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Resumo

GRIS, Tainara. Substancias humicas e reguladores de crescimento na
micropropagacdo de cultivares de framboeseira, 2020. 67f. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias) - Programa de Po0s-Graduacdo em Agronomia, Area
Fruticultura de Clima Temperado, Faculdade Eliseu Maciel, Universidade
Federal de Pelotas, Capéo do Leao, 2020.

A utilizacdo de substancias humicas na micropropagacdo de framboeseira
pode ser uma alternativa promissora, tendo em vista que tais substancias
possuem atividade semelhante aos hormdnios vegetais, como a auxina, além
de auxiliarem na absorcdo de nutrientes. Diante disso, objetivou-se avaliar o
uso de tais substancias e de reguladores de crescimento na multiplicacdo e no
enraizamento in vitro das framboeseiras ‘Polana’ e ‘Schonemann’. Para tanto,
foram realizados dois experimentos. No primeiro, sobre multiplicacéo, utilizou-
se como explantes segmentos nodais de plantas cultivadas in vitro e o meio de
cultura MS (Murashige; Skoog, 1962), sendo testados o uso ou ndo de 6-
benzilaminopurina (BAP) (0 e 0,8 mg L) e quatro concentracdes de
substancias humicas (0, 1, 2 e 3 mg L™). No segundo experimento, a respeito
do enraizamento, foram utilizados segmentos nodais de plantas multiplicadas in
vitro e utilizado o meio de cultura MS, sendo testadas duas concentracdes de
acido naftalenoacético (ANA) (0 e 0,1 mg L™) e quatro concentracdes de
substancias humicas (0, 1, 2 e 3 mg L™"). Para ambos os experimentos o
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2x2x4, totalizando 16 tratamentos e quatro repeticbes com quatro explantes
cada. Apos 60 dias para fase de multiplicacdo e 30 dias para o enraizamento,
foram avaliados: numero de folhas e de brotacdes, comprimento de parte aérea
e de maior raiz, numero de raizes, massa de matéria fresca e seca de planta.
Os resultados indicaram que no primeiro experimento, em geral, o uso de 2 e 3
mg L™ de substancias himicas é suficiente para a multiplicacdo in vitro de
ambas cultivares de framboeseiras. Porém, apenas para ‘Polana’ ndao é
necessario utilizar benzilaminopurina. No segundo experimento, a utilizacdo de
2 mg L* de substancias humicas com a adicdo do acido naftalenoacético
favoreceu o crescimento da cultivar Schénemann, enquanto 2 L™ de
substancias humicas sem adicdo de regulador de crescimento € indicado para
a ‘Polana’.

Palavras-chave: Pequenas frutas. Rubus idaeus L. Cultura de tecidos.
Propagacéo.



Abstract

GRIS, Tainara. Humic substances and growth regulators in the
micropropagation of raspberry cultivars, 2020. 67I. Dissertation (Master of
Science) - Graduate Program in Agronomy, Tempered Climate Fruit Area,
Eliseu Maciel College, Federal University of Pelotas, Capé&o do Ledo, 2019.

The use of humic substances in the micropropagation of raspberries can be a
promising alternative, considering that these substances have activity similar to
plant hormones, such as auxin, in addition to helping in the absorption of
nutrients. Therefore, the objective was to evaluate the use of such substances
and plant regulators in the multiplication and in vitro rooting of raspberry trees
'‘Polana’ and 'Schonemann'. For this, two experiments were carried out. In the
first, on multiplication, nodal segments of plants cultivated in vitro and the
culture medium MS (Murashige; Skoog, 1962) were used as explants, being
tested the use or not of 6-benzylaminopurine (BAP) (0 and 0.8 mg L™) and four
concentrations of humic substances (0, 1, 2 and 3 mg L™). In the second
experiment, regarding rooting, nodal segments of plants multiplied in vitro were
used and the culture medium MS was used, being tested two concentrations of
naphthalenoacetic acid (ANA) (0 and 0.1 mg L) and four concentrations humic
substances (0, 1, 2 and 3 mg L™). For both experiments, the experimental
design was completely randomized, in a 2x2x4 factorial scheme, totaling 16
treatments and four repetitions with four explants each. After 60 days for the
multiplication phase and 30 days for rooting, the following were evaluated:
number of leaves and shoots, length of shoot and largest root, number of roots,
fresh and dry mass of plant. The results indicated that in the first experiment, in
general, the use of 2 and 3 mg L™ of humic substances is sufficient for the in
vitro multiplication of both raspberry cultivars. However, only for '‘Polana’ it is not
necessary to use benzylaminopurine. In the second experiment, the use of 2
mg L™ humic substances with the addition of naphthalene acetic acid favored
the growth of the Schénemann cultivar, while 2 L™ humic substances without
adding growth regulator is indicated for 'Polana’.

Keywords: Small fruits. Rubus idaeus L. Tissue culture. Propagation.
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1 Introducéo

A fruticultura é um setor em expansédo que contribui para a geracéo de
emprego e renda, sendo o Brasil o terceiro maior produtor mundial de frutas, o
que denota a relevancia deste setor para a economia do pais (ANDRADE,
2017).

A busca por alternativas que atendam a demanda por fontes geradoras
de renda na propriedade rural tem como opc¢éo o cultivo das pequenas frutas,
haja vista o interesse dos consumidores pelas qualidades nutracéuticas das
mesmas (RASEIRA et al., 2004). No grupo das pequenas frutas estao incluidos
o mirtileiro (Vaccinium spp.), a amoreira-preta (Rubus spp.), 0 morangueiro
(Fragaria spp.), a framboeseira (Rubus idaeus) e a physalis (Physalis sp.)
(LEITZKE, 2007).

