CLORETO DE POTASSIO E FOSFATO DE SODIO NA MULTIPLICACAO
IN VITRO DE AMOREIRA-PRETA CV. TUPY

Effect of KCI and NaH,PO,.H,O on in vitro multiplication of blackberry cv. Tupy
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RESUMO

A micropropagacdo da amoreira-preta pode gerar plantas livres de virus e em curto espaco de tempo. Com o objetivo de
aprimorar técnicas de micropropagacdo de amoreira-preta cv. Tupy (Rubus spp.), segmentos nodais com cerca 2 cm e 2 gemas
axilares, oriundos de plantas pré estabelecidas in vitro, foram excisados e inoculados em meio de cultura MS, suplementado com
diferentes concentragtes de fosfato de sddio (0, 125, 250, 500 e 1000 mg L) e de cloreto de potéssio (0, 125, 250, 500 e 1000 mg L2).
O pH foi gjustado para 5,8 antes da adi¢do de 6 g L de agar e da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Apos a inocul agéo,
os explantes foram transferidos para sala de crescimento a 25 + 1°C, irradiancia de 35 mmol m2 s e fotoperiodo de 16 horas, onde
permaneceram por 60 dias. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualisado, utilizando-se de quatro repeticdes
constituidas de trés tubos de ensaio contendo um explante cada. O nimero de brotos e o comprimento da parte aérea das plantas foi
menor em func@o de maiores concentragdes de cloreto de potassio. Melhores resultados foram obtidos na auséncia de KCl e na
presenca de fosfato de sadio, principal mente para comprimento e matéria fresca da parte aérea.

Termos paraindexagdo: Rubus spp., micropropagagdo, macronutrientes.

ABSTRACT

The micropropagation of blackberry can generate virus-free plants in short time. In order to improve micropropagation
techniques of blackberry cv. Tupy (Rubus spp.), nodal segments with 2 cm length and 2 axillary buds originating from plantsin vitro
were excised and inoculated in M S culture medium, supplemented with different concentrations of sodium phosphate (0, 125, 250,
500 and 1000 mg L") and potassium chloride (0, 125, 250, 500 and 1000 mg L1). The pH was adjusted to 5.8 before the addition of
6 g Ltagar and sterilization at 121°C and 1 atm for 20 minutes. After the inoculation, the explants were transferred to growth room
at 25 + 1°C, 35 mmol m2 s irradiance and photoperiod of 16 hours, where they stayed for 60 days. The experiment was arranged in
a completely randomized design, using four repetitions with 12 plants each. Number of sprouts and length of the aeria part of plants
were smaller, due to larger concentrations of potassium chloride. Better results were obtained in the absence of KCI, and in the
presence of sodium phosphate, mainly for length and fresh weight of the aerial part.

Index terms. Rubus spp., micropropagation, macronutrients.
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INTRODUCAO pois nem todas as espécies de Rubus demonstram grande
Apesar de ser uma fonte de renda alternativa para coeficiente de propagacéo in vitro (JENNINGS &
pequenos produtores, no Brasil o cultivo daamoreira-preta  MCNICOL, 1991; LEONTIEV-ORLOV, 1989).
ndo esta tao difundido como na Europa, sendo a qualidade O meio de cultura deve suprir tecidos e 6rgéos
das mudas um fator limitante (ANTUNES & RASEIRA, cultivados in vitro com nutrientes necessarios ao
2004). Desde os anos 80, existe a possibilidade de crescimento. Os macronutrientes sdo fornecidos ao meio
micropropagacio de muitas culturas, inclusive framboesa  de cultura na forma de sai's. Célcio, magnésio e potassio
eamorapreta(DONNELLY & DAUBENY, 1986; FINNE, 30 ahsorvidos pelas células vegetais como cations (Ca?,
1986). Entretanto, a elevada variabilidade de Mg?eK?); nitrogénio naformade amdnio (NH4') ounitrato
comportamento das espéciesin vitro requer aadequaggo  (NO); fosforo como ions fosfato (HPO,) e (H,PO,)". Os
de condicBes de cultivo para cada espécie em especifico,  SAS usados para fornecer macronutrientes também podem
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fornecer ions dos elementos sddio (Na') e cloro (Cl), sendo
gue as células vegetais toleram bem altas concentractes
dos mesmos (PASQUAL, 2001). O potassio entra como
ion acompanhante do nitrato, fosfato ou, em alguns casos,
do cloreto. O ion exerce suas fun¢Bes metabdlicas e
bioquimicas na planta, e nas células in vitro, como ion
livre, sem incorporagdo em compostos organicos, tornando
seu metabolismo muito smples (CALDAS et d., 1998).

