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MEIO DE CULTURA, CONCENTRACAO DEAIB E TEMPO
DE CULTIVO NO ENRAIZAMENTO IN VITRO
DE AMOREIRA-PRETAE FRAMBOESEIRA!

LUCIANE NOLASCO LEITZKE?, CLAUDIA ROBERTA DAMIANE, MARCIA WULFF SCHUCH*

RESUMO- A propagacao da amoreira-preta e da framboeseira da-se principalmente por meio de estacas de
raiz e mesmo de hastes novas, contudo, ja ¢ crescente o interesse pelo uso da micropropagagdo como um
método alternativo de propagacgdo . O enraizamento ¢ uma das etapas mais dificieis, onde a defini¢do do
meio de cultivo, da concentrag@o 6tima de AIB para o enraizamento, constitui um passo importante, por isso
objetivou-se com este experimento determinar o melhor meio de cultivo, melhor tipo de cultivo e a melhor
concentragdo de AIB no meio de cultura para o enraizamento in vitro da amoreira-preta ‘Xavante’ e de
framboeseira ‘Batum’ e ‘Heritage’. O material vegetal utilizado foram microestacas apicais com duas folhas,
com cerca de 1 cm de comprimento, oriundas do cultivo in vitro. Os fatores estudados foram o tipo de meio
de cultura MS e WPM — Wood Plant Media, a concentracdo de AIB no meio de cultura e o tempo de cultivo
das microestacas em meio com AIB. O meio WPM, em concentra¢des baixas, menores de 3 pM de AIB,
induziram maiores médias de enraizamento e comprimento. Concentragdes altas de AIB induziram a formagao
de calo, para amoreira-preta, ‘Xavante’. Para a framboeseira o meio WPM, com menores concentragdes de
AIB (0 e 3 M), mostrou as melhores médias no numero de raizes, comprimento de raizes e pequena intensidade
de calo; com as maiores concentragdes de AIB, ocorreu maior aparecimento de calo.

Termos para indexagdo: propagagéo in vitro; pequenas frutas; Rubus spp.

CULTURE ENVIRONMENT, IBACONCENTRATION AND CULTIVATION
TIME ON INVITRO ROOTING OF BLACKBERRY AND RASPBERRY

ABSTRACT - The propagation of blackberry and raspberry occur mainly through root cutting and even of
softwoods stem; however, it is already increasing the interest for the use of the micropropagation as an
alternative technique of vegetative propagation of fruit plants, since the rooting is one of the most difficult
stages, in which the definition of both the culture environment and the best concentration of AIB for the
rooting, is an important stage. For that purpose, the aim of this research was to determine the best cultivation
type and the best concentration of IBA in the culture environment for the in vitro rooting of the blackberry
‘Xavante’ and the raspberry ‘Batum’ and ‘Heritage’. The vegetable material used was atex microcutting with
two leaves, measuring about 1 cm of length, originated from the in vitro cultivation. The studied factors
were the kinds of culture (MS and WPM), the IBA concentration in the culture environment and the time of
cultivation of the microcutting in an environment with IBA. The WPM environment, in low concentrations,
less than 3 UM of IBA, together with T1, induced larger rooting averages and length. High concentrations
of AIB induced the callus formation for blackberry ‘Xavante’. For raspberry, using WPM environment with
smaller concentrations of AIB (0 and 3 , uM), it was shown the best average in the number of roots, length
of roots and small callus intensity, with the largest concentrations of IBA it happened larger callus emergence.
Index Terms: in vitro propagation; berries; Rubus sp; Rubus idaeus.
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O cultivo da amoreira-preta e da framboeseira
¢ uma boa opgdo para diversificacdo de pequenas
propriedades, por serem espécies rusticas e de alta
produtividade (Antunes & Raseira, 2004) (Raseira et
al., 2004).

As pequenas frutas ocupam espago
crescente no elenco de espécies frutiferas em varias
regides do mundo. No Brasil, amoras e framboesas
despertam a ateng@o de produtores, por se tratar de
uma alternativa de diversificagdo potencialmente
rentdvel, e dos consumidores, por serem
componentes de uma dieta saudavel.

A propagacgdo dessas espécies ocorre
principalmente por meio de estacas herbaceas de 15
a 20 cm, rebentos e hastes novas. Embora esses
métodos tradicionais sejam comumente usados, a
técnica de cultura de tecidos pode eventualmente,
tornar-se um método mais promissor de propagacao
(Caldwell, 1984), permitindo a obtengao de inlimeras
plantas isentas de virus, geneticamente uniformes e
em curto espaco de tempo (Pasqual et al., 1991),
representando um método alternativo de propagagdo
vegetativa para essas espécies.

