Micropropagaciao da amoreira-preta (Rubus spp.) e efeito de
substratos na aclimatizacdo de plantulas
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Introducao

Os maiores produtores de amora-preta na América

RESUMO. O objetivo do presente estudo foi aprimorar técnicas de propagagao in vitro ¢ determinar
um melhor substrato para a amoreira-preta. O primeiro experimento consistiu de gemas axilares com
cerca de 2 cm, oriundas de plantulas preestabelecidas in vitro da cv. Ebano, excisadas e inoculadas em
meio MS, suplementado com 5 concentragdes de carvdo ativado e 5 de BAP. Ambos os experimentos
foram inteiramente casualisados, utilizando-se in vitro 3 explantes por repeti¢io e 4 repeticdes por
tratamento ¢ em casa-de-vegetacdo um fatorial 4x4. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da
adigdo de 6 g L' de 4gar e da autoclavagem a 121°C ¢ 1 atm por 20 minutos. Apos 70 dias, foram
avaliados diversos parametros nos explantes. Maior niimero de folhas e maior niimero de raizes foram
obtidos com 0,5 mg L' de BAP. Na presenca de 3 g L™ de carvdo ativado, o néimero e comprimento
de raizes foi maior. Maior biomassa fresca foi obtido na auséncia de carvdo ativado. O segundo
experimento consistiu de plantulas da cv. Cherokee mantidas em condigdes in vitro e transplantadas
para bandejas plasticas, contendo os substratos e mantidas em casa-de-vegetagdo. Foram testados 4
tipos de substratos. Apos 100 dias de aclimatizagio, foram avaliados ntimeros de folhas, comprimento
das raizes e da parte aérea, peso fresco e seco das raizes e peso fresco e seco da parte aérea. Foi
possivel concluir que a aclimatizagio pode ser realizada com sucesso, utilizando-se Plantmax®
seguido da mistura de Plantmax® + vermiculita + casca de arroz carbonizada e vermiculita. Houve
92% de sobrevivéncia de plantas em todos os substratos.

Palavras-chave: aclimatizagdo, Rubus spp., substratos, regulador de crescimento.

ABSTRACT. Blackberry micropropagation (Rubus spp.) and effects of substrates in
plants acclimatization. The objective of the present study was to achieve the improved techniques
in in vitro propagation and to determine a better substrate for the blackberry. The first experiment
consisted of nodal segments of plants with +£2 cm of length obtained from in vitro culture cv. Ebano,
excised and inoculated in MS culture medium, supplemented with five activated charcoal
concentrations and five BAP concentrations. Both experiments were entirely performed in a design
randomized complete block, using in vitro 3 explants by repetition and 4 replications for treatment and
in greenhouse, a factorial 4x4. The pH of the culture medium was adjusted to 5.8 before the addition
of 6 g L' of agar and the sterilization to 121°C and 1 atm for 20 minutes. After 70 days, several
parameters in the explants were evaluated. A greater number of leaves and roots were obtained with
0.5 mg L of BAP. The number of roots and their length were larger in the presence of 3 g L™ of
activated charcoal. A larger weight of the fresh matter was obtained in the absence of activated
charcoal. The second experiment consisted of plants cv. Cherokee maintained in in vitro conditions
and transplanted to plastic trays, containing the substrates and kept in greenhouse. Four types of
substrates were tested. After 100 days of acclimatization, the leaf number, root length and aerial part,
cool and dry root weight and cool and dry aerial part weight had been evaluated. It was concluded that
the acclimatization can be successfully performed using Plantmax® followed by the Plantmax® +
vermiculita + rind rice carbonized mixture. There was a 92% rate of the plants' survival in all
substrates.

