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ENRAIZAMENTO E ACLIMATIZACAO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS DE
AMOREIRA-PRETA CV. BRAZOS!

CAROLINA SMANHOTTO SCHUCHOV SKI AUGUSTQ? LUIZ ANTONIO BIASI3, CHARLES ALLAN TELLES?

RESUMO - O presentetrabal ho estudou as fasesfinais do processo de micropropagacao, incluindo o enraizamento e a posterior aclimatizagcdo
da amoreira-preta cv. Brazos. Os experimentos foram realizados no Laboratério de Micropropagacdo de Plantas da UFPR, Curitiba-PR, no
periodo de marco de 2000 ajulho de 2001. No enraizamento in vitro com ou semimersdo em AlB, obteve-se mais de 95% de enraizamento nos
dois tratamentos. No experimento de enraizamento ex vitro, com microestacas provenientes da multiplicagdo com diferentes citocininas, as
taxas de enraizamento e sobrevivéncia foram de 100%. Nafase final, testou-se ainfluéncia da sacarose do meio de cultura de enraizamento
in vitro na posterior aclimatizagdo. Em todos os tratamentos, houve 100% de sobrevivéncia. Conclui-se que pode ser realizado um eficiente
enraizamento in vitro sem AIB e sem aadic8o de sacarose ao meio de cultura, com posterior aclimatizacdo em tdnel pléstico ou, ainda, realizar
0 enraizamento ex vitro e aclimatizagdo em casa de vegetacdo com nebulizagdo intermitente.

Termosparaindexacdo: amora-preta, Rubus sp., micropropagacao.

ROOTING AND ACCLIMATIZATION OF MICROPROPAGATED PLANTS OF BLACKBERRY CV. BRAZOS

ABSTRACT - The present work studied the final stages of blackberry cv. Brazos micropropagation, including rooting and acclimatization.
The experimentswere carried out in the Plant Micropropagation Laboratory at UFPR, Curitiba-PR, during March 2000 until July 2001. Inthe
invitro rooting with or without immersion in IBA, the percentage of rooting was higher than 95% in both treatments. In the experiment of ex
vitro rooting, with micro-shoots proceeding from the multiplication with different cytokinins, the rooting and survival rateswere of 100%. In
the final stage it was tested the influence of sucrose of the in vitro rooting media on the acclimatization. All the treatments showed 100% of
survival. It can be concluded that an efficient in vitro rooting can be realized without both IBA and sucrose in the culture media with

acclimatization under plastic tunnel or ex vitro rooting and acclimatization under intermittent mist in a greenhouse.

Index Terms: blackberry, Rubus sp., micropropagation.

INTRODUCAO

A amoreira-preta € uma espécie cutivada nas regides Sul e
Sudeste do Brasil. O processo de micropropagac@o apresenta
diversas vantagens em relag8o aos métodos tradicional mente
utilizados na propagacdo de amoreira-preta, especia mente quanto
a maior sanidade das mudas. Uma importante etapa da
micropropagacao refere-se ao enraizamento das mi croestacas obtidas
e posterior aclimatizago das plantas enraizadas.

O processo de enraizamento de microestacas é influenciado
por diversos fatores, entre os quais os reguladores de crescimento
(Assis & Teixeira, 1998). Dentre os promotores de enraizamento,
encontra-se 0 AlB (&cido indolbutirico), que tem sido bastante usado
por ndo causar fitotoxicidade aos explantes em concentracdes
relativamente altas e por ser eficiente em uma grande variedade de
espécies. Além do método de enraizamento in vitro de microbrotos,
testado por diversos autores (Borgman & Mudge, 1986; Deng &
Donnelly, 1993a; Deng & Donnelly, 1993b; Karakullukgu et al., 1993),
tem sido testado o enraizamento ex vitro diretamente em substrato
(Jinetal., 1992; AvitiaGarcia& Castillo Gonzélez, 1992). Este tltimo
apresenta como vantagens adiminuic¢do das dificul dades associadas
a sobrevivéncia e ao desenvolvimento das plantas cultivadas in
vitro (AvitiaGarcia& Castillo Gonzél ez, 1992; Sobczykiewicz, 1992)
e areducdo dos custos de producdo da micropropagacéo (Hoepfner
& Nesthy, 1991).

