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RESUMO

Com o objetivo de aprimorar técnicas de micropropagacdo de amoreira-preta cv. Cherokee (Rubus spp.), seg-
mentos nodais com cerca de 2 cm e 2 gemas axilares, oriundos de plantulas prestabelecidas in vitro, foram excisados
e inoculados em meios B5, ¥2 Knudson, Knudson e White, suplementado com diferentes concentragdes de cinetina
(0;0,5;1,0;2,0e 4,0 mg L") e em meio Knudson com combinagdes de GA, (0; 2; 4, 6 e 8 mg L) e cinetina (0; 0,5; 1,0;
2,0;e4,0mg L?). O pH foi ajustado para 5,8 antes da adigdo de 6 g L* de 4gar e da autoclavagem a 121°C e 1 atm por
20 minutos. Apos a inoculagao, os explantes foram transferidos para a sala de crescimento a 27 + 1°C, com irradiancia
de 35 mmol m=2 s e fotoperiodo de 16 horas, onde permaneceram por 60 dias. O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualisado, utilizando-se quatro repeticdes, constituidas de quatro tubos com um explante em cada.
No primeiro experimento, a maior média de brotos foi verificada em meio de cultura B5. A multiplicagdo de brotos
ocorreu apenas nos tratamentos que continham cinetina associada aos meios de cultura B5 e Knudson. Observou-se
maior comprimento da parte aérea em meio Knudson. Houve pouca ou nenhuma formacéo do sistema radicular nos
tratamentos que continham o meio White. No segundo experimento, na auséncia de cinetina, houve crescimento da
parte aérea. O sistema radicular foi formado apenas nos tratamentos que nao continham cinetina.
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ABSTRACT

In vitro MULTIPLICATION OF BLACKBERRY ‘CHEROKEE’: EFFECT OF CULTURE MEDIA,
KINETIN AND GA,

With the objective of improving micropropagation techniques of blackberry cv. Cherokee (Rubus spp.), nodal
segments with 2 cm length and two axillary buds, derived from in vitro-grown plants, were excised and inoculated in
media B5, ¥ Knudson, Knudson, and White, supplemented with different concentrations of kinetin (0; 0.5; 1.0; 2.0
and 4.0 mg L), and in Knudson media with combinations of GA, (0; 2; 4; 6 and 8 mg L) and cytokinin (0; 0.5; 1.0; 2.0
and 4.0 mg L). The pH 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 a growth room at 27 + 1°C, 35 mmol m2stirradiance
and a photoperiod of 16 hours. The experiment was arranged in a completely randomized design, using four explants
per replication. In the first experiment, the largest average number of sprouts was verified for the B5 medium. The
multiplication of sprouts took place only in treatments that contained cytokinin associated to B5 and Knudson media.
Larger length of the aerial part was observed in Knudson medium. There was little or any formation of roots in the
treatments with the White medium. In the second experiment, growth of the aerial part took place in the absence of
cytokinin. Roots were formed only in the treatments that did not contain cytokinin.
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INTRODUCAO

Os maiores produtores de amora-preta na América
do Sul sdo a Argentina e o Chile. O Brasil, apesar de seu
grande potencial, ndo apresenta producdo significativa
desta fruta. O Estado que se destaca é o Rio Grande do
Sul, mas, a amoreira-preta é também cultivada por
pequenos produtores de Santa Catarina, Parana e sul de
Minas Gerais, restringindo-se, neste Estado, apenas ao
plantio da EPAMIG/Fazenda Experimental de Caldas,
localizado no municipio de Caldas (Antunes, 2002).

A propagag¢do da amoreira-preta da-se
principalmente por meio de estacas de raiz, rebentos e
hastes novas (Jennings & McNicol, 1991). Tem sido
utilizada também a cultura de tecidos, permitindo a
obten¢do de milhares de plantas isentas de virus e
geneticamente uniformes em curto espaco de tempo
(Caldwell, 1984, Pasqual et al., 1991). Embora alguns
métodos tradicionais sejam comumente usados, a técnica
de cultura de tecidos juntamente com o uso de
reguladores de crescimento e meios adequados podem
eventualmente tornar-se um método preferido de
propagacdo (Caldas et al., 1998).

