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PRODUTIVIDADE DE MICROCEPAS DE GRAPIA (Apuleia leiocarpa) MANTIDAS IN VITRO

IN VITRO PRODUCTIVITY OF APULEIA (4puleia leiocarpa) MICROSTUMPS

Kelen Haygert Lencina' Dilson Antonio Bisognin? Nathalia Pimentel® Paula Kielse'
Uilian Stefanello de Mello*

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a produtividade de microcepas de grapia (Apuleia leiocarpa) mantidas
em diferentes condigdes de cultivo in vitro, visando maximizar a taxa de multiplicagdo. Microcepas oriundas
da poda drastica de plantas assépticas foram cultivadas em meio de cultura WPM acrescido de 0; 2,2; 4,4;
6,6 ¢ 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 carvdo ativado e submetidas a trés coletas de brotos aos 30, 60 ¢ 90 dias de cultivo. A
manuten¢do das microcepas em meio de cultura WPM ou /2 MS suplementado com 8,8 uM de BAP, seguido
do subcultivo em meio de cultura sem citocinina aumenta o nimero e o crescimento de brotagdes. O cultivo
de microcepas de grapia em meio de cultura com carvao ativado aumenta a produgdo de microestacas por
microcepas, enquanto a auséncia de carvao ativado favorece a formacao de calos e brotos por organogénese
indireta. A manutencdo in vitro de microcepas de grapia maximiza a taxa de multiplicacéo, constituindo-se
de uma técnica promissora para a producao de plantas de grapia.

Palavras-chave: microprogacao; propagacao in vitro; propagagdo vegetativa.

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the in vitro productivity of grapia (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 subcultured 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 grapia micro-stumps in WPM
or %2 MS media added with 8.8 uM of BAP and the subcultivation in media without cytokinin increase
the number and length of shoots. The cultivation of grapia 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 grapia micro-
stumps maximizes the multiplication rate, being a feasible technique for the production of grapia plantlets.
Keywords: micropropagation; in vitro propagation; vegetative propagation.
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INTRODUCAO

A grapia [Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbr.] € uma espécie arborea nativa da Mata Atlantica,
pertencente a familia Fabaceae, empregada em marcenaria, esquadrias, carrocerias, trabalhos em torno e para
a construgdo civil (LORENZI, 2008). Além de fornecer madeira de elevada qualidade, apresenta relevante
importancia ecologica em vegetacdo secundaria, por ser espécie pioneira que colabora eficientemente
no desenvolvimento da vocacdo florestal dessas areas (BACKES; IRGANG, 2004). A espécie apresenta
frutificacdo irregular ao longo dos anos e sementes com tegumento impermeavel a agua (CARVALHO,
2003) e baixa taxa de germinagdo, variando entre 21,3% a 54% (HENICKA et al., 2006; DE MARCO et
al., 2012), o que dificulta a reprodugao sexuada.

Estudos sobre reproducdo assexuada ou propagacdo vegetativa de espécies arboreas nativas tém
sido cada vez mais frequentes, pois o aumento da demanda por mudas associada a dificuldade de reprodugao
sexuada dessas espécies limita a sua producao em escala suficiente para a reposi¢ao ou recuperacao florestal,
além de ndo garantir a qualidade genética necessaria para o estabelecimento de povoamentos com fins
comerciais. No caso de espécies do género Eucalyptus, em decorréncia de sua importancia no cenario da
silvicultura brasileira, ja foram desenvolvidas tecnologias de propagacdo vegetativa que aperfeicoaram a
técnica de estaquia, a exemplo da miniestaquia e microestaquia, que viabilizaram o processo de produgio
de mudas de clones de dificil enraizamento (XAVIER; SILVA, 2010). Para a producdo de mudas por
miniestaquia € necessario estabelecer um minijardim clonal a partir de mudas de origem seminal ou
produzidas por estaquia, que formardo as minicepas fornecedoras das miniestacas (XAVIER; SILVA,
2010). Um microjardim clonal se diferencia basicamente pela origem do material que compde o sistema de
cultivo, pois mudas micropropagadas sdo estabelecidas e submetidas a poda drastica para a formagdo das
microcepas, fornecedoras das microestacas. A grande contribui¢do da microestaquia para a silvicultura de
eucalipto baseia-se na possibilidade de resgate de gendtipos de dificil enraizamento, visto que os sucessivos
subcultivos in vitro promovem o rejuvenescimento e revigoramento das plantas micropropagadas (ASSIS;
MAFIA, 2007), que resultam em rapido estimulo para a iniciagdo e o crescimento de raizes adventicias
(DUTRA; WENDLING; BRONDANI, 2009).