Key words: acclimatization, Rubus spp., substrates, growth regulator.

ultimo, o plantio restringe-se apenas ao plantio na

Epamig/FECD, em Caldas.

do Sul sdo a Argentina e o Chile (Jennings e
McNicol, 1991). No Brasil, o estado que se destaca ¢
o Rio Grande do Sul, seguido de Santa Catarina,
Parana e pelo Sul de Minas Gerais; sendo que, neste

Atualmente, além da propagagdo tradicional, a
micropropagacdo da amoreira-preta ¢ considerada
uma outra alternativa viavel, com o intuito de se obter
plantas livres de virus, geneticamente uniformes e em
curto espago de tempo (Antunes, 1999). Muita
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atencgdo para sua obtenc¢do tem sido dada a adicdo de
substancias de crescimento no meio de cultura
(Brojwani et al., 1984). Dentre os reguladores de
crescimento comumente usados no cultivo in vitro da
amoreira-preta, estdo, a 6-
benzilaminopurina (BAP) e o acido indol butirico
(AIB) (Donnelly et al., 1980).

Varios sdo os trabalhos que citam a utilizagdo de
carvdo ativado na micropropagacdo de espécies
frutiferas  tais como ameixeira, framboeseira,
morangueiro, macieira, videira, abacaxizeiro ¢ bananeira
(Roy, 1995). O carvao ativado normalmente ¢
adicionado ao meio de cultura em concentragdes que
variam de 0,2% a 3% (Beyl, 2000), porém sua presenga
pode promover ou inibir o crescimento in vitro,
dependendo da espécie e do tecido utilizado (Pan e
Staden, 1998).

Uma etapa da micropropagaco que inspira cuidado
¢ a aclimatiza¢do, devido a dificuldade de transferir com
sucesso plantulas da condigdo in vitro para a casa-de-
vegetacdo e posteriormente para o campo (Fraguas,
2003). Outro fator de importancia na aclimatizagdo de
mudas ¢ o substrato (Calvete et al., 2000), devendo
apresentar boa coesdo entre as particulas e adequada
aderéncia junto as raizes (Toledo, 1992). Especialmente
para a cultura da amoreira, que desenvolve grande
numero de raizes finas e compridas, é necessario que o
substrato tenha uma boa agregacdo em torno delas
(Couto et al., 2002).

O presente trabalho teve como objetivos avaliar o
efeito de concentragdes de carvao ativado e de 6-
Benzilaminopurina (BAP) na micropropagagdo de
amoreira-preta cv. Ebano e determinar o melhor
substrato na aclimatizagdo da cv. 'Cherokee' oriundas do
cultivo in vitro.

Material e métodos

O experimento foi instalado e conduzido na
Universidade Federal de Lavras, Departamento de
Agricultura, Lavras, Estado de Minas Gerais, no
Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais e em casa-
de-vegetagdo com aproximadamente 90% de umidade
do ar, temperatura controlada e nebulizagio intermitente.

O primeiro experimento consistiu de segmentos
nodais de amoreira-preta, cv. Ebano, com cerca de 2 cm,
excisados de plantulas preestabelecidas in vitro, apds 4
subcultivos. Os explantes foram inoculados em tubo de
ensaio contendo 15 mL de meio constituido dos sais
minerais do meio MS (Murashige e Skoog, 1962),
combinados com 5 concentragdes de BAP (0; 0,5; 1,0;
2,0 4,0 mg L'l) e 5 de carvao ativado (0; 1,0; 2,0; 3,0 ¢
4,0 g L'™). O pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem
e geleificado com 6 g L™ de agar. Posteriormente foram
transferidos para sala de crescimento a 27+1°C,
irradiancia de 35 p mol m* s e fotoperiodo de 16
horas, permanecendo nessas condi¢des por 70 dias.

Villa et al.

O delineamento experimental dos dois experimentos
foi inteiramente casualisado com 4 repetigdes
constituidas de 3 explantes, perfazendo assim um
fatorial 5x5x4. As variaveis analisadas foram nimero de
folhas, niimero de raizes, comprimento da maior raiz,
comprimento da parte aérea, biomassa fresca e seca. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia
utilizando-se o software Sisvar (Ferreira, 2000), sendo
utilizado regressdo polinomial para concentracdes de
carvdo ativado ¢ de BAP e teste de Tuckey para os
substratos, em nivel de significancia de 0,05% de
probabilidade.

