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METODOS DE ASSEPSIA PARA ESTABELECIMENTO in vitro DE Rubus sp.
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RESUMO

A amora preta selvagem é uma fruta de clima temperado que precisa de mais estudos para resolver problemas de
manejo, homogeneidade e sanidade de mudas. Para realizar pesquisas um importante passo é seu estabelecimento in
vitro. Assim sendo o presente trabalho teve como intuito verificar a melhor forma de assepsia de gemas para essa
cultura. Foram conduzidos dois ensaios com protocolos diferentes. Ap6s 15 dias de cultivo in vitro foram avaliados a
porcentagem de sobrevivéncia dos explantes, oxidagdo e contaminagdo. Sugere-se para o estabelecimento in vitro de
gemas de Rubus sp. realizar a imersdo em agua corrente por um periodo de 8 horas consecutivo, 1 minuto de imersao
em alcool concentragdo 70° GL, e 20 minutos em agitacdo em solucdo de 1,75% de cloro ativo, promovendo menor
contaminacdo fingica e maior sobrevivéncia.
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1. INTRODUCAO

A producdo de frutas temperadas no Brasil é insuficiente para suprir a demanda interna,
gerando uma crescente necessidade de importacdo, questdo que pode ser corrigida, pois em sua
maioria, podem ser cultivadas em solo brasileiro (ANTUNES, 2002). Uma das mais promissoras
entre elas é a blackberry, mais conhecida como amora preta. E considerada propria para pequenos
produtores de regides mais frias, considerando que ainda estd sendo difundida, vem sendo muito
bem aceita, com oferta baixa e alta demanda (DE BONA et al., 2015).

Amora selvagem, amora do mato, framboesa negra, blackberry ou simplesmente amora
preta, sdo alguns dos nomes populares utilizados para se referir a cultura Rubus spp., uma frutinha

negra que vem cada vez mais ganhando visibilidade no nosso pais. S&o cerca de 700 variedades que
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vao desde arbustos rasteiros a plantas de porte ereto que chegam até a 2 metros de altura, com ou
sem espinhos (DONADIO et al., 1998), cerca de 300 dessas variedades pertencem ao género Rubus.
Algumas sdo apenas parecidas, ndo pertencem a mesma familia e possuem cor e formato diferente
entre si.

No ramo da fruticultura um dos principais problemas é o controle de doencas e producédo de
mudas homogenias e de qualidade, neste cenario a cultura de tecidos entra como um método rapido
e eficaz. A multiplicacdo controlada em meio nutritivo promove homogeneidade, gerando plantas
geneticamente uniformes num espaco curto de tempo (SANTOS; RASEIRA, 1988 citado por
VILLA etal., 2006).

Do ponto de vista de producdo, a safra de amora-preta é concentrada em alguns meses do
ano, especialmente de novembro a dezembro, e por ser uma fruta de baixa conservacdo pos-
colheita, hd uma concentragdo e oferta de produto no mercado. Produzir fora do pico de oferta de
produtos no mercado torna-se, portanto, mecanismo-chave para a maior rentabilidade do produto
ofertado e retorno para o produtor (ANTUNES, 2006). Neste sentido, justifica-se a realizacdo deste
trabalho, com objetivo de estabelecer in vitro gemas de amora-preta, visando obter mudas sadias,

homogenias e oferta do produto no mercado em todas as épocas do ano.

2. MATERIAL E METODOS
O presente trabalho foi conduzido no Setor de Biotecnologia: Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais, localizado no Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Sul de

Minas, Campus Muzambinho, MG.

O trabalho se concentrou na assepsia das gemas de Rubus sp. coletadas em campo
preferencialmente no horario da manhd, e colocadas em sacos pretos para evitar luz. As plantas
utilizadas sdo silvestres e ndo possuiam aplicacdo de qualquer defensivo agricola. Os ramos
coletados foram pre-higienizados e separadas dos ramos mais velhos, sendo selecionadas gemas
mais novas e homogéneas.

ApoOs essa primeira selecdo as gemas foram preparadas de acordo com os tratamentos. O
primeiro ensaio consistiu em realizar uma lavagem rapida com agua no material vegetal
selecionado. Posteriormente as gemas foram colocadas em solugcdo com 1,9% de cloro ativo e
agitadas por 20 minutos, em mar¢o/2018.

No segundo ensaio as gemas ficaram imersas em agua corrente por um periodo de 8 horas
consecutivas, 1 minuto imersas em alcool concentracdo 70° GL, e 20 minutos em agitacdo em

solucdo contendo 1,75% de cloro ativo, em maio/2018.
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Apds os tratamentos de assepsia, o material vegetal foi transportado a capela de fluxo
laminar e lavado trés vezes com agua destilada e autoclavada. Posteriormente as gemas foram
inoculadas em tubos contendo 10 mL de meio de cultura MS semi solido (MURASHIGE; SKOOG,
1962), o qual tera o pH ajustado para +- 5,7 e solidificado com 8 g L™ de 4gar e autoclavado a 1,6
atm por 20 minutos.

Apo0s a inoculagdo, os explantes permaneceram em BOD com fotoperiodo de 16 horas, €
temperatura de 25 °C por trinta dias. As avaliacbes foram realizadas por um periodo médio de 15
dias, contabilizando-se as porcentagens de sobrevivéncia dos explantes, oxidacdo e contaminagao.
A mensuracdo da oxidacdo foi realizada de acordo com a observacdo dos explantes que

apresentavam escurecimento no meio de cultura.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

A média de sobrevivéncia das gemas de amora preta foi de 42% no 2° ensaio e 0 % no 1°
ensaio.

Observa-se na Figura 1, que no 2° ensaio houve menor porcentagem de contaminacdo
fungica em gemas de amora preta (26%), comparado ao primeiro ensaio (94%). Este resultado pode
ser explicado devido & imersdo das gemas em alcool no momento da assepsia, contribuindo para

maior sobrevivéncia dos explantes.
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Figura 1. Porcentagens de contaminagdo fungica, bacteriana e oxidagdo em explantes de amora preta cultivadas em
diferentes tratamentos de assepsia. Muzambinho, MG, 2018.
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O etanol é o desinfestante mais empregado (HIRATA; MANCINI-FILHO, 2002). Além da
sua acdo germicida, ele tem acdo surfactante e facilita a acdo de outros produtos sendo utilizado em
concentracdes de 70 a 80%. O hipoclorito de sddio tem sua agdo bactericida devido ao &cido
hipocloroso (HOCI) e ao ion OCI". A sua atividade esta relacionada a sua capacidade oxidante
(GEORGE, 1993). Para a espécie em estudo a utilizacdo do etanol aliada ao hipoclorito de sédio no
protocolo de assepsia, proporcionou maior eficiéncia. No 1° ensaio observou-se menor porcentagem
de oxidacdo (Figura 1), provavelmente pelo fato dos explantes terem contaminado de forma

imediata, impossibilitando a avaliacdo da porcentagem de oxidacéo.

4. CONCLUSOES

Sugere-se para o estabelecimento in vitro de gemas de Rubus sp. realizar a imersdo em agua
corrente por um periodo de 8 horas consecutivo, 1 minuto de imersdo em alcool 70° GL, e 20
minutos em agitacdo em solucdo de 1,75% de cloro ativo, promovendo menor contaminacao

fungica e maior sobrevivéncia.
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