Ciéncia Rural, Santa Maria, v.40, n.12, p.2598-2602, dez, 2010

ISSN0103-8478

Micropropagacio de framboeseira em diferentes concentracdes de ferro

Adjustment of the iron concentration in the culture medium to raspberry micropropagation

Roberto Pedroso de Oliveira™ Paulo Sérgio Gomes da Rocha' Vanessa Flores Gularte"
Walkyria Bueno Scivittaro'

-NOTA -

RESUMO

Objetivou-se otimizar a micropropagag¢do das
cultivares ‘Heritage’ e ‘Batum’ de framboeseira, ajustando-se
a concentragdo de ferro do meio de cultura. Os tratamentos,
avaliados durante a fase de multiplicagdo dos explantes,
consistiram em modificagdbes do meio MS quanto a
concentragdo de ferro (0, 25, 50 e 75mg L' de FeSO,.7H,0).
Foram realizados trés subcultivos de 45 dias, sob condigdes
ambientais de 25+4°C, 20uE m? s e fotoperiodo de 16 horas.
Utilizou-se delineamento experimental inteiramente
casualizado, em um bifatorial (duas cultivares x quatro doses
de FeSO,7H,0), com quatro repeti¢oes, sendo as unidades
experimentais constituidas por um frasco contendo cinco
explantes de 8-10mm com trés a quatro gemas.
Independentemente da concentrag¢do de ferro do meio de
cultura, a ‘Heritage’ apresentou maior nimero médio de brotos
por explante (6,9), proporcionando a produgdo de 501,1
plantas em trés subcultivos, enquanto que a ‘Batum’ apresentou
niumero de brotos de 6,0 e produc¢do de 306,3 plantas. A
concentragdo ideal de FeSO,7H,0 no meio de cultura para
multiplicagdo in vitro dos explantes foi de 43,4mg L', para a
‘Heritage’, e de 43,1mg L, para a ‘Batum’.

Palavras-chave: ‘Batum’, ‘Heritage’, cultura de tecidos,
produgdo de mudas.

ABSTRACT

The aim of this research was to optimize the
micropropagation of ‘Heritage‘ and ‘Batum’ raspberries,
adjusting the iron concentration in the culture medium. The
treatments were evaluated during the explant multiplication,
using MS medium modified in FeSO,7H,0 concentration (0,
25, 50 and 75mg L). The experiment was carried out during

three subcultures of 45 days under 2544°C, 20uE m> s and
photoperiod of 16 hours. The experimental design was a factorial
entirely randomized (two cultivars x four FeSO,.7H,O
concentrations) with four replications. The experimental unit
consisted of a flask with five explants (8-10mm diameter with
three to four shoots). Independently of the iron concentration
in the culture medium, ‘Heritage’ showed the highest number
of shoots per explant (6.9) providing the production of 501.1
plants in three subcultures, while ‘Batum’ showed 6.0 shoots
per explant and production of 306.3 plants. The best
FeSO,7H,0 concentration in culture medium for explant
multiplication was 43.4mg L' for ‘Heritage’ and 43.1mg L'
for ‘Batum’.

Key words: ‘Batum’, ‘Heritage’, tissue culture, plant
production.

A framboeseira (Rubus idaeus 1.) ¢ uma
espécie do grupo das pequenas frutas. Trata-se de uma
cultura de baixo custo de implantac¢do, que demanda
bastante mao-de-obra, mas que apresenta alta
rentabilidade por hectare (OLIVEIRA & NINO, 2009).
No Brasil, a producdo de framboesa ¢é realizada
principalmente nos Estados de Sdo Paulo, Minas Gerais
e Rio Grande do Sul, com uma érea cultivada de 60ha e
produgdo anual de 180 toneladas, sendo as cultivares
‘Heritage’ ¢ ‘Batum’ as mais plantadas (IBGE, 2010).

A propagacdo da framboeseira pode ser
realizada por estaquia de raizes, enraizamento de
estacas e por cultura in vitro de tecidos, sendo este
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ultimo procedimento o mais seguro para evitar
contaminacdes por patdgenos. O género Rubus ¢
bastante responsivo in vitro, obtendo-se taxas de
multiplicagdo satisfatorias, com valores variando de
3,0a7,9 por subcultivo de 30 a 45 dias, dependendo da
cultivar e das condi¢des de cultivo (OLIVEIRA & NINO,
2009). No entanto, uma observagio mais detalhada das
plantas propagadas na Embrapa Clima Temperado
indicou a existéncia de sintomas de clorose internerval,
confirmada, apds andlise quimica, como sendo
decorrente de deficiéncia de ferro (DECHEN &
NACHTIGALL,2006).

O ferro ¢ um micronutriente essencial para a
organizagdo dos meristemas e crescimento das
brotagdes (HANSEN etal., 2006). Em cultura de tecidos,
pode ser adicionado nas formas quelatizada ou
inorganica, sendo utilizado, no meio MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962), a fonte FeSO,.7H, 0.