A manutengdo in vitro de microcepas consiste na aplicagdo concomitante das metodologias
preconizadas pelas micropropagacdo e microestaquia com vistas no fornecimento continuado de
microestacas para o enraizamento. Uma das vantagens que se propde para essa metodologia € possibilitar
o aproveitamento dos propagulos de plantulas assépticas, dos quais sdo geralmente retirados os segmentos
nodais e apicais para serem utilizados na multiplicacao in vitro (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013),
descartando-se o restante da parte aérea e do sistema radicular, que constituem uma microcepa. Além disso,
permite maximizagdo da taxa de multiplicagdo, visto que intimeras coletas podem ser realizadas associada
a conservacdo de germoplasma.

Para louro-pardo [Cordia trichotoma (Vell.) Arrabida ex Steudel], a manutencdo in vitro de
microcepas mostrou-se um método promissor para a multiplicagdo in vitro (FICK, 2007; HEBERLE, 2010),
sendo o0 mesmo observado para erva-mate [/llex paraguariensis (Saint) Hilaire] (HORBACH, 2008). Para a
grapia [Apuleia leiocarpa (Vogel) J. F. Macbride] também foi avaliada a manutengao in vitro de microcepas
(LENCINA, 2013).

Estudos preliminares relacionados ao estabelecimento in vitro de plantulas assépticas e a
manutengdo in vitro de microcepas de grapia, mostraram que as microcepas podem servir de fonte de
propagulos livres de contaminantes € com caracteristicas juvenis para conducdo da etapa de multiplica¢do
e 0 posterior enraizamento in vitro ou ex vitro (LENCINA, 2013; LENCINA et al., 2014). Mais estudos
foram recomendados, principalmente relacionados as condi¢des de cultivo das microcepas, avaliagdes da
taxa de multiplicagdo em sucessivos subcultivos e quanto a competéncia dos explantes para a formagao de
raizes adventicias de grapia (LENCINA, 2013). Assim, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos
das condi¢des de cultivo na produtividade de microestacas e a manutengao in vitro de microcepas de grapia
para fornecimento de explantes utilizados na micropropagacao.
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MATERIAL E METODO

As plantulas assépticas utilizadas para formar as microcepas foram obtidas a partir da germinacgao
in vitro de sementes de grapia em meio de cultura WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980), conforme protocolo
estabelecido por Lencina et al. (2014). Em todos os experimentos, os 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 dos meios
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 m* S fornecida por
lampadas fluorescentes.

No primeiro experimento foram avaliadas a sobrevivéncia e a produtividade de brotagdes das
microcepas em diferentes concentracdes de BAP e diferentes condi¢des 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 microcepas (Figura 1A), as quais foram transferidas para o meio de cultura
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 ¢ 8,8 uM de BAP para cultivo inicial. Aos 30 dias de cultivo inicial as microcepas foram avaliadas para a
porcentagem de sobrevivéncia e de brotagdo, o nimero e comprimento (cm) das brotagdes por microcepa e
o numero de microestacas por brotacao e por microcepa. Apos a avaliagdo, 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 concentracdes de BAP.

B

Planta estabelecida Poda dréstica acima
invitro dond cotiledonar

Brotos formados nas microcepas

sig . g
FIGURA 1: Etapas para a formacdo de microcepas e para o preparo de microestacas de Apuleia leiocarpa (A),
microcepa com formagdo de calo na raiz (B) e brotos formados em calos na raiz de microcepas (C).
FIGURE 1: Steps for the formation of micro-stumps and the preparation of micro-cuttings of Apuleia leiocarpa (A),
micro-stumps with callus formation in the roots (B) and regeneration of shoots from root callus of micro-
stumps (C).