Nafase deaclimatizacdo, Deng & Donnelly (1993b) destacam
gue este processo ex vitro tem altos custos e demanda longo tempo
para a obtencdo das mudas. Portanto, sugerem mudancas no
ambiente da cultura, entre os quais, a reducdo da concentracéo de
sacarose nos estadios finais de micropropagagdo, para promover o
endurecimento in vitro, buscando aumentar a capacidade
fotossintética das plantas.

O presente trabalho teve como objetivos definir a
necessidade ou ndo da aplicacdo de AIB nas microestacas para o
enraizamento in vitro; verificar se 0 enraizamento ex vitro e se a
aclimatizag8o so influenciados pelas diferentes citocininas dafase
de multiplicagéo e determinar se a sacarose no meio de cultura na
etapade enraizamento in vitro interfere naaclimatizagdo em casade
vegetacdo com nebulizagdo e em tunel pléastico.

MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados no Laboratério de
Micropropagacdo de Plantas e na casa de vegetacdo do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias
AgrériasdaUniversidade Federal do Parang, em Curitiba-PR, tendo
inicio em margo de 2000 e término em julho de 2001. Para os trés
experimentos, utilizaram-se as brota¢des individualizadas
(microestacas), provenientes da formag&o do tipo ‘tufos’ do 4°
subcultivo da multiplicagdo in vitro. Parainiciar o cultivo in vitro
foram utilizados segmentos nodais retirados das brotagdes novas
de plantas matrizes mantidas em casa de vegetaco.

No enraizamento in vitro, testaram-se microestacas imersas
ou ndo em solugdo 1ImM de AIB (Sigma®), por 2 segundos. O meio
de cultura utilizado foi 0 MS/2 (Murashige & Skoog, 1962) com a
concentragdo de macro e micronutrientes reduzida a metade,
acrescido de 100 mg.L* demio-inositol, 30 g.L* desacarosee6g.L-
1 de &gar (Micromed®), sem reguladores de crescimento e pH 5,8,
esterilizado em autoclave por 20 minutosa 120°C e 1,5 atm. Apdsa
repicagem em camara de fluxo laminar, os frascos com capacidade
de 250 mL efechados com papel auminio, foram colocadosem sala
de cultivo com temperatura de 25+2°C, umidade relativa do ar de
65% e fotoperiodo de 16 horas, com iluminagdo por ldmpadas
fluorescentes do tipo luz do dia e irradiancia de 40 pmol.m2.s™.
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Foram utilizadas 12 microestacas por parcela, com 4 repeticoes. A
avaliacdo foi realizada apos 41 dias.

Numa segunda etapa, testou-se o0 enraizamento ex vitro das
microestacas provenientes da multiplicagdo com diferentes
citocininas, BAP (6-benzilaminopurinag), CIN (cinetina), ZEA (zegting)
e 2iP (2-isopenteniladenina) nas concentragdes de 5 e 10 uM), além
da testemunha. As microestacas foram colocadas em bandejas de
isopor contendo substrato Plantmax® para enraizamento e
aclimatizac8o, em camara de nebulizacdo intermitente, com rega
autométicade 15 segundos a cada 30 minutos. Foram utilizadas 7 a
12 microestacas por parcela, com 4 repeticdes. A primeiraavaliacdo
foi realizada ap6s 36 dias, e a segunda avaliagdo, 57 dias apds o
inicio do experimento.

No estudo de aclimatizacdo das mudas apds o enraizamento
invitro testaram-se doisfatores: a presenca ou auséncia de sacarose
na etapa de enraizamento e o local de aclimatizac8o (em cAmarade
nebulizag8o ou em tanel plastico sem nebulizagdo). Utilizou-se o
meio de cultura MS/2 conforme acima descrito no primeiro
experimento, sem regulador de crescimento. Os tratamentos
resultaram da combinago do enraizamento em meio de culturasem
ecom 30 g.L* de sacarose e da aclimatizac&o em tanel pléstico sem
nebulizacdo ou em camara de nebulizac&o. Os explantes enraizados
foram colocados em bandejas de isopor contendo substrato
Plantmax®. A camara de nebulizac8o intermitente possuia rega
automética de 15 segundos a cada 30 minutos e ho tanel plastico a
irrigacéo foi realizada por aspersdo a cada dois dias. O esguema
experimental foi umfatoria (2 x 2), com 4 tratamentos, 4 repeticbese
12 microestacas por parcela.