O objetivo deste trabalho foi otimizar a
produgdo in vitro de mudas das cultivares Heritage e
Batum de framboeseira, por meio do ajuste da
concentragdo de ferro em meio de cultura MS.

O trabalho foi realizado no laboratdrio de
Cultura de Tecidos da Embrapa Clima Temperado, em
Pelotas-RS, utilizando as cultivares ‘Heritage’ e
‘Batum’. Ponteiros foram coletados na Colecdo de
Pequenas Frutas da Embrapa Clima Temperado. A
desinfestacao foi realizada em solugdes compostas por
alcool etilico a 70% (v/v) e por hipoclorito de sodio
(NaOCl) a 1% (v/v). Em seguida, foram lavados trés
vezes com agua destilada e autoclavada.

Trinta meristemas (+0,3mm) de cada cultivar
foram isolados em camara de fluxo laminar, sob lupa
estereoscopica. Em seguida, os meristemas foram
inoculados, individualmente, em tubos de ensaio (15mm
x 150mm) contendo 6mL de meio MS semi-so6lido
acrescido de 1mg L' de 6-benzilaminopurina (BAP),
0,01mg L"! de 4cido naftalenoacético (ANA), 0,Img L™
de 4cido giberélico (AG,), 30g L' de sacarose e 7g L”!
de agar. Apos a adicdo de agar, o pH do meio de cultura
foi ajustado para 5,9. A autoclavagem foi realizada a
temperatura de 121°C sob 1,5atm, por 15 minutos. O
cultivo dos meristemas foi feito em sala de cultura com
intensidade luminosa de 20uE m?2 s, 25£2°C e
fotoperiodo de 16 horas.

Ap6s 60 dias, avaliou-se a porcentagem de
sobrevivéncia dos meristemas de ambas as cultivares,
os quais foram transferidos para frascos de vidro
(120mm de altura x 50mm de diametro) contendo 40mL
de meio MS com 0,8mg L' de BAP, 30g L' de sacarose
e 7g L' de agar. O ajuste do pH, a autoclavagem e as
condig¢des de cultivo foram realizados da mesma forma
relatada anteriormente. Foram conduzidos trés
subcultivos de 45 dias (subcultivos 1, 2 ¢ 3) para
multiplicagdo dos explantes.

Explantes de 8-10mm contendo 3-4 gemas
de cada cultivar foram avaliados por trés subcultivos
de 45 dias (subcultivos quatro, cinco e seis), sob
condi¢des ambientais de 25+4°C, 20uE m? s' e
fotoperiodo de 16 horas, em meio MS modificado quanto
a concentragdo de FeSO,.7H,O (0, 25,50 € 75mg L),
acrescido de 0,8mg L' de BAP, 30g L' de sacarose e 7g
L' de agar. O delineamento utilizado foi inteiramente
casualizado, em um bifatorial (duas cultivares x quatro
concentracdes de ferro), com quatro repeti¢cdes. A
unidade experimental foi constituida por um frasco
contendo cinco explantes. As varidveis analisadas
foram: taxa de multiplicacdo (numero de brotos
produzidos ao final de cada subcultivo por explante
inoculado) e comprimento de brotos (mm). Para a
determinag@o do numero total de brotos (plantas)
produzidos por explante, multiplicaram-se os valores
obtidos nos subcultivos quatro, cinco ¢ seis.

Os dados foram submetidos a analise de
variancia, comparando-se as médias do fator cultivar
pelo teste de Tukey (P<0,05) e do fator concentragio
de ferro no meio de cultura, por analise de regressao
polinomial.

A porcentagem de sobrevivéncia dos
meristemas inoculados foi de 70% para a cultivar
‘Heritage’ e de 43% para a cultivar ‘Batum’. Nos trés
subcultivos iniciais em meio MS completo com 0,8mg
L' BAP (subcultivos um, dois e trés), todos os brotos
de framboeseira apresentaram sintomas de deficiéncia
de ferro. Isso demonstra que a framboeseira ¢ mais
exigente nesse micronutriente do que a maioria das
espécies (HANSEN et al., 2006). Nos trés subcultivos
posteriores (4, 5 e 6), determinou-se significancia da
interagdo entre os fatores cultivar e concentragdo de
ferro no meio de cultivo sobre o numero de brotos de
framboeseira (Figura 1A, 1B e 1C). Para as duas
cultivares estudadas, o efeito da concentragao de ferro
do meio de cultura sobre o nimero de brotos
produzidos foi ajustado a modelos quadraticos de
regressdo nos trés subcultivos. Na figura 1B e 1C,
subcultivos cinco e seis, observa-se desempenho
similar das duas cultivares quanto a taxa de
multiplicacdo nas diferentes concentragdes de
FeSO,.7H,0, embora a ‘Heritage’ sempre tenha sido
mais responsiva in vitro. Apenas no subcultivo quatro
os resultados foram distintos (Figura 1A),
provavelmente em fun¢ao da mudanga na composigdo
do meio de cultivo. A auséncia de ferro no meio
ocasionou morte de todos os brotos no subcultivo
seguinte, confirmando sua essencialidade.