Ci. Fl., v. 28, n. 1, jan.- mar., 2018



Lencina, K. H. et al. 153

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 2
(concentragoes de BAP e condig¢des de cultivo), com cinco repetigdes de quatro microcepas. As condi¢des
de cultivo consistem no cultivo inicial em diferentes concentragcdes de BAP e subcultivo em meio de cultu-
ra livre de citocinina. Aos 30 dias de subcultivo, as microcepas foram avaliadas para as mesmas variaveis
descritas anteriormente.

No segundo experimento foram avaliadas a sobrevivéncia e a produtividade de brotagdes das
microcepas em diferentes meios de cultura, na presenga ou ndo de carvao ativado e durante trés coletas
sucessivas. Plantas assépticas de grapia com 15 dias de idade foram submetidas a poda da parte aérea para
formar as microcepas (Figura 1A) e transferidas para meio de cultura WPM, MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) ou 2 MS (MS com metade da concentracdo de sais minerais e vitaminas), na presenca ou nao de
carvao 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 ¢ 6 g L' de agar.

O experimento foi um fatorial 3 x 2 x 3 (meio de cultura, carvao ativado e coletas sucessivas), no
delineamento inteiramente casualizado, com dez repeti¢cdes de cinco microcepas. As microcepas foram ava-
liadas aos 30, 60 e 90 dias de cultivo (primeira, segunda e terceira coleta), sendo realizada a poda drastica
da microcepa ap6s cada avaliagao e adicionado 20 mL da mesma composi¢cdo do meio liquido de cultura. As
microcepas foram avaliadas quanto a porcentagem de sobrevivéncia e de emissdo de brota¢des, ao numero
e comprimento (cm) das brotagdes por microcepa, ao nimero de microestacas por brotacdo e microcepa, e
para a porcentagem de calogénese, de calos com brotagdo e de oxidagdo nas raizes das microcepas.

Para atender aos pressupostos da normalidade, os dados de porcentagem foram transformados
para arcosseno “X/100 e de nimero para Vx+0.5 e submetidos a analise de variancia. As médias dos
tratamentos com diferencas significativas (P < 0,05) foram comparadas pelo teste de Tukey ou regressdo
polinomial, com o auxilio do programa ESTAT (Unesp - Jaboticabal).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro ensaio realizado, ndo houve interagao (P > 0,05) para todas as variaveis entre as con-
centracdes de BAP adicionadas ao meio de cultura e as condi¢des de cultivo, que consistiram no cultivo
inicial em diferentes concentragdes de BAP e subcultivo em meio de cultura livre de citocinina. As micro-
cepas de grapia apresentaram média de sobrevivéncia de 97,8% e de brotagdo de 100%, indicando que as
condi¢des de manutencao in vitro de microcepas de grapia foram satisfatorias (Tabela 1).

A adicao de diferentes concentracdes de BAP afetou apenas o nimero de brotos por microcepa,
com maiores respostas no tratamento com 8,8 uM de BAP, mas sem diferir do tratamento com 6,6 uM (Ta-
bela 1). Esta variavel ¢ de grande importancia, sendo que, quanto maior o numero de brotos, possivelmente,
maior sera o numero de explantes disponiveis para a préxima fase da micropropagagdo, o enraizamento
adventicio. Este resultado provavelmente ocorreu devido a adig@o de fitorreguladores no meio de cultura,
como o BAP, o qual apresenta a fung@o de estimular fortemente os processos morfogenéticos, como o
desenvolvimento de gemas axilares preexistentes ou a indu¢do de gemas adventicias, ambas fundamen-
tadas na divis@o e diferenciagdo celular (RIBEIRO et al., 2012; TAIZ; ZEIGER, 2013). Sendo assim, a
adicdo de fitorreguladores, em muitos casos, € necessaria para ajustar as respostas morfofisiologicas dos
explantes (ALMEIDA et al., 2012). O uso do BAP também mostrou efeitos benéficos na multiplica¢do de
cerejeira (Amburana acreana (Ducke) A. C. Smith), que, apesar dos segmentos nodais terem apresentado
organogénese em todas as concentragdes testadas (0, 1,1, 2,2, 4,4, 8,8, 16,2 e 32,4 uM de BAP), a maior
resposta de numero de brotos foi observada no tratamento com 16,2 uM de BAP (FERMINO JUNIOR;
SCHERWINSKI-PEREIRA, 2012).