Todos os experimentos tiveram o delineamento inteiramente
a0 acaso, e 0s dados obtidos foram analisados pel o teste de Bartl ett,
a andise de variancia e o teste de comparacéo de médias pelo de

Tukey, a 5%, no programa de computador MSTAT.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, observam-se os resultados do experimento de
enraizamento in vitro com ou sem AlB. Obtiveram-se taxas de
enraizamento de 95% e de 100%, respectivamente, que ndo foram
estatisticamente diferentes entre si. Com relacéo ao comprimento de
raizes, nimero defolhas por planta e alturadas plantas, também n&o
se constatou diferencaentre ostratamentos. Houve apenas diferenca
com relagdo ao numero de raizes por explante. O tratamento com
imersdo emAlB apresentou 4,5 raizes, contra 3,1 raizesdo tratamento
semimersdo em AIB. AvitiaGarcia& Castillo Gonzalez (1992), no
entanto, ndo encontraram diferencas entre os tratamentos com AlB
e a testemunha, no nimero de raizes nas cultivares testadas de
amoreira

Varios autores descrevem a importancia da utilizacgo de
auxinas no enraizamento de espécies in vitro. O que se pode
constatar é que ndo houve necessidade de imersdo em AlIB para o
enraizamento dacultivar Brazos. Essaocorrénciaprovavel mente, se
deve afacilidade de enraizamento da espécie g, particularmente, da
cultivar testada. Segundo Assis & Teixeira (1998), ha vérias
evidéncias de que aformagao de raizes é geneticamente controlada,
pois ha bastante variagdo entre espécies e mesmo entre clones.

Com resultados semelhantes ao encontrado no presente
trabalho, AvitiaGarcia& Castillo Gonzalez (1992) alcangaram 77 a
100% de sucesso no enraizamento ex vitro, sem a utilizagdo de
reguladores de crescimento para o enraizamento de amoreira. Da
mesmamaneira, Radmann et a. (2003) ndo observaram diferencano
enraizamento de amoreira-preta cv. Ebano com diferentes
concentragdesdeAlB, variando entreO al uM. Ramirez del Castillo

TABELA 1 - Efeito daimersdo ou ndo de microestacas em solucéo de AlB por 2 segundos no enraizamento, nimero de raizes, comprimento
das raizes, alturadas plantas e numero de folhas por planta de amoreira-preta (Rubus sp.) cv. Brazos. Curitiba- PR. 2001.

Observacdes Plantas enraizadas Raizes por planta Comprn}lento das Altura das plantas  Folhas por planta
Tratamento (n°) (%) (n°) raizes (cm) (n°)
’ (cm)
Sem AIB 48 100,0° 3,1b' 1,78’ 2,25° 9,97
Com AIB 48 95,8 4,5a 1,53 2,30 9,49
C.V. (%) - 4,56 11,19 15,82 9,32 4,61

IMédias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
2Médias na coluna ndo diferem significativamente pelo teste F, a 5% de probabilidade, realizado na andlise de variancia.

TABEL A 2 - Efeito dascitocininasdafase demultiplicacdo, BAP (6-benzilaminopuring), CIN (cineting), ZEA (zegtina) e 2i P (2-isopenteniladenina)
na primeira avaiacdo (12 = 36 dias) e segunda avaliagdo (22 = 57 dias) para 0 enraizamento, sobrevivéncia, altura e nimero de
folhas por plantadaamoreira-preta (Rubus sp.) cv. Brazos. Curitiba - PR. 2001.

Tratamento Obse(zl\ia)tgf)es Plantas(c‘a)z;aizadas Sobrevivén(c;;il)das plantas Altura ((1:;; )plantas Folhas por planta (n°)
1# 1? 22 1? 22 1? 28
Testemunha 31 100 100 100 5,88abc’ 28,83' 11,5ab' 40,4'
5uM de BAP 48 100 100 100 5,80abc 34,20 10,3ab 40,4
10uM de BAP 48 100 100 100 4,16¢ 27,95 8.,9b 36,0
5uM de CIN 35 100 100 100 5,18bc 27,13 9,8b 35,1
10uM de CIN 48 100 100 100 5,20bc 38,17 9,0b 38,7
S5uM de ZEA 48 100 100 100 7,22a 34,03 14,3a 40,4
10uM de ZEA 36 100 100 100 6,10ab 34,85 12,2ab 41,7
5uM de 2iP 31 100 100 100 5,52abc 35,50 11,8ab 394
10uM de 2iP 41 100 100 100 5,70abc 33,20 10,4ab 38,8
C.V. (%) - - - - 12,92 31,20 16,68 12,13