O fosfato de sodio (NaH,PO,.H,0) € um
componente do meio White (1963) e B5 (GAMBORG et al.,
1968). O cloreto de potassio (KCI) é encontrado somente
no meio White (1963). O meio MS possui baixas
concentragdes de sddio e cloro, porém, estudos com a
micropropagacdo de orquideas demostraram a necessidade
de se adicionar a0 meio concentragBes maiores desses
sais. Em estudos com orquideas Phalaenopsis nebula,
verificou-se regeneracdo de plantas através de culturade
caos, emmeio MS, com aadi¢do de 170 mg L de fosfato
de sddio (CHEN et al., 2000).

Neste trabalho, objetivou-se determinar a melhor
concentracdo de cloreto de potassio e fosfato de sddio na
multiplicagdo in vitro de plantas de amoreira-preta.

MATERIAL E METODOS

Segmentos nodais de amoreira-preta cultivar Tupy,
com cerca de 2 cm de comprimento e 2 gemas axilares,
foram excisados de plantas pré estabelecidasin vitro, em
meio de culturaMS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), sem
reguladores de crescimento. Estes foram inoculados em
tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura. Os
tratamentos consistiram de diferentes concentracfes de
fosfato de sodio (0; 250; 500; 750 e 1000 mg L2) e cloreto

de potassio (0; 250; 500; 750 e 1000 mg L). O meio foi
acrescido de 30 g L de sacarose e solidificadocom 6 g Lt
de agar (Merck®) e o pH ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.
Posteriormente & inoculag&o, os explantes foram
transferidos para sala de crescimento a 25 + 2°C, irradiancia
de 35 mmol m2s?fornecida por tubos fluorescentes de
20W (Osrame), luz do dia especial e fotoperiodo de 16
horas diérias, permanecendo nestas condictes por 60 dias.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualisado, utilizando-se de quatro repeti¢des com 12
plantas cada.

Foram avaliados os parémetros nimero de folhas,
nimero de brotos, comprimento e matéria fresca da parte
aérea e matéria fresca de calos. Os dados foram analisados
através do software Sisvar (FERREIRA, 2000), sendo
utilizado regressdo polinomial para as concentragcdes dos
sais.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da andlise de variancia para a variavel
numero defolhasdaamoreira-preta“Tupy’, verificaseque,
0 maior nimero de folhas (7,1) foi obtido com 1000 mg Lt
deKCl e 125 mg L* de NaH_PO,.H,O (Figura 1).

Mesmo na auséncia do cloreto de potassio, houve
formacao de folhas nas plantas desta cultivar, porém, com
0 aumento das dosagens deste sal, observou-se queda no
ndmero de folhas, exceto para a concentragdo de 125 mg L
de fosfato de sdio; talvez devido ao fato de, altas dosagens
serem toxicas aos explantes estudados.

Maior nimero de folhas de crisdntemo foi obtido
com a adi¢éo de 1000 mg L-* de nitrato de calcio a0 meio
MS, naausénciade KCl (JUNQUEIRA et a., 2003).

