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Multiplicac&o e enraizamento in vitro de Minirosa*

Multiplication and in vitro rooting of the China Rose

Josefa Diva Nogueira Diniz?*, Jacqueline Leite Almeida?, Alexandre Bosco de Oliveira® e Francisco Ronaldo
Vidal*

RESUMO - O trabalho teve como objetivo desenvolver uma metodologia para a micropropaga¢do da minirosa. Foram
realizados dois experimentos utilizando explantes retirados de plantas mantidas in vitro. No primeiro experimento,
para multiplicacdo, os explantes foram inoculados em meio MS com BAP, CIN e TCT isoladamente, nas concentragcfes
de 0,00; 0,01; 0,10; 1,00 e 10,00 mg L com 15 tratamentos e 20 explantes por tratamento. Verificou-se aos 80 dias,
que o BAP na concentragdo de 1,0 mg L favoreceu a emissdo de gemas e o maior peso fresco dos explantes. Para o
enraizamento, foram utilizadas diferentes concentragfes da formulacdo dos sais macronutrientes do meio MS (25; 50;
75 e 100%) combinado com diferentes concentragGes de AIB (0,0; 0,1 e 1,0 mg L), constituindo um fatorial 4 x 3, em
delineamento inteiramente casualizado para os dois experimentos. Aos 60 dias o melhor desenvolvimento das plantas
com raizes normais foi observado quando se utilizou o0 meio MS na sua concentra¢cdo normal (100%) sem AIB. Dessa
forma, para a multiplicacdo e enraizamento in vitro de minirosa, deve ser utilizado o meio MS com 1,0 mg L de BAP
e 0 meio MS com 100% dos sais sem hormonio, respectivamente.

Palavras-chave: Micropropagacdo. Raizes. Rosa chinensis.

ABSTRACT - The objective of this work was to develop a method for the micro-propagation of the China Rose. Two
experiments were conducted using explants from plants grown in vitro. In the first experiment, to test multiplication,
the explants were separately seeded onto an MS medium with BAP, CIN and TCT, at concentrations of 0.00, 0.01,
0.10, 1.00 and 10.00 mg L with 15 treatments and 20 explants per treatment. After 80 days it was found that BAP at
a concentration of 1.0 mg L™ favoured the emission of buds and the greatest fresh weight of the explants. For rooting,
different formulation concentrations of the macronutrient salts in the MS medium (25, 50, 75 and 100%) were used,
combined with different concentrations of AIB (0.0, 0.1 and 1.0 mg L?), forming a 4 x 3 factorial in a completely
randomised design for both experiments. After 60 days, the best development of those plants with normal roots was
observed when using the MS medium in its normal concentration (100%) without AIB. For multiplication and rooting in
vitro of the China Rose therefore, MS medium with 1.0 mg L BAP, and MS medium with 100% of hormone free salts
should be used, respectively.
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INTRODUCAO

Aroseirado género Rosa, familia Rosacea é uma
das flores de corte mais populares no mundo. O género
apresenta cerca de 200 espécies silvestres e mais de 30 mil
variedades, produtos de cruzamentos, sendo que dentre
esta gama de variedades, existem indmeras hibridas
que, apesar de serem de clima temperado, passaram por
processos de adaptacdo aos diversos climas, inclusive
do Brasil (BOETTCHER, 1991). Neste grande nimero
de variedades encontra-se 0 grupo das minirosas, que
sdo rosas em miniatura, descendentes de uma espécie
natural da China, a Rosa chinensis Jacq, a maioria
florescendo continuamente e produzindo flores que
vdo do branco ao vermelho, passando pelo amarelo,
rosa, laranja e parpura (BITTENCOURT, 2007). Em
relacdo as variedades utilizadas, no cultivo comercial
de mini-roseiras, no Brasil ndo se tém referéncias sobre
sua origem genética, sendo conhecidas pelos nomes
populares e diferenciando-se apenas pela coloracédo
das flores (BECKMANN; LUZ; PIVETTA, 2006).
Tradicionalmente sdo multiplicadas por propagacao
vegetativa através da estaquia, mergulhia e enxertia, o
que favorece a disseminagdo e o acimulo de patdgenos.
Além disso, a dependéncia da época do ano e a baixa taxa
de multiplicacdo limitam a propagacgéo convencional.