IMédias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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TABELA 3 - Efeito da sacarose do meio de cultura de enraizamento in vitro e do método de aclimatizagdo na sobrevivéncia, alturae nimero
defolhas por planta de amoreira-preta (Rubus sp.) cv. Brazos. Curitiba- PR. 2001.

Meio de cultura Sobrevivéncia das plantas (%)

Altura das plantas (cm) Folhas por planta (n°)

Com sacarose 100 2,91a1 9,32
Sem sacarose 100 2,28b 9,1
M¢étodo de aclimatizagao

Camara de nebulizacao 100 2,15b! 9,7al
Ttnel plastico 100 3,04a 8,7b
C.V. (%) - 10,43 5,23

IMédias seguidas por letras distintas na coluna diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
2Médias na coluna ndo diferem significativamente pelo teste F, a 5% de probabilidade, realizado na andlise de variancia.

& Angarita Zerda (1990) também observaram que a auséncia de
regul adores de crescimento ou aconcentracdo muito baixade auxinas
érecomendada parainduzir raizes em espécies de Rubus. Dantas et
a. (2000) encontraram o melhor enraizamento daamoreira-pretacv.
Caingangue no meio de cultura sem a auxina ANA (écido
naftalenoacético). Essas informacdes reforcam a facilidade de
enraizamento daamoreira-preta, dispensando autilizacdo de auxinas.

No experimento de enraizamento ex vitro com microestacas
provenientes da fase de multiplicacdo com diferentes citocininas,
pode-se observar que ndo houve diferenca de sobrevivéncia e
enrai zamento entre os diversos tratamentos, onde todos al cancaram
taxas de 100% de enrai zamento e sobrevivéncia(Tabela2). Essefato
novamente comprova a facilidade de enraizamento da espécie.
Mesmo as microestacas menores, provenientes dos tratamentos
com BAP nafasedemultiplicaco, tiveram facilidade no enraizamento
e aclimatizacdo. Diferentemente do encontrado por Hoepfner et al.
(1996), em que as microestacas derivadas do meio de cultura com
BAP tiveram uma porcentagem maior de enraizamento do que as
derivadas de meio de cultura com TDZ (thidiazuron). No presente
trabalho, a Unica diferenca ocorreu em relacéo ao nimero de folhas
por planta e aatura das plantas, sendo que, em ambas as variaveis,
osmelhorestratamentosforam ZEA (5e10uM), 2iP (5e10uM), BAP
(5uM) e testemunha. Essas diferencas constatadas em relagdo a
altura das plantas e ao nimero de folhas por planta entre os
tratamentos se explicam porque as microestacas vieram com
diferentes tamanhos do experimento anterior. Pode-se observar, no
entanto, que numa segunda avaliacdo apds o transplante (Tabela
2), todos os tratamentos foram homogéneos e que as diferencas
observadas nesta primeira avaliacdo foram dissipadas na
continuagdo do crescimento das mudas.

Assim, observa-se que o tipo de citocininautilizadano meio
de cultura na fase de multiplicacdo ndo afetou o enraizamento e a
sobrevivéncia das mudas nem o posterior desenvolvimento delas.
Também, pode-se observar que o enraizamento ex vitro pode ser
realizado com sucesso para amoreira-preta, eliminando uma etapa
do processo de micropropagagéo, ao combinar numa so fase o
enraizamento e a aclimatizacdo, reduzindo o tempo e os custos de
todo o processo. Além da reducéo dos custos, segundo Grattapaglia
& Machado (1998), h& outra grande vantagem do enraizamento ex
vitro, com amelhoria na qualidade do sistemaradicular formado na
planta, que se formamais completo e funcional, com maior nimero
de raizes secundérias, sem a formagdo intermediaria de calo, que
dificulta a conex&o do sistema vascular entre caule eraiz.

