por
brotacdo, variavel que define a taxa de multiplicacéo in vitro.

Houve diferencas significativas entre as coletas sucessivas para 0 numero e
comprimento dos brotos, bem como para o nimero de microestacas por broto e por
microcepa. O numero de brotos foi superior na terceira coleta, mas sem diferir da segunda
coleta (Tabela 2). Esse aumento no nimero de brotos formados nas microcepas de grapia apds
as sucessivas coletas equivale a 16% de acréscimo da primeira para a terceira coleta. Este
resultado provavelmente ocorreu devido as podas sucessivas realizadas aliadas a adicdo de
meio de cultura liquido suplementado com BAP. Esses procedimentos podem ter contribuido
para o estabelecimento de balanco hormonal entre auxinas e citocininas favoravel as
citocininas, beneficiando assim a organogénese. Resultado semelhante foi observado por
Soares et al. (2007) em estudo sobre o efeito residual das citocininas no cultivo in vitro de

Hancornia speciosa Gomes. Esse autor ressaltou que o namero de brotos formados em
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explantes caulinares se manteve constante durante trés subcultivos em meio de cultura com
citocinina e uma reducdo em subcultivos em meio de cultura sem citocinina. Em
contrapartida, Lima e Moraes (2006) mencionam que reducdo nas taxas de multiplicacdo entre
0s subcultivo possa ser em funcdo do acumulo da citocinina no explante, sendo uma das
maneiras para tentar maximizar a producdo de brotos a alternancia de concentragdes altas e
baixas de citocinina.

O comprimento dos brotos foi superior na primeira coleta, apresentando reducédo de
67,8% para a terceira coleta. Este resultado ja era esperado, visto que alguns autores
verificaram que o maior nimero de brotos implica em menor comprimento das brotagdes e
vice-versa (COUTO et al., 2004; FRANZIN et al., 2004). Isto ocorreu devido a necessidade
de maiores quantidades de nutrientes pra o desenvolvimento da brotacdo apds sua regeneracao
(FRANZIN et al.,, 2004), que poderd ter causado uma relacdo de competicdo entre 0s
processos de desenvolvimento e crescimento dos brotos. A competicdo determina a
distribuicdo dos aclcares de transporte entre os varios tecidos-drenos da planta (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

O numero de microestacas por broto e por microcepa foi significativamente superior
na primeira coleta, apresentando reducdo de 48,3% e 37,8%, respectivamente, quando
comparada a terceira coleta (Tabela 2). Resultados similares foram observados por Lima e
Moraes (2006), os quais observaram que houve uma reducdo nas taxas de multiplicacao entre
os subcultivo de Musa spp. Este resultado provavelmente ocorreu devido as coletas realizadas
nas microcepas de grapia terem sido realizadas em intervalos de 30 dias, periodo que pode ter
sido insuficiente para a formacdo de novas gemas e desenvolvimento dos brotos.
Possivelmente, 0 uso de concentracdo de carvao ativado superior a utilizada neste estudo, e/ou
ainda, o aumento do intervalo entre as coletas sucessivas, possibilitaria maior alongamento
dos brotos, nimero de microestacas e maior facilidade de manipulacdo dos brotos e
aproveitamento dos explantes.

Neste estudo, foi observada a formacao de calos nas raizes das microcepas de grapia
(Figura 3 B), organogénese nos calos (Figura 3 C) e oxidag¢do. O meio de cultura influenciou
apenas na formacao de calo, em que a maior resposta foi observada em meio de cultura ¥2 MS
(Tabela 3). O carvao ativado influenciou a porcentagem de calo, de organogénese dos calos e
a oxidacdo das microcepas da grapia. Microcepas mantidas em meio de cultura sem carvao

ativado apresentaram 97,6% de calo, diferindo significativamente das microcepas mantidas
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em meio de cultura com adicdo de carvao ativado, as quais apresentaram 1,6% de calo
(Tabela 3). A maior formacdo de calos em raizes de microcepas cultivadas em meio de
cultura sem carvao ativado pode estar relacionada a capacidade deste em adsorver diversos
componentes do meio de cultura, inclusive as citocininas, que atuam diretamente na inducéo
de calos em explantes de espécies lenhosas (WERNER et al., 2009). Também, os calos
formados nas raizes das microcepas mantidas em meio de cultura sem carvao ativado
apresentaram elevada capacidade morfogénica, com a formacdo de brotacdo multipla em
58,4%, o que nao foi verificado nos calos das raizes das microcepas mantidas em meio de
cultura com carvao ativado, que ndo apresentaram a formacdo de brotos. A citocinina pode
atuar na calogénese devido ao seu efeito na proliferacdo e diferenciagéo celular ou com acgéo
similar a auxina, atuando na inducdo da competéncia embriogénica (SINGH et al., 2003).
Além disso, a aplicacdo de citocininas exdgenas pode aumentar o conteddo enddgeno de
diferentes tipos de citocininas e consequentemente a taxa proliferativa (BARBOZA et al.,
2014). Segundo Pintos et al. (2002), altas concentra¢cBes de KIN exdgena em culturas de
calos, podem aumentar o conteudo total de citocininas endogenas apds trés meses de cultivo.

As diferentes coletas ndo influenciaram significativamente a porcentagem de calo,
sendo observada média de 49,6% ao final das avaliacfes (Tabela 3). J& para porcentagem de
calos com a formacdo de brotos e para oxidacdo houve diferenca significativa entre as coletas
sucessivas. Ambas as variaveis apresentaram tendéncia crescente no decorrer das coletas
sucessivas, com maiores respostas na terceira coleta.

Nas raizes das microcepas de grapia mantidas em meio de cultura sem carvdo ativado
também foi observada 67,1% de oxidacgdo, significativamente superior ao tratamento com
carvao ativado, no qual ndo foi verificada oxidacdo (Tabela 3). Esse resultado pode estar
associado ao efeito adsorvente do carvdo ativado, que imobiliza parte das substancias
presentes no meio de cultura, incluindo compostos fendlicos produzidos pelos explantes
(WERNER et al., 2009). A oxidacgdo ocorre em funcdo da liberacdo de compostos fendlicos in
vitro, os quais sdo oxidados pelas enzimas polifenases, produzindo substancias toxicas,
modificando a absor¢do de metabdlitos e inibindo o crescimento dos explantes (ANDRADE
et al., 2000).
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Tabela 3 - Porcentagem de calo (C%), de calos com a formacao de brotacfes por morfogénese
indireta (CBR%) e de oxidacdo (O%) em microcepa de grapia mantidas em
diferentes meios de cultura com 8,8 puM de 6-Benzilaminopurina (BAP) e
suplementados ou ndo com carvdo ativado (g/L™) e avaliados durante trés coletas

sucessivas.
Tratamentos C (%) CBR (%) O (%)
Meio de cultura
WPM 48,1 b* 26,8 a 354 a
MS 48,3 b 29,4 a 29,8a
Y2 MS 52,4 a 32,2a 355a
Carvao ativado
0 97,6 a 58,4 a 67,1a
1,5 16b 0,8b 0,0b
Coletas
1° (30 dias) 48,8 a 92¢c 124 ¢
2° (60 dias) 50,0 a 32,2b 38,3b
3° (90 dias) 50,0 a 46,9 a 50,0 a
Média 49,6 29,4 33,6
CV (%) 12,9 48,6 37,8

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

Até a terceira coleta ndo foi verificado efeito inibidor da oxidacdo, pois nos
tratamentos sem uso de carvao ativado houve oxidacdo assim como a formacdo de calos e
brotos. Entretanto, apds a terceira avaliacdo, as brotacdes formadas nos calos das raizes das
microcepas apresentaram clorose severa, seguido da estagnacdo do crescimento e morte,
sugerindo a necessidade de estudos que visem identificar a condicdo ideal para a manutencdo
in vitro dos calos e o adequado desenvolvimento dos brotos, para a producdo de mudas de
grapia via organogénese indireta. E possivel que a transferéncia dos calos apds 90 dias para
meio de cultura suplementado com carvéo ativado possa prolongar o periodo de cultivo, pois
a adicdo deste composto € justificada em espécies lenhosas, as quais apresentam
estabelecimento e crescimento in vitro dificultados ou limitados pelas substancias fendlicas e
taninos eliminados pelo explante (OLIVEIRA et al., 2013).
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De acordo com os resultados deste trabalho, fica claro que a manutencdo de
microcepas por 30 dias em meio de cultura acrescido de 8,8 uM de BAP, com posterior
subcultivo em meio de cultura isento de citocinina, favorece a inducdo de brotos nas
microcepas de grapia. Além disso, as microcepas mantidas em meio de cultura 2 MS
apresentam maior formacdo de brotacGes e de calo no sistema radicular, enquanto o0 WPM
favorece o alongamento dos brotos. O uso do carvdo ativado tambeém favorece o alongamento
dos brotos e 0 nUmero de microestacas por broto e por microcepa, enquanto 0 meio de cultura
sem suplementacdo de carvdo ativado favorece a formacdo de calos e de brotacdes via
organogénese indireta. As coletas sucessivas favorecem a formagdo dos brotos, entretanto
resulta em redugéo do crescimento e da taxa de multiplicacéo.

Além disso, € muito importante ressaltar que o explante utilizado neste trabalho,
denominado microcepa, seria eliminado durante o processo convencional de multiplicacdo in
vitro e que apresenta potencial de fornecimento de explantes no minimo por trés coletas.
Considerando o nimero de microestacas por microcepa, a manutencgdo in vitro de microcepas
de grépia possibilita a obtencdo de cerca de seis explantes por coleta, totalizando até 18
explantes por microcepa ao final das trés coletas (90 dias), ao passo que, cada planta de grapia
estabelecida in vitro forneceria em média apenas 1,8 explantes para a multiplicacdo, aos 30
dias de cultivo (LENCINA et al., 2014). Esses dados sdo superiores aos encontrados por Fick
em microcepas de C. trichotoma, obtendo sete explantes aos 70 dias, 0 que corresponde a um
aumento da taxa de multiplicacdo em até 1,75 vezes, quando comparado ao nimero de
explantes fornecidos pela plantula (quatro) (FICK, 2007). Sendo assim, a manutencdo das
microcepas in vitro aumenta a taxa de multiplicacdo em 10 vezes, demonstrando claramente
seu potencial de utilizacdo na micropropagacao de grapia, pelo fornecimento de explantes que
serdo empregados no enraizamento in vitro ou ex vitro, assim como para a conservacao de
germoplasma. Estudos relacionados a avaliacdo da capacidade de producdo das microcepas,
do numero de subcultivos, e da capacidade morfogenética indireta dessa espécie sao
relevantes, tanto para a conservagdo quanto para a multiplicacéo in vitro de grapia.

3.4 CONCLUSOES

A inducdo e o crescimento de brotos nas microcepas de grapia sdo favorecidos nos

cultivos em meio de cultura WPM ou % MS acrescido de 8,8 uM de BAP, com posterior
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subcultivo para meio de cultura isento de citocinina. A suplementacdo do meio de cultura com
1,5 g L de carvéo favorece a producdo de microestacas por microcepa. O meio de cultura
sem adicdo de carvédo ativado promove a producdo de calos e de brotos via organogénese
indireta. A manutencdo de microcepas in vitro maximiza a taxa de multiplicacdo da grapia,

constituindo-se de metodologia promissora para a produgéo de mudas por microestaquia.
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4 CAPITULO II

RESUMO

ENRAIZAMENTO E ACLIMATIZACAO DE PLANTAS DE GRAPIA

AUTORA: Kelen Haygert Lencina
ORIENTADOR: Dilson Antdnio Bisognin

O objetivo deste trabalho foi avaliar o enraizamento in vitro e ex vitro de grapia (Apuleia
leiocarpa) e a aclimatizacdo de plantas micropropagadas. No enraizamento in vitro,
segmentos nodais e microestacas foram cultivadas em meio de cultura WPM com 0, 4,9, 9,8,
14,7 e 19,6 uM de acido indolbutirico (AIB). Na aclimatizacdo das plantas foram testadas as
composicdes de substrato comercial + vermiculita + areia grossa e substrato comercial +
vermiculita, em iguais proporgdes. Para 0 enraizamento ex vitro, segmentos nodais e
microestacas foram tratados ou ndo com 4920 uM de AIB por 10 segundos e cultivados em
iguais proporcdes de substrato comercial + vermiculita + areia grossa, substrato comercial +
vermiculita e substrato comercial + areia grossa. Segmentos nodais apresentaram maior
enraizamento in vitro do que microestacas, sem a necessidade da suplementacdo do meio de
cultura com AIB. A composicdo do substrato ndo afetou a sobrevivéncia e o crescimento das
plantas produzidas in vitro durante a aclimatizacdo. As melhores respostas de enraizamento ex
vitro ocorreram em segmentos nodais, assim como no explantes tratados com 4920 uM de
AIB e cultivados em substrato comercial + vermiculita + areia grossa. O enraizamento ex
vitro pode ser utilizado para a producdo de mudas de grapia, apesar de ajustes nas condigdes
de cultivo serem necesséarios, visando ao aumento da sobrevivéncia das plantas
micropropagadas.