Dentre essas frutiferas, a framboeseira apresenta potencial para a
producdo na regido Sul do Brasil. Seus frutos possuem sabor e aroma
agradaveis, além do alto valor nutritivo, o que faz com que sejam muito
apreciados no preparo de geleias, sucos, sorvetes e para 0 consumo in natura
(LEITZKE, 2007). Outras caracteristicas promissoras foram identificadas em
cultivares, como a 'Polana’, desenvolvida na Pol6nia, que produz duas vezes
ao ano, é rustica e apresenta poucos espinhos, o que facilita o manejo;
enquanto a ‘Schénemann’ foi desenvolvida na Alemanha e possui crescimento

vigoroso, muitas brotacdes e produz frutos no verao.

Para que haja expanséo nas areas de cultivo € primordial a utilizacdo de
mudas de qualidade e, geralmente, a propagacao da framboeseira é realizada
por meio de estacas aéreas ou subterrdaneas (RASEIRA et al., 2004) ou
estruturas especializadas. Porém, a micropropagacdo também € uma opcéo
para a producdo de mudas em escala comercial e, apesar da demanda por
mao de obra especializada, laboratério e equipamentos, propicia a obtencao de
vérias plantas a partir de um explante, a redugdo do tempo e da area
necessaria a propagacédo, além da uniformidade e da qualidade fitossanitaria
das mudas (SCHUCH; ERIG, 2005; CID; TEIXEIRA, 2014).
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Durante o processo de micropropagacdo varios fatores podem
influenciar no potencial regenerativo da espécie, como o gendtipo, os tipos e
concentragfes de reguladores vegetais, os tipos e tamanhos de explantes, os
meios de cultura e as condi¢cbes de cultivo (BERED et al.,1998). Atualmente,
alternativas inovadoras como as substancias humicas podem ser utilizadas,

visando o melhor desenvolvimento da cultura in vitro.

Estas substancias sdo compostos organicos condensados, produzidos
pela acdo microbiana, com efeitos relacionados na formacao de raizes laterais
e, bem como pelos radiculares (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014). Estudos
também demonstram os efeitos benéficos na concentracdo de clorofila nas
folhas, massa fresca e seca da parte aérea e da raiz, numero de raizes e
namero de botdes florais (RAUTHAN; SCHNITZER, 1981; CHEN, 1996).
Entretanto, considerado a escassez de informacdes acerca do uso das
mesmas na micropropagacao, justifica-se a realizacdo de pesquisas sobre

esse tema.

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito das
substancias humicas e de reguladores de crescimento na multiplicacdo e no

enraizamento in vitro de cultivares de framboeseira.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspectos socioecondmicos da fruticultura

A China, a India e o Brasil respondem por 45,9% da producdo mundial
de frutas e suas produgdes sdo destinadas principalmente aos seus mercados
internos (ANDRADE, 2017).

No Brasil a fruticultura € um dos setores do agronegécio com grande
importancia. No primeiro semestre de 2019 as exportagdes tiveram alta
significativa, se comparadas ao ano de 2018, sendo que em janeiro 0 aumento
foi de 21% em volume e 15% no valor da producédo, segundo a ABRAFRUTAS
(2019). Pode-se dizer que a cada ano que passa a fruticultura brasileira esta se
tornando mais competitiva no mercado internacional, o que proporciona um
aumento significativo do setor na participacdo da economia do pais (SILVA,
2019).

A producdo de frutas no Brasil corresponde a 44 milhdes de ton.,
destacando-se também na geracdo de empregos, visto que a cadeia detém
16% de toda a mao de obra do setor agropecuario, ou seja, Sao
aproximadamente cinco milhdes de pessoas empregadas. Além disso, 0 pais
possui 30 polos de producédo de frutas de clima temperado e tropical, que
produzem durante todo o ano em mais de dois milhdes e quinhentos mil
hectares (ABRAFRUTAS, 2019).

As principais frutas exportadas pelo Brasil sdo: manga (Mangifera indica
L.) (170,46 mil ton.), meldo (Cucumis melo L.) (197,60 mil ton.), limdes e limas
(Citrus sp.) (97,50 mil ton.) e uva (Vitis sp.) (39,82 mil ton.), sendo a regido
Nordeste a maior exportadora, com 599 mil ton. (Kist et al., 2018). De acordo
com a Associacdo Brasileira dos Produtores Exportadores de Frutas e
Derivados (2019), além de serem enviadas a Europa, Asia e Estados Unidos, o
objetivo é diversificar o mercado e os Emirados Arabes tem sido visto como um

bom destino para as frutas brasileiras.
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Os maiores importadores de frutas brasileiras sdo 0s paises baixos o
Reino Unido (143, 262 mil ton.), os Estados Unidos (56,145 mil ton.) e a
Espanha (99, 760 mil ton.) (KIST et al., 2018).

A producéo esté distribuida em todo o territdrio nacional, embora alguns
se destaquem em volume, como S&o Paulo, maior produtor nacional de laranja
(Citrus sinensis), banana (Musa spp.) e meldo (Cucumis melo) (ABRAFRUTAS,
2019; KIST et al., 2019). Na Bahia, as principais contribuicbes estao
relacionadas com a producao de banana, mamao (Carica papaya) e maracuja
(Passiflora edulis), enquanto as frutas mais ofertadas pelos produtores mineiros
séo banana, laranja e abacaxi (Ananas comosus) (KIST et al., 2019).