O controle do desenvolvimento de raizes
adventicias ¢ influenciado por diversos fatores, entre
os quais reguladores de crescimento, alguns
promovendo, outros inibindo o enraizamento (Assis
& Teixeira, 1998). As auxinas compreendem uma
grande familia de substancias que tém em comum a
capacidade de produzir crescimento celular e também
promover a divisdo celular em cultura de tecidos
(Krikorian, 1991). As auxinas tém sido utilizadas na
estimulagdo de raizes adventicias. Entre elas, o AIB
tem sido bastante usado por ndo causar
fitotoxicidade aos explantes em uma larga faixa de
concentragdo e ser eficiente em uma grande variedade
de espécies (Hartmann et al., 1997).

A vantagem deste tipo de enraizamento ¢ o
melhor controle das condigdes em que se trabalha e,
com isso, a obtencdo de um alto percentual de
enraizamento, sendo uma das etapas mais dificeis da
propagacdo. O tipo de meio de cultura, de auxina e
suas concentragdes sdo as variaveis que, em geral,
mais influenciam no enraizamento, e variam conforme
a espécie e a cultivar. Quando a concentragdo de
auxina no meio é excessiva, ocorre formagao de calo
na base do explante, comprometendo a rizogénese e
o crescimento da parte aérea. Por esta razdo
recomenda-se, a utilizagdo de dois meios de cultura
para a rizogénese. Primeiramente, as partes aéreas
permanecem em meio com auxina, favorecendo a
inducdo e, posteriormente, sdo transferidas para meio
sem auxina, estimulando, assim, a rizogénese € o
crescimento das raizes. Este processo tem sido

adotado com frequéncia em espécies lenhosas
florestais e frutiferas (Fett Neto et al., 1992). O
enraizamento in vitro do porta-enxerto de marmeleiro
‘A’ foi obtido por Dolcet-Sanjuan et al. (1991),
cultivando os brotos em meio de cultura contendo 5
M de ANA durante uma semana, e, em seguida,
transferindo-os para meio de cultura sem auxina
durante quatro semanas.

Assim, objetivou-se com este trabalho
determinar o melhor meio de cultivo, a melhor
concentracdo de AIB no meio e o tempo de cultivo
de microestacas para o enraizamento in vitro de
Rubus spp. ‘Xavante’ e Rubus idaeus L. ‘Batum’.

O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Micropropagacao de Plantas Frutiferas, do
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), em Pelotas-RS,
constituido de dois experimentos, um com amoreira-
preta e um com framboeseira.

O material vegetal utilizado no experimento
foram microestacas apicais, de amoreira-preta
‘Xavante’ e de framboeseira ‘Batum’, com duas
folhas e aproximadamente 1 a 1,5 cm de comprimento,
oriundas do cultivo in vitro. Os fatores estudados
foram o tipo de meio de cultura [MS (Murashige &
Skoog, 1962) e WPM — Wood Plant Medium (Lloyd
& Mccown, 1980)]; a concentragdo de AIB no meio
de cultura (0; 3; 6; 9 e 12 uM) e o tempo de cultivo
das microestacas em meio com AIB T1 =uma semana
em meio com AIB + trés semanas em meio sem AIB
ou T2 = quatro semanas em meio com AIB), no
delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5X2X2, totalizando vinte tratamentos com
quatro repeti¢des. Cada repeti¢ao foi constituida de
um frasco com cinco explantes. Utilizou-se para os
meios de MS e WPM, 30 g L' de sacarose, 100 mg L-
! de mioinositol e 6 g L'! de 4gar, sendo o pH ajustado
para 5,8, antes da inclusdo do 4gar e, posteriormente,
autoclavado a 121°C e 1,5 atm, por 20 minutos.

Apds a inoculagdo, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 25 + 2°C, luminosidade de 27 umols.m?s! e
fotoperiodo de 16 horas.