Palavras-chave: Apuleia leiocarpa. Micropropagacdo. Microestacas. Acido indolbutirico.
Composigéo de substrato.
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ABSTRACT

ROOTING AND ACCLIMATIZATION OF APULEIA PLANTLETS

AUTHOR: Kelen Haygert Lencina
ADVISOR: Dilson Anténio Bisognin

This work aimed to evaluate in vitro and ex vitro rooting of Apuleia leiocarpa and
acclimatization of micropropagated plantlets. For in vitro rooting, nodal segments and micro-
cuttings were grown in WPM culture medium with 0; 4.9; 9.8; 14.7 and 19.6 uM
indolebutyric acid. For acclimatization, the compositions of commercial substrate +
vermiculite + coarse sand and commercial substrate + vermiculite, in equal proportions, were
tested. For ex vitro rooting, nodal segments and micro-cuttings were treated, or not, with
4,920 uM indolebutyric acid for 10 seconds and grown in equal proportions of: commercial
substrate + vermiculite + coarse sand; commercial substrate + vermiculite and commercial
substrate + coarse sand. Nodal segments presented greater rooting in vitro than micro-cuttings
without need for indolebutyric acid supplementation in the culture medium. Substrate
composition did not affect survival or growth in vitro during acclimatization. The best rooting
ex vitro was found in nodal segments and explants treated with 4,920 uM indolebutyric acid
and grown in commercial substrate + vermiculite + coarse sand. Ex vitro rooting is a
promising technique for producing apuleia plantlets, despite the necessity for adjustments to
environmental conditions, and may contribute to increased survival of micropropagated
plantlets.

Key word: Apuleia leiocarpa. Micropropagation. Micro-cuttings. Indolebutyric acid.
Substrate composition.

4.1 INTRODUCAO

A grapia é uma espécie arbdrea da familia Fabaceae nativa da Mata Atlantica e de
ampla distribuicdo no Brasil, sendo observada desde a regido Sul até Norte e Nordeste. Essa
espécie também ocorre naturalmente desde o Peru (BACKES; IRGANG, 2004) até o Uruguai
(SOBRAL et al., 2006). Além de fornecer madeira de excelente qualidade, é espécie pioneira
em vegetacdo secundaria, colaborando eficientemente no desenvolvimento da vocacgdo
florestal dessas areas (BACKES; IRGANG, 2004). Em consequéncia da grande exploragdo de
grépia em busca de madeira para uso em estruturas externas, construcdo civil, marcenaria,
entre outros fins (CARVALHO, 2003), essa espécie encontra-se criticamente ameacada de
extingdo (RIO GRANDE DO SUL, 2014).
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A producdo de mudas de gréapia é limitada por caracteristicas inerentes a planta, como
frutificacdo irregular ao longo dos anos e sementes com tegumento impermeavel a 4gua, o que
dificulta a germinacdo (CARVALHO, 2003). Assim, estudos que envolvam a identificacao de
tecnologias alternativas de producdo de mudas de grépia sdo relevantes, podendo a
micropropagacao ser uma opcdo, j& que essa técnica possui aplicagbes comprovadas na
multiplicacdo de diversas espécies vegetais (ERIG; SCHUCH, 2005). Para a grapia, 0S
estudos relacionados a propagacao vegetativa sao restritos e abordam o estabelecimento in
vitro de plantas assépticas para fornecimento de propéagulos para a multiplicacdo in vitro,
assim como informac@es iniciais quanto a manutencao in vitro dessas plantas assepticas como
microcepas (LENCINA, 2013; LENCINA et al., 2014).

Na micropropagacdo, brotos adventicios produzidos na etapa de multiplicacdo podem
ser enraizados in vitro ou ex vitro, entretanto a capacidade dos tecidos para a formacéo de
raizes depende de vérios fatores enddgenos e/ou exdgenos e suas interacbes (ROCHA et al.,
2008). Os tipos de explantes utilizados no enraizamento adventicio influenciam as respostas
das plantas a micropropagacdo, sendo a sua selecdo realizada buscando o propagulo
vegetativo que possa apresentar melhores respostas ao cultivo in vitro (XAVIER et al., 2013).

O enraizamento in vitro caracteriza-se pela inducdo de raizes adventicias em brotos
alongados, geralmente mantidos em meio de cultura suplementado com auxinas, visando a
obtencdo de plantas completas que serdo posteriormente aclimatizadas (OLIVEIRA et al.,
2013). Ja no enraizamento ex vitro, os explantes sdo tratados ou ndo com auxinas e plantados
em substrato para a formacgdo de raizes concomitante a aclimatizagdo. O grupo das auxinas é
composto por diversas substancias com atividade reguladoras de crescimento, dentre as quais
se destaca o acido indolbutirico (AlIB), o qual tem apresentado maior eficacia na promocao de
raizes adventicias em propagulos de espécies florestais (XAVIER et al., 2013). Até o presente
momento ndo ha informac¢des quando ao enraizamento adventicio de propagulos de grapia.

A aclimatizacdo € um dos processos indispensaveis para a obtencdo de novas plantas
(WENDLING et al., 2006) e consiste na transferéncia de plantas completas, produzidas in
vitro, para o ambiente externo, devendo ser realizada de forma gradativa e cuidadosa. A
aclimatizacdo é uma etapa limitante para a maior parte das espécies micropropagadas, devido
a alta taxa de mortalidade. Esse processo depende da habilidade da planta de passar da

condicdo heterotréfica para a autotrofica, dos fatores abidticos (umidade relativa, temperatura,
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luminosidade, substratos, entre outros), dos fatores bidticos (pragas e doencas), e da presenca
ou capacidade das plantas de produzir novas raizes (PAIVA; OLIVEIRA, 2006).

Para minimizar o estresse dessa etapa e maximizar a sobrevivéncia das plantas durante
a aclimatizacdo, a manutencao da umidade relativa do ar, a escolha adequada do substrato e 0
controle da temperatura e luminosidade sdo fatores que influenciam a sobrevivéncia e o
crescimento das plantas micropropagadas (OLIVEIRA et al., 2013). O substrato utilizado
durante a aclimatizacdo deve apresentar caracteristicas adequadas de espaco de aeracao,
associado a alta capacidade de retencdo de agua (GIRARDI; PESCADOR, 2010), sendo a
escolha do tipo de substrato e a definicdo da proporcdo de mistura fatores determinantes na
aclimatizacdo de plantas micropropagadas (SKREBSKY et al., 2006).

A hipotese deste estudo é que os tipos de explantes, as concentracdes de AIB e as
composicdes de substrato influenciam o processo rizogénico e a aclimatizacdo. Sendo assim,
0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito desses fatores no enraizamento in vitro e ex vitro
e na aclimatizacdo de plantas micropropagadas de grapia.

4.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos durante os meses de setembro de 2012 a fevereiro
de 2013, no Nuacleo de Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de Plantas (MPVP),
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria,
RS, Brasil. Nos experimentos utilizando substrato, uma amostra de cada composicdo foi
encaminhada para analise fisica, conforme metodologia descrita na Instrucdo Normativa n® 14
do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, sendo obtidos os valores de
densidade seca, espaco de aeracdo e capacidade de retencdo de dgua sob succdo de 10 cm de
coluna de agua.

Para obtencdo dos explantes, plantulas assépticas foram estabelecidas em meio de
cultura WPM (LLOYD; McCOWN, 1980) por 15 dias (Figura 4 A) conforme metodologia
descrita por Lencina et al., (2014). As sementes utilizadas nesse estudo foram coletadas em

trés arvores matrizes localizadas no municipio de ljui, RS.
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Figura 4 — Etapas para a obtencdo dos segmentos nodais e das microestacas utilizados no
enraizamento de grapia.

Segmento nodal Broto formado no Segmento nodal
da planta segmento nodal

el

—

Planta estabelecida Microcepa Broto formado Microestacas
invitro na microcepa

A parte aérea da planta foi seccionada em segmentos nodais (Figura 4 B), os quais
foram mantidos por 30 dias em meio de cultura WPM suplementado com 8,8 uM de BAP,
seguido da transferéncia para meio de cultura isento de BAP, onde permaneceram por mais 30
dias. Os brotos formados ao término desse periodo (Figura 4 C) foram novamente
seccionados em segmentos nodais de gema Unica, os quais foram utilizados neste estudo para
0 enraizamento in vitro e ex vitro (Figura 4 D). O sistema radicular e o restante da parte aérea
das plantas assépticas, denominadas de microcepas, foram mantidas em meio de cultura WPM
suplementado com 8,8 UM de BAP por 30 dias e, posteriormente, transferidas para meio de
cultura isento de BAP onde permaneceram por mais 30 dias (Figura 4 E). Os brotos formados
nas microcepas (Figura 4 F) foram seccionados em microestacas de gema Unica, que também
foram utilizadas nos experimentos de enraizamento in vitro e ex vitro (Figura 4 G). Assim, 0S
tipos de explantes diferiram quanto a sua origem. Segmentos nodais foram produzidos a partir
de segmentos oriundos da parte aérea de plantas assépticas, enquanto que as microestacas
foram produzidas a partir de microcepas.
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4.2.1 Enraizamento in vitro e aclimatizacéo

Para o enraizamento in vitro, segmentos nodais e microestacas de gema unica, com 1,0
a 1,5 cm de comprimento, foram cultivados em tubos de ensaio (50 mL) contendo
aproximadamente 10 mL de meio de cultura WPM suplementado com 30 g L™ de sacarose, 6
g L de é4gar, 0,1 g L* de inositol e 1,5 g L™ de carvéo ativado. Os meios de cultivo foram
esterilizados por autoclavagem durante 20 min. a temperatura de 121 °C e pressdo de 1 atm. O
pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, e os cultivos mantidos em sala de
crescimento com temperatura de 25 * 2 °C e fotoperiodo de 16 h, sob intensidade luminosa de
14,3 UE m S fornecida por lampadas fluorescentes. Foram testadas as concentracdes de 0,
4,9, 9,8, 14,7 e 19,6 uM de acido indolbutirico (AIB). O experimento foi um fatorial 2 x 5,
consistindo em dois tipo de explante e cinco concentracdo de AIB, em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco repeticGes de quatro explantes, totalizando 20 explantes
por tratamento. A porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento, 0 nimero e o
comprimento total das raizes (cm) foram avaliados aos 60 dias de cultivo.

Para a aclimatizacdo, os explantes enraizados in vitro foram retirados dos tubos de
ensaio e, apos lavagem das raizes em 4&gua corrente procedeu-se a transferéncia,
individualmente, para potes plasticos com furos para dreno (330 mL) com, aproximadamente,
110 g de substrato previamente esterilizado em autoclave por 1 h. Foram testadas iguais
proporcbes de substrato comercial + vermiculita + areia grossa, e substrato comercial +
vermiculita. Em todos os tratamentos foi empregado substrato comercial a base de casca de
pinus (H. DECKER®), vermiculita de granulometria fina (particulas entre 0,3 e 0,5 mm de
diametro) e areia grossa (particulas entre 1 e 3 mm de diametro). Os potes foram mantidos na
sala de crescimento em bandejas de polietileno (55 x 34 x 15 cm) cobertas com filme de PVC
transparente durante sete dias e a posterior transferéncia para casa de vegetacdo climatizada.
Para a manutencdo da umidade do substrato foi realizada uma irrigacdo diaria com agua
destilada. Uma vez por semana foi feita a irrigagcdo com solugdo nutritiva contendo os
macronutrientes em mmol: 0,61 de nitrato de potassio; 1,0 de nitrato de calcio; 1,67 de sulfato
de magnésio; 0,14 de nitrato de amonio; 0,14 de monofosfato de potassio e 0,16 de ferro
quelatizado 5%. Os micronutrientes foram adicionados a solugdo nutritiva em mistura
previamente preparada contendo em mmol: 0,015 de molibdato de sodio, 0,089 de &cido

borico; 0,125 de sulfato de cobre; 0,123 de sulfato manganés e 0,028 de sulfato de zinco. O
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delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com oito repeticdes de quatro
potes com uma planta, totalizando 32 plantas por tratamento. Aos 30 dias de cultivo foram
avaliados a porcentagem de sobrevivéncia das plantas, a altura da parte aérea (cm) e 0 nUmero
de folhas.

4.2.2 Enraizamento ex vitro e aclimatizacao

Segmentos nodais e microestacas de gema Unica (Figura 1), com 1,0 a 1,5 cm de
comprimento, excisados de brotacGes produzidas durante a etapa de multiplica¢do in vitro,
tiveram suas bases imersas em solugdo com ou sem 4920 uM de AIB, por 10 segundos, e
cultivados em potes plasticos com furos para dreno (50 mL) com, aproximadamente, 20 g de
substrato previamente esterilizado em autoclave por 1 h. Foram testadas iguais propor¢oes das
composicdes de substrato comercial + vermiculita + areia grossa, substrato comercial +
vermiculita, e substrato comercial + areia grossa. Foi utilizado substrato comercial a base de
pinus e vermiculita de granulometria média. Os potes permaneceram em bandejas cobertas
com filme de PVC transparente por sete dias, mantidas em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 h, sob intensidade luminosa de 14,3 pE m2 St
fornecida por lampadas fluorescentes. A umidade do substrato foi mantida por meio de duas
irrigacOes diarias com agua destilada. Apds, os cultivos foram transferidos para cAmara imida
em casa de vegetacdo climatizada, onde permaneceram por 45 dias. O experimento foi um
fatorial 2 x 2 x 3 (tipo de explante, concentracdo de AIB e composicdo do substrato), em
delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticbes de cinco potes contendo um
explante. Aos 7, 15, 30, e 45 dias em camara Umida foram avaliadas a porcentagem de

sobrevivéncia e de enraizamento dos explantes, o nimero e comprimento (cm) das raizes.