O Rio Grande do Sul apresenta a quarta maior oferta de frutas, com
2.718 milhdes de ton. colhidas em 2017. Dentre as frutas produzidas esta a uva
(Vitis vinifera) (876 mil ton.), a magéd (Malus domestica) (598 mil ton.) e a
laranja (Citrus sinensis) (356 mil ton.) (ANDRADE, 2017). O Estado também é
o principal produtor de péssego, com 146.431 mil ton. e mais de 13 mil
hectares plantados (IBGE, 2018).

Um diferencial do Rio Grande do Sul é a possibilidade de producdo em
épocas de entressafra, 0 que permite a obtencédo de bons precos e viabiliza o
comeércio para o consumo de mesa em todo o Brasil. No Estado, a diversidade
de solos e a existéncia de regibes com diferentes condicdes climaticas
favorece o cultivo de um grande namero de espécies, proporcionando oferta de
frutas durante todos os meses do ano (CONTE, 2017). Em funcao disso, a
fruticultura esta se tornando uma alternativa as atividades tradicionais, como a
producdo de grdos e a pecuaria, cuja concorréncia € cada vez maior com
Estados do Centro-Oeste e Nordeste do pais (JOAO et al., 2001).

Considerando tais aspectos, o grupo das pequenas frutas vem
ganhando destaque em algumas cidades gauchas, como Vacaria e Caxias do
Sul-RS, além de outros Estados, como Minas Gerais e S&o Paulo. A tendéncia
€ que ocorra aumento e diversificagdo do cultivo de frutas vermelhas, como a
framboeseira (CAMINITI; PAGOT, 2016).
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No caso da framboeseira vermelha, esta é intensamente cultivada em
paises de Europa, Leste Europeu e América do Norte, e em menor volume, na
Australia e Nova Zelandia, sendo que na América do Sul o Chile € o principal
produtor, seguido do México (CAMINITI; PAGOT, 2016).

De acordo com Caminiti e Pagot (2016), a producao mundial dessa fruta
em 2010 foi de 371 mil ton. sendo os principais paises produtores os Estados
Unidos, Sérvia, Polbnia e Chile, que concentram 72% da producdo e operam
mais de 80% do mercado internacional, localizando-se esta demanda quase
exclusivamente no Hemisfério Norte. Outros paises com tradicdo na producao
e no habito de consumo sédo Reino Unido, Franca, Alemanha, Canad4, Itdlia e
0s paises do Leste Europeu. Espanha e México sado grandes produtores,
principalmente de fruta fresca, para abastecer o mercado europeu e norte-

americano, respectivamente.

Vale salientar que a framboesa fresca proveniente da América do Sul é
comercializada durante o outono-inverno norte-americano; com isso, 0S precos
deste fruto fresco em seus mercados tradicionais se mantém em niveis muito
bons. O principal negdcio internacional das framboesas € o da fruta congelada,
gue mobiliza mais de 85% do volume comercializado anualmente. Considerada
uma commodity de alto valor para o mercado de frutas congeladas, a tendéncia

€ estavel e vem se incrementando ano apés ano (CAMINITI; PAGOT, 2016).

No Brasil, estima-se que haja 150 hectares plantados de framboeseira,
gue conferem 300 ton. colhidas ao ano (GONCALVES et al., 2011) e entre os
Estados produtores estdo Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Minas Gerais e

Sao Paulo.

No Rio Grande do Sul as areas de cultivo de framboesa se restringem a
regido serrana, com 8,8 hectares plantados, sendo que oito hectares estdo no
municipio de Vacaria e o restante em pequenos cultivos nos municipios de
Antonio Prado, Farroupilha e Gramado (PAGOT, 2004).
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2.2 Pequenas frutas

O grupo das pequenas frutas abrange espécies de amoreira-preta
(Rubus spp.), morangueiro (Fragaria spp.), framboeseira (Rubus idaeus),
mirtileiro (Vaccinium myrtillus) e physalis (Physalis sp). Estas possuem alto
valor agregado e despertam a atencdo de produtores, especialmente os de
base familiar, comerciantes, consumidores e pesquisadores (LEITZKE, 2007).

A producdo de pequenas frutas, de modo geral, caracteriza-se pelo
baixo custo de implantacdo, grande exigéncia de mao-de-obra, mas com a real
possibilidade da obtencdo de alto retorno econémico em areas de pequeno
cultvo e num curto espaco de tempo (PAGOT; HOFFMANN, 2004;
SCHNEIDER et al., 2007).

O interesse do mercado consumidor mundial por frutas frescas vem
aumentando ao longo dos anos e as frutas vermelhas estdo neste cenario. A
maior procura por produtos a base destas frutas por parte dos consumidores se
da pelas pesquisas que apontam seu valor como alimento funcional
(ANTUNES, 2004; ANTUNES, 2013;).

Estudos demonstram que no grupo das pequenas frutas cada espécie
possui teores caracteristicos de compostos fendlicos, constituidos
essencialmente por antocianinas, flavondis, proantocianidinas (elagitaninos e
galtaninos), acidos fendlicos, catequinas e isoflavonoides, compostos

reconhecidos pela sua capacidade antioxidante (LILA; RASKIN, 2005).