No experimento de aclimatizacéo apds enraizamento in vitro,
ndo foi encontradainteracdo entre os dois fatores testados (meio de
culturade enraizamento e método de aclimatizagdo). Analisaram-se,
portanto, as médias de cada fator, isoladamente.

Comparando-se a presenca ou auséncia de sacarose, pode-
se observar que ndo houve diferenca com relagdo a sobrevivéncia,
enraizamento e nimero de folhas por planta (Tabela 3). Esses
resultados diferem dos encontrados por Deng & Donnelly (1993a)

com framboesa, que observaram que a auséncia de sacarose no
mei o de culturade enraizamento levou aum aumento nafotossintese
e a0 “endurecimento” das plantas in vitro.

No entanto, com relacdo a atura das plantas, 0 meio de
culturade enraizamento com sacarose foi superior ao meio decultura
sem sacarose (2,91 cm contra 2,28 cm). Esse resultado é similar ao
encontrado por Deng & Donnelly (1993a) e pode ser explicado pela
baixa capacidade de fotossintese das plantas in vitro. Por essa
deficiéncia, haveria menor producdo de carboidratos, que seriam
insuficientes para os processos de formacgéo de novas paredes
celulares e de respiracao.

No entanto, a auséncia de sacarose somente levou a uma
menor atura das plantas, ndo influenciando o nimero de folhas
nem levando ao aumento a taxa de sobrevivéncia dos explantes.
Pode-se supor que a cultivar de amoreira pesguisada in vitro ndo
apresenta caracteristi castotalmente heterotroficas, mesmo commeio
deculturacom sacarose, diferentedo citado por Donnelly & Vidaver
(1984), que constataram que aframboeseirain vitro tem umaminima
capacidade de metabolismo autotréfico. Outra hipétese, parao bom
desempenho no meio de cultura sem sacarose, pode ser a utilizagdo
dasreservas presentes na propriamicroestaca, queforam suficientes
para o enraizamento e o crescimento das plantas, ja que aavaliagéo
foi realizadaem curto espaco de tempo. Pode-sededuzir, ainda, para
a cultivar testada, que ndo € necessério modificar as condictes de
cultivoinvitro sugeridaspor Deng & Donnelly (1993b), nemrealizar
um periodo de pré-aclimatizacdo sugerido por Karakullukcu et al.
(1993) eSilvaet al. (1995).

Com relacéo ao método de aclimatizacdo, o tratamento no
tunel plastico levou a um maior crescimento das plantas (3,04 cm,
contra 2,15 cm da cAmara de nebulizacéo), enquanto a cdmara de
nebulizacéo levou aum maior nimero defolhas (9,7 contra8,7 folhas
por plantas no tratamento com tunel plastico) (Tabela 3). Apesar
dessas diferencas encontradas, a porcentagem de sobrevivéncia,
gue é a varidvel mais importante analisada, foi idéntica entre os
métodos testados, alcancando-se 100% de sobrevivéncia. Villa et
a. (2006) também obtiveram alta taxa de sobrevivéncia (92%) na
aclimatizacdo de amoreira-preta cv. Cherokee. 1sso € bastante
importante, poisde acordo com Donnelly & Vidaver (1984), um dos
maiores limites a producdo comercial de plantas propagadas
assepticamente € a baixa sobrevivéncia de plantas quando
transferidas do meio de cultura ao solo.

Observou-se que foi possivel aclimatizar a amoreira-preta
cv. Brazos enrai zada sem necessidade de nebulizacdo intermitente.
Essa condicéo de aclimatizacdo das mudas pode reduzir os custos
do processo de micropropagacdo, por hdo haver a necessidade de
instalacdo de equipamentos de nebulizagéo.

CONCLUSOES

1) O enraizamento in vitro das microestacas da amoreira
preta cv. Brazos pode ser realizado sem a necessidade de imersio
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em solugdo de AIB e sem aadic8o de sacarose a0 meio de culturade
enraizamento.

2) As citocininas utilizadas na fase de multiplicagcdo ndo
interferem significativamente no enraizamento e sobrevivéncia das
plantas aclimatizadas.

3) A aclimatizagdo das plantas enraizadas pode ser redlizada
em tlnel pléstico, sem a necessidade de nebulizagdo, ou pode-se
optar pelo enraizamento ex vitro e aclimatizagdo em casa de
vegetacdo com nebulizagdo intermitente.
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