O crescimento e o desenvolvimento das plantas séo
controlados por substancias orgéanicas naturais
denominadas fitormonios, 0s quais sdo sintetizados em
pequenas concentracdes e em determinadas regides das
plantas (Taiz & Zeiger, 1991). Quando s&o produzidos
artificialmente, sdo denominados reguladores de
crescimento, dentre os quais podem-se citar as
citocininas e as giberelinas. O tipo de citocinina e sua
concentracdo sdo os principais fatores que influenciam
0 sucesso da multiplicacdo in vitro.

Experimentos testando diversas combinacdes de
citocinina com outros reguladores de crescimento sdo
muito comuns para o ajustamento dos meios de cultura
(Grattapaglia et al., 1987). Apesar da citocinina ser
essencial a multiplicacdo da parte aérea, 0 seu excesso €
toxico e caracteriza-se, principalmente, por grande ndimero
de brotos, reducdo no tamanho das folhas, encurtamento
dos entrends, engrossamento exagerado dos caules e
vitrificacdo (Leshem et al., 1988). O BAP (6-
benzilaminopurina) tem sido muito eficiente na
multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias em diversas espécies (Hu & Wang, 1983) e é
a citocinina mais utilizada, entretanto, a cinetina tem
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apresentado resultados satisfatorios.

As giberelinas tém como um dos principais efeitos
em cultura de tecidos o alongamento das brotacdes
durante a multiplicacdo ou antes do enraizamento.
Porém, quando aplicado em concentragdes relativamente
elevadas, o acido giberélico impede a formagéo de raiz,
especialmente se as auxinas forem aplicadas
simultaneamente. De acordo com George (1996), o efeito
do GA, na proliferacdo de brotacdes varia conforme a
interacdo com outros reguladores de crescimento,
dependendo também da espécie que estd sendo
micropropagada.

Os meios nutritivos utilizados na micropropagacdo
fornecem as substancias essenciais para o crescimento
dos tecidos e controlam, em grande parte, o padréo de
desenvolvimento in vitro (Caldas et al., 1998). Embora
0 meio MS (Murashige & Skoog, 1962) tenha favorecido
0 crescimento e desenvolvimento de vérias espécies, a
utilizacdo de composicdes mais diluidas, como os meios
Knudson (1946), White (1963) e BS (Gamborg et al., 1968),
tém fornecido melhores resultados (Grattapaglia &
Machado, 1998).

Este trabalho teve como objetivo determinar a
melhor concentragdo de cinetina, GA, e tipo de meio para
a multiplicacéo in vitro de plantas de amoreira-preta.

MATERIAL E METODOS

Segmentos nodais de amoreira-preta, cultivar
Cherokee (Rubus spp.), com cerca de 2 cm e 2 gemas
axilares, foram excisados de plantas prestabelecidas in
vitro, em meio MS, sem reguladores de crescimento. O
atual trabalho foi composto por dois experimentos;
sendo no primeiro, os explantes inoculados em tubo de
ensaio contendo 15 mL dos meios Knudson (1946), %2
Knudson, B5 (Gamborg et al., 1968) e White (1963)
combinados com cinco concentracdes de cinetina (0; 0,5;
1,0;2,0e4,0mg L ™). O segundo experimento constou de
explantes inoculados em tubo de ensaio contendo 15
mL de meio Knudson (1946), cinco concentrages de GA,
(0; 2; 4; 6; e 8 mg L) combinadas com cinco
concentraces de cinetina (0; 0,5; 1,0; 2,0 4,0 mg L™%).