Os dados de porcentagem foram transformados para arcosenovX/100e submetidos a
analise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de
probabilidade de erro, com o auxilio dos programas ESTAT (Unesp - Jaboticabal).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1 Enraizamento in vitro e aclimatizacéo
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No enraizamento in vitro, aos 60 dias de cultivo ndo houve interacdo entre o tipo de
explante e a concentracdo de AIB para todas as variaveis analisadas. Para as porcentagens de
sobrevivéncia e de enraizamento e 0 comprimento das raizes, foi observada diferenca entre o
tipo de explante, com melhores respostas em segmentos nodais (97,5% de sobrevivéncia,
28,9% de enraizamento e raizes com média de 6,2 cm de comprimento) se comparados as
microestacas (Tabela 4). Tanto segmentos nodais quanto microestacas sao formados a partir
de 6rgdos meristematicos pré-formados (gemas axilares), os quais, geralmente, apresentam
satisfatorio crescimento e uniformidade (WATT, 2003). Acredita-se que as diferencas de
respostas entre os tipos de explante ndo se deva a diferencas de competéncia morfogénicas
entre 0S mesmos, Visto serem constituidos pelo mesmo material genético, mas sim, por
apresentarem diferenciada concentracao de fitohormonios.

Considerando que a sintese de auxina se da no apice das plantas e tem movimento
unidirecional pelas células parenquimaticas do tecido vascular, se direcionando aos apices
radiculares (TAIZ; ZEIGER, 2013), é possivel que a maior aptiddo ao enraizamento de
segmentos nodais de grapia se relacione com a maior quantidade de auxina endogena se
comparado as microestacas. A auxina endogena promove a ativacdo de genes responsaveis
pela formacdo precoce do primdrdio radicular. Além disso, quando conjugado com
aminoacidos que promove a sintese de proteinas especificas necessarias para a formacao de
raizes iniciais, sendo que tal processo favorecido pela aplicacdo de auxinas exdgena
(GASPAR; HOFINGER, 1988; ONO; RODRIGUES, 1996). Essa possivelmente corresponde
a explicacdo das diferencas de respostas entre os diferentes explantes, visto que outros fatores
que interferem nas respostas de enraizamento adventicio ndo diferiram, como idade
ontogenética, gendtipo, meio de cultura, carboidratos, nutricdo mineral e condicGes
ambientais, assim como as concetracdes de AIB exdgeno.

Mesmo os tipos de explante terem apresentado diferenca de enraizamento, ambos
formaram raizes, indicando a necessidade de outros estudos voltados a minimizacdo dessas
diferencas e identificacdo de condic¢des que favorecam o enraizamento. N&o se pode deixar de
mencionar que o desenvolvimento do sistema radicular a partir da formacdo de raizes
adventicias em plantas propagadas vegetativamente sob condi¢do in vitro ou in vivo, é um
processo de grande complexidade envolvendo fatores enddgenos e exdgenos que ainda nao
estdo completamente elucidados (SOUZA; PEREIRA, 2007). Segundo Oliveira et al. (2013) a

maior parte dos trabalhos publicados de micropropagacao das espécies florestais brasileiras se



58

restringem ao estabelecimento e a multiplicagdo in vitro, e raramente 0 enraizamento e
aclimatizacdo de plantas micropropagadas, o que ratifica a relevancia das informacdes obtidas

no presente trabalho.

Tabela 4 - Porcentagem de sobrevivéncia e de enraizamento in vitro, nimero e comprimento
das raizes formadas em segmentos nodais e microestacas de grépia cultivados por
60 dias em meio de cultura WPM acrescidos de diferentes concentracdes de acido
indolbutirico (AIB).

Tratamentos Sobrevivéncia  Enraizamento  Numerode  Comprimento das

(%) (%) raizes raizes (cm)

Tipo de explante

Segmento nodal 97,5 al 289a 18a 6,2 a
Microestaca 92,3b 118b 18a 2,8b
AIB (uUM)

0 96,1a 20,3 a 19a 6,3a
4,9 96,6 a 14,3 a 24a 4,1ab
9,8 925a 26,4 a 15a 55a
14,7 94,1a 215a 14a 30b
19,6 93,7a 19,2 a 1,8a 3,9ab
Média 94,6 20,3 1,8 4,5
CV (%) 12,9 74,5 21,3 26,6

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

As concentracdes de AIB ndo afetaram as varidveis analisadas, exceto o comprimento
das raizes que foram observadas as melhores respostas em explantes cultivados em meio de
cultura isento de AIB ou acrescido de 9,8 uM de AIB (Tabela 4). O fato das concentracdes de
AIB ndo ter influenciado a porcentagem de enraizamento e 0 nimero de raizes, assim como o
maior comprimento poder ser obtido na auséncia de AIB, corrobora com a possibilidade dos
explantes utilizados apresentarem concentracdo enddgena de auxina suficiente para a inducao
rizogénica, além da aptiddo natural da espécie em desenvolver raizes. Sabe-se que, em estudo
de cultivo in vitro, quando as doses de auxina sdo superiores as de citocinina, a resposta

morfogenética esta associada a formacéo de raizes (SKOOG; MILLER, 1957).
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Na aclimatizacdo das plantas de grépia produzidas in vitro, as composi¢fes de
substrato testadas nao afetaram a sobrevivéncia, a altura da parte aérea e o numero de folhas,
sendo observada média de 73,4% de plantas vivas aos 30 dias de cultivo (Tabela 5). Essa
sobrevivéncia é proxima a observada na aclimatizacdo de plantas micropropagadas de
Cydonia oblonga Mill. (81,8%) quando utilizado um substrato de composi¢éo semelhante a
um dos tratamentos substrato comercial e vermiculita (v/v 1:1), aos 30 dias de cultivo (ERIG
et al., 2004). Também aos 30 dias de aclimatizacdo em substrato comercial e vermiculita (v/v
1:1), Nicioli et al. (2008) observaram 41% de sobrevivéncia de plantas de Stryphnodendron

adstringens Mart. Coville provenientes do enraizamento in vitro.

Tabela 5 — Porcentagem de sobrevivéncia, altura da parte aérea (cm) e nimero de folhas em
plantas de grapia enraizadas in vitro e aclimatizadas por 30 dias em sala de
crescimento.

Substrato? Sobrevivéncia (%)  Altura da parte aérea (cm) Numero de folhas
SC+V+A 62,5 a2 12a 2,0a
SC+V 84,4 a 1,2a 31la
Média 73,4 1,2 2,5

CV (%) 30,1 15,1 42,2

!Mesmas proporgdes (v/v) de substrato comercial (SC), vermiculita (V) e areia grossa (A) nas respectivas
combinag6es. 2Valores seguidos de mesma letra ndo diferem-se pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Neste estudo, é possivel que as condi¢des oferecidas na aclimatizacdo tenham sido
adequadas durante a passagem do estado heterotréfico para o autotréfico, o que favoreceu a
sobrevivéncia das plantas. Os substratos testados apresentaram densidade seca de 277 e 770,7
kg m=3, do espaco de aeracdo de 19,9 a 25,3% e a capacidade de retencio de agua de 38,7 a
57,2% (Tabela 7). Esses valores provavelmente correspondem a faixa adequada para
desenvolvimento das plantas de grapia devido a favoravel condigcdo de aeracdo associada a
maior capacidade de retencdo de agua dessas composicOes de substrato.

Acredita-se que maiores porcentagens de sobrevivéncia poderiam ser obtidas se
realizados tratamentos prévios nas plantas micropropagadas. Uma etapa fotoautotrofica

poderia ser uma opc¢do para maximizar as taxas de sobrevivéncia, visto que a planta torna-se
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autotrofica antes da retirada do meio de cultura e transferéncia para condigdes externas. O
crescimento fotoautotréfico pode aumentar a capacidade fotossintética usando um nivel
elevado de dioxido de carbono (COz) na fase gasosa da cultura, um maior fluxo de fotons, e
uma reducdo concomitante nos hidratos de carbono fornecidos pelo meio de cultura
(YOHANNES et al.,, 2014). Esta estratégia foi relatada como benéfica para vérias
caracteristicas morfoldgica e fisioldgicas, como producdo de raizes, comprimento da parte
area, area foliar, massa fresca e seca de mudas, teor de clorofila e densidade estomatica
(APEL, 1989; KIRDMANEE et al., 1995; ZOBAYED et al., 2000; NGUYEN et al., 2001;

TANAKA et al., 2005).

Figura 5 — Plantas micropropagadas de grapia ap6s 30 dias de aclimatizacdo em duas
composicdes de substrato. Substrato comercial (SC) + vermiculita (V) + areia

grossa (A) e substrato comercial + vermiculita (B).
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4.3.2 Enraizamento ex vitro e aclimatizacéo

Houve a formacdo de raizes das plantas somente aos 30 dias de cultivo, porém, néo foi
verificada diferenca entre os tipos de explante, a concentracdo de AIB e as composicdes de

substrato para todas as varidveis analisadas. Aos 45 dias de avaliagdo, a sobrevivéncia das
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plantas foi influenciada apenas pelo tipo de explante, sendo observada melhor resposta em
segmentos nodais se comparados as microestacas (Tabela 6).

Para o enraizamento houve influencia do tipo de explante, com respostas superiores
dos segmentos nodais (14,6% de enraizamento), assim como da concentracdo de AIB e do
tipo de substrato, com melhores respostas quando tratados com AIB (12% de explantes
enraizados) ou nos cultivos em substrato comercial + vermiculita + areia grossa (14% de
explantes enraizados) (Tabela 6). Estes resultados indicam que os segmentos nodais sdo mais
responsivos também ao enraizamento ex vitro se comparados as microestacas. Além disso,
para 0 enraizamento ex vitro de grapia o uso de AIB é necessario, diferentemente do
enraizamento in vitro. As respostas de enraizamento sdo inferiores as obtidas em brotos
obtidos da multiplicacdo in vitro de Tectona grandis L. tratados com a mesma concentracdo
de AIB (4920 puM) e mantidos em substrato comercial ou vermiculita, nos quais foi observado
100% de enraizamento ex vitro, aos 30 dias de cultivo. Ja os brotos de T. grandis quando néo
tratados com AIB, apresentaram 85% de enraizamento nos cultivos em vermiculita e 95% de
enraizamento em substrato comercial (FERMINO JUNIOR et al., 2011).

As auxinas sdo essenciais nas etapas de inducdo e iniciacdo dos primordios
radiculares, podendo ser prejudicial na dltima etapa, a elongacdo (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Além de afetar a rizogénese, concentracbes excessivas de auxina podem
ser tdxicas a planta, afetando também o crescimento da parte aérea (PASQUAL et al., 2001).
Entretanto, o efeito fitotoxico da auxina ndo foi evidenciado tanto no enraizamento in vitro,
guanto ex vitro. Nesse caso, a maior média de enraizamento observada in vitro possivelmente
tenha relagdo com o maior controle das condicdes de cultivo a ambientais quando comparado
ao enraizamento ex vitro. Além disso, acredita-se que a grapia trata-se de uma espécie
recalcitrante ao enraizamento adventicio.

Para o numero e comprimento das raizes, houve efeito negativo do tratamento com
AIB e da composicdo do substrato, aos 45 dias de cultivo (Tabela 6). O maior nimero e
comprimento das raizes foram obtidos nos cultivos ndo tratados com AIB e mantidos em
substrato comercial + vermiculita + areia e substrato comercial + vermiculita. Conforme a
andlise fisica (Tabela 7) nas composi¢BGes substrato comercial + vermiculita + areia e
substrato comercial + areia foram observados valores superiores de DS quando comparados
aos valores de referéncia entre 400 e 500 kg m= (BUNT, 1973). Este resultado pode ser

explicado pela presenca de areia nessas misturas, ja que este componente apresenta alta
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densidade. Tais composic¢des de substrato também apresentaram adequados valores de espaco
de aeracdo, j& que a faixa considerada 6tima se encontra entre 20 e 40% (DE BOODT;
VERDONCK, 1972). Para producdo de mudas de Sesbania virgata Cav. Pers, EA de até 25%
aumentaram a producdo de raizes nos mudas, apés 150 dias em casa de sombra
(DELARMELINA et al., 2014).

Tabela 6 — Porcentagem de sobrevivéncia e enraizamento ex vitro, nimero e comprimento das
raizes formadas em de segmentos nodais e microestacas tratados ou ndo com
acido indolbutirico (AIB) e cultivados em diferentes substratos por 45 dias em
camara umida.

Tratamentos Sobrevivéncia  Enraizamento Numerode  Comprimento das

(%) (%) raizes raizes (cm)

Tipo de explante

Segmento nodal 33,3 a2 14,6 a 1,1a 13a
Microestaca 14,0b 3,3b 13a 09a
AIB (uM)

0 22,6a 6,6 b 16a 14a
4920 24,6 a 12,0a 09b 0,8b
Substratos®

SC+V+A 210a 140a 1,7a 15a
SC+V 23,0a 9,0b 1,0ab 13a
SC+A 27,0a 40D 10b 06D
Média 23,6 9,0 1,2 1,1

CV (%) 48,6 77,9 14,0 22,1

IMesmas proporgoes (v/v) de substrato comercial (SC), vermiculita (V) e areia grossa (A) nas respectivas
combinag@es. 2Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Com relagdo a CRA, foram observados maiores valores nas composi¢@es substrato
comercial + vermiculita + areia e substrato comercial + vermiculita, 0 que pode estar
relacionado a menor proporcao de areia nessas composicdes se comparadas com a mistura
substrato comercial + areia. Assim, 0 maior enraizamento dos explantes de grapia nos cultivos

em substrato comercial + vermiculita + areia (Tabela 6) pode ser explicado pela favoravel
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condicdo de aeragdo associada a maior capacidade de retencdo de 4gua dessa composicdo de
substrato.