Quanto a framboeseira, sua introducdo no Brasil teve inicio com a
chegada dos imigrantes alemaes, que as trouxeram para os quintais de suas
colénias, visando o consumo familiar. Os primeiros cultivos comerciais
ocorreram no estado de Sédo Paulo, mais precisamente na cidade de Campos
do Jordao, na década de 50, por meio da introducdo de algumas cultivares
trazidas pelo Bardo Suico Otto Von Leithner (PAGOT, 2004), que obteve
grande éxito na sua agdo, pois o cultivo se difundiu para outras regides do

Brasil com aptiddo para a producéo, como é o caso do Sul do pais.
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A cultura tem tido boa aceitacdo na regiao Sul; inclusive, por produtores
de outras pequenas frutas como a amora-preta, o mirtilo e a physalis, pela
possibilidade de diversificacdo da propriedade. Assim, podem garantir renda
em periodos diferenciados, além da cultura adaptar-se ao cultivo organico,
tendo em vista sua rusticidade (MARCHI, 2015).

2.2.1 Framboeseira (Rubus idaeus)
2.2.1.1 Origem e descri¢cao botanica

A framboeseira (Figura 1) pertence a familia Rosaceae e ao género
Rubus, o qual inclui plantas herbaceas, perenes e bienais. As cultivares
comerciais sdo originarias das duas subespécies diploides, ambas ecoétipos
da Rubus ideaus. A Rubus idaeus subsp. vulgatus Arrhen é nativa do centro e
norte da Europa e a Rubus idaeus subsp. stringosus Michx, nativa da Asia
(ULIANA; KLUGE, 2013).

Figura 1. Planta de framboeseira.
Foto: Tainara Gris, 2019.
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A planta é um arbusto, com ramos e hastes eretos no primeiro periodo
vegetativo que se curvam logo depois, devido ao peso da vegetacéo, sendo 0s
ramos bianuais (CAMINITI; PAGOT, 2016).

O sistema radicular é fasciculado, desenvolvendo-se em maior parte nos
primeiros 25 cm do solo, este constitui a parte perene da planta. As raizes
podem apresentar até 20 mm de diametro, sendo a espessura de 3 a 4 mm a
mais frequente (OLIVEIRA et al., 2007). O sistema radicular apresenta maximo
crescimento no verao, influenciado pela temperatura do solo. No inverno ocorre
0 crescimento de raizes adventicias, que aparecem em intervalos irregulares
(ULIANA; KLUGE, 2013).

Os caules podem ser lisos ou sustentar aculeos, os aculeos podem
apresentar diversas formas e tamanhos, variando muito a densidade. Estes
caracteres sao extremamente importantes sob o ponto de vista taxondmico e
na susceptibilidade de algumas doencas. Além disso, essa presenca de
aculeos pode dificultar o manuseio das plantas no momento da colheita e dos

tratos culturais como a poda, por exemplo (MOURA, 2012).

As hastes podem alcancar uma altura maxima de 2 a 4 m, porém em
muitas variedades esta altura € menor, dependendo também do vigor, das
condi¢cBes ambientais e nutricionais de desenvolvimento. Ao finalizar o segundo
periodo vegetativo, apds a frutificacdo, os ramos secam (CAMINITI; PAGOT,
2016).

As folhas jovens e as dos ramos frutiferos séo trifoliadas, enquanto as
adultas tém cinco foliolos. A parte adaxial das folhas € glabra e sem estématos,
em quanto que a parte abaxial € tomentosa e com grande numero de
estbmatos. Uma peculiaridade das folhas dessa frutifera esta na capacidade
em absorver agua e movimenta-la quer no sentido ascendente, quer no
descendente, sendo a capacidade condutora da &gua superior as
necessidades da planta. A queda das folhas ocorre no outono na maioria das
cultivares (ULIANA; KLUGE, 2013).
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Suas flores tem aproximadamente 2,5 cm de diametro e sao
hermafroditas; possuem cinco sépalas e cinco pétalas, embora este niumero
possa variar em funcdo no genétipo. As pétalas sao brancas, podendo
ocasionalmente ocorrer na cor rosa ou avermelhada (OLIVEIRA, 2007).

A framboeseira produz uma inflorescéncia do tipo cimeira, em que 0 eixo
principal € encimado por uma flor. A floracéo inicia-se no &pice, seguida de
outras flores que aparecem sucessivamente em direcdo a base, em raquis
secundarios (OLIVEIRA et al., 2007).

Apo6s a fertilizacdo, o ovério se transforma em uma minidrupa (drupéola).
O fruto € um agregado de drupéolas formado pela associacdo de um grande
numero de ovarios, todas da mesma flor e aderentes a um receptaculo comum.
Como cada drupéola € um fruto perfeito, a framboesa forma um fruto multiplo
de drupas ou agregado que possui de 10 a 20 mm de diametro com sabor doce
ou ligeiramente acido e aroma peculiar (RASEIRA, et al.,, 2004; ULIANA;
KLUGE, 2013).

Segundo Caminiti e Pagot (2016), quanto ao habito de crescimento as
framboeseiras séo divididas em dois grupos: nao reflorescente e reflorescente.
Assim, a planta de framboeseira que produz no verdo é chamada de nédo
reflorescente, apresenta habito bianual, ou seja, cresce durante um ano e
frutifica no seguinte. O ramo frutifero morre depois de terminar sua producéo e,
nesse momento, o ramo vegetativo ja cresceu, para ter condicfes de produzir
no proximo ano. Os frutos sdo produzidos em inflorescéncias oriundas de
gemas axilares, as flores séo perfeitas e dependem da polinizacdo por abelhas

para produzir frutos bem formados e de valor comercial.

