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RESUMO

Com o objetivo de propagar os cultivares Tupy e Ebano da amoreira-preta (Rubus
sp.), segmentos nodais de plantas pré-estabelecidas in vitro foram inoculados em meio MS
(0, 50, 100, 150 € 200%), suplementado com diferentes concentra¢des de sacarose (0, 15,
30, 45 e 60 g LY. O pH foi ajustado para 5,8 antes da adicdo de 6 g L' de 4gar e da
autoclavagem a 121'C e 1 atm por 20 minutos. ApSs a inoculacfo, os explantes foram
mantidos por 45 dias, em sala de crescimento a 27 + 1'C, 32 umol m™ s~ e fotoperiodo de 16
horas. O experimento foi inteiramente casualisado, utilizando-se quatro explantes por repeti¢ao.
Melhores resultados foram obtidos com o cultivar Tupy, no qual o maior numero (6,53),
comprimento de brotos (2,32 ¢cm) € peso da matéria fresca foram obtidos em meio MS 150%,
acrescido de 45-60 g L de sacarose. Niio houve multiplicacgio de brotos no cultivar Ebano.

Palavras-chave: Rubus sp., sacarose, meio de cultura MS.

ABSTRACT

IN VITRO MULTIPLICATION OF BLACKBERRY UNDER
DIFFERENTS CULTURE MEDIA

To propagate blackberry (Rubus sp.), cvs. Tupy and Ebano, nodal segments from
plants established in vitro were inoculated in MS culture medium (0, 50, 100, 150 and
200%), supplemented with different sucrose concentrations (0, 15, 30, 45 and 60 g L'"). pH
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was adjusted to 5.8 before adding 6 g L' agar and sterilization at 121°C, 1 atm for 20
minutes. After the inoculation, the explants were maintained for 60 days, in the growth
room, at 27+1°C, 32 umol m” s and photoperiod of 16 hours. The experiment was
arranged in a completely randomized design, using four explants per replication. Better
results were obtained with ¢v. Tupy, with the highest number (6.53), sprout length (2.32
cm) and fresh matter weight being obtained in a 150% MS culture medium, added of 45-60
g L' sucrose. Sprout multiplication was not achieved for cv. Ebano.

Key words: Rubus sp., sucrose, MS culture medium.

INTRODUCAO

No Brasil, a amoreira-preta vem sendo cultivada por pequenos
produtores do Rio Grande do Sul (principal produtor brasileiro), Santa
Catarina e Parana, objetivando a exportacdo dos frutos. No primeiro, as
maiores produgdes encontram-se nos municipios de Feliz e Vacaria, onde
o cultivar Tupy responde por 70% da éarea cultivada, com produgdo a partir
da terceira dezena de novembro (I). O sul de Minas Gerais tem
apresentado elevado potencial para esta pequena fruta, destacando-se o
municipio de Caldas.

O cultivar Ebano foi selecionada em 1977, na antiga UEPAE de
Cascata, e lancado em 1981 pela Embrapa/CPACT-Pelotas, RS, sendo
livre de espinhos (3, 14). O cultivar Tupy fo1 originado do cruzamento
realizado no CPACT em 1982 e lancado em 1988. E recomendado para o
consumo in natura, por apresentar baixa acidez (16).

A propagacao desta espécie € feita por meio de estacas de raizes (4)
que, por ocasido do repouso vegetativo, sao preparadas e enviveiradas em
sacolas plasticas. Podem também ser usados brotos (rebentos), originados
de plantas cultivadas, e estacas herbaceas (I/5). Além destes, a
micropropagac¢ido, com o intuito de se obterem plantas livres de virus,
geneticamente uniformes e em curto espaco de tempo, € outra alternativa
vidvel e pode ser feita a partir de brotos apicais ou segmentos foliares em
meio de cultura MS, suplementado com reguladores de crescimento (18).

Varios autores tém relatado a possibilidade de reduzir a concentragao de
sais do meio MS para diversas espécies, visando melhor desenvolvimento das
plantas e reducdo nos custos (8). Paiva et al. (/2) utilizaram 50% dos sais do
meio MS, obtendo bom desenvolvimento in vitro de gloxinia.

A concentragdo de sacarose também € um fator determinante na
promog¢ao de crescimento € € dependente do tipo de explante (5). Estudos
comprovaram que 75 a 85% do aumento da biomassa se devem a
incorporagao de carbono pela adigdo de sacarose (7). A concentragao mais
utilizada no preparo do meio de cultura MS € de 30 g L'; entretanto,
modifica¢des neste valor podem otimizar o crescimento in vitro.