Tabela 7 - Caracteristicas fisicas da composi¢do dos substratos utilizados para aclimatizacéo
das plantas micropropagadas e enraizamento ex vitro de explantes de grapia.

Composicéo dos substratos® DS? (kg m™) EA (%) CRA 10 (%)
SC+V+A 770,7 25,3 38,7
SC+V 277,8 19,9 57,2
SC+A 997,1 29,6 30,9

1SC + V + A = substrato comercial + vermiculita+ areia grossa (1:1 v/v); SC + V = substrato comercial +
vermiculita (1:1 v/v); SC + A = substrato comercial + areia grossa (1:1 v/v).

2 DS= densidade seca; PT= porosidade total; EA=espaco de aeragdo; CRA 10=capacidade de retencdo de agua
sob succdo de 10 cm de coluna de dgua; e pH= determinado em &gua, diluicéo 1:5 (v/v).

Os resultados deste trabalho mostram que grapia € uma espécie de dificil enraizamento
in vitro e ex vitro, ao se considerar que as maiores porcentagens de enraizamento foram
28,9% e 14,0% respectivamente. Tanto no enraizamento in vitro quanto ex vitro, segmentos
nodais resultaram em maiores porcentagens de enraizamento se comparados as microestacas.
Entretanto, mesmo diante das diferencas estatisticas que indicam superioridade dos segmentos
nodais quando comparados as microestacas, ambos 0s explantes se mostraram competentes ao
enraizamento in vitro. Além disso, considerando que a manutencdo de microcepas pode
constituir-se de importante estratégia para aumentar a taxa de multiplicacdo da grapia, estudos
devem ser realizados para minimizar estas diferencas. Com relacdo ao uso de auxina, foi
observado que as concentracdes utilizadas de AIB ndo alteraram a porcentagem de
enraizamento in vitro, mas favoreceu o enraizamento ex vitro. Ajustes sdo necessarios para
melhor definir as condi¢des necessarias para 0 enraizamento ex vitro e aclimatizacdo de
plantas de grapia, considerando a menor sobrevivéncia das plantas se comparado com 0s
valores observados no enraizamento in vitro. Apesar disso, no enraizamento ex vitro foi
observado que 14% dos explantes enraizaram em substrato comercial + vermiculita + areia,
indicando que estd técnica é promissora para a producdo de plantas de grapia, visto que
promove 0 enraizamento concomitante & aclimatizagdo e reduz os custos de producdo das
mudas. Aliado a isso, estas plantas podem ser utilizadas em microjardim clonal para a
producdo de mudas por microestaquia, 0 que deve viabilizar economicamente a producédo

massal de mudas de grapia.



64

4.4 CONCLUSAO

N&o € necessario o0 uso de AIB para o enraizamento in vitro de segmentos nodais e
microestacas de gréapia, e a aclimatizagdo de plantas micropropagadas ndo foi influenciada
pelas composicOes de substrato. Para o enraizamento ex vitro e aclimatizagéo de plantas de
grépia, os segmentos nodais podem ser tratados com 4920 uM de AIB e cultivados em

substrato comercial + vermiculita + areia grossa.
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RESUMO

DIVERSIDADE GENETICA DE Apuleia leiocarpa COM MARCADORES RAPD

AUTORA: Kelen Haygert Lencina
ORIENTADOR: Dilson Antdnio Bisognin

A grépia (Apuleia leiocarpa) é uma espécie arbOrea nativa que se encontra em risco de
extincdo. Isso justifica estudar a diversidade e a estrutura genética das populacGes, para
promover estratégias de manejo sustentavel, conservacdo e melhoramento genético. Os
marcadores RAPD permitem a analise da estrutura genética de populacdes e sdo marcadores
acessiveis para espécies arboreas pouco estudadas. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a
variabilidade genética, selecionar iniciadores RAPD para o estudo da estrutura genética de
populagdes, e identificar fragmentos com potencial para o sequenciamento de regides
conservadas do genoma da grapia. ReacGes de RAPD foram preparadas com 18
oligonucleotideos iniciadores em amostras de DNA extraidas a partir de adaptagdo do
procedimento classico que emprega o detergente catidnico brometo de cetil trimetil amonia
(CTAB). Os fragmentos foram pontuados com auséncia (0) ou presenca de fragmento (1)
gerando uma matriz binaria. Foi calculada a contribuicdo relativa de cada iniciador para o
polimorfismo, bem como o polimorfismo total. Também foi calculado o conteudo de
informacdo para o polimorfismo (PIC) para cada fragmento e por iniciador. A analise de
agrupamento foi realizada com base na similaridade de Jaccard e no método UPGMA. Houve
boa adequacdo metodoldgica, tanto para a extracdo do DNA quanto para as reacBes de
amplificacdo PCR-RAPD. O marcador RAPD ¢ eficiente para a analise genética e mostrou a
existéncia de alta variabilidade na grapia. O estudo da variabilidade genética pode ser
realizado com 11 iniciadores, sendo que um destes apresenta fragmentos monomorficos, que
podem ser utilizados para o sequenciamento e desenho de iniciadores especificos para a
grapia.

Palavras-chave: Grapia, polimorfismo, PIC, selecdo de iniciadores, analise de agrupamento.
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ABSTRACT

GENETIC DIVERSITY OF Apuleia leiocarpa WITH RAPD MARKERS

AUTHOR: Kelen Haygert Lencina
ADVISOR: Dilson Antonio Bisognin

Apuleia (Apuleia leiocarpa) is a native tree species in severe danger of extinction. This
justifies studying the diversity and the genetic structure of the populations to develop
sustainable management, conservation and breeding strategies. The random amplified
polymorphic DNA (RAPD) markers allow the analysis of genetic structure of populations and
it is a choice of molecular markers for tree species with no previous knowledge. The
objectives of this study were to evaluate the genetic variability, to select RAPD primers for
genetic structure studies of populations, and to identify fragments of conserved regions of the
apuleia genome with potential for sequencing. DNA samples were extracted with adaptation
of the cationic hexadecyl trimethyl ammonium bromide (CTAB) method. RAPD reactions
were prepared with 18 primers and run for about two hours with 60 V. Fragments were
visualized in 1.2% (w/v) agarose gels, containing 3 pL of ethidium bromide. Gels were
visualized with a trans-illumination UV and recorded with a photo documentation system.
The fragments were scored as the absence (0) or presence (1), generating a binary matrix.
Total polymorphism and the relative contribution of each primer for the polymorphism were
calculated. The polymorphism information content (PIC) was calculated for each fragment
and primer. Cluster analysis was based upon Jaccard similarity and UPGMA method. Both
the DNA extraction and the PCR-RAPD amplification reactions were highly acceptable. The
RAPD marker is efficient for genetic analysis and identified high variability in apuleia.
Genetic variability studies of apuleia can efficiently be done with eleven RAPD selected
primers. One primer also showed monomorphic fragments, which are feasible for sequencing
with the perspective of specific primer design for apuleia.

Keywords: Apuleia, polymorphism, PIC, primer selection, cluster analysis.

5.1 INTRODUCAO

Pertencente a familia Fabaceae, a Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride (grapia) é
uma espécie arborea da Mata Atlantica e considerada a rainha das florestas nos estados
sulinos. A grapia € uma planta mondica (CARVALHO, 2003) e provavelmente alégama
(SAMPAIO e VENTURIERI, 1990), que ocorre naturalmente desde o Peru (BACKES e
IRGANG, 2004; MENDONCA FILHO, 1996) até o Uruguai (SOBRAL, 2006), sendo que no
Brasil ocorre desde o Sul até Norte e Nordeste (CARVALHO, 2003). A madeira é

considerada nobre e apresenta elevado valor na industria madeireira, sendo indicada para
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estruturas externas, construgdo civil, marcenaria, energia, celulose, entre outros fins
(CARVALHO, 2003). Além disso, a grapia tem potencial medicinal, sendo recentemente
realizada a purificacdo, caracterizacdo e a atividade antimicrobiana da proteina lectina
ApulSL, extraida das sementes (CARVALHO et al., 2015). O extrato dos frutos foi avaliado
quanto a atividade biocida, o qual apresenta limitada citotoxicidade in vitro e alto potencial
como fonte de prototipos no desenvolvimento de drogas antibiofilme (SILVA et al., 2014).

Pela qualidade da madeira e pelo alto valor industrial, a grapia deve ser considerada
como prioritaria para a conservacao (MEDEIROS et al., 2011). A espécie esta ameacada de
extin¢do, sendo classificada com vulnerdvel na Lista Vermelha do Centro Nacional de
Conservacdo da Flora (CNCFLORA, 2012) e criticamente em perigo no Estado do Rio
Grande do Sul (Decreto n° 52.109, de 1° de dezembro de 2014). O conhecimento da ecologia
e da estrutura genética das populacBes naturais de espécies arboreas tropicais sdo limitados,
devido a alta diversidade e complexidade das mesmas, sendo, inegavelmente, essenciais para
a definicdo de estratégias de conservacdo, de melhoramento genético e para 0
desenvolvimento de estratégias de manejo sustentado (KAGEYAMA et al., 2003). Para
espécies em risco de extincdo, com restrita ou raras distribuicdo em florestas nativas, 0s
estudos de analise genética assumem ainda maior importancia (JUCHUM et al., 2007), pois
contribuem para a definicdo de areas de grande variabilidade genética, assim como para a
definicdo de estratégias para a sua conservacao (SANTOS et al., 2007).

Diversas técnicas de biologia molecular estdo disponiveis para a analise e deteccdo de
variabilidade genética ao nivel de DNA. Grande variedade de marcadores moleculares foram
desenvolvidos e utilizados em muitas espécies vegetais (CAIXETA et al., 2009), os quais sdo
fundamentais para realizar a analise genética, quantificar a variabilidade dentro e entre
populacgdes, entre outros fins (BECKMANN et al., 2006). Random Amplified Polymorphic
DNA (RAPD) é um marcador molecular que garante uma boa amostragem do genoma do
individuo, permitindo a deteccdo de polimorfismo por um custo relativamente baixo
(PIGATO e LOPES, 2001). Marcadores RAPD sdo fragmentos de tamanho varidvel, gerados
a partir da amplificagdo com um oligonucleotideo iniciador constituido de bases arbitrarias
(geralmente 10 nucleotideos) (WILLIAMS et al., 1990).

Por serem marcadores especialmente oportunos para espécies em que nao ha
conhecimento prévio sobre o gendtipo ou mesmo sobre a estrutura genética das populacdes,

0s RAPD tém proporcionado grande avanco na analise de polimorfismo molecular e na
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geragcdo de dados genéticos em um grande nuimero de espécies (CAIXETA et al., 2009).
Apesar de baixa reprodutibilidade, baixo nimero de marcadores obtidos por iniciador e baixo
valor informativo por loco, uma vez que sdo de heranca dominante (BOREM e CAIXETA,
2009), os marcadores RAPD caracterizam-se pela simplicidade, rapidez na obtencdo de
dados, custo relativamente reduzido comparado com outras técnicas moleculares, além da
utilizacdo imediata a qualquer tipo de organismo, entre outras (FALEIRO, 2007; CAIXETA
et al., 2009). Assim, os marcadores RAPD foram utilizados para a caracterizacdo da
variabilidade genética de espécies arbdreas nativas brasileiras como Caesalpinia pulcherrima
(L.) Sw. (RODRIGUES et al., 2012), Poincianella pyramidalis (MENDES et al., 2014,
SANTOS et al., 2012), Calophyllum brasiliense (SCHUHLI et al., 2013; MENDONCA et al.,
2014) e Hancornia speciosa Gomes (SILVA et al., 2012). Também foram utilizados para
espécies ameacadas de extincdo como Dalbergia nigra (JUCHUM et al., 2007), Amburana
cearensis (Fr. Allem.) A. C. Smith, Myracrodruon urundeuva M. Allem. e Schinopsis
brasiliensis Engl. (SANTOS et al., 2007).

Estudos com marcadores isoenzimaticos realizados em aproximadamente 50
individuos em nove populacbes de grapia localizadas em locais de grande fragmentagédo
florestal, mostraram alta diversidade em sistemas isoenzimaticos. Esses resultados
demonstram o potencial desta espécie em manter a variacdo genética a longo prazo. Também
foi observado elevado indice de fixagdo que evidencia déficit de heterozigotos, possivelmente
reflexo de um histérico de cruzamentos entre aparentados e de reduzidos tamanhos
populacionais, decorrentes da exploracdo madeireira realizada em um passado recente.
Também foi observada baixa divergéncia genética entre as populaces de A. leiocarpa, duas
populagdes apresentaram alelos exclusivos e todas apresentaram alelos raros, reforgando a
ideia de que a fragmentacdo e a reducdo dos tamanhos populacionais vém influenciando a
estrutura e diversidade genética (STEINER, 2014).

Considerando que a gréapia € uma espécie relevante para a conservacdo em funcdo do
risco de extingdo da natureza, pela importancia e pelo alto valor para a inddstria madeireira e
pelo restrito conhecimento genético disponivel, que se restringe ao sequenciamento dos genes
gue codificam o cloroplasto e a proteina ribossomal (DOYLE et al., 1997; BRUNEAU et al.,
2008; GENBANK, 2016), foi realizada esta analise genética de uma populacéo utilizando
marcadores RAPD. Os objetivos deste trabalho foram avaliar a variabilidade genética,

selecionar iniciadores RAPD para o estudo da estrutura genética de populagoes, e identificar
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fragmentos com potencial para o sequenciamento de regides conservadas do genoma da

grépia, para posteriores estudos de diversidade nucleotidica.