De acordo com Pati et al. (2006) a histéria do cultivo
in vitro de roseira data de 1945 quando Nobecourt e Kofler
obtiveram calos e raizes a partir de explantes de gemas. Para
Dubois et al. (1988) a micropropagagao de minirosas resulta
em produto de melhor qualidade com maior nimero de gemas
laterais e mais curtas formando plantas mais compactas do
que as produzidas por estaquia. E embora muitos e diferentes
cultivares de roseiras ja tenham sido utilizados na cultura in
vitro, os resultados tém sido contraditdrios e o uso comercial
da técnica tem sido limitado pela baixa taxa de proliferacio
de gemas axilares, ndo havendo nenhum protocolo completo
que possa ser explorado comercialmente (CARELLI,
ECHEVERRIGARAY, 2002; SINGH; SYAMAL, 2001).
Dessa forma, uma metodologia eficiente para a producéo e o
desenvolvimento de plantas de minirosa in vitro pode ser de
grande interesse ndo sO para 0 aumento do nimero de plantas
como também para o desenvolvimento da roseicultura.

No processo de micropropagagdo, normalmente,
reguladores de crescimento como auxinas e citocininas sao
adicionados ao meio de cultura e sua interagdo promove
respostas morfogenéticas nos tecidos, que dependem do
tipo e da concentracdo utilizada (IRIONDO; MORENO;
PEREZ, 1995). O efeito das citocininas em cultura de
tecidos é principalmente em induzir a divisdo celular e
a diferenciacdo de gemas adventicias em calos e 6rgaos.
Ja& as auxinas, segundo Bhojwani e Razdan (1996), sdo
utilizadas em cultura de tecidos para induzir a divisao

celular e a diferenciacdo de raizes. Para o enraizamento,
além das auxinas, frequentemente, sdo feitas alteragdes na
formulacdo dos sais dos meios de cultivo. Modificagdes
visando otimizar o crescimento in vitro sdo comumente
utilizadas (PASQUAL et al., 2002) e diluicdes das
formulagbes basicas, geralmente possibilitam melhor
enraizamento, conforme observado por Pereira et al.
(1999) e Erig, Schuch e Chaves (2004) uma vez que,
mesmo na presenca de auxinas, altas concentragdes
dos sais tendem a inibir todas as fases do enraizamento
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Dessa forma,
o trabalho teve como objetivo o estabelecimento de
um protocolo para a multiplicagcdo e o enraizamento de
explantes de minirosa in vitro.

MATERIAL E METODOS

Nos experimentos foram utilizados explantes
retirados de plantas estabelecidas in vitro e
multiplicadas em meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) com 0,5 mg L* de BAP, até a obtencdo de
plantas em quantidade suficiente para a realizacdo dos
experimentos. Para a multiplicagdo, segmentos de caule
com um ou dois nds e tamanho médio de 10 mm foram
inoculados em meio de cultivo MS com BAP, CIN e
Triacontanol (TCT) isoladamente nas concentragdes de
0,00; 0,01; 0,10; 1,00 e 10,0 mg L* com 15 tratamentos
e 20 explantes por tratamento em delineamento
inteiramente casualizado. Aos 80 dias de cultivo foram
avaliados a porcentagem de explantes que emitiram
gemas, 0 numero médio de gemas emitidas por explante,
a altura média das plantas e o0 peso seco dos explantes.
Foi realizada a andlise de varidncia e a comparacgdo das
médias feita pelo teste de Scott-Knott (P > 0,05).