Além da suplementacdo do meio de cultura com citocinina, vale salientar que as microcepas apre-
sentam o sistema radicular, que corresponde aos principais locais de sintese deste fitorregulador (TAIZ; ZEI-
GER, 2013). Assim, € possivel que o contetido endogeno tenha contribuido para as repostas morfogénicas,
proporcionando uma alta relagdo citocinina/auxina, favorecendo a emissdo das brotagdes (HARTMANN
et al., 2011). Essa hipotese corrobora o fato de a gema apical ter sido retirada pela poda drastica, visto que
a gema apical apresenta elevada concentracdo de IAA (dcido indolil-3-acético), auxina que determina a
dominéncia apical, a qual, por sua vez, auxilia na manutengao de altos niveis de ABA (4cido abscisico) nas
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gemas laterais que inibem seu crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013).

TABELA 1: Porcentagem de sobrevivéncia (S%) e brotagdo (B%) das microcepas, numero de brotos (NB),
comprimento dos brotos (CB), nimero de microestacas por broto (MB) e por microcepa (MM) de
Apuleia leiocarpa 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.

TABLE 1:  Percentage of survival (S%) and shoot formation (B%) of micro-stumps, number (NB) and length of
shoots (CB), number of micro-cuttings per shoot (MB) and per micro-stump (MM) of Apuleia leiocarpa
grown in culture medium supplemented with different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP) for
30 days and sub-cultured for 30 days in medium without cytokine.

Tratamento S (%) B (%) NB CB (cm) MB MM
BAP (uM)

0,0 94,2 100,0 1,8b 2,3 1,5 2,7
2,2 100,0 100,0 2,0b 2,4 1,7 3,5
4.4 100,0 100,0 2,0b 2,5 1,8 3,2
6,6 95,0 100,0 2,2 ab 2,7 1,9 3,9
8,8 100,0 100,0 2,8a 2,7 1,5 3,7
Condigoes de cultivo

Cultivo inicial 97,0 100,0 2,0 1,0b 1,2b 2,40
Subcultivo 98,6 100,0 2,3 40a 2,1a 45a
Média 97,8 100,0 2,1 2,5 1,7 3,5
CV (%) 10,3 - 10,7 10,2 12,9 13,7

Em que: Valores seguidos de letra diferente diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

As condicdes de cultivo influenciaram o comprimento dos brotos e o nimero 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 concentracdes de BAP e a niveis 6timos de reguladores de
crescimento vegetal atingidos durante o 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 (GRATTAPA-
GLIA; MACHADO, 1998). Resultados semelhantes foram obtidos em Eucalyptus (GRATTAPAGLIA; AS-
SIS; CALDAS, 1987), Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken (FLORES; NICOLOSO; MALDANER, 2007) ¢
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 ¢ 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 multiplicagcdo, sendo o alongamento e o enraizamento
dos brotos conduzidos em meio isento desse fitorregulador (FLORES; NICOLOSO; MALDANER, 2007).
Entretanto, deve ser salientado que foi testado apenas uma fase de cultivo na presenga de citocinina € uma
de subcultivo na auséncia dessa, e talvez a manutencao das microcepas por periodos mais longos de cultivo
na auséncia de citocinina, reduza o potencial de desenvolvimento em nimero de brotos, como o observado
em explantes de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes), apos trés subcultivos em meio de cultura sem
suplementacdo de BAP (SOARES et al., 2011).

No que se refere aos resultados obtidos para o segundo ensaio realizado, ndo houve interagao (P
> 0,05) entre 0 meio de cultura, a adi¢do ou ndo de carvao ativado e as sucessivas coletas na manutengao
e produtividade de brotagdes nas microcepas para nenhuma das variadveis analisadas. A sobrevivéncia ¢ a
brotagao das microcepas nao foram influenciadas por nenhum dos fatores testados, apresentando médias
de 99,6 ¢ 99,4%, respectivamente, indicando que as condi¢des avaliadas para manutengdo in vitro de
microcepas de grapia também foram satisfatorias nesse experimento (Tabela 2).
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TABELA 2: Porcentagem de sobrevivéncia (S%) e brotagdo (B%) das microcepas, nimero de brotos (NB),
comprimento dos brotos (CB), numero de microestacas por broto (MB) e por microcepas (MM) de
Apuleia leiocarpa cultivadas em diferentes meios de cultura suplementados ou ndo com carvao ativado e
avaliados em trés coletas.