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Extracao do DNA

O material vegetal consistiu de folhas de oito plantas matrizes adultas e de 80 plantas
de trés anos de idade, produzidas a partir de sementes de outras trés plantas matrizes, que
pertencem ao Nucleo de Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de Plantas (MPVP),
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria,
RS, Brasil. Apds coletadas, as folhas foram mantidas em liofilizador por sete dias, até a
desidratacdo total do tecido foliar, e posteriormente em temperatura ambiente por
aproximadamente duas semanas, quando foi extraido o DNA.

O método de extracdo foi adaptado de Doyle e Doyle (1990), sendo as amostras de
tecidos foliar das 88 plantas de grapia congeladas em nitrogénio liquido, maceradas em
cadinho ceramico e transferidas para tubos do tipo Eppendorf. Posteriormente, adicionou-se
ao macerado 700pL de tampdo de extracdo brometo de cetil trimetil amonia (CTAB), os quais
foram mantidos em banho-maria a 65°C durante 25 minutos, sendo agitados a cada dez
minutos. Em seguida, foi adicionado ao extrato vegetal 650 pL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1 v/v) e centrifugados por 7 minutos a 14000 rpm a fim de separar as fases. Da
fase superior aquosa retirou-se 500 pL e adicionou-se 0 mesmo volume de isopropanol para a
precipitacdo do DNA. Ap0s agitacdo, o material foi centrifugado novamente por 7 minutos a
14.000 rpm, sendo o sobrenadante descartado e 0 DNA lavado com etanol 70% para remocao
de sais. A amostra de DNA foi posta para secar a temperatura ambiente, e posteriormente
ressuspendida em 30 pL de tampdo Tris-HCI pH 8,0 adicionado RNAse na concentracdo de
10pg/mL. A concentragdo de DNA foi estimada em espectrofotdmetro tipo Nanodrop 2000
(Thermo Scientific), e a qualidade das amostras avaliada por meio da aplicagéo de 3 puL em

gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio.

5.2.2 Reacdes de amplificacdo PRC-RAPD
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Para as reacOes, as amostras de DNA foram diluidas a 20ng/pL e os procedimentos
adaptados de Williams et al. (1990). As reacgdes de PCR foram realizadas em volume final de
25,1 pL, compostas por 20 ng de DNA de cada amostra de grapia, 1X PCR reaction buffer
(200 mM Tris-HCI pH 8,4, 500 mM KCI), 1,6 mM de MgClz, 0,12 mM de mix de dNTP, 0,16
UM de iniciador (Tabela 1), 1 U de Taq DNA polimerase (Invitrogen™) e completado o
volume com agua ultrapura esterilizada em autoclave. As condi¢bes de amplificacdo
consistiram em um ciclo de desnaturacao inicial de 94°C por 5 min seguidos de 40 ciclos de
94°C, 37°C e 72°C, todos por 1 min e um ciclo de extenséo final a 72°C por 7 min.

Foram testados 26 iniciadores RAPD, sendo apresentados na Tabela 1 somente os 18
iniciadores que resultaram em amplificacdes de boa qualidade. As reacdes de amplificacdo
foram realizadas uma vez para cada iniciador, e a visualizacdo dos fragmentos da RAPD-PCR
foi realizada em gel de agarose preparado a 1,2% (p/v) em tampéao TBE pH 8,0, contendo 3
uL de brometo de etidio (10 mg/mL) e submetido a eletroforese por aproximadamente duas
horas com poténcia de 60 V. Os géis foram analisados em transiluminador UV e registrados
através de um sistema de fotodocumentacdo (EDAS 290 - Kodak). A extracao e quantificacdo
do DNA, analise de RAPD e fotodocumentacdo dos géis foram realizadas no Centro de

Energia Nuclear na Agricultura, pertencente a Universidade Sdo Paulo (USP), Piracicaba, SP.

5.2.3 Polimorfismo dos marcadores RAPD

Para andlise estatistica dos dados, os fragmentos com intensidade média e alta foram
identificados visualmente nos géis por dois avaliadores independentes. Destes perfis foi
gerada uma matriz de dados binarios, onde os fragmentos do RAPD-PCR foram pontuados
como auséncia (0) e presenca de fragmento. Os fragmentos foram considerados polimorficos
qguando a ocorréncia foi menor que 99% em relacdo a totalidade observada. A contribuicdo
relativa para o polimorfismo por iniciador e o polimorfismo total foi calculada com base no
namero de fragmentos polimorficos em relagdo ao total observado. Também foi calculado o
conteddo de informacdo polimérfica (PIC) para fornecer uma estimativa do poder
discriminativo do iniciador. Para tal, foi calculada a frequéncia alélica por meio de contagem
direta no gel de revelacdo, aplicando-se a formula PIC = 1-Xpi2 em que pi é a frequéncia do
fragmento i de um total de k fragmentos considerados no iniciador (WEILER et al., 2010).
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5.2.4 Namero adequado de marcadores RAPD para analise genética

Com o intuito de verificar se 0 numero de fragmentos polimorficos gerados pelos 18
iniciadores de RAPD foram suficientes para determinar, com precisdo, as estimativas de
diversidade genética entre os gendtipos, foi realizada a analise de otimizacdo pelo Programa
GENES (CRUZ, 2006). Pelo programa, obtiveram-se as estimativas de correlacéo de valores
da matriz de dissimilaridade original com os de outras matrizes de dissimilaridade, levando-se
em consideracao diferentes nimeros de fragmentos. Também foi obtida a soma dos quadrados
dos desvios (SQd) em relagdo as reamostragens e o valor de estresse (E), que indicam o ajuste
entre as matrizes original e amostral. O numero ideal de fragmentos polimorficos foi
considerado quando o estresse assumiu valor menor que 0,05, conforme indicado por Kruskal
(1964). Com base no numero de fragmentos polimérficos, no PIC e na contribuicdo relativa
para o polimorfismo total de cada iniciador foram selecionados, com o auxilio da anélise
multivariada obtida a partir da distancia Euclidiana, os melhores iniciadores para estudar a

variabilidade genética da grapia.

5.2.5 Distancia genética entre os genotipos de grapia

Para andlise da diversidade genética entre 0s gendétipos de grapia, duas matrizes de
distdncias genéticas foram geradas baseadas nos indices de Jaccard, considerando todos os
iniciadores e os iniciadores selecionados, as quais foram comparadas pelo teste de Mantel
com 1000 permutagdes (MANTEL, 1967) e significancia testada pelo teste t. Posteriormente,
foi gerado um dendrograma pelo método de UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) considerando apenas os iniciadores selecionados. A consisténcia de cada
agrupamento foi analisada por meio do calculo da correlacdo cofenética entre as matrizes de
coeficientes de dissimilaridade e as dos valores cofenéticos (SOKAL e ROHLF, 1962). O
ponto de corte foi definido pelo método de Mojena (1977) pela férmula Pc = m + kdp, sendo
m a média dos valores de distancia dos niveis de fusdo correspondentes aos estadios; k como
um valor fixo e igual a 1,25 (MILLIGAN e COOPER, 1985) e dp o desvio padréo. Todas as
analises foram realizadas com o auxilio do software GENES (CRUZ, 2006), com excecédo da

selecdo de iniciadores, realizada com o auxilio do software Action versao 2.5.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1 Extracdo de DNA

A metodologia de extracdo do DNA da grépia foi satisfatoria, pois resultou na
obtencdo de amostras de boa qualidade e quantidade suficientes para realizar este estudo
(Figura 5). Este resultado é importante, pois o isolamento e a purificacdo de quantidades
suficientes de DNA de boa qualidade sdo essenciais para os estudos de analise genética, ou
seja, 0 DNA obtido deve estar integro, livre de impurezas e ser passivel de amplificacéo
(KIDWELL e OSBORN, 1992; MILACH, 1998). Além disso, aparentemente ndo houve
diferenca entre as amostras de DNA obtidas das folhas de plantas adultas em compara¢do com
folhas de plantas de trés anos de idade, devido as possiveis diferencas nos teores de
compostos fendlicos que podem interferir nos procedimentos de extracdo (MITTON et al.,
1979).

Figura 6 — Amostras de DNA gendmico de grapia (Apuleia leiocarpa) visualizadas em gel de
agarose a 1,0% de concentracéo.

—— LT R

5.3.2 Reag0es de amplificacdo PCR-RAPD

A padronizacdo das condicGes de amplificacdo também foi adequada, com a obtencédo
de fragmentos de facil visualizacdo em geis de agarose. Foram avaliados 26 iniciadores
RAPD, dos quais 18 (Tabela 7) amplificaram fragmentos polimorficos e com boa resolucéo
(Figura 6), sendo utilizados para a analise genética da grapia. Foram descartados da analise
oito iniciadores RAPD por ndo atenderem aos critérios estabelecidos. Além disso, as analises

foram realizadas considerando 82 dos 88 gendtipos de grapia avaliados, sendo
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desconsiderados aqueles que apresentaram fragmentos duvidosos ou de baixa qualidade de

resolucéo.

Figura 7 — Gel de agarose a 1,2% com 88 genotipos de Apuleia leiocarpa amplificados com
o iniciador RAPD 13. A extremidade esquerda contém marcador de 100pb (M).
P = plantas matrizes adultas e as demais mudas de trés anos de idade.

5.3.3 Polimorfismo dos marcadores RAPD

Os iniciadores utilizados permitiram a identificacdo de 92 bandas de amplificacdo
(fragmentos), dos quais 75 foram polimorficos, com numero médio de quatro fragmentos por
iniciador. A porcentagem de fragmentos polimorficos foi elevada (81,45%), indicando o
potencial da técnica para a caracterizacdo genética de populagdes de grapia (Tabela 7). Além
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disso, foi possivel observar elevada variabilidade genética entre os individuos de grépia,
especialmente quando comparada a outras espécies da mesma familia boténica e que
compartilham risco de extingdo ou modo de reproducdo. Em Dalbergia nigra, espécie
também ameacada de extin¢do, foram obtidos 112 fragmentos com 16 iniciadores RAPD, dos
quais 39% apresentavam polimorfismo (JUCHUM et al., 2007). Em D. oliveri 38,1% dos
fragmentos foram polimorficos (PHONG et al., 2011). J& em Caesalpinia pulcherrima
nenhum dos 246 fragmentos obtidos com 94 iniciadores RAPD foram polimérficos
(RODRIGUES et al., 2012). Estes resultados mostram que a grapia, comparada com outras
espécies da mesma familia, apresenta maior polimorfismo, facilmente detectado por

marcadores RAPD, justificando o uso desta técnica em futuros estudos.

Tabela 8 — Identificacdo dos iniciadores RAPD analisados com suas respectivas sequéncias de
bases, nimero de fragmentos amplificados e polimorficos, contribuicdo relativa
para o polimorfismo por iniciador (%) e polimorfismo total obtidos da
amplificacdo de DNA gendmico de Apuleia leiocarpa.

Iniciador Sequencia das bases do Numero de fragmentos Polimorfismo
iniciador Amplificados Polimorficos (%)
1 OPC-20 5’-ACTTCGCCAC-3’ 4 4 4,34
2  OPV-17 5’-ACCGGCTTGT-3’ 2 1 1,08
3  OPG-17 5’-ACGACCGACA-3’ 6 5 5,43
4  OPL4-525 5’-GACTGCACAC-3’ 7 6 6,52
5 OPAN-03 5’-AGCCAGGCTG-3’ 3 2 2,17
6 OPB-10 5’-CTGCTGGGAC-3’ 3 2 2,17
7  OSAW-08 5’-CTGTCTGTCG-3’ 8 8 8,69
8 OPJ-01 5’-CCCGGCATAA-3’ 9 9 9,78
9 OPJ-04 5’-CCGAACACGG-3’ 3 3 3,26
10 OPI-15 5’-TCATCCGAGG-3’ 3 3 3,26
11 OPAN-01 5’-ACTCCACGTC-3’ 8 7 7,60
12 OPAW-14 5’-GGTTCTGCTC-3’ 8 6 6,52
13 OPAS-02 5’-GTCCTCGTGT-3’ 6 6 6,52
14  OPA-13 5’-CAGCACCCAC-3’ 8 3 3,26
15 OPAS-08 5’-GGCTGCCAGT-3’ 4 4 4,34
16 OPAS-14 5’-TCGCAGCGTT-3’ 3 2 2,17
17  OPJ-05 5’-CTCCATGGGG-3’ 2 1 1,08
18 OPAN-19 5’-ACCACGCCTT-3’ 5 3 3,26
Total 92 75 81,45

O maior numero de fragmentos amplificados foi observado nos iniciadores OSAW-08

(8 fragmentos) e OPJ-01 (9 fragmentos), além de que todos os fragmentos foram polimérficos

com esses iniciadores, o que resultou na maior contribuicéo relativa para o polimorfismo total.
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Estes dois iniciadores RAPD, juntamente com OPL4-525, OPAN-01, OPAW-14 e OPAS-02
explicaram mais da metade (45,6%) do polimorfismo total entre os individuos de grapia. Em
contrapartida, os iniciadores OPV-17 e OPJ-05 apresentaram o menor polimorfismo, ambos
com dois fragmentos revelados, sendo apenas um polimorfico (Tabela 7).