No experimento de enraizamento utilizou-se
explantes com tamanho médio de 3 cm contendo a gema
apical e removendo-se os dois pares de folhas mais
préximos da base. A seguir foram inoculados em tubo
de ensaio, um explante por tubo, contendo 10 mL do
meio MS nas proporcdes de 25, 50, 75 e 100% dos sais
macronutrientes em todas as combinagfes possiveis
com as concentracdes de 0,0; 0,1 e 1,0 mg L* de AIB,
resultandoem um fatorial 4 x 3numtotal de12 tratamentos
com 30 explantes por tratamento em delineamento
inteiramente casualizado. Nos dois experimentos 0s
explantes foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura média de 26 + 2 °C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa em torno de 2.000 lux. As avaliagdes
da porcentagem de explantes com raizes, nimero médio de
raizes por explante, tamanho médio da maior raiz, altura e
peso seco médio das plantas foram feitas aos 60 dias. Apds
a andlise de variancia procedeu-se a analise de regressao.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

Aos 80 dias de cultivo, a andlise de variancia
mostrou diferenca significativa para todas as variaveis
estudadas (P > 0,05). Nesta data todos os explantes
haviam emitido gemas com excecdo do tratamento
testemunha onde 90% dos explantes apresentavam
novas gemas. O nimero médio de gemas emitidas
por explante (5,2) foi significativamente maior no
tratamento com 1,0 mg L* de BAP (Figura 1A),
verificando-se um aumento no nimero médio de gemas
até esta concentracdo. Com cinetina o nimero médio de
gemas foi significativamente maior com 0,1 mg L%, sendo
esta quantidade quase um terco inferior ao nimero
de gemas observado no tratamento com 1,0 mg L de
BAP. Em explantes de Dioscorea multiflora, Souza et al.
(2011), obtiveram melhores resultados na multiplicacéo,
utilizando BAP na concentracdo de 0,1 mg L. De acordo
com Iriondo, Moreno e Pérez (1995), o tipo de regulador
de crescimento utilizado tem efeito significante no
namero de gemas emitidas por explante. Furtado et al.
(2007) utilizando diferentes citocininas na inducdo de
brotagdes em explante de gema cotiledonar de amendoim,
verificaram que o BAP foi mais eficiente que a cinetina. Da
mesma forma, Fior, Rodrigues e Kampf (2000) e Soares
et al. (2011), verificaram maior taxa de multiplicagdo com
BAP que com CIN na multiplicagdo in vitro de Limonium
e de mangabeira, respectivamente.

A maior altura média dos explantes foi observada
no tratamento com 0,1 mg L' de CIN (Figura 1B)
embora ndo tenha apresentado diferenca estatistica dos
demais tratamentos com este regulador. Estes resultados
diferem dos obtidos por Iriondo, Moreno e Pérez (1995),
que utilizando BAP e CIN em explantes de diferentes
espécies de Cistus, verificaram que no meio com CIN as
gemas eram significativamente menores que com BAP.
Verifica-se também, de modo geral, uma relagdo inversa
entre 0 nimero e a altura das gemas, ou seja, quando ha
a emissdo de grande nimero de gemas, ha uma tendéncia
de estas serem um pouco menores, COMO Ocorreu heste
experimento, onde o maior nimero médio de gemas
por explante no tratamento com 1,0 mg L de BAP néo
correspondeu a um maior crescimento em altura das
plantas. Provavelmente os nutrientes do meio de cultivo
sejam utilizados para o desenvolvimento de maior nimero
de brotagdes reduzindo sua disponibilidade em quantidade
suficiente para o crescimento das mesmas brotaces.

O maior acumulo de peso seco foi observado
no tratamento com 1,0 mg L de BAP (Figura 1C) e
tal como ocorreu no nimero médio de gemas emitidas
por explante, houve um aumento de peso seco até a
concentracdo de 1,0 mg L, com uma reducdo quando

Figura 1 - Numero médio de gemas emitidas por explante (A),

altura das gemas (B) e peso da matéria seca (C) dos explantes

de minirosa aos 80 dias de cultivo in vitro em meio MS com

diferentes concentracdes de BAP, CIN e TCT. Em cada regulador

de crescimento, letras iguais para as diferentes concentragfes, ndo

diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade
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a concentracdo foi aumentada para 10,0 mg L*. Na
multiplicacdo in vitro de amoreira-preta, Villa et al.
(2005) também verificaram maior peso da matéria seca
com 1,0 mg L de BAP.