As framboeseiras que produzem seus frutos no periodo de outono séo
denominadas de plantas reflorescentes. No primeiro ano, os brotos vegetativos
dao a primeira colheita na parte terminal da cana, desde o verdo ao outono; por
outro lado, as gemas axilares subapicais produzem uma segunda colheita na
primavera do ano seguinte. Estas necessitam de menor quantidade de
unidades de frio, podendo ser indicadas para regides de clima subtropicais
(OLIVEIRA et al., 2004; CAMINITI; PAGOT, 2016).
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Independente do grupo, as framboeseiras desenvolvem-se bem em
solos profundos, bem drenados, com boa capacidade de retencdo de agua e
pouco argilosos, com pH neutro a ligeiramente &cido (entre 5,5 a 6,5) e
contetdo de matéria orgéanica superior a 3% (ULIANA; KLUGE, 2013).

As mudas devem ser plantadas em areas bem iluminadas, com boa
circulacdo de are protegidas em relacdo ao vento. Quanto a temperatura, por
ser uma frutifera de clima temperado é exigente em frio, devendo ser plantada
em regido com verdo relativamente fresco e inverno com temperatura inferior a
7°C por, pelo menos, 250 horas (ULIANA; KLUGE, 2013).

2.2.1.2 Framboeseira 'Polana’' e 'Schonemann’

A framboeseira ‘Polana’ é resultante do cruzamento entre ‘Heritage’ e
‘Zeba Herbsternte’. Foi obtida naUsina Experimental Orchard, em
Brzezna. Muito cultivada na Polbnia desde 1991, esta cultivar produz muitos
brotos a partir da raiz, os quais crescem, com cerca de 1,50 a 1,70 m de altura

e € muito resistente a geada, possui elevado vigor e bom rendimento.

Produz bagas grandes, brilhantes, com drupéolas coesas, conferindo
aos frutos boa qualidade e excelente sabor (FISHER, 2012). A frutificacéo € do
tipo reflorescente e os frutos sdo muito utilizados para o processamento. A
frutificacdo do outono € abundante e a fruta amadurece sucessivamente até a
geada. Na primavera da estacdo seguinte, novos brotos com flores crescem
nas gemas subapicais das hastes. Os frutos que crescem neles amadurecem
entre junho e julho, mas o rendimento obtido € muito mais modesto em relacéo
ao outono (ASSOCIACAO POLONESA DE PRODUTORES DE FRUTAS,
2018).

A cultivar Schéenemann, desenvolvida na Alemanha, é oriunda do
cruzamento entre ‘Lloyd George’ x ‘Preussen Germany’. Possui de 1,20 até
1,80m de altura, boa resisténcia a doencas e seus brotos séo resistentes ao
frio. Produz no final do verdo, de julho até o final de agosto, com alto

rendimento. Os frutos sdo apreciados pela equilibrada acidez, que os diferencia


http://www.brzezna.pl/
http://www.brzezna.pl/
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de outras cultivares e ideais para 0 consumo in natura ou processamento em
geleias, doces e sucos. Prefere locais ensolarados e seus ramos devem ser

eliminados apds a colheita.

2.2.1.3 Propagacao e cultivo

Para se obter éxito na producado de frutas € de extrema importancia a
implantacdo de um pomar com mudas de qualidade, adotando préticas
adequadas, desde a instalacdo até a obtencdo do material propagativo e do

método recomendado para cada espécie, entre outras.

A propagacdo das frutiferas pode ser sexuada ou assexuada. No
entanto, na fruticultura a propagacéo vegetativa ou clonal € a mais utilizada e
consiste na multiplicacdo de individuos a partir de por¢cdes das plantas, em
razao da capacidade de regeneracao dos 6rgaos vegetativos (HARTMANN et
al., 2002; FACHINELLO et al., 2005). Esse método tem por objetivo multiplicar
plantas com garantia de manutencdo das caracteristicas de importancia
agronémica e idénticas necessidades climaticas, edaficas, nutricionais e de
manejo (FRANZON, 2010).

Para a producao de mudas de framboeseira os métodos utilizados séo a
estaquia, as estruturas especializadas, como os rebentos, e a micropropagacéo
(FRANZON et al., 2010) (Figura 2).
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Figura 2. Framboeseira cultivada in vitro.
Foto: Tainara Gris, 2019.

Apesar dessas opcoes, tradicionalmente as estacas subterraneas tem
sido usadas para a multiplicacdo da framboeseira. Estas estacas de raiz séo
retiradas do solo na estacdo de dorméncia e depois armazenadas a frio até a
primavera seguinte. Neste método de propagacao, apoés retiradas do solo as
raizes sdo cortadas em pedacos e refrigeradas com camadas de substrato
fertilizado para induzir as brotacdes, assim, mais plantas podem ser obtidas a
partir da mesma raiz (QIU et al., 2016).

Silva et al. (2012), visando a estudar a propagacdo vegetativa da
framboeseira negra (Rubus niveus Thunberg), verificaram o potencial de
enraizamento de estacas caulinares e radiculares, assim como daquelas
oriundas da mergulhia aérea e de ponta. Descreveram ainda que estacas
caulinares possuem maior potencial rizogénico, ndo sendo necessario usar o
acido indolbutirico e armazenar as estacas a frio, além da mergulhia de ponta

promover a maior emissao de raizes.