O segundo experimento consistiu de plantulas de
Amoreira Preta da cv. ‘Cherokee’ mantidas em
condi¢des in vitro, em tubos de ensaio, contendo meio
de cultura MS acrescido de 1,0 mg L' de BAP e
mantidas em sala de crescimento com 27+1°C,
irradiancia de 35 p mol m s e fotoperiodo de 16 horas
diérias durante 60 dias.

Para a aclimatizacdo das plantulas, os tubos de
ensaio ficaram destampados durante trés dias, as
plantulas retiradas, lavadas em agua corrente para
remover residuos do meio de cultura aderido as raizes e
secas em papel de filtro. A seguir, foram transferidas
para bandejas plasticas com 24 células de 150 cm’ cada,
contendo os substratos vermiculita, casca de arroz
carbonizada, Plantmax® e uma mistura de vermiculita +
casca de arroz carbonizada + Plantmax®.

Foram utilizadas 4 repeticdes de 4 plantas cada.
Apos 100 dias de aclimatizagdo, foram avaliados os
parametros niimero de folhas, comprimento das raizes e
da parte aérea, peso fresco e seco das raizes e peso
fresco e seco da parte aérea.

Resultados e discussao

Verificou-se com a adi¢do de carvio ativado ao meio
de cultura, nas concentragdes utilizadas, o crescimento da
parte aérea e do sistema radicular do segmento nodal
inicialmente inoculado. Nao houve a formagdo de calos
em nenhum tratamento, diferindo assim dos resultados
observados em figueira cv. Roxo de Valinhos
micropropagado, no qual se verificou essa formacao
apenas na presenca de 0,5 a 4,0 mg L de BAP (Fraguas,
2003). Para as varidveis comprimento da parte aérea,
comprimento da maior raiz, niimero de folhas e raizes das
plantulas, houve interagdo significativa entre BAP e
carvao ativado, constatando-se que os efeitos dos fatores
sdo dependentes.

Com incrementos nas concentragdes de carvdo
ativado, verificou-se decréscimo no numero de folhas da
cultivar Ebano de forma quadritica até certo ponto

(Figura 1).
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Figura 1. Numero de folhas em plantulas de amoreira-preta,
cultivar Ebano, cultivadas in vitro, em meio de cultura MS, com
diferentes concentragdes de BAP e de carvao ativado. Ufla, Lavras,
Estado de Minas Gerais, Brasil, 2004.

Mesmo na auséncia de carvao ativado, foi verificada a
presenga de folhas, cujo maior niimero (15,168) se deu
com 0,5 mg L' de BAP. Isso pode ser atribuido ao fato de
o carvao ativado associado ao BAP favorecer a formagao
de maior nimero brotos, porém de tamanho reduzido,
apresentando menor niimero de segmentos nodais e de
folhas.

Por meio do teste F, verificou-se resultado
significativo em relacdo as concentragdes de carvdo
ativado, exceto na auséncia de BAP (Figura 2). O
maior comprimento da parte aérea (6,188 cm) foi
observado com 4 mg L' de BAP associado a 1,0 g L
de carvao ativado, porém a diferenga observada nos
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Figura 2. Comprimento da parte aérea de plantulas de amoreira-
preta, cultivar Ebano, cultivadas in vitro, em meio de cultura MS,
com diferentes concentragdes de BAP e de carvdo ativado. Ufla,
Lavras, Estado de Minas Gerais, Brasil, 2004.

De forma semelhante, Mohamed-Yasseen, (2001)
verificou aumento no comprimento de plantulas de milho
com a adigdo de carvdo ativado ao meio utilizado.