TABLE 2:  Percentage of survival (S%) and shoot formation (B%) of micro-stumps, number (NB) and length of
shoots (CB), number of micro-cuttings per shoot (MB) and per micro-stump (MM) of Apuleia leiocarpa
grown in different culture media supplemented or not with activated charcoal and evaluated three times.

Tratamento S (%) B (%) NB CB (cm) MB MM
Meio de cultura
WPM 100,0 98,9 2,6 b 1,9a 2,3 5,9
MS 99,4 100,0 2,9 ab 1,6 b 2,2 6,0
YA MS 99,6 99,4 3,1a 1,8 ab 2,2 6,2
Carvao ativado
0 99,4 98,9 32a 1,4b 1,9b 5,8b
1,5 100,0 100,0 2,5b 2,1a 2,6 a 6,3 a
Coletas
1° (30 dias) 100,0 100,0 2,6 b 2,8a 29a 74 a
2° (60 dias) 99,0 99,4 2,8 ab 1,5b 22b 6,2b
3°(90 dias) 100,0 98,9 3,1a 09c¢ I,S5c 4,6 ¢
M¢édia 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

Em que: Valores seguidos de letra diferente diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Quanto a influéncia dos diferentes meios de cultura, o numero de microestacas por broto e por
microcepa nao varia significativamente. Ja o maior nimero de brotos foi observado no meio de cultura >
MS, mas sem diferir significativamente do meio de cultura MS. Para o comprimento dos brotos, o 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 relagio com o fato de o meio de cultura WPM apresentar 25% das
concentracdes de ions nitrato e amdnia do meio MS, como o 2 MS corresponder a metade da concentragao
de sais do meio MS. Além disso, o meio de cultura WPM foi desenvolvido especialmente para espécies
lenhosas, para as quais modificagdes como a reducdo da concentragdo de macronutrientes apresentam
melhor desempenho (BERTOZZO; MACHADO, 2010). Assim, novos estudos podem ser realizados com
objetivo de avaliar o efeito de meios de cultura mais diluidos, como por exemplo, o meio de cultura WPM
com a metade da concentracdo de sais. Contudo, o uso de meio de cultura mais diluido pode exigir mais
transferéncias para meio de cultura fresco e assim, maior investimento em mao de obra e aumento do risco
de perda por contaminagao.

A adi¢fo 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. A manutengdo das microcepas em meio de
cultura sem carvao ativado resultou em maior nimero 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 ndo se conhecer ao certo a quantidade que pode ser adsorvida pelo mesmo
(LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2009). As citocininas, tais como a BAP, sdo importantes na regulacio
da morfogénese em explantes, pois estimulam a divisdo das células, a inducdo e a proliferacdo de brotagdes
(TAIZ; ZEIGER, 2013). Nesse caso, a presenca de carvao ativado no meio de cultura pode ter ocasionado
a redugdo dos teores de citocinina adicionada ao meio de cultura e seu consequente efeito na superacao
da dominéncia apical, o que resultou em menor nimero de brotagdes nas microcepas mantidas em meio
de cultura com carvao ativado (Tabela 2). Cabe ressaltar que, apesar da menor formagdo de brotagdes
nas microcepas cultivadas em meio de cultura com carvao ativado, estes se mostraram vigorosos € com
coloragdo verde intensa, o que nao foi observado nas microcepas mantidas em meio de cultura sem carvao
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ativado. Além disso, o carvao ativado promoveu o aumento do comprimento das brotagdes e do numero de
microestacas por brotagdo e por microcepa.