A potencialidade de uma estaca formar raizes é variavel com a espécie
e a cultivar (FACHINELLO et al., 1995), pois ha evidéncias de que o
enraizamento por estaquia se da em funcdo da genética (HAISSIG, 1982). Em
trabalho com estacas lenhosas de amoreira-preta, Antunes et al. (2000)

observaram diferentes percentuais de enraizamento entre as cultivares
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utilizadas. De acordo com Wang e Andersen (1989), as diferencas nos niveis

de auxinas ou dos cofatores de enraizamento.

bY

Com relagdo a micropropagacao, Vujovic et al. (2017) relataram o
interesse na utilizagdo da mesma (Figura 3). Esta técnica proporciona a
propagacdo massal de frutiferas e esta sendo utilizada com eficientes
resultados na producdo de mudas no Brasil e em outros paises, como por
exemplo, o mirtileiro no Uruguai (CASTILLO et al., 2004).

Figura 3. Explantes de framboeseira cultivar -F;olana.
Foto: Tainara Gris, 2019.

A micropropagacao apresenta vantagens quando comparada aos
métodos convencionais de propagacao vegetativa, incluindo a multiplicacdo de
clones de alta qualidade, producdo durante todo o ano, obtencdo de plantas
livres de patdgenos e producdo em larga escala de plantas em um curto
espaco de tempo a partir de um explante (RANI; RAINA, 2000), além de
possibilitar a multiplicacdo de espécies vegetais dificeis de serem propagadas
por outros métodos (CASTILLO et al., 2004).

De acordo com Uliana e Kluge (2013), esse método baseia-se nos

seguintes passos:
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e Prée-tratamento de plantas matrizes (quando ha presenca de
pragas)

e Coleta do explante

¢ Indexacédo ou desinfeccao dos explantes

e Extracdo de meristemas ou segmentos nodais

e Estabelecimento in vitro

e Multiplicacdo

e Enraizamento

e Aclimatizacéo

Esta técnica € uma ferramenta interessante para o setor de producao de
mudas, ja que a tendéncia da fruticultura moderna esta voltada aos plantios
adensados, com a utilizacdo de um maior numero de mudas por hectare, e ao
uso de mudas certificadas (LEITZKE, 2007).

2.3 Substancias humicas

As substancias humicas sédo produtos oriundos da transformacédo dos
residuos organicos, através de reacfes de condensacdo, demetilacdo e
oxidagdo (SANTOS; CAMARGO, 1999).

De acordo com Caron et al. (2015), a matéria organica do solo pode ser
dividida em dois grupos fundamentais; o primeiro esta formado por compostos
guimicamente bem definidos, incolores e exclusivos dos solos. Estes
compostos constituem aproximadamente 10 a 15% da reserva total de carbono
organico nos solos minerais e sdo proteinas, aminoacidos, carboidratos e
complexos, resinas, ligninas, alcool, auxinas, aldeidos e acidos aromaticos e
alifaticos. O segundo grupo é representado pelas substancias humicas, que

constituem 85 a 90% da reserva total de carbono organico.

Tais substancias sdo amplamente distribuidas no solo, tendo origem na
degradacdo quimica e biologica de residuos orgéanicos e da atividade sintética

dos microrganismos do solo (CARON et al., 2015).
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Os microrganismos desempenham papel fundamental nos solos,
especialmente no ciclo do carbono e na génese das substancias humicas. Os
exsudados liberados pelos microrganismos e pelas raizes das plantas
contribuem para o estabelecimento da atividade de protons e de elétrons da
solucdo do solo e, também, para a reciclagem dos elementos-traco do solo
(BALDOTTO; BALDOTTO, 2014).

7

A matéria organica humificada do solo é composta por diferentes
fracOes, de acordo com sua solubilidade. De modo geral, é aceita a distribuicdo
das fragbes humificadas em trés categorias: as huminas, que representam a
matéria organica intimamente ligada a fracdo mineral do solo, e por isso
insoluvel; os acidos fulvicos, que apresentam grande quantidade de
grupamentos funcionais oxigenados e sdo soluveis tanto em meio acido como
basico, e os acidos humicos, insoliveis em meio fortemente acido, pois, com a
protonacdo dos grupamentos funcionais ocorre o colapso da estrutura e
precipitacdo das macromoléculas. Os acidos huamicos representam a fracéo

reativa mais estavel da matéria organica humificada (CANELLAS et al., 2001).

As substancias humicas participam de importantes reacoes,
influenciando a fertilidade dos solos pela liberacdo de nutrientes, pela
detoxificacdo de elementos quimicos, melhoria das condi¢cbes fisicas e
biologicas e pela producdo de substancias fisiologicamente ativas (GUMINSKI,
1968; SANTOS; CAMARGO, 1999).

Rosa et al. (2009), em estudo para avaliar o efeito de substancias
hamicas sollveis extraidas de carvdo mineral nos parametros cinéticos de
absorcao de Potéassio (K) e no crescimento e na concentracao de nutrientes em
plantas de feijdao (Phaseolus vulgaris), observaram que as substancias humicas
extraidas de carvao mineral promovem o crescimento da parte aérea e das

raizes.

Na producdo de mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum), Bernardes
et al. (2011) avaliaram a influéncia de doses de substancias humicas
adicionadas ao substrato Plantmax® e concluiram que o uso de 0,96 ml dessas

substancias proporciona o desenvolvimento de mudas de melhor qualidade.
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Figura 4. Produto Solo Humics®.
Foto: Tainara Gris, 2019.

Distinguir os efeitos diretos e indiretos dessas substancias ndo tem sido
tarefa facil. De fato, alguns de seus efeitos positivos podem ser atribuidos a
uma melhoria geral da fertilidade do solo, levando a uma maior disponibilidade
de nutrientes para as plantas, enquanto, em outros casos, o acido huamico
parece influenciar positivamente as vias metabolicas e de sinalizacdo
envolvidas no desenvolvimento da planta, agindo diretamente em alvos
fisiolégicos especificos (TREVISAN et al., 2010).