Os meios tiveram o pH ajustado em 5,8 antes da
autoclavagem e foram solidificados com 6 g L™*de agar
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Numero de folhas

(Merck®). Posteriormente, os explantes foram
transferidos para a sala de crescimento a 27 + 1°C,
irradiancia de 35 mmol m=2 s fornecida por tubos
fluorescentes de 20W, marca Osram®, luz do dia especial
e fotoperiodo de 16 horas, permanecendo nestas
condicdes por 60 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualisado com quatro repeti¢des,
constituidas de quatro tubos contendo um explante cada
uma. As variaveis analisadas no primeiro experimento
foram ndmero de folhas, nimero de brotos, comprimento
e peso da parte aérea, presenca de raizes, peso de calos
frescas e no segundo foram ndmero de folhas, nimero
de brotos, comprimento e peso da matéria aérea e
presenca de raizes. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia com o software Sisvar (Ferreira, 2000),
sendo utilizados regressdo polinomial para
concentragdes de cinetina e de GA, e teste de Scott-
Knott (1974) para tipos de meio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o0 experimento composto de diferentes tipos
ior nimero de
to que, para as

demais varidveis estudadas, %2 Knudson e Knudson ndo
diferiram estatisticamente. Possivelmente, a baixa
concentracdo de nutrientes resultante da reducdo de 50%
da concentragdo padrao do meio Knudson ndo interfere
no aumento do numero de folhas, no peso das plantas
fresca e no comprimento da parte aérea das plantas de
amoreira-preta (Tabela 1).

Menores numeros de folhas, peso da matéria fresca
e comprimento da matéria fresca foram observados no
meio White. Esse meio, por ser mais diluido que os
outros, fornece menor quantidade de nutrientes
essenciais ao desenvolvimento dos explantes e piores
resultados.

Com o aumento das concentracdes de cinetina, o
namero de folhas aumentou, sendo 0 maior nimero de
folhas (9,45) observado com 4,31 mg L™ do regulador de
crescimento (Figura 1).

A multiplicacdo de brotos ocorreu apenas nos
tratamentos que continham cinetina associada aos meios
B5 e Knudson (Figura 2). Houve pouca ou nenhuma
formacao do sistema radicular dos explantes inoculados
no meio White.

Fraguas et al. (2004) verificaram a formacéao de
raizes em explantes de Ficus carica, inoculados em meio
WPM, na auséncia de cinetina. Maior nimero de brotos

'so da matéria fresca de plantas de amoreira-preta ‘Cherokee’” em diferentes tipos de

Y =0,0639x? + 0,551x + 5,89 R?=0,98

Peso da matéria fresca da
parte derea (g)

Comprimento da
parte aérea (cm)

2 3 4
Cinetina (mg L)
whnite

-

4,47 ¢

0,76 a 2,02 a
0,75 b 1,99 a
0,74 b 2,04 a
0,73 ¢ 161 b

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott (1974).

Figura 1. Nimero de folhas em plantas de amoreira-preta cv. Cherokee,
com diferentes concentragdes de cinetina. UFLA, Lavras, MG
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Figura 2. Nimero de brotos em plantas de amoreira-preta cv.
Cherokee, com diferentes concentragdes de cinetina e tipos de
meio. UFLA, Lavras, MG.
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(1,75 e 1,44) foi observado com 4 mg L de cinetina nos
meios B5 e %2 Knudson, respectivamente. A utilizagdo de
0,4 mg L de cinetina estimulou a formacé&o de brotos e
numero de folhas por explante de Emblica officinalis
(Mishaetal., 1999).

N&o foi observada interacéo significativa para peso
da matéria fresca da parte aérea. Maior peso da matéria
fresca (0,752 g) foi obtido com 4 mg L de cinetina e
melhores resultados em meio B5 (Tabela 1). Porém, com
0 aumento das concentra¢cdes deste regulador de
crescimento houve decréscimo no peso da matéria fresca
(Figura 3). E possivel que essa redugdo no tamanho dos
brotos seja devida ao efeito toxico causado pelo excesso
de citocinina nos explantes.