Os valores de PIC variaram de 0,09 até 0,67 para os diferentes iniciadores, sendo
OSAW-08 e OPJ-01 os mais informativos para a variabilidade genética da grépia (Tabela 8).
O PIC fornece uma estimativa do poder discriminatério de um iniciador, sendo que
iniciadores com valores superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos, valores entre
0,25 e 0,5 mediamente informativo e valores inferiores a 0,25 pouco informativos (WEIR,
1996; BOTSTEIN et al., 1980). Com base nestes parametros, os iniciadores OSAW-08, OPJ-
01, OPC-20, OPAS-14, OPG-17, OPAW-14, OPJ-05, OPAN-01 e OPJ-04 sdo muito
informativos do polimorfismo entre os gendtipos de grépia, ou seja, a metade dos iniciadores
utilizados para a analise genética apresentaram PIC superior a 0,5, confirmando a viabilidade
de utilizacdo da técnica de RAPD em grapia. Portanto, os marcadores RAPD podem ser
utilizados para a analise genética da grapia pelas vantagens inerentes a técnica associadas ao
alto polimorfismo, o que ndo é comum para outras espécies da mesma familia, a exemplo da
D. oliveri, em que os valores de PIC variaram de 0 a 0,544 entre 29 iniciadores RAPD
testados (PHONG et al., 2011).

No caso da técnica de RAPD, o PIC ¢é adotado como uma medida que esta relacionada
com o numero de fragmentos, que, por sua vez, esta diretamente associado a variabilidade
genética e ao numero de genotipos em estudo (MALONE et al., 2007). Assim, o iniciador
OPJ-01, além do satisfatério valor informativo, este também apresentou 0 maior nimero de
fragmentos amplificados (Tabela 7 e 8). Entretanto, pode-se observar que o maior nimero de
fragmentos amplificados ndo é sinénimo de informacdo de polimorfismo, visto que o
iniciador OPA-13 amplificou também oito fragmentos, mas com valor informativo do
polimorfismo pouco representativo. 1sso se deve a frequéncia de cinco dos oito fragmentos ser
igual a um, os quais mesmo amplificados ndo representam polimorfismo entre 0s genoétipos
(Tabela 8).

De modo geral, as frequéncias de fragmentos variaram de 0,05 a 1,0. Os fragmentos de
menor frequéncia foram detectados com os iniciadores OSAW-08 e OPAN-01, ou seja,
esses iniciadores apresentaram satisfatorio valor informativo de polimorfismo e ainda séo

bons candidatos para identificar regides mais conservadas do genoma da grapia. Iniciadores
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que detectam alelos menos frequentes podem ser importantes para 0 monitoramento das
populagdes naturais, visto que, caso ndo haja medidas de manutencdo dos fragmentos. E
presumivel que alelos pouco frequentes sejam perdidos ao longo das geracdes, mesmo a
grépia aparentemente apresentar boa capacidade de se restabelecer em ambientes
fragmentados e recuperar niveis de heterozigosidade com o passar de geracbes (STEINER,
2014).

Tabela 9 — Frequéncias fragmentos e valores de contetido de informag&o para o polimorfismo
(PIC) para os 18 iniciadores RAPD utilizados para a analise genética de Apuleia

leiocarpa.
Ordem  Identificacéo Fragmentos PIC
1 2 3 4 5 6 7 8 9
1 OPC-20 0,80 0,32 0,85 0,48 0,62
2 OPV-17 0,91 1,00 0,09
3 OPG-17 0,26 1,00 0,90 0,22 0,53 0,99 0,58
4 OPL4-525 0,63 054 0,98 075 0,79 0,62 0,86 0,45
5 OPAN-03 0,77 0,84 1,00 0,24
6 OPB-10 1,00 0,54 0,72 0,43
7 OSAW-08 0,91 069 0,08 045 0,94 0,23 0,90 0,40 0,67
8 OPJ-01 0,70 0,49 0,78 0,60 0,68 0,34 0,95 0,36 051 0,64
9 OPJ-04 0,54 0,60 0,90 0,54
10 OPI-15 0,83 0,75 0,95 0,29
11 OPAN-01 0,74 005 0,99 098 0,38 0,37 0,98 0,98 0,54
12 OPAW-14 0,34 023 046 075 1,00 1,00 0,43 0,97 0,58
13 OPAS-02 0,86 0,79 0,79 0,61 0,92 0,89 0,34
14 OPA-13 1,00 0,22 0,75 1,00 1,00 0,37 1,00 1,00 0,37
15 OPAS-08 0,99 099 0,44 0,55 0,45
16 OPAS-14 1,00 0,71 0,17 0,61
17 OPJ-05 0,34 1,00 0,95
18 OPAN-19 0,85 0,79 1,00 1,00 0,70 0,24

O iniciador OPV-17 foi o que apresentou o menor valor de PIC e, portanto, o iniciador
com baixo potencial de fornecer informacgbes sobre o polimorfismo entre os gendtipos de
grapia. A selecdo de iniciadores que revelam fragmentos menos polimérficos também deve
ser realizada, visto estes terem a capacidade de detectar fragmentos mais frequentes e niveis
de polimorfismos mais reduzidos. Sobretudo, a analise pormenorizada por fragmento &
importante para a identificacdo daqueles com padrdo de ocorréncia continua na amostra em

estudo, os quais podem representar regides conservadas no genoma e servir como base para o
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sequenciamento e estudos de diversidade nucleotidica. Nesse sentido, os iniciadores OPB-10,
OPA-13, OPAS-14 e OPJ-05 apresentaram fragmentos monomorficos, onde o PIC foi igual
a zero (Figura 7), combinado com bom padrdo de resolucéo e intensidade. O sequenciamento
desses fragmentos monomdrficos pode levar ao desenvolvimento de iniciadores que
amplificam sequéncias especificas. Além disso, com o sequenciamento de fragmentos de
RAPD podem ser construidos pares de iniciadores mais especificos e longos, 0os quais sao
convertidos em marcadores codominantes, como SCAR (Sequence Characterized Amplified
Region), de alta especificidade (NIETSCHE et al., 2000; PARAN e MICHELMORE, 1993).

Figura 8 — Valores de contetdo de informacéo para o polimorfismo (PIC) por fragmento dos
18 iniciadores RAPD utilizados para a analise genética de Apuleia leiocarpa.
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5.2.4 Nimero adequado de marcadores RAPD para analise genética

Por terem sequéncias aleatérias e pela disponibilidade de um grande ndmero de
iniciadores RAPD, faz-se necessario a realizacdo de uma triagem para identificar aqueles mais
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informativos e capazes de gerar fragmentos polimdrficos, norteando futuros estudos
genéticos. O numero de fragmentos polimorficos obtido pelos 18 iniciadores RAPD utilizados
foi aparentemente satisfatorio para o estudo da diversidade genética da grapia. Entretanto,
esse valor é bastante variavel nas diferentes espécies (SOUZA et al., 2014) e pode ser um
fator limitante para a analise genética por meio de marcadores RAPD. A relacdo entre o
namero de fragmentos polimorficos e a magnitude de correlacdo dos valores da matriz de
similaridade comparada com os valores das matrizes de similaridade com diferente niUmero de
fragmentos (Figura 8) indica a veracidade das inferéncias. Elevada estimativa de correlagédo
(r=0,942), baixos valores da soma dos quadrados dos desvios (SQd = 2,83) e valor do estresse
(E=0,048) ja foram obtidos com 61 fragmentos, indicando um bom ajuste entre os valores da
matriz da similaridade original com as outras matrizes da similaridade. Segundo Kruskal
(1964), resultados em que os valores de estresse sdo inferiores a 0,05 representam um
excelente indicativo de precisdo. Sendo assim, os 75 fragmentos polimérficos utilizados neste
estudo sdo suficientes, dos quais 61 ja estdo de acordo com 0s numeros aceitaveis para
estudos de diversidade genética em grapia. A andlise genética com base em 61 fragmentos
proporciona uma reducdo do nimero de reacdes necessarias para obtencdo das informacdes
requeridas, sem comprometer a precisdo e a confiabilidade das andlises.

Considerando o numero total minimo de fragmentos, o numero de fragmentos
amplificados, a contribuicdo relativa do polimorfismo e o conteiudo de informacéo
polimorfica de cada iniciador, onze iniciadores RAPD (OPC-20; OPG-17; OPL4-525;
OSAW-08; OPJ-01; OPJ-04; OPAN-01; OPAW-14; OPAS-02; OPA-13 e OPAS-08) foram
selecionados como potenciais marcadores para estudos genéticos posteriores com grépia.
Cabe salientar que o iniciador OPJ-01, além do maior nimero de fragmentos amplificados,
maior conteldo de informacdo polimorfica, também apresentou fragmentos com frequéncia
de 0,05 (Tabela 8) e, portanto, capazes de detectar diferencas especificas entre os genotipos.
Também o iniciador OPA-13, além de contribuir para identificacdo de polimorfismo também
apresentou cinco fragmentos monomdrficos, 0s quais podem servir de base para o
sequenciamento do genoma e para desenhar iniciadores especificos.

Em outros estudos com espécies arboreas utilizando marcadores RAPD foi observado
gue o numero minimo de fragmentos polimadrficos necessarios para revelar a diversidade entre
genotipos ou populagdes é bastante varidvel. Neste estudo foram utilizados 75 fragmentos

polimorficos, dos quais 61 foram suficientemente informativos para revelar a diversidade
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entre 0s gendtipos avaliados de grépia. J& em Psidium guajava L. foram utilizados 117
fragmentos (GOMES FILHO et al., 2010), em Erythrina velutina Willd 106 fragmentos
(SOUZA et al., 2014), e em Pothomorphe umbellata (L.) apenas 25 fragmentos (VALLE et
al., 2013). Para essas espécies, mesmo sem a identificacdo do numero minimo de fragmentos
polimorficos, em todos os estudos foi encontrada uma elevada porcentagem de polimorfismo
entre 0s gend6tipos analisados, respectivamente 87,9%, 85,7% e 96,1%, a exemplo deste
trabalho com 81,4% (Tabela 7).

Figura9 — Valores de correlagdes (r) e estresse (E) entre matrizes de similaridade obtidas
para diferentes nimeros de fragmentos polimorficos utilizados para a analise
genética de Apuleia leiocarpa.
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5.3.5 Distancia genética entre os genotipos de gréapia

O conhecimento da distancia genética entre os gendtipos de uma populacdo de
interesse € importante para um programa de melhoramento, pois permite a organizacdo do
germoplasma e uma amostragem mais eficiente de genétipos (NIENHUIS et al., 1993).
Quando considerados todos os iniciadores no calculo das distancias genéticas entre 0s
gendtipos de grapia, a maxima distancia foi observada entre 1 e 32 (0,435), sendo portanto 0s
gendtipos mais divergentes no estudo, e a menor distancia observada entre os genotipos 54 e
62 (0,116), sendo os mais similares. Os resultados se assemelham quando considerados
apenas os onze iniciadores RAPD selecionados, sendo observada a méxima distancia genética
entre os genotipos 1 e 32 (0,456) e a menor distancia entre 0s genotipos 54 e 62 (0,118). As
matrizes de distancia genética geradas considerando todos os dezoito iniciadores e 0s
iniciadores selecionados apresentaram correlacdo de Mantel elevada (0,92), positiva e
altamente significativa (P < 0,01), indicando que os iniciadores selecionados mantiveram a
capacidade de representar os coeficientes de dissimilaridade entre os genotipos estudados.
Portanto, a analise de agrupamento com base na distancia genética foi realizada considerando
0s 61 fragmentos polimorficos obtidos com onze iniciadores RAPD mais informativos.

Os genotipos de grapia foram agrupados pelo método hierarquico UPGMA a partir da
matriz de distancia genética baseada no indice de Jaccard, representando a dissimilaridade
genética entre os mesmos (Figura 9). Foram distinguidos onze grupos, considerando o ponto
de corte de 0,3401, proposto por Mojema (1977), ilustrando a existéncia de diferentes niveis
de diversidade entre os gendtipos estudados. O agrupamento apresenta confiabilidade, sendo
considerado adequado com o valor cofenético obtido significativo a 0,1% (r=0,676 e
P=0,001). O fato do valor de r ter sido ligeiramente abaixo de 0,7 pode indicar que possiveis
distor¢des tenham ocorrido no momento da transformacdo dos dados originais da matriz de

similaridade em dendrograma.
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Figura 10 —Dendrograma por agrupamento UPGMA obtido a partir da matriz de distancia

genética baseada no indice de Jaccard representando a dissimilaridade genética
entre os gendtipos grapia. P = plantas matrizes adultas e as demais mudas de trés
anos de idade.
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5.4 CONCLUSAO

A realizacdo deste trabalho possibilitou ampliar o conhecimento genético sobre a
grépia, uma espécie arbOrea nativa ameacada de extincdo. Houve boa adequacéo
metodoldgica, tanto para a extracdo e obtencdo de DNA em quantidade e qualidade
satisfatorias a partir de amostras foliares de plantas de grapia, quanto para as reacGes de
amplificacdo do PCR-RAPD. A elevada porcentagem de fragmentos polimorficos (81,7%)
associada a divergéncia entre 0s genotipos de grapia, especialmente quando comparada a
outras espécies da mesma familia, indicam que os marcadores RAPD foram efetivos na
deteccdo da variabilidade existente. Os resultados deste estudo sugerem que os 61 fragmentos
polimorficos, obtidos a partir de onze iniciadores RAPD selecionados, revelaram suficiéncia
amostral na deteccdo de polimorfismos, sendo capazes de explicar a diversidade genética da
grapia e gerar um dendrograma que agrupou 0s genotipos com alta confiabilidade. Um dos
iniciadores selecionados também apresenta fragmentos monomorficos, que podem ser
utilizados para o sequenciamento e desenho de iniciadores especificos para a grapia,
almejando estudos para detec¢do de diversidade nucleotidica. Este vem a ser o primeiro
estudo com marcadores de DNA para a espécie, consistindo a base para futuros estudos
dedicados ao entendimento da diversidade e estrutura genética de popula¢des de grépia, uma
necessidade iminente para a conservacdo, 0 manejo sustentavel e o melhoramento dos

recursos genéticos da espécie.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do valor madeireiro e das funcBes medicinais, associado aos aspectos
ecologicos singulares e iminéncia de desaparecimento da natureza, fica evidente a relevancia
dos estudos relacionados a propagacdo e o resgate de Apuleia leiocarpa (KLEIN, 1972;
CARVALHO, 2003; SILVA et al., 2014; CARVALHO et al., 2015). N&o obstante,
caracteristicas inerentes a espécie e aos genoétipos fazem com que a reproducdo sexuada de
grépia seja dificultada. Esse fato € corroborado por estudos que apontam que esta espécie,
assim como outras ameacadas de extingdo, é raramente incluida em plantios de restauracéo
florestal, sobretudo pela dificuldade de obtencdo de sementes e mudas desses individuos
(BRANCALION et al., 2009).