Em varios estudos, uma atividade semelhante a horménio também foi
atribuida as substancias humicas. Por exemplo, Muscolo et al. (1998) e Nardi
et al. (2000) pesquisaram a relagcdo com os fitohorménios, visto que ativam a
bomba de protons (H+), da plasmalema e do vacuolo dentro da rota de
biossintese da auxina, mas nenhuma evidéncia convincente de sua presenca

nas substancias humicas foi encontrada.
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Segundo Silva et al. (2015), a Cattleya warneri var. Concolor
(Orchidaceae), quando cultivada in vitro com adi¢cdo de &cido humico isolado

de vermicomposto desenvolve plantas com alto vigor vegetativo.

Efeitos favoraveis do uso das substancias humicas foram relatados em
relacdo a emergéncia e crescimento de plantulas, floragéo, iniciacdo radicular e
massa das raizes e da parte aérea, além do acréscimo na populacédo
microbiana da rizosfera e na absorgéo de nutrientes (CHEN et al., 2004).

Em avaliagcdo do desenvolvimento do sistema radicular e da producéao
dos colmos e folhas de milho (Zea mays) com solugdo nutritiva e quatro
concentracdes de substancias humicas (0, 10, 20 e 30 mg.L™) provenientes de
sete fontes de matéria organica, Silva et al. (1999) observaram que as
substancias humicas extraidas das fontes avaliadas aumentam a producéo de
matéria seca das raizes, o comprimento do sistema radicular, a superficie
ocupada pelas raizes e diminuiram o raio médio das raizes. Os mesmos
autores constataram que houve aumento na producdo de matéria seca de

colmos e das folhas.

Na fruticultura, o efeito das substancias humicas foi testado em culturas,
como o abacaxi ‘Vitéria’ cultivado in vitro, na fase de aclimatacdo, sendo que o
acido humico oriundo de vermicomposto e bactérias diazotroficas do género
Burkholderia promoveram o crescimento da parte aérea, do sistema radicular e
do conteudo de Nitrogénio (N), Fosforo (P), Potassio (K), Calcio (Ca) e
Magnésio (Mg) nas plantas (BALDOTTO et al., 2010).

Goenadi e Sudharama (1995), em estudos in vitro para avaliar o efeito
de substancias humicas no desenvolvimento da parte aérea dos segmentos
nodais de gnetum (Gnetum gnemon), cardamomo (Elletaria cardamomum) e
pachouli (Pogostemon cablin), observaram que a iniciacao radicular foi maior
guando substancias humicas foram utilizadas em meio de cultura liquido. Os
dados obtidos levam a suposicdo de que, dependendo das espécies vegetais,
a adicdo destas substancias em concentracfes especificas induz aumento do
crescimento da parte aérea e/ou formacdo de raizes e promove crescimento

mais rapido.
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Com relagdo ao uso dessas substancias na micropropagagao de
framboeseira ndo existem trabalhos publicados, o que denota a importancia do
presente estudo.

2.4 Reguladores vegetais

Os reguladores de crescimento sdo moléculas sintéticas que tem efeito
parecido com os horménios vegetais. De acordo com Kielse et al. (2009), além
da escolha do explante mais adequado, € necessério o uso de reguladores de
crescimento adequados para estimular a formacédo de parte aérea e raizes de

plantas.

As auxinas, giberelinas e citocininas séo os reguladores de crescimento
mais utilizados na cultura de tecidos (QUISEN; ANGELO, 2008; CID;
TEIXEIRA, 2014), isolados ou em combinacgdes, para estimular o crescimento
rapido de células e posterior desenvolvimento organizado de raizes e parte
aérea (DINIZ et al., 2006).

As citocininas pertencem a um grupo de substancias que promovem a
divisdo celular (TAIZ et al., 2017), sendo usadas na cultura de tecidos para
promover a inducdo de brotos adventicios a partir de calos ou para induzir

multibrotacdes a partir de gemas axilares ou apicais (CID et al., 1994).

A 6-benzilaminopurina (BAP), a 6-furfuriadenina (KIN) e o tidiazurom
(TDZ) sdo exemplos de citocininas sintéticas empregadas em cultivo in vitro
(QUIROZ et al., 2017; MARTINS et al., 2014; PING et al., 2010). Dentre estas,
BAP é a citocinina sintética de uso mais abrangente. E utilizada em trabalhos
com praticamente todos os grupos de plantas durante o cultivo in vitro, na

etapa de propagacao.

Leitzke et al. (2010), avaliando o uso de 6-benzilaminopurina (BAP) na
micropropagacao de framboeseira e amoreira-preta, verificaram que esta
citocinina na concentracdo de 15 uM foi mais eficiente para ambas frutiferas,

induzindo maior niumero médio de folhas, brotacdes e gemas.



30

Em meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962) com 0,8 mg L™* BAP e
15 mg L™ sulfato de ferro, Oliveira e Nino (2009) registraram maior quantidade

de mudas para as framboeseiras ‘Autumn Bliss’, ‘Heritage’, ‘Batum’ e ‘Dorman
Red’.

Em outro experimento, Khlebova et al. (2019) também testaram o uso de
BAP e quelato de ferro na micropropagacao de framboeseira ‘Biryulevskaya’' e
observaram que a adicdo de 1,0 mg de L™ de BAP ao meio de cultura MS
contendo uma concentracao tripla de quelato de ferro proporcionou proliferacéo
intensiva de brotos adventicios de alta qualidade.