O carvao ativado ¢ adicionado ao meio de cultura no intuito de otimizar o crescimento € o
desenvolvimento celular nas diferentes fases da cultura de tecidos (VIEITEZ et al., 2009). Entretanto, pouco
se conhece sobre os efeitos do carvao ativado na adsor¢do de compostos fendlicos nos cultivos in vitro,
sendo utilizado em protocolos de regeneragio de espécies lenhosas (GOMES et al., 2010; GUTIERREZ et
al., 2011; SARTOR et al., 2013) com o intuito de diminuir a taxa de oxidagao dos explantes. Desse modo,
apesar do carvao ativado nao ter contribuido para o aumento do nimero de brotacdes, 0 mesmo promoveu
0 aumento do numero de microestacas por brotacao, que define a taxa de multiplicagdo in vitro.

Houve diferencas significativas entre as coletas sucessivas para o nimero e comprimento dos brotos
e numero de microestacas por broto e por microcepa. O niumero de brotos foi superior na terceira coleta,
mas sem diferir da segunda coleta. Esse aumento no niimero de brotos formados nas microcepas de grapia
apos as sucessivas coletas equivale a 16% de acréscimo da primeira para a terceira coleta. Por outro lado,
o comprimento dos brotos e o nimero de microestacas por broto e por microcepa foi significativamente
superior na primeira coleta. O comprimento dos brotos teve reducdo de 67,8%, enquanto o numero de
microestacas por broto e por microcepa apresentou reducdo de 48,3% e 37,8%, respectivamente, da
primeira para a terceira coleta (Tabela 2). E possivel que o aumento do niimero de brotos associado a
reducdo do comprimento e do niimero de microestacas nas coletas sucessivas seja em decorréncia da
distribuicao desigual dos carboidratos disponiveis em fun¢do de uma relagdo de competicdo estabelecida
entre os diferentes processos. A competicao determina a distribuigdo dos aglicares de transporte entre os
varios tecidos-drenos da planta (TAIZ; ZEIGER, 2013). A planta apresenta diversos 6rgaos-dreno e existe
a presenga de mecanismos para definir qual 6rgdo recebera maior influxo de recursos (FARRAR, 1993).
Além disso, salienta-se que as coletas nas microcepas de grapia foram realizadas em intervalos de 30 dias,
periodo que pode ter sido insuficiente para a formagdo de novas gemas e obtencdo de brotos de maior
comprimento. Possivelmente, o uso de concentragdo de carvao ativado superior a utilizada neste estudo, ou
ainda, o aumento do intervalo entre as coletas possibilitaria maior alongamento dos brotos e, assim, maior
facilidade de manipulagdo das microcepas e aproveitamento dos explantes.

Neste estudo, foi observado que as raizes das microcepas de grapia apresentaram a formagao de calo
(Figura 1 B), brotos nos calos (Figura 1 C) e oxidagdo. O meio de cultura influenciou apenas na formagao de
calo, cuja maior resposta foi observada em meio de cultura %2> MS (Tabela 3). O carvao ativado influenciou
a porcentagem de calo, de calo com brotacdes e a oxidagao das microcepas da grapia. Microcepas mantidas
em meio de cultura sem carvao ativado apresentaram 97,6% de calo, diferindo significativamente das
microcepas mantidas em meio de cultura com adi¢@o de carvao ativado, que apresentaram 1,6% de calo
(Tabela 3). A maior formacao 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 indugdo 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 formagdo de brotagdo
multipla em 58,4%, o que ndo foi verificado nos calos das raizes das microcepas mantidas em meio de
cultura com carvao ativado, que ndo apresentaram a formagao de brotos.

Nas raizes das microcepas de grapia mantidas em meio de cultura sem carvao ativado também foi
observada a presenca de oxidacdo (Tabela 3). As microcepas cultivadas em meio de cultura sem carvao
ativado apresentaram 67,1% de oxidagdo, significativamente superior ao tratamento com carvao ativado,
no qual ndo foi verificada oxidagao.

Esse resultado pode estar associado ao efeito adsorvente do carvao ativado, que imobiliza parte
das substancias presentes no meio de cultura, incluindo compostos fendlicos produzidos pelos explantes
(WERNER et al., 2009). A oxidacdo ocorre em funcao da liberagdo de compostos fenolicos in vitro, os
quais sao oxidados pelas enzimas polifenases, produzindo substancias toxicas, modificando a absorcdo de
metabolitos e inibindo o crescimento dos explantes (ANDRADE; LUZ; LACERDA, 2000).
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TABELA 3: Porcentagem de calo (C%), de calos com a formagdo de brotagdes por organogénese indireta (CBR%)
e de oxidagdo (0%) em microcepa de Apuleia leiocarpa mantidas em diferentes meios de cultura
suplementados ou ndo com carvao ativado e avaliados durante em trés coletas.

