MULTIPLICACAOQin vitro DE AMOREIRA-PRETA CULTIVAR BRAZOS
In vitro multiplication of blackberry cv. Brazos
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RESUMO

A micropropagacdo da amoreira-preta pode gerar plantas livres de virus e em curto espago de tempo. Com o objetivo de
aprimorar técnicas de micropropagacao de amoreira-preta cultivar Brazos (Rubus idaeus L .), segmentos nodais, oriundos de plantulas
preestabelecidas in vitro foram excisados e inoculados em meio WPM (0, 50, 100, 150 e 200%), suplementado com diferentes
concentragdes de BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0 e4,0 mg L1). Apbs ainoculagdo, os explantes foram transferidos para sala de crescimento a
27+1°C, irradiancia de 35 mmol m2 s e fotoperiodo de 16 horas, onde permaneceram por 60 dias. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado, utilizando-se de quatro repeti¢des com quatro explantes cada. Maior nimero de brotos foi
proporcionado com 1,0 mg L™ de BAP associado a 100% de meio WPM e maior comprimento médio dos brotos apds 60 dias foi
verificado em 1,0 mg L* de BAP associado a 200% de meio WPM. Maior peso de matéria seca da parte aéreafoi obtido em meio WPM
200% acrescido de 0,5 mg L' de BAP.

Termos para indexacdo: Rubusidaeus L., micropropagacdo, benzilaminopurina, meio de cultura WPM.

ABSTRACT

With the objective of multiplying blackberry cv. Brazos, nodal segments, coming from in vitro plants previously selected,
were excised and inoculated in WPM culture medium (0, 50, 100, 150 and 200%), supplemented with different concentrations of
BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0 and 4,0 mg L"%). After inoculation, the explants were transferred to culture room, at 27+1°C temperature,
35 mmol m2 sof irradiance and photoperiod of 16 hours, for 60 days. The experimental was a design randomized complete block,
with four replications and four explants each. Greater number of sprouts was provided with 1,0 mg L of BAP associated with
100% WPM culture medium and larger sprouts length average after 60 days were verified in 1,0 mg L* of BAP associated with
200% WPM culture medium. Higher dry matter weight of the aerial part was obtained in 200% WPM culture medium added with
0,5mg Lt of BAP.

Index terms: Rubusidaeus L., micropropagation, benzilaminopurin, WPM culture medium.
(Recebido para publicagéo em 23 de janeiro de 2004 e aprovado em 27 de setembro de 2004)

Sul, a amoreira-preta é também cultivada por pequenos
produtores de Santa Catarina, Parana e Sul de Minas Gerais,
restringindo-se neste Estado, apenas ao plantio na

INTRODUGCAO

Muitas espécies do género Rubus, ao qual

pertencem a framboesa e a amora-preta, sdo originérias da
regido mediterrénea, tém uma longa historia de cultivo e
hoje encontram-se disseminadas pelo mundo (ANTUNES,
1999).

Os maiores produtores de amora-preta na América
do Sul sdo a Argentinae o Chile (JENNINGS & MCNICOL,
1991). O Brasil, apesar de seu grande potencial, ndo
apresenta producgo significativa desta fruta. O estado que
se destaca é 0 Rio Grande do Sul, sendo suas principais
regifes produtoras proximas as cidades de Feliz e Pelotas,
onde se encontra a Embrapa/Centro de Pesquisa
Agropecuéaria de Clima Temperado, que desenvolve
pesquisas com peguenos frutos. Além do Rio Grande do

EPAMIG/Fazenda Experimental de Caldas, localizado no
municipio de Caldas.

A propagacdo da amoreira-preta é feita
normalmente por estacas de raizes (CADWELL, 1984) que,
por ocasido do repouso vegetativo, sdo preparadas e
enviveiradas em sacolas plasticas. Podem também ser
usados brotos (rebentos) originados de plantas
cultivadas, além de estacas herbaceas (ANTUNES, 1999;
RASEIRA et a., 1984). Outra dternativa viavel éacultura
de tecidos, por meio da micropropagacao, com o intuito
de se obterem plantas livres de virus, geneticamente
uniformes e em curto espaco de tempo (SANTOS &
RASEIRA, 1988).
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Entretanto, a elevada variabilidade de
comportamento in vitro obriga a se desenvolver condicdes
especificas de cultivo, pois nem todas as espécies do
género Rubus possuem grande coeficiente de propagacdo
invitro (KISS & ZAKYTO, 1978; LEONTIEV-ORLOV,
1989).

Os meios de cultura séo parte essencial da cultura
de tecidos. O meio basico WPM (Wood Plant Medium) de
Loyd & McCown (1980) foi desenvolvido para cultura de
brotagBes de plantas lenhosas e apresenta % das
concentragBes de NO, e NH,* do meio MS, além de possLir
mais potassio e um alto nivel de ions sulfato. Entretanto,
para cadatipo de espécie, cultivar e explante, 0 meio mais
adequado e €ficiente € varidvel. Para determinar qual o
melhor meio de cultura deve-se realizar diversos ensaios
(BRUM, 2001).