Maior comprimento da parte aérea (2,04 cm) foi
verificado em meio Knudson (Tabela 1), sugerindo que
sua concentragdo, em relacdo a de outros meios testados,

0,755 7 v =0,003%-0,0104x+ 0,75 R?=0,94

0,750 -

Peso da matéria fresca (g)
o
\‘
N
ol

Cinetina (mg L™)

Figura 3. Peso da matéria fresca de amoreira-preta cv. Cherokee,
em diferentes concentragbes de cinetina. UFLA, Lavras, MG.

é ideal para o crescimento e desenvolvimento da parte
aérea de plantas de amoreira-preta cv. Cherokee.

A formacéo de calos ocorreu apenas em meio B5
nas diferentes concentragfes de cinetina (Figura 4).
Diferentes resultados foram obtidos por Jordan e Iturriaga
(1980), que verificaram que a utilizagdo da cinetina como
Unico regulador de crescimento no meio de cultura MS
diminuiu a formacdo de calos em Ficus carica.
Possivelmente, a concentragdo de nutrientes no meio B5,
associada a cinetina, é suficiente para que calos se
desenvolvam.

Para o segundo experimento, ndo foi observada
interacdo significativa para nimero de folhas e peso da
matéria fresca da parte aérea. O comprimento da parte
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Figura 4. Peso da matéria fresca de calos de amoreira-preta cv.
Cherokee, com diferentes concentracdes de cinetina e meio
B5. UFLA, Lavras, MG.

aérea das plantas foi menor em razdo de maiores
concentracdes de cinetina (Figura 5). E possivel que essa
reducdo no tamanho dos brotos seja devida ao efeito
toxico causado pelo excesso de citocinina nos explantes.
Leshem et al. (1988) relatam que, apesar da utilizagéo de
citocinina ser necessaria a multiplicacdo dos brotos, o
seu excesso é téxico e algumas caracteristicas
observadas sdo falta de alongamento das culturas,
reducdo no tamanho das folhas e encurtamento dos
entrenos.

Diniz et al. (2003), estudando a interagdo de BAP e
GA,, verificou que, a adi¢do da citocinina ao meio de
cultura MS, causava uma reducdo no crescimento das

Yomg " GA; =S,

Yyt GA=NS.
Yo mg1t GA,=-0,074x2 - 1,650x +14,72 R2=0,94
Yo mg " GA;=0,230x% - 2,993x +13,38 R =0,84

16
Yo mg 1t GA; =-0,095x? - 0,619x + 11,19 R?=0,70

12

Comprimento da
parte aérea (cm)
[ee]

0 1

2 -1
Cinetina (mg L)

*4GA3 = 6GA3 4 8GA3

Figura 5. Comprimento da parte aérea (cm) de plantas de
amoreira-preta cv. Cherokee, cultivadas em diferentes concen-
tracGes de cinetina e GA,. UFLA, Lavras, MG.
plantas de macela.

Embora o nimero de folhas, nimero de brotos e
peso da matéria fresca ndo tenham sido significativos, a
multiplicagdo de brotos ocorreu apenas nos tratamentos
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que continham cinetina na presenca ou auséncia de GA,.
Houve formacdo do sistema radicular apenas nos
tratamentos que ndo continham cinetina.

CONCLUSOES

Maior média de brotos foi verificada em meio de
cultura B5.

A multiplicacdo de brotos ocorreu apenas nos
tratamentos que continham cinetina associada aos meios
de cultura B5 e Knudson.

Observou-se maior comprimento da parte aéreaem
meio Knudson.

Houve pouca ou nenhuma formacéo do sistema
radicular em meio White.

Na auséncia de cinetina, houve crescimento da
parte aérea.

O sistema radicular foi formado apenas nos
tratamentos sem cinetina.
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