COMUNICACAO

CLORETO DE SODIO E ACIDO NAFTALENOACETICO NO ENRAIZAMENTO
DE MICROESTACAS DE AMOREIRA-PRETA cv. BRAZOS in vitro

Sodium chloride and naphthaleneacetic acid on in vitro rooting of blackberry cv. Brazos
FabiolaVillal, Moacir Pasqual?, LeilaAparecida Salles Pic®, Grazielle SalesTeodor o*

RESUMO

A micropropagacdo de amoreira-preta (Rubus sp.) é utilizada, principalmente, para a obtencdo de plantas livres de virus e
num curto espaco de tempo. No presente trabalho foram testadas diferentes concentrag@es de cloreto de sddio (NaCl) e do acido
naftalenoacético (ANA) adicionados ao meio de culturain vitro de amoreira-preta. O meio foi constituido de sais M S, acrescidos de
30gL*desacarosee6 gL deagar, e 0 pH gustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos. Os tratamentos
consistiram em concentragdes de NaCl (0; 25; 50; 75 e 100 mg L) ede ANA (0; 0,1; 0,5; 1,0 e 1,5 mg L %), em todas as combinactes
possiveis e da amoreira-preta cv. Brazos. Segmentos nodais, oriundos de plantulas preestabelecidas in vitro foram excisados e
introduzidos em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura. Posteriormente, os tubos foram transferidos para sala de
crescimento a 25 + 2°C, irradiancia de 35 mmol.m2.s? e fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualisado, utilizando-se 4 repeticdes com 12 plantulas cada. O experimento foi avaliado apds 70 dias de cultivo in
vitro. O desenvolvimento in vitro da cv. Brazos foi favorecido nos tratamentos com 50-75 mg Lt de NaCl € 1,0-1,5 mg L de ANA,
enquanto melhor resultado de enraizamento foi obtido no tratamento com 100 mg L-* de NaCl e 1,5 mg L de ANA.

Termos paraindexagdo : Meio MS, micropropagacdo, NaCl, ANA, Rubus sp..

ABSTRACT

The blackberry (Rubus sp.) micropropagation is used, mainly for obtaining virus-free plantsin short period of time. In the
present work different concentrations of sodium chloride (NaCl) and naphthal eneacetic acid (NAA) were tested added to in vitro
culture medium of blackberry cv. Brazos. The culture medium consisted of MS salts, with 30 g L sucrose 6 g L agar and pH adjusted
to 5.8 before the sterilization at 121°C and 1 atm for 20 minutes. The treatments consisted of NaCl (0; 25; 50; 75 and 100 mg L) and
NAA (0; 0.01; 0.5; 1.0 and 1.5 mg L) concentrations, in all possible combinations. Nodal segments, originating from plants
established in vitro were excised and introduced in tubes containing 15 mL of culture medium. After that, the tubes were transferred
to growth room at 25 + 2°C, irradiance of 35 mmol m?2 st and photoperiod 16 hours. A completely randomizel block design with four
replicates and 12 plants per replicate was used. The experiment was evaluated after 70 days of in vitro cultivation. The in vitro
development of the cv. Brazos was favored in the treatments with 50 to 75 mg Lt NaCl and 1.0 to 1.5 mg Lt NAA, while the best
rooting results were obtained using 100 mg L-* NaCl and 1.5 mg L* NAA.

Index terms. Culture medium MS, micropropagation, NaCl, NAA, Rubus sp., cv. Brazos.
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No Brasil, aproximadamente nove milhdes de
hectares sdo afetados pela presenca de sai's, cobrindo sete
Estados. A maior érea afetada esté localizada no Estado da
Bahia (44% do total), seguido pelo Estado do Ceard, com
25% da reatotal do Pais af etada pela salinidade (Gheyi &
Fageira, 1997). Nestas &reas, 0 aumento da concentracdo
de sais de sédio decorre da drenagem deficiente de areas
irrigadas e do uso de &gua de ma qualidade nairrigacdo O

excesso desses sais no solo afeta suas propriedades fisicas
e quimicas do solo, pois 0 Nat aumenta a espessura da
dupla camada iénica difusa, proporcionando a expansio
das argilas e, consequentemente, reduzindo a porosidade
e a permeabilidade (Fassbeider & Bornemuza, 1987).

A presenca de excesso de sais de sodio no solo
também provoca a reducéo generalizada do crescimento
das plantas cultivadas com sérios prejuizos para a atividade
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agricola. A reduc&o no crescimento é consequéncia de
respostas fisiol 6gicas, incluindo modificagdes no balango
de ions, potencial hidrico, nutricdo mineral, fechamento
estomético, eficiénciafotossintética e alocacdo e utilizagdo
de carbono (Flower et al., 1986; Bethke & Drew, 1992).