Ap6s 30 dias, foram avaliadas as variaveis:
porcentagem de enraizamento, nimero médio de
raizes e comprimento das raizes. Os dados dos dois
experimentos foram submetidos a analise de
variancia, pelo teste F, e as médias dos tratamentos,
comparadas estatisticamente pelo teste de Duncan,
e a regressdo polinomial, através do programa
estatistico WinStat (Machado & Conceigao, 2002).
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No primeiro ensaio, observou-se efeito
significativo para as varidveis porcentagem de
enraizamento, numero médio de raizes e
comprimento médio das raizes, havendo diferenca
significativa para o fator meio de cultura. O meio
WPM foi o que apresentou as melhores médias para
as variaveis analisadas (Tabela 1). No entanto,
Karakullukcu et al. (1993) obtiveram 87% de
enraizamento de amoreira em meio de cultura MS
sem reguladores de crescimento. Centellas et al.
(1999) também obtiveram enraizamento in vitro de
macieira ‘Fred Hough’ em meio de cultura MS, porém
com a concentragdo de sais reduzida para 50% e
com a adicdo de 3 uM de AIB.

Welander (1985), Ramirez del Castillo e
Angarita Zerda (1990) obtiveram resultados
positivos com a dilui¢do dos macronutrientes no
meio de cultura de enraizamento in vitro de Rubus
spp. Os autores obtiveram 100% de éxito no
enraizamento com os macronutrientes do meio de
cultura diluidos a 1/5 e com acréscimo de AIB (0,01
mgL').

Para a variavel comprimento médio das raizes,
houve diferenca significativa para o fator tempo de
cultivo das microestacas em meio com AIB (Tabela
2). Em explantes que permaneceram por uma semana
em meio com AIB, foram obtidas melhores médias
em relac@o aos que permaneceram em meio com AIB
por quatro semanas. Soares et al. (2006) quando
transferiram os explantes de mirtilo para meio sem
AIB, observaram maior comprimento das raizes.

Para o comprimento médio das raizes,
observou-se comportamento quadratico para o fator
concentragdo de AIB (Figura 1). Com o aumento da
concentragdo de AIB, houve redu¢do do
comprimento das raizes representado por uma curva
quadrética, até a concentragdo de 2,5 uM de AIB.
Hoepfner et al. (1996) detectaram uma associagdo
positiva entre as baixas concentragdes de
reguladores de crescimento e a alta porcentagem de
enraizamento de amoreira.

Radmann et al. (2000) ndo observaram
diferenga significativa na taxa de enraizamento em
amoreira-preta ‘Ebano’ em meio de cultura com
diferentes concentragdes de AIB, variando entre 0
alpuM.

Ramirez del Castillo e Angarita Zerda (1990)
também observaram que a auséncia de reguladores
de crescimento ou concentragcdo muito baixa de
auxinas sdo recomendadas para induzir raizes em
espécies de Rubus. Dantas et al. (2000) obtiveram o
melhor enraizamento da amoreira-preta ‘Caingangue’
no meio de cultura sem a auxina ANA. Hartmann et
al. (1997) concluem que o tratamento com auxinas

deve ser usado somente em espécies de dificil
enraizamento. Quando a espécie ¢ de facil
enraizamento, como o caso da amoreira-preta, ndo ha
justificativa para o gasto adicional com auxinas.

No segundo ensaio, observou-se que, nas
variaveis porcentagem de enraizamento, numero
médio de raizes e comprimento médio das raizes,
houve diferencas significativas para a interagao entre
tipo de meio e o tempo de cultivo das microestacas
no meio. Independentemente do meio de cultura, o
tempo de cultivo que propiciou melhores resultados
foi aquele em que o material vegetal foi mantido por
uma semana em meio de cultura com AIB (Tabela 3).

Soares et al. (2006) verificaram maiores
porcentagens de enraizamento em explantes tratados
com AIB por uma semana seguido da transferéncia
para meio livre de hormonio em mirtilo ‘Georgia Gem’,
concordando com o resultado do presente trabalho.
Mackay (1996), estudando o enraizamento in vitro
de Arbutus xalapensis, uma espécie ornamental da
familia Ericaceae, verificou que microestacas tratadas
com 6,1uM AIB suplementado ao meio de cultura por
uma semana, seguido da transferéncia para meio livre
de AIB por quatro semanas, apresentaram uma
porcentagem de enraizamento de 83%. Ostrolukca et
al. (2004), trabalhando com diferentes cultivares de
mirtilo, obtiveram cerca de 80 a 95% de enraizamento
utilizando 0,8 mg L' de AIB adicionado ao meio de
cultura, porém os mesmos autores ressaltam que esta
porcentagem varia entre cultivares.