Rapida proliferacdo de gemas axilares de amoreira-
preta cultivares Thornless Boysenberry e Thornless
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Youngberry foi obtida em meio MS acrescido de 2,0 mg
L"'de BAP ¢ 0,1 mg L™ de ANA (Skirvin et al,, 1981).

Comprimento da maior raiz foi observado mesmo na
auséncia de carvao ativado em todas as concentragdes do
regulador de crescimento. Maior comprimento (1,713 cm)
foi verificado com 4 mg L de BAP associadoa 3 g L™ de
carvao (Figura 3).

Com o aumento das concentracdes de carvido, houve
decréscimo de forma quadratica tanto para comprimento
da maior raiz quanto para seu numero. No entanto, para
numero de raizes, verificou-se maior nimero (1,925) com
a mesma concentragdo de carvdo para comprimento de
raiz (3 g L), porém com baixa dosagem do regulador
(0,5 mg L) (Figura 4).
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Figura 3. Comprimento da maior raiz de plantulas de amoreira-
preta, cultivar Ebano, cultivadas in vitro, em meio de cultura MS,
com diferentes concentragdes de BAP e de carvdo ativado. Ufla,
Lavras, Estado de Minas Gerais, Brasil, 2004.
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Figura 4. Numero de raizes de plantulas de amoreira-preta,
cultivar Ebano, cultivadas in vifro, em meio de cultura MS, com
diferentes concentragdes de BAP ¢ de carvido ativado. Ufla, Lavras,
Estado de Minas Gerais, Brasil, 2004.

Esses resultados corroboram com Barbosa e al.
(1992), que verificou um aumento de qualidade e
quantidade de raizes formadas de figueira cv. Roxo de
Valinhos com a adi¢io de 3 g L de carviio em meio de
cultura MS. Entretanto divergem de Fraguas (2003)
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quando cita que a adicio de 1 g L™ de carvdo aumentou o
numero de raizes em plantulas de figueira da mesma
cultivar multiplicadas em meio WPM.

Nao se verificou interacdo significativa entre os
fatores BAP e carvao ativado para peso fresco da parte
aérea. Incremento nas concentragdes de carvdo ativado
acarretaram em uma diminuigdo no peso fresco das
plantulas de amoreira-preta. O inverso foi observado para
concentragdes de BAP (Figuras 5A e 5B).
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Figura 5A-B. Peso fresco da parte aérea de plantulas de amoreira-
preta, cultivar Ebano, cultivadas in vitro, em meio de cultura MS,
com diferentes concentragdes de carvdo ativado (A) e BAP (B).
Ufla, Lavras, Estado de Minas Gerais, Brasil, 2004.

O peso da matéria fresca da parte aérea atingiu o valor
méximo (0,797 g) com a utilizagio de 2 mg L de BAP e
na auséncia de carvao ativado (0,812 g) e, a partir desse
ponto, o regulador de crescimento BAP passou a inibir o
desenvolvimento das plantas in vitro apresentando um
decréscimo no peso.

O excesso do regulador de crescimento pode ter
dificultado o desenvolvimento da parte aérea, mesmo
utilizando-se a maior concentracdo de carvdo ativado,
resultando em menor peso da matéria fresca da parte
aérea. Apesar de a utilizagdo de citocinina ser essencial a
multiplicagdo da parte aérea, o seu excesso ¢ tOxico €
pode resultar, entre outros efeitos, na redugdo do tamanho
das folhas e no encurtamento dos entrends (Leshem et al.

Villa et al.

1988).

Na andlise de variancia, verifica-se que apenas a
interagiio entre carvdo e 2 mg L™ de BAP foi significativa.
Com o incremento das concentragdes de carvao ativado,
houve diminuigdo no peso seco da parte aérea de forma
quadratica (Figura 6).
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Figura 6. Peso seco da parte aérea de plantulas de amoreira-preta,
cultivar Ebano, cultivadas in vitro, em meio de cultura MS, com
diferentes concentragdes de BAP ¢ de carvido ativado. Ufla, Lavras,
Estado de Minas Gerais, Brasil, 2004.