Esses fatos justificaram o desenvolvimento do presente estudo, o qual buscou
complementar e disponibilizar novas informacfes referentes a propagagdo vegetativa de
grapia por micropropagacdo. Os trabalhos anteriormente desenvolvidos se resumem ao
estabelecimento de plantulas assépticas, multiplicacdo a partir de segmentos nodais e de
microcepas mantidas in vitro (LENCINA, 2013; LENCINA et al., 2014). Novas investigacoes
foram realizadas sobre a manutencdo in vitro de microcepas, especialmente por ser um
método promissor, visto que esse material vegetativo se consiste da parte da plantula asséptica
que seria descartada apos a retirada dos segmentos nodais e apical, no processo convencional
de multiplicacdo in vitro. Também foi avaliado o enraizamento adventicio e aclimatizacdo de
plantas de gréapia.

Os resultados deste trabalho mostram que a manutengdo de microcepas por 30 dias em
meio de cultura acrescido de 8,8 UM de BAP, com posterior subcultivo em meio de cultura
sem citocinina, favorece a formacdo de brotos adventicios. Além disso, 0 meio de cultura %2
MS aumenta a formacdo de brotos e de calo nas raizes das microcepas, enquanto 0 meio
WPM favorece o alongamento das brotagdes. O uso do carvdo ativado também favorece o
alongamento dos brotos e 0 nimero de microestacas por broto e por microcepa, enquanto o
meio de cultura sem suplementacdo de carvdo ativado maximiza a formacdo de calos e de
brotacfes via organogénese indireta. As coletas sucessivas favorecem a formacéo de brotos,
entretanto resulta em redugéo do crescimento e da taxa de multiplicacéo.

Considerando o numero de microestacas por microcepa, a manutengdo in vitro de

microcepas de grapia possibilita a obtencdo de cerca de seis explantes por coleta, totalizando
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até 18 explantes por microcepa ao final das trés coletas (90 dias), ao passo que, cada planta de
grépia estabelecida in vitro forneceria em média apenas 1,8 explantes para a multiplicag&o,
aos 30 dias de cultivo (LENCINA et al., 2014). Sendo assim, a manutencdo das microcepas in
vitro aumenta a taxa de multiplicacdo em 10 vezes, demonstrando claramente o potencial de
utilizacdo na micropropagacéo de grépia, pelo fornecimento de explantes que sdo empregados
no enraizamento in vitro ou ex vitro, assim como para a conservagdo de germoplasma.
Estudos relacionados a avaliacdo da capacidade de producdo das microcepas, do nimero de
subcultivos, e da capacidade morfogenética indireta sdo relevantes, tanto para a conservacao
quando para a multiplicacdo in vitro dagrapia.

Quanto ao enraizamento adventicio, foi possivel observar que grapia é uma espécie de
dificil enraizamento in vitro e ex vitro, ao se considerar que as maiores porcentagens de
enraizamento foram 28,9% e 14,0%, respectivamente. Tanto no enraizamento in vitro quanto
ex vitro, segmentos nodais resultaram em maiores porcentagens se comparados as
microestacas. Entretanto, mesmo diante das diferencas estatisticas que indicam superioridade
dos segmentos nodais de plantula quando comparados as microestacas obtidas de brotacGes
adventicias de microcepas, ambos 0s explantes se mostraram competentes ao enraizamento in
vitro. Além disso, considerando que a manutencdo dasmicrocepas pode constituir-se de
importante estratégia para aumentar a taxa de multiplicacdo da grapia, estudos devem ser
realizados para minimizar estas diferencas.

As concentracdes utilizadas de AIB nédo alteraram a porcentagem de enraizamento in
vitro, mas favoreceram o enraizamento ex vitro. Ajustes sdo necessarios para melhor definir
as condicBes necessarias para 0 enraizamento ex vitro e a aclimatizacdo de plantas de grépia,
considerando a menor sobrevivéncia das plantas se comparado com os valores observados
guando o enraizamento realizado in vitro. Apesar disso, 0 enraizamento ex vitro pode ser
alternativa viavel, pois promove o enraizamento concomitantemente a aclimatizagdo,
resultando em uma pré-selecdo dos materiais genéticos e plantas aptas ao plantio a campo
mais rapidamente.

Aliados as pesquisas de propagacdo Vvegetativa, os estudos sobre a diversidade
genética, especialmente de espécies em risco de extingdo, sdo importantes por fornecer
indicios de como 0s recursos genéticos dessa espécie estdo distribuidos nos remanescentes
florestais e auxiliar na definicdo da estratégia mais adequada para o resgate e manutencdo da

variabilidade genética.
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Apesar de ter sido utilizado um conjunto de plantas relativamente restrito, esses
resultados permitem uma analise preliminar da diversidade genética e evidenciam a ampla
base geneética disponivel da espécie em estudo. Foi observada elevada porcentagem de
fragmentos polimérficos (81,7%) por meio de marcadores de DNA associada a diversidade
entre 0s genoétipos de grépia, especialmente quando comparada a outras espécies da mesma
familia. Essa informacdo € corroborada por um estudo realizado em nove populacdes de
grépia utilizando sistemas isoenzimaticos que indicam elevada variabilidade genética
(STEINER, 2014).

A fragmentacdo florestal que ocorre em virtude dos cortes seletivos em busca da
madeira valiosa causa a reducdo das populacdes naturais de grapia e a formacdo de
subpopulacdes, 0 que podera acarretar em erosdo genética por efeito de deriva genética, em
longo prazo. Entretanto, apesar disso e da iminéncia de extingdo da natureza, foi observada a
manutencdo de elevada variabilidade genética. Steiner (2014) sugere que a A. leiocarpa tenha
uma boa capacidade para se restabelecer em ambientes fragmentados e recuperar niveis de
heterozigosidade com o passar de geraces.

Também foi possivel a identificacdo de alelos raros, entretanto existe a possibilidade
de alelos que estejam em baixa frequéncia serem perdidos ao longo das geracdes, caso nao
ocorra a articulacdo de acOes de conservacdo dos remanescentes florestais, pressuposicao
corroborada por Steiner (2014).

Os resultados indicaram boa adequacdo metodoldgica nas analises genéticas, tanto
para a extracdo e obtencdo de DNA em quantidade e qualidade satisfatoria, por meio de
amostras foliares de plantas de grapia, quanto para as reacdes de amplificacdo do PCR-RAPD.
Assim, os marcadores RAPD podem ser utilizados em futuros estudos genéticos. Os
resultados deste estudo sugerem que os 61 fragmentos polimoérficos obtidos de 11 iniciadores
RAPD selecionados para grapia foram eficientes para quantificar a similaridade genética, pois
o dendrograma gerado agrupou 0s gendtipos com alta confiabilidade.

Além disso, a identificacdo de iniciadores que revelem bandas monomorficas podem
representar fragmentos conservados no genoma de grapia e servirem como base para estudos
de sequenciamento. InformacGes desse tipo podem servir para a definicdo de iniciadores
especificos para esta espécie, norteando novos trabalhos de bases moleculares e com um

maior grau de informacéo.
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Diante dos resultados obtidos, uma possibilidade que concerne as perspectivas futuras
é a organogénese indireta e a embriogénese somética. A capacidade morfogénica dos cultivos
in vitro foi expressiva, sendo observada a formacdo de brotos e raizes nos calos, entretanto,
ndo se dispde de evidéncias concretas para afirmar se a formacao de 6rgaos adventicios se deu
por organogénese ou por embriogénese somatica. A possibilidade de ocorréncia de
embriogénese somaética pode indicar o caminho de desenvolvimento de tecnologia para a
producdo de mudas de grapia por meio de sementes sintéticas.

Apesar da cultura de tecidos envolver altos custos de producéo, as informacoes obtidas
nesta pesquisa podem subsidiar novas vertentes de propagacdo vegetativa, a exemplo da
microestaquia e miniestaquia. A miniestaquia possui a vantagem de ndo necessitar de
estruturas laboratoriais e possibilitar a viabilidade econémica da producdo massal de mudas,

contribuindo para avan¢os almejados para a silvicultura de espécies nativas.
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APENDICES

Apéndice 1 - Resumo da analise de variancia para porcentagem de sobrevivéncia das
microcepas de grapia cultivadas em meio de cultura suplementado com diferentes
concentracdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) durante 30 dias de cultivo inicial e subcultivadas
por mais 30 dias em meio de cultura livre de citocinina.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
FASES DE CULTIVO 1 169.5831  42.3958  0.5215 NS
BAP 4 49.7302  49.7302  0.6117 NS
FASES DE CULTIVO X BAP 4 356.7704  89.1926  1.0971 NS
TRATAMENTO 9 576.0836  64.0093

RESIDUO 40  3252.0044  81.3001

Apéndice 2 - Resumo da analise de variancia para porcentagem de brotacdo das microcepas
de grapia cultivadas em meio de cultura suplementado com diferentes concentracdes de 6-
Benzilaminopurina (BAP) durante 30 dias de cultivo inicial e subcultivadas por mais 30 dias em
meio de cultura livre de citocinina.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
FASES DE CULTIVO 1 169.5831 42.3958 0.5215 NS
BAP 4 49.7302 49.7302 0.6117 NS
FASES DE CULTIVO X BAP 4 356.7704 89.1926 1.0971 NS
TRATAMENTO 9 576.0836 64.0093

RESIDUO 40 3252.0044 81.3001

Apéndice 3 — Resumo da andlise de variancia para nimero de brotos formados microcepas de
grépia cultivadas em meio de cultura suplementado com diferentes concentracbes de 6-
Benzilaminopurina (BAP) durante 30 dias de cultivo inicial e subcultivadas por mais 30 dias em
meio de cultura livre de citocinina.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
FASES DE CULTIVO 1 0.0791 0.0791 2.6680 NS
BAP 4 0.5291 0.1323 4.4591 **
FASES DE CULTIVO X BAP 4 0.1294 0.0324 1.0907 NS
TRATAMENTO 9 0.7377 0.0820

RESIDUO 40 1.1866 0.0297

Apéndice 4 — Resumo da anélise de varidncia para o comprimento dos brotos formados
microcepas de grépia cultivadas em meio de cultura suplementado com diferentes
concentragdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) durante 30 dias de cultivo inicial e subcultivadas
por mais 30 dias em meio de cultura livre de citocinina.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
FASES DE CULTIVO 1 9.8859 9.8859 338.6599 **
BAP 4 0.0715 0.0179 0.6125 NS
FASES DE CULTIVO X BAP 4 0.1310 0.0328 1.1220 NS
TRATAMENTO 9 10.0884 1.1209
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RESIDUO 40 1.1676 0.0292

Apéndice 5 — Resumo da analise de variancia para numero de microestacas por broto formado
nas microcepas de grapia cultivadas em meio de cultura suplementado com diferentes
concentracdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) durante 30 dias de cultivo inicial e subcultivadas
por mais 30 dias em meio de cultura livre de citocinina.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
FASES DE CULTIVO 1 1.1411 11411 32.2731**
BAP 4 0.1330 0.0333  0.9405 NS
FASES DE CULTIVO X BAP 4 0.1542 0.0386 1.0905 NS
TRATAMENTO 9 1.4283 0.1587

RESIDUO 40 1.4143 0.0354

Apéndice 6 — Resumo da anélise de variancia para nimero de microestacas por microcepas de
grépia cultivadas em meio de cultura suplementado com diferentes concentracbes de 6-
Benzilaminopurina (BAP) durante 30 dias de cultivo inicial e subcultivadas por mais 30 dias em
meio de cultura livre de citocinina.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
FASES DE CULTIVO 1 3.5292 3.5292 49.7515 **
BAP 4 0.5173 0.1293 1.8230 NS
FASES DE CULTIVO X BAP 4 0.0480 0.0120 0.1691 NS
TRATAMENTO 9 4.0944 0.4549

RESIDUO 40 2.8374 0.0709

Apéndice 7 — Resumo da andlise de varidncia para porcentagem de sobrevivéncia das
microcepas de grapia cultivadas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com
carvdo ativado e avaliados em trés coletas.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
COLETAS 2 34.6777  17.3389  0.9438 NS
MEIO DE CULTURA 2 40.8783  20.4392 1.1125NS
CARVAO ATIVADO 1 54.8010  54.8010  2.9828 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 34.9937 8.7484  0.4762 NS

2

2

4

COLETAS X CARVAO ATIVADO 34.6777 17.3389  0.9438 NS
MEIO DE CULTURA X CARVAO 40.8783 20.4392  1.1125NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA X 34.9937 8.7484  0.4762 NS
CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17 275.9005 16.2294

RESIDUO 162 2976.3131  18.3723

Apéndice 8 — Resumo da analise de variancia para brotagdo das microcepas de grapia
cultivadas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com carvao ativado e avaliados
em trés coletas.