Y otosato = - 107 - 0,0037x + 6,38 R?= 0,81

Y 1ostostan = 3.10%¢ - 0,0015x + 5,21 R?=0,91
Y osotogan = - 4.107%¢ - 0,0027x + 6,34 R?=0,62
Y s00fostao = 10°%¢ - 0,0045x + 6,56 R*= 0,87
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Figural— Numero de folhas de plantas de amoreira-preta cv. Tupy em diferentes concentracfes de cloreto de potassio

(KCI) efosfato de sodio (NaH,PO,.H,0). UFLA, Lavras, MG.
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Amarelecimento das fol has e enfraquecimento
das hastes também foram observados nos tratamentos
que continham o cloreto de potéassio, corroborando
com Pasqual (2001), ao afirmar que concentracdes
muito elevadas de cloro em algumas espécies
lenhosas podem favorecer o aparecimento desses
sintomas.

Na dosagens de 750 e 1000 mg L de KCI foi
verificada hiperhidricidade nas folhas de ‘Tupy’, onde o

excesso de cloro é uma de suas causas (PASQUAL, 2001).

Pode-se observar multiplicacéo de brotos na
ausénciado KCI, porém, o nimero de brotos das plantas
foi menor em funcdo de maiores concentragdes de cloreto
de potéssio (Figura 2).

Nota-se que os melhores resultados foram obtidos
na ausénciado cloreto de potéssio e na adicdo de fosfato
de sbdio ao meio M S, principalmente para comprimento e
matéria fresca da parte aérea (Figuras 3 e 5).

Y omgL1 = -8.107% - 0,0007x + 2,73 R*=0,75
Y s50mgL1 = -4.10° +0,0024x + 2,92 R*=0,77
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Figura 2 — Numero de brotos de plantas de amoreira-preta cv. Tupy em diferentes concentragGes de cloreto de potassio

(KCI) efosfato de sodio (NaH,PO,.H,0). UFLA, Lavras, MG.
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Figura3— Comprimento daparte aéreade plantas de amoreira-pretacv. Tupy em dif erentes concentrages de cloreto de
potassio (KCl) efosfato de sodio (NaH,PO,.H,0). UFLA, Lavras, MG.
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Altas concentracdes de fosfato de sddio diminuiram
0 crescimento do explante, conforme ja citado por Pasqual
(2001), possivelmente porque o sodio e alguns
microelementos sdo precipitados da solu¢éo ou sua
absorcdo é reduzida. A taxa de incorporagéo de ions fosfato
depende do gendtipo, que é usualmente constante e
proporcional ataxa de crescimento da cultura.

Maior matériafresca de calos (1,05 g) foi obtidana
auséncia dos dois sais no meio de culturaMS (Figura 4).
Em estudos com orquideas Phalaenopsis nebula, verificou-se

Matéria fresca
de caos(g)

regeneracdo de plantas através de cultura de calos, em
meio de culturaMS, com aadi¢do de 170 mg L™ de fosfato
de sddio (CHEN et al., 2000).

Resultados muito proximos foram observados para
matéria fresca de plantas de amoreira-preta. Com 0 aumento
das concentragdes de cloreto de potéssio, houve uma
gueda damatériafresca da parte aérea. Com 125 mg L de
NaH,PO,.H,O, as plantas tiveram respostas positivas para
esta variavel, verificando-se um crescimento da matéria
frescaa partir de 500 mg L* de KCI (Figura5).

Y omgLa = 5.107% - 0,0007x + 0,99 R?=0,81

8;1 Y siomgL-1 = -5.10%¢ - 0,0002x + 0,94 R*=0,86
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Figura 4 — Matéria fresca de calos de plantas de amoreira-preta cv. Tupy em diferentes concentragdes de cloreto de
potassio (KCl) e fosfato de sodio (NaH,PO,.H,0). UFLA, Lavras, MG.
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Figura5 — Matéria fresca de plantas de amoreira-preta cv. Tupy em diferentes concentracdes de cloreto de potassio

(KCl) efosfato de sodio (NaH,PO,.H,0). UFLA, Lavras.
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CONCLUSOES

O uso de cloreto de potéssio reduz o nimero de
brotos e o comprimento da parte aérea das plantas de
amoreira-pretacv. Tupy.

Melhores resultados foram obtidos na auséncia de
KCI e na presenca de NaH,PO,.H,O, principalmente para
comprimento e matéria fresca da parte aérea.
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