Kadota et al. (2001) citam que a adi¢do de carvao
ativado reduziu a  biomassa de pereira
micropropagada. O efeito ndo-seletivo do carvao
ativado pode proporcionar resultados negativos na
micropropagacgdo (Pan e Staden, 1998).

Maior comprimento, peso fresco e seco da parte
aérea, peso fresco e seco das raizes foram obtidos
com o substrato Plantmax®, devido, provavelmente,
ao fato de esse substrato possuir nutrientes na
quantidade adequada para o periodo inicial de
desenvolvimento das mudas, conferindo uma maior
taxa de sobrevivéncia.

Na variavel numero de folhas, ndo houve
diferenca entre Plantmax® e a mistura dos trés
substratos. O numero de folhas ¢ -caracteristica
importante e possivelmente mudas com maior
numero de folhas t€m maiores indices de pegamento
no campo, pois as folhas sdo as estruturas
responsaveis pela captacdo de energia solar e pela
producdo de matéria orgénica através da fotossintese
(Sousa, 1994). Para o numero de folhas da cultivar
Cherokee, todos os substratos estudados tiveram um
comportamento semelhante estatisticamente (Tabela
1).

Em estudos com substratos na aclimatiza¢do de
mudas micropropagadas de morangueiro, Calvete et
al. (2000) identificaram as misturas contendo casca
de arroz carbonizada e turfa preta, as que
proporcionaram maior crescimento da parte aérea e
da raiz. Os resultados de Rodrigues e Fior (2000)
também mostraram que plantulas micropropagadas de
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Persea venosa apresentaram indice de sobrevivéncia
significativamente maior quando aclimatizadas em
substrato contendo maiores propor¢des de casca de
arroz carbonizada esterilizada. Neste trabalho, a casca
de arroz carbonizada ndo se mostrou eficiente como
substrato na aclimatizagdo de amoreira-preta cv.
Cherokee.

Tabela 1. Diferentes substratos na aclimatizagdo de amoreira-preta
Cherokee, Ufla, Lavras, Estado de Minas Gerais, 2004.

Substrato NF CPA CR PFPA(g) PSPA PFR PSR
(cm)  (cm) (€3] (@ (@

Plantmax® 816a 75la 4680a 065a 02la 20la 048a
Mistura' 757ab  628b 4420a 039b 0,10b 1,10b 027b
Vermiculita 6,58bc  569b 40,63ab 029c¢ 008b 0,73¢ 0,17¢
CAC? 63lc  439¢c  3338b  0,17d  005¢c  046c 0,10d
'Plantmax® + Vermiculita + Casca de arroz carbonizada. *Casca de arroz carbonizada. NF
= namero de folhas; CPA = comprimento da parte aérea; CR = comprimento de raizes;
PFPA = peso fresco da parte aérea; PSPA = peso seco da parte aérea; PFR = peso fresco
de raizes; PSR = peso seco de raizes.

Para a variavel comprimento da parte aérea, o
substrato que mais se destacou foi o Plantmax®. O
substrato Plantmax®, a mistura (Plantmax® +
vermiculita + casca de arroz carbonizada) e a
vermiculita n3o se diferenciaram entre si para
comprimento das raizes. Na aclimatiza¢do de mudas
micropropagadas de abacaxizeiro cv. Pérola, Moreira
(2001) concluiu que, para as variaveis, altura da
planta e nimero de folhas, o Plantmax® foi o segundo
melhor substrato, acrescido ainda de 40% de terra +
30% de esterco bovino.

Plantmax® também se destacou nas variaveis peso
fresco e seco da parte aérea e peso fresco, seco e
comprimento das raizes (Figura 7), concordando com
Moreira (2001), que obteve melhores resultados com
0 mesmo substrato para mudas micropropagadas de
abacaxizeiro cv. Pérola e Fraguas (2003) ao estudar a
cv. de figueira Roxo de Valinhos.