103

FONTES DE VARIA(;AO G.L. S.Q. Q.M. F
COLETAS 2 40.5624 20.2812  1.0800 NS
MEIO DE CULTURA 2 40.5624 20.2812  1.0800 NS
CARVAO ATIVADO 1 60.8436 60.8436  3.2400 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 162.2496 40.5624  2.1600 NS

2

2

4

COLETAS X CARVAO ATIVADO 40.5624 20.2812  1.0800 NS
MEIO DE CULTURA X CARVAO 40.5624 20.2812  1.0800 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA X 162.2496 40.5624  2.1600 NS
CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17 547.5923 32.2113

RESIDUO 162  3042.1796  18.7789

Apéndice 9 - Resumo da andlise de variancia para numero de brotos das microcepas de grapia
cultivadas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com carvao ativado e avaliados
em trés coletas.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
COLETAS 2 0.6147 0.3073  10.2173 **
MEIO DE CULTURA 2 0.2952 0.1476 4.9065 **
CARVAO ATIVADO 1 1.3736 1.3736 45.6616 **
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 0.0799 0.0200  0.6640 NS

2
2
4

COLETAS X CARVAO ATIVADO 0.1162  0.0581  1.9313 NS
MEIO DE CULTURA X CARVAO 0.0282  0.0141  0.4680 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA X 0.2138  0.0534  1.7767 NS
CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17 2.7215  0.1601

RESIDUO 162 48732  0.0301

Apéndice 10 - Resumo da analise de variancia para comprimento dos brotos das microcepas de
grapia cultivadas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com carvdo ativado e
avaliados em trés coletas.

FONTES DE VARIA(;AO G.L. S.Q. Q.M. F
COLETAS 2 11.5679 57840 306.9462 **
MEIO DE CULTURA 2 0.1665 0.0832 44176 *
CARVAO ATIVADO 1 3.1207 3.1207  165.6096 **
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 0.1791 0.0448 2.3757 NS
2
2
4

COLETAS X CARVAO ATIVADO 0.0218  0.0109  0.5780 NS
MEIO DE CULTURA X CARVAO 0.1093  0.0547  2.9015 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA X 0.1405  0.0351  1.8643 NS
CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17 15.3058  0.9003

RESIDUO 162  3.0527  0.0188

Apéndice 11 - Resumo da andlise de variancia para nimero de microestacas por broto das
microcepas de grapia cultivadas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com
carvdo ativado e avaliados em trés coletas.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
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COLETAS 2 6.0711 3.0356 113.6877 **
MEIO DE CULTURA 2 0.0790 0.0395  1.4798 NS
CARVAO ATIVADO 1 2.3352 2.3352  87.4592 **
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 0.3136 0.0784 2.9362 *
COLETAS X CARVAO ATIVADO 2 0.3822 0.1911  7.1567 **
MEIO DE CULTURA X CARVAO 2 0.1251 0.0626  2.3431 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA X 4 0.4190 0.1047  3.9227 **
CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17 9.7253 0.5721

RESIDUO 162 4.3256 0.0267

Apéndice 12 - Resumo da analise de variancia para nimero de microestacas por microcepas de
grapia cultivadas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com carvao ativado e
avaliados em trés coletas.

FONTES DE VARIACAO GL  SQ Q.M. F
COLETAS 2 109511 54755  41.7653 **
MEIO DE CULTURA 2 01733  0.0867 0.6611 NS
CARVAO ATIVADO 1 08891 08891  6.7820 **
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 17428 04357  3.3234*
2
2
4

COLETAS X CARVAO ATIVADO 41969  2.0984  16.0061 **
MEIO DE CULTURA X CARVAO 0.5435  0.2718 2.0729 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA X 22126 05531  4.2192 **
CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17  20.7093  1.2182

RESIDUO 162 21.2386  .1311

Apéndice 13 - Resumo da andlise de variancia para porcentagem de calo em microcepa de
grapia mantidas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com carvéo ativado e
avaliados durante em trés coletas.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

COLETAS 2 122.6633 61.3316 1.7081 NS
MEIO DE CULTURA 2 895.5483 447.7741 12.4708 **
CARVAO ATIVADO 1 296948.0926 296948.092 8270.1806 **
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 1791.0965 447.7741 12.4708 **
COLETAS X CARVAO ATIVADO 2 1900.2862 950.1431 26.4620 **
MEIO DE CULTURA X CARVAO 2 6.7368 3.3684 .0938 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 13.4735 3.3684 .0938 NS
X CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17 301677.8972 17745.7587
RESIDUO 162 5816.7522 35.9059

Apéndice 14 - Resumo da analise de variancia para calos com a formacéo de brotacfes por
organogénese indireta em microcepa de grapia mantidas em diferentes meios de cultura
suplementados ou ndo com carvao ativado e avaliados durante em trés coletas.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
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COLETAS 2 33281.9454 16640.9727  78.2253 **
MEIO DE CULTURA 2 381.6173 190.8087 0.8969 NS
CARVAO ATIVADO 1 1157149136 1157149136 543.9486 **
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 571.7045 142.9261 0.6719 NS
COLETAS X CARVAO ATIVADO 2 37058.6891  18529.3445  87.1021 **
MEIO DE CULTURA X CARVAO 2 73.4642 36.7321 0.1727 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 191.7519 47.9380 0.2253 NS

X CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17 187274.0860 11016.1227
RESIDUO 162 34462.4768 212.7313

Apéndice 15 - Resumo da andlise de variancia para porcentagem de oxidacdo em microcepa
de grapia mantidas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com carvao ativado e
avaliados durante em trés coletas.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

COLETAS 2 31926.1359 15963.0679  104.6402 **
MEIO DE CULTURA 2 919.5972 459.7986 3.0140 NS
CARVAO ATIVADO 1 147248.9530 147248.9530 965.2378 **
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 625.7880 156.4470 1.0255 NS
COLETAS X CARVAO ATIVADO 2 31926.1359  15963.0679  104.6402 **
MEIO DE CULTURA X CARVAO 2 919.5972 459.7986 3.0140 NS
COLETAS X MEIO DE CULTURA 4 625.7880 156.4470 1.0255 NS
X CARVAO ATIVADO

TRATAMENTO 17 214191.9951 12599.5291
RESIDUO 162 24713.4223 152.5520

Apéndice 16 — Resumo da analise de variancia para porcentagem de sobrevivéncia de
segmentos nodais e microestacas de apuleia cultivados por 60 dias em meio de cultura WPM
acrescidos de diferentes concentracdes de acido indolbutirico (AIB).

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TIPO DE EXPLANTE 1 708.0720 708.0720 5.9779 *
CONCENTRACAO DE AIB 4 375.3890 93.8473 0.7923 NS
EXPLANTE X AlIB 4 200.4475 50.1119 0.4231 NS
TRATAMENTO 9 1283.9085 142.6565

TOTAL 60 7106.9003 118.4483

Apéndice 17 — Resumo da analise de variancia para a porcentagem de enraizamento de
segmentos nodais e microestacas de apuleia cultivados por 60 dias em meio de cultura WPM
acrescidos de diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB).

FONTES DE VARIACAO G.L S.Q. Q.M. F
TIPO DE EXPLANTE 1 2652.2508  2652.2598  8.0636 **
CONCENTRACAO DE AIB 4 713.0173 178.2543  0.5419 NS
EXPLANTE X AIB 4 1531.7152  382.9288  1.1642 NS
TRATAMENTO 9 4896.9923  544.1103

TOTAL 60 19734.9344  328.9156
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Apéndice 18 — Resumo da analise de variancia para o nimero raizes formadas em segmentos
nodais e microestacas de grapia cultivados por 60 dias em meio de cultura WPM acrescidos
de diferentes concentragdes de acido indolbutirico (AIB).

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TIPO DE EXPLANTE 1 0.0029 0.0029  0.0290 NS
CONCENTRACAO DE AIB 4 0.8825 02206  2.1931NS
TRATAMENTO 9 3.0835 0.3426

TOTAL 68 6.8409 0.1006

Apéndice 19 — Resumo da andlise de variancia para o comprimento das raizes (cm) formadas
em segmentos nodais e microestacas de apuleia cultivados por 60 dias em meio de cultura
WPM acrescidos de diferentes concentracdes de acido indolbutirico (AIB).

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
TIPO DE EXPLANTE 1 7.2469 7.2469 23.2997 **
CONCENTRACAO DE AIB 4 4.2206 1.0552 3.3924 *
EXPLANTE X AlIB 4 11.1773 2.7943 8.9841 **
TRATAMENTO 9 22.6449 2.5161

TOTAL 68 21.1501 0.3110

Apéndice 20 — Resumo da analise de variancia para a porcentagem de sobrevivéncia de
plantas de grapia enraizadas in vitro e aclimatizadas por 30 dias em sala de crescimento.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
SUBSTRATO 1 1119.6928 1119.6928 2.95 NS
RESIDUO 14 5308.3147 379.1653

TOTAL 15 6428.0075

Apéndice 21 — Resumo da analise de variancia para o altura da parte aérea (cm) de plantas de
grépia enraizadas in vitro e aclimatizadas por 30 dias em sala de crescimento.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
SUBSTRATO 1 0.0018 0.0018 0.05 NS
RESIDUO 14 0.5305 0.0379

TOTAL 15 0.5323

Apéndice 22 — Resumo da analise de variancia para o numero de folhas em plantas de grapia
enraizadas in vitro e aclimatizadas por 30 dias em sala de crescimento.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
SUBSTRATO 1 0.4778 0.4778 1.03 NS
RESIDUO 14 6.4827 0.4630

TOTAL 15 6.9605
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Apéndice 23 — Resumo da analise de variancia para a porcentagem de sobrevivéncia de
segmentos nodais e microestacas tratados ou ndo com acido indolbutirico (AIB) e cultivados
em diferentes substratos por 45 dias em camara umida.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F

EXPLANTE 3726.1487 3726.1487  20.6182 **
SUBSTRATO 206.8248 103.4124 0.5722 NS
AIB 15.9483 15.9483 0.0882 NS

EXPLANTE X AIB 622.9948  622.9948  3.4473 NS
SUBSTRATO X AIB 28.2667 14.1334 0.0782 NS
EXPLANTE X SUBSTRATO X AIB 61.2703 30.6352 0.1695 NS
TRATAMENTO 11 5328.6066  484.4188
RESIDUO 48 8674.6199  180.7212

1
2
1
EXPLANTE X SUBSTRATO 2 667.1530 333.5765 1.8458 NS
1
2
2

Apéndice 24 — Resumo da analise de variancia para a porcentagem de enraizamento de
segmentos nodais e microestacas tratados ou ndo com acido indolbutirico (AIB) e cultivados
em diferentes substratos por 45 dias em camara Umida.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
EXPLANTE 1 17721577 17721577 16.5118 **
SUBSTRATO 2 1071.9940 5359970  4.9941*
AlB 1 3415240 3415240  3.1821 NS
EXPLANTE X SUBSTRATO 2 13476210 673.8105  6.2781 **
EXPLANTE X AIB 1 504.6052  594.6052 55402 *
SUBSTRATO X AIB 2 170.9668  85.4834  0.7965 NS
EXPLANTE X SUBSTRATO X AIB 2 28.2848 141424  0.1318 NS

TRATAMENTO
RESIDUO

5327.1535  484.2867
5151.6741  107.3265

5o
© -

Apéndice 25 — Resumo da andlise de varidncia para o numero de raizes formadas em
segmentos nodais e microestacas tratados ou ndo com acido indolbutirico (AIB) e cultivados
em diferentes substratos por 45 dias em camara Umida.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
EXPLANTE 1 0.0351 0.0351 1.1074 NS
SUBSTRATO 2 0.4779 0.2389 7.5431 **
AIB 1 0.5295 0.5295 16.7179 **
EXPLANTE X SUBSTRATO 2 0.0125 0.0063 0.1976 NS
EXPLANTE X AIB 1 2.9084 2.9084 91.8190 **
SUBSTRATO X AIB 2 1.5081 0.7541 23.8058 **
TRATAMENTO 11 7.5485 0.6862

RESIDUO 48 1.2987 0.0317




108

Apéndice 26 — Resumo da analise de variancia para o comprimento de raizes formadas em
segmentos nodais e microestacas tratados ou ndo com acido indolbutirico (AIB) e cultivados
em diferentes substratos por 45 dias em camara umida.

FONTES DE VARIACAO G.L. S.Q. Q.M. F
EXPLANTE 1 0.1782 0.1782 2.3108 NS
SUBSTRATO 2 1.0157 0.5079 6.5872 **
AIB 1 0.6798 0.6798 8.8172 **
EXPLANTE X SUBSTRATO 2 0.1500 0.0750 0.9727 NS
EXPLANTE X AIB 1 0.8005 0.8005 10.3826 **
SUBSTRATO X AIB 2 0.7033 0.3517 45613 *
TRATAMENTO 11 5.2311 0.4756

RESIDUO 48 3.1610 0.0771