TABLE 3:  Percentage of callus (C%), calluses with indirect organogenesis of shoots (CBR%) and oxidation (0%)
of Apuleia leiocarpa micro-stumps grown in different culture media supplemented or not with activated
carbon and evaluated three times.

Tratamentos C (%) CBR (%) 0O (%)
Meio de cultura
WPM 48,1b 26,8 35,4
MS 483 b 29,4 29,8
Y2 MS 52,4a 32,2 35,5
Carvao ativado
0 97,6 a 58,4a 67,1a
1,5 1,6 b 0,8b 0,0b
Coletas
1° (30 dias) 48,8 92c¢ 12,4 ¢
2° (60 dias) 50,0 322b 383b
3°(90 dias) 50,0 46,9 a 50,0 a
Média 49,6 29,4 33,6
CV (%) 12,9 48,6 37,8

Em que: Valores seguidos de letra diferente diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Até 90 dias de cultivo ndo foi verificado efeito inibidor da oxidagdo, pois nos tratamentos sem
uso de carvao ativado houve oxidagdo assim como a formagao de calos e brotos. Contudo, apés a terceira
avaliagdo, as brotagdes 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 condigdo
ideal para a manutencdo in vitro dos calos e o adequado desenvolvimento dos brotos, para a produgdo de
mudas de grapia via organogénese indireta. E possivel que a transferéncia dos calos ap6s 90 dias para meio
de cultura suplementado com carvao ativado possa prolongar o periodo de cultivo, pois a adi¢do de carvao
ativado ao meio de cultura se justifica em espécies lenhosas cujo estabelecimento e crescimento in vitro
sdo dificultados ou limitados pelas substancias fenolicas e taninos eliminados pelo explante (OLIVEIRA;
DIAS; BRONDANI, 2013).

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

Os resultados deste trabalho mostram claramente 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 isento de
citocinina, favorece a inducdo de brotos nas microcepas. Além disso, o meio de cultura /2 MS aumenta
a formacao de brotagdes nas microcepas e de calo na raiz das microcepas, enquanto o WPM favorece o
alongamento dos brotos. O uso do carvéo ativado também favorece o alongamento dos brotos e o numero de
microestacas por broto e por microcepa, enquanto o meio de cultura sem suplementag@o de carvdo ativado
favorece a formacao de calos e de brotacdes via organogénese indireta. As coletas sucessivas favorecem a
formagao dos brotos, entretanto resulta em reducgdo do crescimento e da taxa de multiplicagdo.

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 niimero de microestacas
por microcepa, a manutengdo in vitro de microcepas de grapia 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
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multiplicagdo, aos 30 dias de cultivo (LENCINA et al., 2014). Sendo assim, a manuten¢do das microcepas
in vitro aumenta a taxa de multiplicacdo em 10 vezes, demonstrando claramente seu potencial de utilizagdo
na micropropagacao de grapia, pelo fornecimento de explantes que serdo empregados no enraizamento
in vitro ou ex vitro, bem como para a conserva¢ao de germoplasma. Estudos relacionados a avaliagcdo da
capacidade de producao das microcepas, do niimero de subcultivos, e da capacidade morfogenética indireta
dessa espécie sdo relevantes, tanto para a conservagao quanto para a multiplicagdo in vitro de grapia.

CONCLUSOES

A indugdo e o crescimento de brotos nas microcepas de grapia sdo favorecidos nos cultivos em
meio de cultura WPM ou 2 MS acrescido de 8,8 uM de BAP, com posterior subcultivo para meio de cultura
isento de citocinina.

A suplementagdo do meio de cultura com 1,5 g L' de carvao favorece a producgdo de microestacas
por microcepa. O meio de cultura sem adi¢do de carvao ativado promove a produgdo de calos e de brotos
via organogénese indireta.

A manuten¢@o de microcepas in vitro maximiza a taxa de multiplicacdo da grapia, constituindo-se
de metodologia promissora para a produ¢ao de mudas por micropropagacao.
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