Os reguladores de crescimento sdo substancias
sintéticas que, apresentam propriedades quimicas
semel hantes a dos horménios vegetais (TOMBOLATO &
COSTA, 1998). O tipo de citocinina e sua concentracdo
s80 os principais fatores que influenciam o sucesso da
multiplicago in vitro. Testes de diversas combinages de
citocinina com outros reguladores de crescimento sdo
muito comuns para o gjustamento dos meios de cultura
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

O BAP (6-benzilaminopurina) tem sido muito
eficiente na multiplicacéo de partes aéreas e indugdo
de gemas adventicias em diversas espécies (HU &
WANG, 1983), e éacitocininamais utilizada, seguida
pela cinetina e 2iP (isopenteniladenina). Para
multiplicacdo em meio de cultura, em geral, suas
concentragbes variam de 0,1 a5 mg L (TOMBOLATO
& COSTA, 1998).

O f&cil enraizamento de brotos de um hibrido
‘amora-preta x framboesa’ foi obtido por Kiss & Zakyto
(1978) em meio Nitsch e Nitsch com 3 % de sacarose e 1,0
mg L2 de AIB (Acido indolbutirico).

A cultura de gemas axilares das cultivares
‘Smothstem’ e‘US64-39-2 foi redlizadaemmeio M Sliquido
adicionado de 1,0 mg L™*de BAP, 0,1 mg L"*deAG, (acido
giberélico) e 1,0 mg L-*de AIB, sendo posteriormente
transferida para meio sélido, onde houve rapida
proliferacdo dos brotos (BROOME & ZIMMERMAN,
1978).

Objetivou-se com este trabalho avaliar ainfluéncia
de diferentes concentragdes dos componentes do meio
WPM e BAP, na micropropagacdo de amoreira-preta
cultivar Brazos.

MATERIAL E METODOS

Segmentos nodais de amoreira-preta, cultivar
Brazos, com cerca de 2 cm e 2 gemas axilares/explante,
oriundos de plantas preestabelecidas in vitro no
laboratério de cultura de tecidos de plantas da Embrapa
Clima Temperado-Pelotas, RS, foram inoculados em meio
de cultura WPM nas concentragdes de 0, 50, 100, 150 e
200%, combinadas com cinco concentraces de BAP (O;
0,5 1,0; 2,0e 4,0 mg L. O pH do meio de cultura foi
gjustado para 5,8 antes da autoclavagem (15 minutos a
120°C e 1,5 atm de pressao) e adicionado decom6 g L-
1 de &gar e 30 g L de sacarose.

Os segmentos nodais foram inoculados em tubos
de ensaio (20 x 150mm), contendo 12 mL do meio de cultura
e posteriormente transferidos para sala de crescimento a
27+1°C, irradiancia de 35 mmol m=2 s?e fotoperiodo de 16
horas, permanecendo nestas condic¢des por 60 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticdes, sendo cada
repeticdo formada por quatro tubos de ensaio e cada tubo
com um explante. As variaveis analisadas foram niimero,
comprimento médio dos brotos e peso da matéria seca dos
brotos. Os resultados foram submetidos & andlise de
variancia, utilizando-se de regressdo polinomial para
concentracdes de BAP e meio WPM.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve aumento do nuamero de brotos com o
aumento da concentragcdo do meio WPM. Na
concentragdo de 1,0 mg L de BAP o comportamento foi
quadrético, indicando que houve aumento até cerca de
150% do meio WPM. Depois, estabilizou-se e até mostrou
certo decréscimo. Maior niimero de brotos/planta (2,63)
foi obtido em 100% de meio WPM com 1,0 mg L de BAP
(Figura l).

Brum (2001) obteve também maior nimero de
brotos em figueira cultivar ‘Roxo de Valinhos’ com a
mesma concentracao de meio WPM. Fraguas (2003), com
autilizacdo de 0,5 mg L de cinetina e 100% do meio
WPM obteve brotos maiores e bem formados, mas
brotagdes pequenas com a utilizagdo de BAP em figueira.
Na auséncia de BAP, ndo houve producgéo de brotos, em
todas as concentracdes de meios WPM utilizados.

Em trabalho com macieira, Yui (1990) observou
melhores resultados com a aplicacdo de 5,0 mg L-*de BAP,
comprovando que este regulador de crescimento deve ser
incorporado ao meio de cultura para aumentar a taxa de
multiplicagdo dos brotos. Um maior nimero e peso de
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matéria fresca de brotos de crisntemo foram
proporcionados por 200% de meio WPM combinado com
4,0mg L2 deBAP (FINOTTI et a., 2002).