Observou-se um comportamento quadratico
no tratamento T1, em funcdo dos niveis de AIB no
que diz respeito a porcentagem de enraizamento de
framboeseira ‘Batum’ (Figura 2). Os melhores
resultados de percentagem de enraizamento foram
obtidos até a concentracdo de 6,5 uM, depois se
observauma queda na porcentagem de enraizamento
de acordo com o aumento da concentragdo de AIB.
Para Fachinello et al. (1994), o aumento da
concentragdo de auxinas aplicadas nos brotos
provoca efeito estimulador até um certo valor, a partir
do qual acréscimos maiores tém efeito inibitorio. Este
resultado refor¢a a afirmativa de Grattapaglia &
Machado (1998) de que, quando a concentragdo de
auxina no meio de enraizamento € excessiva, 0COITe O
comprometimento da rizogénese.

J4 para o tratamento T2, observou-se
comportamento quadratico, havendo uma queda na
porcentagem de enraizamento até a concentragdo de
7,5 uM, com posterior aumento da porcentagem de
enraizamento, em fun¢do do aumento da
concentragdo de AIB.

Garcia & Gonzalez (1992) obtiveram 77 a 100%
de enraizamento em Rubus sem a necessidade de
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adicdo de reguladores de crescimento para o
enraizamento. Hoepfner et al. (1996) também
detectaram uma associacdo positiva entre as baixas
concentragdes de reguladores de crescimento e a
alta porcentagem de enraizamento de amoreira.

O meio WPM adicionado de AIB, em baixas
concentragdes, ¢ 0 melhor meio de enraizamento para
amoreira-preta ‘Xavante’, sendo suficiente a adicao

de 2,5 uM ao meio de cultura e mantido uma semana,
seguido do cultivo em meio livre de regulador de
crescimento.

Para framboeseira ‘Batum’, o meio MS
adicionado de 6,5 uM de AIB ao meio de cultura e
mantido uma semana, seguido do cultivo em meio
livre de regulador de crescimento, ¢ suficiente para
o0 enraizamento in vitro da espécie.

TABELA1 - Porcentagem de enraizamento, nimero de raizes e comprimento das raizes de amoreira-preta
‘Xavante’” em fungdo do tipo de meio de cultura utilizado. Pelotas-RS, 2007.

Tipo de meio  Enraizamento (%)

Numero de raizes

Comprimento das raizes

WPM 81,5a
MS 52b
CV (%) 42,90

3,39 a 1,47 a
1,63 b 0,85 b
27,45 67,41

Médias seguidas da mesma letra minuscula nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.

TABELA 2 - Comprimento das raizes de microestacas de amoreira-preta ‘Xavante’ em fungédo do tempo de

cultivo. Pelotas-RS, 2007.

TEMPO DE CULTIVO DAS MICROESTACAS

MEDIAS*

7 dias com AIB + 21 dias sem AIB

28 dias com AIB
CV (%)

1,39 a
0,93 b
67,41

Médias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan, ao nivel de 5% de

probabilidade de erro.

TABELA 3 - Porcentagem de enraizamento, nimero médio de raizes, comprimento médio das raizes de
framboeseira ‘Batum’ em funcao do tipo de meio de cultura e do tempo de cultivo no meio de

cultura. Pelotas-RS, 2007.

Enraizamento Numero médio de Comprimento médio das
Tipo de meio (%) raizes raizes
Tl T2 T1 T2 T1 T2
WPM 64 aA 57 aA 1,73 aA 1,82 aA 0,593 aB 0,820 aA
MS 54 aA 9bB 1,36 aA 0,14 bB 0,421 aA 0,09 bB
CV (%) 55,79 27,96 71,14

Meédias seguidas da mesma letra, maitiscula nas linhas e mintscula nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan,

ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

(T1 = uma semana em meio com AIB + trés semanas em meio sem AIB, T2 = quatro semanas em meio com AIB)
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FIGURA 1 - Comprimento médio de raizes de amoreira-preta ‘Xavante’ em funcao de diferentes concentracdes

de AIB. Pelotas-RS, 2007.
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FIGURAZ2 - Porcentagem de enraizamento de framboeseira ‘Batum’ em fungdo da concentragdo de AIB e do
tempo de cultivo das microestacas no meio, (T1 = uma semana em meio com AIB + trés
semanas em meio sem AIB, T2 = quatro semanas em meio com AIB). Pelotas-RS, 2007.
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