Com cinetina, o maior peso seco foi verificado
com 0,1 mg L' havendo um aumento de peso
proporcional ao aumento da concentracéo até este nivel,
e reducdo quando a concentragdo foi aumentada.
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Para o TCT ndo houve influéncia das diferentes
concentracdes utilizadas para as varidveis estudadas,
embora seja citado por alguns autores como tendo
atividade citocininica. Segundo Tantos et al. (1999) o TCT
¢ um alcool primério de cadeia longa e sua utilizagdo na
multiplicacdo in vitro de Melissa officinalis L., resultou
em um aumento no crescimento de gemas, peso fresco
e no teor de clorofila, concluindo que pode ser utilizado
como um efetivo regulador de crescimento para a cultura.
O mesmo foi observado por Reddy et al. (2002) em
Capsicum frutescens e Decalepis hamiltonii onde o uso
do TCT resultou em maior produgdo de gemas axilares.

Experimento 2

Aos 60 dias, houve diferenca significativa
para a interagdo diferentes formula¢Bes do meio MS x
diferentes concentragdes de AIB em todas as variaveis
analisadas. Neste periodo, 85% dos explantes de minirosa
apresentavam raizes. No meio MS com 75 e 100% da
concentragdo dos sais, na auséncia de AlB, houve 100%
de enraizamento (Figura 2). Com 25% da concentracdo
dos sais MS, verificou-se menor numero de explantes
enraizados independente da presenca ou ndo de AIB. Nos
tratamentos com AIB, verificou-se maior porcentagem
de explantes com raizes no meio com 75% dos sais
do meio MS. Derivando as equacbes obtidas pode-se
estimar que 72,5% e 74% séo as concentracdes do meio
MS onde seriam alcancados os maiores percentuais
de explantes com raizes para 0,1 e 1,0 mg L* de AIB,
chegando a 88,55 e 94,96%, respectivamente. Também
utilizando diferentes concentra¢des dos sais do meio MS
no enraizamento in vitro de explantes de marmeleiro,
Erig, Schuch e Chaves (2004), verificaram que 75%
dos sais favoreceram o enraizamento. Porém, estes
resultados diferem dos obtidos por Pereira et al. (1999)

Figura 2 - Porcentagem de explantes de minirosa com raizes
aos 60 dias de cultivo in vitro em meio MS com diferentes
concentragdes dos sais e de AIB. ** e * - Significativo a 1%
e 5% de probabilidade
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no cultivo in vitro de explantes de morangueiro em que o
maior percentual de explantes enraizados foi obtido com
a reducdo da concentracdo dos sais a metade.

Para 0 nimero médio de raizes por explante,
tamanho médio das raizes, altura e peso seco dos
explantes houve diferenca significativa entre as diferentes
concentragdes de AIB e do meio MS assim com para sua
interagdo.

Na auséncia de AIB o nimero médio de raizes
por explante aumentou linearmente com o aumento
da concentracdo do meio MS (Figura 3A). Quando se
adicionou AIB o nimero médio de raizes por explante
também aumentou com o aumento da concentragdo dos
sais do meio MS, seguindo uma equacao quadratica e
com o maximo nimero médio de raizes em torno de 75%
dos sais (Figura 3A). Com 0 aumento da concentracdo
de AIB, independentemente da concentracdo do meio
MS, houve um aumento no nimero médio de raizes
por explante e uma reducdo no tamanho médio das
raizes (Figura 3B), verificando-se o maior tamanho no
tratamento com 50% dos sais sem AIB. Pela derivacio
das equacles estima-se que a concentracdo de 74% do
meio MS proporcionaria 0 maior nimero de raizes quando
combinada com 0,1 mg L* de AIB, chegando a 0,64,
enquanto que para 1,0 mg L* de AIB o valor maximo do
tamanho das raizes foi 0,96, na concentracdo de 25% do
meio MS. Porém, nos tratamentos com concentracdes
mais baixas dos sais, as plantas apresentavam-se menos
desenvolvidas e com aspecto amarelado como resultado da
diluicdo excessiva dos macronutrientes que de acordo com
Grattapaglia e Machado (1998), pode levar a deficiéncias
minerais na parte aérea enraizada. Melhores resultados
quanto ao desenvolvimento da parte aérea e das plantulas
foram observados em Zantedeschia aethiopica, e em
tangerineira ‘Ponca’ por Ribeiro et al. (2008) e Pasqual et
al. (2002), respectivamente, quando utilizaram o meio MS
com 100% da concentragdo dos sais.