A salinidade na rizosfera acarreta reducéo na
permeabilidade das raizes para &gua, dando origem ao
estresse hidrico. Em consequéncia, as plantas fecham os
estdbmatos para reduzir as perdas de &gua por transpiracao,
0 que constitui uma das causas do reduzido crescimento
das espécies sob condicbes de estresse salino (Leary,
1971). Além desse fato, o NaCl afeta a sintese e a
translocacdo para a parte aérea da planta de horménios
sintetizados nas raizes, indispensaveis para 0 metabolismo
foliar (Prisco, 1980).

Atualmente, o Brasil esta presente na lista dos
paises maiores produtores de amora-preta (Rubus sp.)
(Strik et al., 2007). Contudo, o cultivo dessa espécie
apresenta grandes possi bilidades de expanséo, em razéo
da utilizacdo de novas fronteiras agricolas, de variedades
mais promissoras, de novas tecnologias, do aumento do
poder aquisitivo da populacdo, da possibilidade de
producdo em praticamente todo o ano e plantio irrigado
onde ocorrem frequentes problemas decorrentes do
acimulo de sais no solo (Prisco, 1980). Apesar do aumento
da area plantada no Sul do Pais, ndo ha registro de
estudos sobre o efeito do sodio (Na) e cloro (Cl) no
comportamento de rosaceas e no seu crescimento,
particularmente em condi¢desin vitro.

As auxinas controlam processos distintos, tais como
crescimento e elongacdo celular, sendo muito utilizadas na
cultura de tecidos para promover entre outros, a suspensdo
de células ou érgdos, bem como para regular a morfogénese,
especialmente associadas com citocininas (Grattapaglia &
Machado, 1998). As auxinas sintéticas mais comumente
usadas na micropropagacdo de amoreira-preta sdo a ANA
(4cido naftaleno-acético) e o AIB (&cido indolbutirico)
(Pasqual et al., 1991, 1997; Caldas et al., 1998).

Diversos trabalhos com solugdo nutritiva tém
evidenciado o efeito negativo dos ions Na e Cl, que
contribuem para a salinidade do solo, sobre processos
fisiol 6gicos importantes para o crescimento das plantas
(Yahya, 1998; Cruz et a., 2006). Os efeitos desses ions
estdo relacionados ao efeito osmético, o qual induz
condicdo de estresse hidrico as plantas e ao efeito toxico
direto, principalmente sobre os sistemas enziméticos e de
membranas. O estresse salino, afetando explantesin vitro
também tem sido estudado em frutiferas, como bananeira
(Ulisses et al., 2000), abacaxizeiro (Pizaa., 2003) e em
mandioca (Limaet al., 1998).

Neste trabal ho, objetivou-se estudar os efeitos do
estresse salino associado ao ANA sobre 0 enraizamento
in vitro de amoreira-preta cv. Brazos.

Segmentos nodais de amoreira-preta (Rubus sp.)
cv. Brazos com 2,5 cm de comprimento, oriundos de
brotacdes preestabelecidas in vitro foram excisados e
introduzidos em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio
de enraizamento. Esse meio foi congtituido de sais MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 g L* de
sacarose e 6 g Lde &gar, e o pH gjustado para 5,8, antes
da autoclavagem a 121°C e 1 atm por 20 minutos.
Posteriormente, os tubos de ensaio contendo os explantes
foram transferidos para sala de crescimento, onde as
condicOes de cultivo foram mantidas a 25 + 2°C, irradiancia
de 35 umol.m2.ste fotoperiodo de 16 horas didrias.

Os tratamentos consistiram nas combinagdes de 0; 25;
50; 75 e 100 mg L* de NaCl (na proporgéo de 5 vezes a
concentragdo de Nae Cl do meio MS) ede0; 0,1; 0,5; 1,0 e
1,5mg Lt de ANA adicionadas ao meio de culturaMS, de modo
que todas as comhinagdes das concentragbes foram testadas.

Ao final de 70 dias de cultivo in vitro, foram
avaliados ndmero de folhas e de raizes por explante,
comprimento da parte aérea, peso da matériafresca e seca
da parte aérea e peso fresco de calos. Os dados foram
analisados por meio do software Sisvar (Ferreira, 2000),
utilizando regressao polinomial paraas variaveis NaCl e
ANA. Foram utilizadas quatro repetic6es de doze tubos
de ensaio, cada um com um ramo, num delineamento
experimental casualisado.

Verificou-se interacdo significativa para o peso da
matéria fresca da parte aérea, comprimento da parte aérea,
peso fresco de calos e niUmero de raizes. Nao houve
diferenca significativa para nimero de folhas (Tabela 1).