Rapida proliferacao de gemas axilares de amoreira-preta, cultivares
Thornless Boysenberry ¢ Thornless Youngberry, foi obtida em meio MS,
acrescido de BAP (2,0 mg L") e ANA (0,1 mg L") (I8). O enraizamento
desses brotos deu-se em meio MS (1/16 da concentragdo), independentemente
da adicdo de reguladores de crescimento. No entanto, concentracdes de sais no
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meio bdsico MS (10), reduzidas a 1/2, 1/3 ou 1/4, possibilitaram melhor
enraizamento in vitro de amoreira-preta, cultivar Caiguangue (0).

A concentracdo de sacarose também € um fator determinante no
crescimento e é dependente do tipo de explante (5). Estudos comprovaram
que 75 a 85% do aumento da biomassa se devem a incorporagdo de
carbono pela adlgao de sacarose (7). A concentragao mais utilizada no
preparo do meio de cultura MS € de 30 g L"; entretanto, modifica¢des
nesse nimero podem beneficiar o cultivo in vitro. Por outro lado, o
excesso de sacarose pode ser prejudicial, pois inibe a sintese de clorofila e,
portanto, reduz a capacidade fotossintética das culturas, mesmo sendo
essencial ao crescimento (20). Embora o agicar ndo seja o componente de
maior custo no preparo do meio de cultura, a redu¢io da sua concentragao
pode ser economicamente favoravel, especialmente para a produgao
comercial de mudas (9).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da sacarose €
diferentes concentragbes de sais nutrientes do meio MS na
micropropagacao dos cultivares Tupy e Ebano de amoreira-preta.

MATERIAL E METODOS

Segmentos nodais dos cultivares Tupy e Ebano de amoreira-preta, com
cerca de 2 cm, foram excisados de plantas pré-estabelecidas in vitro, oriundas da
Embrapa Clima Temperado/CPACT-Pelotas, RS. Os explantes foram
inoculados em tubos de ensaio, contendo 15 mL de meio constituido dos sais
minerais do meio MS (0, 50, 100, 150 e 200%) combinados com cinco
concentractes de sacarose (0, 15,30,45e 60 gL ". O pH foi a]ustado para 5,8
antes da autoclavagem, e o meio de cultura solidificadocom 6 g L. 'de dgar
da marca Merck”. Posteriormente foram transferldo< para sala de
crescimento a 27 + 1°C, irradidncia de 32 pmol m™ s™', fornecida por

lampadas fluorescentes brancas de 20 W, marca Osram®, luz do dia especial, e
fotoperiodo de 16 horas, permanecendo nestas condi¢des por 45 dias.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualisado, com quatro
repeticdes constituidas de quatro explantes. As varidveis analisadas foram o
comprimento dos brotos e os pesos das matérias fresca e seca da parte aérea.

Na andlise estatistica do experimento foi utilizada a analise de
regressao para os dados quantitativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O numero de brotos do cultivar Tupy foi estimulado pelo aumento
da concentracio de sacarose (Figura 1) No meio MS 150%, maior nimero
de brotos (6,53) foi obtido com 60 g L de sacarose, enquanto no meio MS
50% houve tendéncia de reducdo no numero de brotos em relagdao ao



488 REVISTA CERES

aumento da concentragdo de sacarose. Nos meios MS 100 e 200%
observou-se também aumento no nimero de brotos. Ndo houve efeito
significativo de nimero de brotos na auséncia de sacarose.

Y jes 509 = 0.89 + 0.1543% . 0,0022x> R*=0.90

Y s 1o0% = 0.56 4 0.159x - 0.0016x2 R2=0.77
Y Msisoq = 0.70 + 0,152x - 0.0009x” R* =094

— Y s 2008 = 0,80 + 0.052x + 0.0002x° R* = 0.95
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FIGURA 1 - Numero de brotos de amoreira-preta, cultivar Tupy, cultivado
em diferentes concentragGes de sacarose € do meio MS.

No cultivar Ebano nio foi observada a multiplicaciio de brotos. Este
resultado discorda do observado por Souza (19), que verificou na auséncia
de sacarose produ¢do média de 2,9 brotos e, com 35,3 g L' de sacarose,
produc¢do de 18,2 brotos. Esta resposta sugere que o explante nio se
utilizou de suas reservas de nutrientes para induzir novas brotac¢des.

Babic e Neskovic (2) registraram maior produgcdo de brotos de
Smoothstem e Thornless em meio MS com 30 g L™ de sacarose.

De acordo com Rezende (/15), o nimero maximo de brotacdes de
kiwi, cultivar Hayward, pode ser obtido em meio contendo 117,31% da
concentragao basica dos componentes do meio MS, sendo este adicionado
de 36,10 g L' de sacarose.