Souza (1995), trabalhando com cultivar ‘Ebano’ em
meio MS, observou que na auséncia de sacarose, houve
uma producdo média de 2,9 brotos e com 35,3 g L de
sacarose houve uma producéo de 18,2 brotos. Esta resposta
sugere que, o explante utilizou-se de suas reservas de
nutrientes para induzir as novas brotaces ou produziu,
sua prépria energia pela fotossintese. Babic & Neskovic
(1984) registraram uma produgéo and oga de brotos para
as cultivares Smoothstem e Thornless em meio de cultura
com a concentragéo de sacaroseemtornode30g L™

Maior comprimento médio de brotos (7,87 cm) foi
observado com 1,0 mg Lt de BAP, em meio WPM 200%
(Figura 2). Na concentragéo de 2,0 mg L de BAP o
comportamento foi quadratico, indicando que houve
aumento até 200% do meio WPM. Houve crescimento dos
brotos com 1,0 mg L de BAP até cerca de 150% do meio
WPM. Depois, estabilizou-se e até mostrou certo decréscimo.
Mesmo na auséncia de meio WPM, pode-se observar
crescimento dos brotos para as concentracdes de BAP.

Esse crescimento dos brotos, verificado na auséncia
de meio WPM, pode ter sido um estiolamento da amoreira-
preta, pois, 0 crescimento e desenvolvimento de brotos de
plantulasin vitro, na auséncia de micro e macronutrientes
do meio de cultura € praticamente inexistente.

Schuch (1989), trabalhando com macieira
‘Marubakaido’, verificou queamelhor taxade multiplicacéo

3,0

NUmero médio dos brotos

foi obtidacom 2,0 mg L de BAP.

Para James (1981), o BAP em concentragdes variando
de 1,0a2,0mg L, namultiplicacdoin vitro de porta-enxerto
de macieiracv. M9, mostrou também ser eficiente.

Pasqual et al. (1991) observaram que brotos mais
alongados da cultivar Ebano de amoreira-preta sio
obtidos com 1,0 mg Lt de BAP, 0,001 mg L de ANA
(Acido naftaleno acético) e que a adicdo de AG, a0 meio
com1,0mgL*deBAPe0,001 mgL?tdeANA resulta
num significativo aumento do nimero de brotos por
gema.

Skirvin et al. (1981) verificaram uma répida
proliferacdo de gemas axilares de amoreira-preta
cultivares Thornless Boysenberry e Thornless
Y oungberry em meio MS acrescido de 2,0 mg L* de BAP
e0,1mgL*deANA.

Maior peso da matéria seca (0,093 g) ocorreu em
meio WPM 200%, suplementado com 0,5 mg L* de BAP
(Figura 3).

Houve um aumento das concentragbes de 0,5 e
2,0 mg Lt de BAP com o0 acréscimo da concentragdo de
WPM no meio em relagdo a matéria seca dos brotos.

Mesmo na auséncia de meio WPM, verificou-se
matéria seca dos brotos. Na concentragdo de 2,0 mg L de
BAP o comportamento foi quadrético, indicando que
houve aumento até 150% do meio WPM. Depois,
estabilizou-se e até mostrou certo decréscimo.

De maneira geral, a concentragdo adequada de BAP
situou-seentre0,5e1,0mg L.

Y 1,0 mg L™ =-0,00006x? + 0,0179x + 0,9623 R?=0,74
Y 0,5 mg L™ =-0,00004x? + 0,0144x + 0,9417 R?=0,83

Y 2mg L™ =-0,000008x? + 0,0058x + 1,1874 R?=0,60

Y 4mg L™ = -0,00002x* + 0,0072x + 0,9714 R*=0,78

0,0 \ \
50 100

Meio WPM (%)

150

200

FIGURA 1- Numero médio de brotos em pléntul as de amoreira-preta, cultivar Brazos, com diferentes concentragdes de

BAPemeio WPM. UFLA, Lavras- MG, 2003.
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Y 10 mg1 eap = 1,02 + 0,0368x - 5E-06x* R? = 0,97
Y o5 mg1 8ap= 1,59 + 0,0506x - 0,0001x* R? = 0,91
Y 50mg1 sap = 0,75 + 0,034x - 5E-05x* R? = 0,90

Y o mg1 gap = 1,05 + 0,0658x - 0,0002x° R*=0,95

Comprimento dos brotos (cm)

100
Meio WPM (%)

150

200

FIGURA 2 — Comprimento de brotos em pléntulas de amoreira-preta, cultivar Brazos, cultivadas em diferentes
concentracdes de BAP e meio WPM. UFLA, Lavras- MG, 2003.

dos brotos (g)

Peso da matéria seca

Yo,5mgi sap = 0,0047 + 0,0006x - 0,0000008x> R? = 0,92

Y1.0mgt sap = 0,0042 + 0,0006x - 0,000002x° R = 0,88

Y 2.0 mgi 8ap= 0,0079 + 0,00001x + 0,0000009x* R* = 0,96

100

150 200

Meio WPM (%)

FIGURA 3— Peso da matéria seca dos brotos de amoreira-preta, cultivar Brazos, cultivadas em diferentes concentragdes

deBAPemeio WPM. UFLA, Lavras- MG, 2003.

CONCLUSOES

Maior nimero médio de brotos/planta e
comprimento médio de brotos foi proporcionado com 1,0
mg L-* de BAP associado a 100% e 200% de meio WPM,
respectivamente.

Maior peso de matéria seca da plantafoi obtido em
meio WPM 200% acrescido de 0,5 mg L de BAP.
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