Com base nos resultados obtidos nos
subcultivos quatro, cinco e seis, determinaram-se as
concentragdes de FeSO,.7H O que otimizam a
multiplicacdo da cv. ‘Heritage’ (853,3 brotos) e da
‘Batum’ (523,7 brotos), as quais foram 43,4 ¢43,lmg L"!,

Ciéncia Rural, v.40, n.12, dez, 2010.



2600 Oliveira et al.

(A) 12 # Heritage' B Batum'

2

= 8

5

o 6

S 4

z . ‘Heritage': v =-0,003x> + 0,238x + 4,731; R? = 0,38+*

£ 'Batum': y =-0.001x> + 0,067x + 6,344; R? = 0,50%*

:aé 0 T T T 1

0 25 50 75
FeSO, H,0 (mg L)
B) 12 7 & Heritage' ® Batum'
10 1
=
= &4
o
= 44 X s
z . Heritage: y = -0,004x" + 0.400x + 0.365: R™ = 0,95%*
£ - 'Batum': y = -0.004x" + 0.354x + 0.205: R” = 0,98%*
= 0 T T 1
z
0 25 50 75
FeSO,.7TH,0 (mgL™)

© 12 # Heritage' ®m Batum'

L 10

E 8

5 6

= 2 Heritage: y = -0,0043x" + 0,4054x+ 0,435: R"=0,93%*

'E ‘Batum': y = -0,004x" + 0,372x + 0,362: RY=0,04%

o 0 b d T T 1

z
0 25 50 75

FeS0,.7TH,0 (mgL™)
D) 1000 # Heritage' ® Batum'
800 ¢
S .
2 600 1
S [ ]
5] L4
= 400 A -
g 200 A Heritage': y = -0.430:C + 37.323x+ 43,436: R* = 0,02+
5 Batum': y = -0,266x + 22,901x+ 30,832; R~ = 0,92%*
2 O T T 1
0 25 50 75
FeS0,.7H,0 (mgL™)

Figura 1 - Numero de brotos de framboeseira (Rubus idaeus L. ‘Heritage’ e
‘Batum’) obtidos no 4¢ (A), 5¢ (B) e 6° (C) subcultivos em meio MS
com diferentes concentragdes de ferro. O grafico (D) refere-se ao
numero médio de brotos obtidos nos trés subcultivos.

respectivamente (Figura 1). Essas concentragdes de O ntmero médio de brotos foi 6,9 para
ferro sdo bastante superiores a recome.ndada por ‘Heritage’ e 6,0 para ‘Batum’, proporcionando, nos trés
MURASHIGE & SKOOG (1962) no seumeio MS, que ¢ subcultivos, produgdo de 501,1 ¢ de 306,3 plantas por

de 27,85mg L. Os resultados evidenciam a necessidade
de suplementacdo do meio MS com ferro para a
micropropagacao de framboeseira.

explante, respectivamente (Figura 1D). O maior
potencial de multiplicag@o da ‘Heritage’ em relagdo a
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‘Batum’ ja havia sido demonstrado por OLIVEIRA &
NINO (2009).

Independentemente da cultivar e da
concentragdo de ferro no meio de cultura, o nimero
médio de brotos foi de 6,5 por subcultivo,
proporcionando a producdo de 403,7 plantas ao final
dos trés subcultivos estudados. Esse resultado

evidencia a facilidade de micropropagagio da
framboeseira.

Para a varidavel comprimento de brotos, a
significancia da interagdo entre os fatores cultivar e
concentracdo de ferro foi determinada apenas nos
subcultivos 4 e 5 (Figura 2A e 2B), nos quais o
desempenho da ‘Heritage’ foi superior ao da ‘Batum’.
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Figura 2 - Comprimento de brotos de explantes de framboeseira (Rubus idaeus L.
‘Heritage’ e ‘Batum’) no 4¢ (A), 5° (B) e 6° (C) subcultivos em meio
MS com diferentes concentragdes de ferro. O grafico (D) refere-se ao
comprimento médio de brotos nos trés subcultivos.
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Para ambas as cultivares, o efeito da concentragdo de
ferro do meio de cultura sobre o comprimento dos brotos
desenvolvidos in vitro ajustou-se ao modelo
quadratico de regressdo. Com base na média dos trés
subcultivos, determinaram-se 43,5 e 46,1mg L' como
sendo as concentragdes de FeSO,.7H,O que otimizam
o comprimento médio dos brotos das cultivares
‘Heritage’ (15,9mm) e ‘Batum’ (14,3mm),
respectivamente (Figura 2D). Sob concentragdes de
FeSO,.7H,O inferiores a 25mg L' no meio de cultura,
os brotos apresentavam-se finos e curvados,
concordando com a descrigdo apresentada por
DECHEN & NACHTIGALL (2006) para deficiéncia de
ferro.
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