Devido as boas caracteristicas quimicas ¢ fisicas
do Plantmax®, as plantas se desenvolveram
adequadamente, resultando em maior matéria fresca e
seca da parte aérea. Segundo Hoffmann (1999), o
Plantmax® apresenta caracteristicas que favorecem o
crescimento das mudas apds emissdo das raizes
adventicias: as propriedades fisicas (porosidade,
textura, drenagem e baixa compactagdo) e quimicas
(presenca de nutrientes e pH adequado ao
desenvolvimento da muda).

Figura 7. Comprimento das raizes utilizando-se substrato
Plantmax® na aclimatiza¢io de amoreira-preta cv. Cherokee, Ufla,
Lavras, Estado de Minas Gerais, 2004.

Junior et al. (2002) obtiveram melhores substratos
para a aclimatizagdo de plantulas micropropagadas de
amoreira-preta cv. Tupy com as misturas 0, 20, 40%
do substrato vermiculita + solo. Couto et al. (2002),
estudando a mesma cultivar, concluiram que o pé de
serragem nas proporcdes 0, 20, 40, 60, 80 ¢ 100% ¢
inadequado para utilizagdo como substrato na
aclimatizacdo de plantas micropropagadas.

Para a aclimatizagdo de mudas micropropagadas
de porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-
26’, Hoffmann (1999) identificou, como melhor
substrato, o Plantmax®, seguido da mistura de solo +
areia. Hutchinson (1984), trabalhando com macieira
‘Northern Spy’, testou dois substratos compostos para
aclimatiza¢do (vermiculita + perlita 1:1 v/v e turfa +
areia grossa 1:3 v/v), obtendo mais de 90% de
sobrevivéncia com eles.

Fraguas (2003) verificou que o maior percentual
de sobrevivéncia (95%) de plantulas de figueira cv.
Roxo-de-Valinhos ocorreu com 45 e 90 dias de
aclimatizagio com a utilizagdo do Plantmax®, sendo
que a mistura Plantmax® + vermiculita também
proporcionou bons resultados.

No presente trabalho, durante a aclimatizagdo, as
mudas de amoreira-preta micropropagadas obtiveram
uma sobrevivéncia de 92%, sendo que a maior
sobrevivéncia foi em Plantmax®. Em plantas de
Rubus arcticus, Shalupaev e Yatsyna (2002)
obtiveram uma sobrevivéncia maior que 90% em
substrato de perlita + turfa (1:1). Costa e Lovato
(2000), utilizando a mistura terra roxa estruturada +
vermiculita + composto termofilico (1:1:1, v/v),
comparados com o substrato comercial Plantmax®,
obtiveram 100% de sobrevivéncia na aclimatiza¢do
de plantulas de videira.

Além do substrato, outro fator que pode ter
contribuido para a elevada taxa de sobrevivéncia foi a
pré-aclimatizagdo, realizada através da abertura dos
tubos de ensaio por trés dias antes da aclimatizagdo.
Apesar de pouco, o tempo foi suficiente para que as
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plantulas ndo murchassem durante e apos o
transplantio.

Conclusao

Maior numero de folhas e de raizes foram obtidos
com 0,5 mg L™ de BAP.

Na presen¢a de 3 g L' de carvdo ativado, o
nimero e o comprimento de raizes apresentaram
melhor desenvolvimento, sem a formagéo de calos.

Maior peso da matéria fresca foi obtido na
auséncia de carvao ativado.

A aclimatizagdo pode ser realizada com sucesso,
utilizando-se o substrato comercial Plantmax®
seguido da mistura de Plantmax® + vermiculita +
casca de arroz carbonizada e vermiculita, resultando
maior acimulo de peso da matéria fresca e maior
desenvolvimento das raizes das plantas.
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