Apesar da presenga de AIB ter favorecido o
desenvolvimento de maior nimero médio de raizes
por explante, estas eram duras, curtas, mal formadas e
quebradigas, o que normalmente dificulta o processo
de aclimatizagcdo. E nos tratamentos com 75 e 100%
do meio MS, sem AIB, embora os explantes tenham
apresentado menor nimero médio de raizes, estas eram
mais desenvolvidas e com aspecto normal. Estes resultados
estdo de acordo com os obtidos por Villa et al. (2005) que
verificaram melhor desenvolvimento de raizes em brotos de
amoreira-preta ‘Ebano’ na auséncia de reguladores. Porém
diferem dos resultados observados por Chaves, Schuch e
Erig (2006) no enraizamento de Prunus cerasifera com
maior nimero médio de raizes utilizando 0,64 mg L de
AIB. Em segmentos nodais de Phyllanthus tenellus, Victério
et al. (2010), verificaram 100% de enraizamento em todas
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Figura 3 - Nimero médio de raizes por explantes (A), tamanho médio das raizes (B), altura das plantas (C) e peso da matéria seca
dos explantes (D) de minirosa aos 60 dias de cultivo in vitro em meio MS com diferentes concentracdes dos sais e de AIB. ** e * -

Significativo a 1% e 5% de probabilidade
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as concentragfes de AIB utilizadas. Segundo Quoirin e
Lepoivre (1977) as auxinas sdo utilizadas para estimular
0 enraizamento do explante inicial e a manutencéo de um
caule Unico com dominéncia apical. Para Grattapaglia e
Machado (1998), as auxinas estimulam o enraizamento,
porém concentracdes excessivas podem induzir um
superbrotamento de raizes, conforme foi observado por
Diniz et al. (2008) quando utilizaram concentragGes
crescentes de AIB no enraizamento in vitro de explantes
de Spathiphyllum wallisi.

Quanto a altura e o peso seco médio das plantas,
maiores concentracdes dos sais do meio MS e de AIB
favoreceram o crescimento, seguindo uma tendéncia
linear e verificando-se maior altura média (6,04 cm) e
maior peso seco (1,25g) no tratamento com 100% dos
sais € 1,0 mg L't de AIB (Figura 3C e 3D). Porém neste
tratamento as plantas apresentavam-se hiperhidricas,
mal formadas com aspecto anormal.

No tratamento com 100% dos sais sem AIB, as
plantas, mesmo ndo sendo as de maior altura, eram verdes

B
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e bem desenvolvidas com nimero satisfatorio de raizes,
bom tamanho e crescimento normal, mostrando ser este o
tratamento mais adequado para a obtencao de plantas com
melhores condicdes de serem aclimatizadas.

CONCLUSOES

1.Para a multiplicagdo in vitro de minirosa, a citocinina
BAP na concentragdo de 1,0 mg L favorece a emissdo
de maior nimero médio de gemas assim como, 0 maior
peso seco dos explantes;

2.0 triacontanol nas concentracfes testadas ndo apresenta
atividade citocininica em explantes de minirosg;

3.No enraizamento, 0 meio MS com 100% dos sais, sem
AlB, favorece o desenvolvimento de plantas com raizes
normais, em boa quantidade e com maior tamanho,
sendo que o AIB, mesmo em pequenas concentracdes,
induz a formagdo de raizes curtas, grossas e de méa
qualidade.
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