Maior comprimento de brotos no cultivar Tupy (2,95 cm) foi
observado com 60 g L' de sacarose em meio 150% (Figura 2A), enquanto
no cultivar Ebano (4,07 cm), com 15 g L de sacarose em meio 50%,
houve maior comprimento dos mesmos (Figura 2B). As menores alturas da
parte afrea foram observadas na auséncia de sacarose, em que O
desenvolvimento da parte aérea possivelmente ocorreu devido ao gasto
energético das reservas dos proprios explantes.

O aumento da concentragfo de sacarose incrementou o comprimento de
brotos nos meios MS 50 e 150% nos cultivares Tupy e Ebano, respectivamente
(Figuras 2A e 2B). Quando se elevou a concentracdo de sacarose, ©
desenvolvimento da parte aérea aumentou mesmo nas maiores concentra¢oes do
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meio MS. E possivel que o aumento do potencial osmético e a conseqiiente
reducdo na absor¢do de nutrientes pelos explantes tenha evitado um efeito
deletério causado pela alta concentracao do meio MS.

Rezende (15) constatou que em kiwi, cultivar Hayward, as brotagdes
maiores foram obtidas na associacio de 200% de meio MS com 36,30 gL' de
sacarose, €, no cultivar Matua, com a adicfio de 35,20 g L' de sacarose ao
meio contendo 163,51% da concentracao de nutrientes.

]
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FIGURA 2 - Comprimento de brotos em brotagdes de amoreira-preta,
cultivares Tupy (A) e Ebano (B), cultivados ern diferentes
concentragdes de sacarose e do meio MS.
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O maior peso da matéria fresca do cultwar Tupy (1,23 g) deu-se em
meio MS 150%, suplementado com 45 g L' de sacarose (Figura 3A)
enquanto no cultivar Ebano o melhor meio foi o0 MS 200%, com 60 g L’
de sacarose (Figura 3B).

A utilizacdo do meio de cultura MS proporcionou maior peso da
matéria fresca dos dois cultivares estudados, com o aumento de sacarose
até a concentracao de 60 g L' (Figuras 3A e 3B).

Embora a alta concentracido de sacarose tenha elevado o potencial
osmético, a absor¢io de nutrientes pelos explantes nio foi prejudicada.

A sacarose, em diferentes concentra¢des, influenciou de forma
significativa o peso de matéria seca, € houve efeito signiﬁcativo da
concentracdo de MS (Figuras 4A e 4B). No cultivar Tupy o meio que se
destacou foi 0 MS 150%, com maior peso de matéria seca com 4) g L

Nio foi obtido 0 mesmo resultado no cultivar Ebano em relagio ao meio
MS 150%, sendo o meio MS 50% de melhor destaque (Figura 4B).
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No Tupy observaram-se calos, sendo o maior peso da matéria
fresca (0,68 g) verificado com 45 g L' de sacarose ¢ meio MS 100%
(Figura 5).

Os valores de todas as varidveis analisadas do cultivar Tupy foram
incrementados 4 medida que se aumentou a concentra¢dc do meio de
cultura MS até um ponto maximo, a partir do qual se verificou decréscimo.

Y MS 50% = -2E-05%" + 0.0019x + 0.0148 R%*= 0,80

Y MS 150% = -SE-06x°+ 0.0008x + 0.002 R*=0.35
Y MS 200% = - 1E-05x% + 0.0005% + 0.0034 R*=092
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FIGURA 4 - Peso da matéria seca da parte aérea de brotagGes de amoreira-
preta, cultivares Tupy (A) e Ebano (B), cultivados em
diferentes concentra¢des de sacarose € do me1o MS.
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| FIGURA 5 - Peso da matéria fresca de calos de brotagGes dz amoreira-
preta, cultivar Tupy, cultivadas em diferentes |
concentragcoes de sacarose € do meio MS.
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E importante ressaltar que o meio MS possui alta concentragio de
sals em sua composi¢ao, quando comparado a outros meios de cultura
(17). Dessa forma, os efeitos negativos causados por concentragdes
maiores do meio MS sido devidos a uma elevagdo ainda maior do que a
normalmente presente na composi¢ao original, tornando-se inadequada ao
processo morfogénico (13).

A concentracio adequada de sacarose situou-se entre 45 ¢ 60 g L.
A sacarose, como fonte de carboidratos, visa suprir as necessidades
metabodlicas dos explantes, atuando como fonte de esqueletos carbonicos
na diferenciacdo celular e no crescimento (/17).

CONCLUSAO

Para a propagacdo de amoreira-preta, melhores resultados sdo
obtidos com o cultivar Tupy, em que o maior nimero, comprimento de

brotos e peso da matéria fresca sao obtidos em meio MS 150%, acrescidos
de 45-60 g L' de sacarose.
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