Mesmo na presenca do sal, a amoreira-preta
desenvolveu-se, sendo que em 50 mg L de NaCl associado
almgLtdeANA, foi verificado maior comprimento da
parte aérea (7,71 cm) (Figura 1).

Em goiabeiras, quando cultivadas em solos
contendo 60 mg L-* de NaCl com 180 e 360 dias de estresse,
verificaram-se redugdes na altura de 10% e 80%,
respectivamente, em relagdo ao controle (Patil et al., 1984).
Desai & Singh (1980) verificaram também em goiabeiras
cultivadas em solug&o nutritivacom 30 e 60 mg L de NaCl,
redugdes de 22% no comprimento das plantas.

Em goiabeiras, quando cultivadas em solos
contendo 60 mg L-* de NaCl com 180 e 360 dias de estresse,
verificaram-se reducdes na altura de 10% e 80%,
respectivamente, em relagdo ao controle (Patil et al., 1984).
Desai & Singh (1980) verificaram também em goiabeiras
cultivadas em solucdo nutritiva com 30 e 60 mg L* de NaCl,
redugdes de 22% no comprimento das plantas.
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Tabela 1 — Resumo da andlise de variancia para nimero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), nimero de
raizes (NR), peso fresco da parte aérea (PFPA) e comprimento das raizes (CR) de brotagdesin vitro de amoreira-preta.

UFLA, Lavras, 2005.

50”@ 9 N Quadrados Médios
ariacéo
GL NF CPA NR PFPA PFCA
ANA 4 15, 1143 18,1204 0,4598" 0,00725 0,0204"
NaCl 4 4,3008" 0,7499" 0,0272" 0,00254 0,0005™
ANA x NaCl 16 3,4688" 2,2109° 0,0913" 0,00151° 0,0011°
Residuo 75 2,5591 1,1449 0,047 0,00031 0,0003
CV (%) 15,55 16,72 12,08 2,22 241

* dignificativo a 5% de probabilidade.

(]
e
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Figura 1 — Comprimento da parte aérea (cm) em brotagdes de amoreira-preta cv. Brazos, com diferentes concentracoes

deNaCl e ANA. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Mesmo na presencga do cloreto de sddio, um
aumento no peso fresco da parte aérea foi observado,
com o incremento de concentractes de ANA. Maior peso
fresco da parte aérea (0,86 g) foi encontrado quando se
adicionou ao meio 1,5 mg Lt de ANA, associadaa 50 mg
L* de NaCl (Figura 2). Essa concentracdo de acido
naftaleno acético € considerada elevada para amoreira-
preta, pois varios autores citam a utilizacdo de
concentragdes até 1,0 mg L-* desse fitorménio (Skirvin et
al., 1981; Krikorian, 1991; Pasqual et al., 1991). Porém,
associado ao cloreto de sodio, € ideal para proporcionar
melhor desenvolvimento a planta.

Mesmo na auséncia da auxina, verificou-se a
formacéo de calosfriaveis na base dos explantes. Com

incremento das doses de ANA, ocorreu aumento do
peso fresco de calos (Figura 3). Maior peso fresco de
calos (0,82 g) foi obtido comaadicdode1,5mgLtde
ANA ao meio de cultivo, associadaa50 e 75 mg L* do
sal.

Em todos os tratamentos, foi verificada a presenca
de raizes. Isto comprova que, mesmo na presenca do NaCl,
a amoreira-preta conseguiu emitir raizes, evidenciando
assim que o sistema radicular dessa frutifera mostrou-se
tolerante ao estresse salino. Esse estresse ndo afetou o
crescimento celular e a expansdo das raizes dessa espécie
corroborando Prisco (1980). Maior nimero de raizes (1,79)
foi obtido napresencade1,5mgL*de ANA e100mgL™*
de NaCl (Figura 4).
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Figura 2 — Peso fresco da parte aérea em brotac6es de amoreira-preta cv. Brazos, com diferentes concentractes de NaCl
e ANA. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Y Naci0-N-S=
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Figura 3 — Peso fresco de calos (g) em brotagcdes de amoreira-preta cv. Brazos, com diferentes concentraces de NaCl
e ANA. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Figura4 — NUmero de raizes em brotacfes de amoreira-preta cv. Brazos, com diferentes concentracdes de NaCl e ANA.

UFLA, Lavras, MG, 2005.

Melhores resultados para a micropropagacéo da
cv. Brazos sdo obtidos com 0 meio M S acrescido de 50 a 75
mgL*deNaCl el,0al,5mgL*de ANA.

Melhor formaco do sistema radicular daamoreira-
pretain vitro foi verificado em meio salino contendo 100
mgL*deNaCl e1,5mgL*de ANA.
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