Na multiplicagéo in vitro de amoreira-preta cultivar Xavante a utilizagéo

de BAP aumentou o numero de brotacdes, gemas e folhas (PASA et al., 2012).

O &cido naftalenoacético (ANA), o acido indolacético (AIA) e o acido
indolbutirico (AIB) sdo as principais auxinas utilizadas no cultivo in vitro. O
acido indolbutirico (AIB) é uma auxina que ao ser aplicada exdégenamente
induz as raizes adventicias, podendo formar calo antes de aparecer as raizes
(LEMOS, 2014). A inducdo de calos ou enraizamento vai depender da

concentracgao utilizada e do tipo de composto (CID; TEIXEIRA, 2014).

Villa et al. (2008), em estudo sobre crescimento in vitro de amoreira-
preta obtiveram maior comprimento da parte aérea da cultivar Brazos com 1,0
mg L™ de ANA.

Pasqual et al. (1991) observaram que brotos mais alongados de
amoreira-preta ‘Ebano’ sdo obtidos com 1,0 mg L™ de BAP, 0,001 mg L™ de
ANA e que a adicdo de AG3 (&cido giberélico) ao meio com 1,0mg L™ de BAP
e 0,00lmg L™ de ANA resulta em um significativo aumento do ndmero de

brotos por gema.

Radmann et al. (2002) avaliaram o efeito do enraizamento in vitro de
porta-enxertos de macieira 'M-9’ e constataram que quando o ANA foi utilizado

em concentragdes mais baixas houve maior porcentagem de enraizamento.
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3. Capitulo 1- Substancias hamicas e 6-benzilaminopurina na

multiplicagdo in vitro de cultivares de framboeseira

3.1 Introducéao

A framboeseira (Rubus idaeus L.), pertencente ao grupo das
pequenas frutas, possui grande potencial de producdo na regidao Sul do Brasil.
Seus frutos possuem sabor e aroma agradaveis, além do alto valor nutritivo,
sendo muito apreciados no preparo de geleias, sucos, sorvetes e para o
consumo in natura (CAMINITI; PAGOT, 2016).

Para que haja expansao nas areas de producéo € primordial a utilizacao
de mudas de qualidade. No caso da framboeseira, normalmente a propagacao
€ realizada por meio da estaquia aérea e subterranea (RASEIRA et al., 2004)
ou por estruturas especializadas, mas outra alternativa promissora é a
micropropagacao, técnica que possibilita a obtencédo de varias plantas a partir
de um explante, reducédo do tempo e da area necessaria a propagacao, além
da qualidade fitossanitaria (SCHUCH; ERIG, 2005).

Varios fatores podem influenciar no potencial regenerativo de uma
espécie durante o processo de micropropagacao, como 0 genotipo, os tipos e
concentracfes de reguladores vegetais, 0s tipos e tamanhos de explantes, os
meios de cultura e as condicdes de cultivo (BERED et al.,1998). Além disso,
alternativas inovadoras, como as substancias huamicas, podem ser utilizadas

visando o melhor desenvolvimento da cultura in vitro.

As substancias humicas sédo produtos oriundos da transformacdo dos
residuos organicos, através de reacbes de condensacdo, demetilacdo e
oxidacdo (SANTOS; CAMARGO, 1999). Participam de importantes reacoes,
influenciando a fertilidade dos solos pela liberacdo de nutrientes, pela
detoxificacdo de elementos quimicos, melhoria das condi¢cdes fisicas e
biolégicas e pela producdo de substancias fisiologicamente ativas (GUMINSKI,
1968; SANTOS; CAMARGO, 1999).
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Em alguns estudos, uma atividade semelhante a auxina foi atribuida as
substancias humicas, como por exemplo, de Muscolo et al. (1998) e Nardi et al.
(2000), que testaram a relagéo direta de fitohormonios, tendo em vista que
ativam a bomba de protons (H+) da plasmalema e do vacuolo, dentro da rota
de biossintese da auxina.

Considerando a importancia do aperfeicoamento na propagacéo da
framboeseira e a escassez de informagfes a respeito do uso de substancias
himicas na micropropagacao, justifica-se o desenvolvimento de pesquisas
sobre esse tema, principalmente no que se refere a avaliagdo da sua eficiéncia.
Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito da 6-benzilaminopurina e de
concentragcbes de substancias humicas na multiplicagdo in vitro das

framboeseiras ‘Polana’ e ‘Schonemann’.

3.2 Material e métodos

O trabalho foi conduzido de junho a julho de 2019 no Laboratorio de
Micropropagacdo de Plantas Frutiferas, do Departamento de Fitotecnia da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), Universidade Federal de

Pelotas, Campus Capéao do Ledo-RS.

Foram utilizadas plantas matrizes de framboeseira ‘Polana’ e
‘Schénemann’ cultivadas in vitro no mesmo laboratério. Como explantes, foram
utilizados segmentos nodais contendo duas gemas e uma folha, com

aproximadamente dois centimetros.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2x4, sendo duas cultivares (‘Polana’ e ‘Schénemann’), duas
concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) (0 mg L e 0,8 mg L™?) (Dutra, et
al., 2012) e quatro concentra¢es do produto SoloHumics® (Omg L™, 1mg L™,
2mg L™, 3mg L), totalizando 16 tratamentos e quatro repeticdes, sendo cada

repeticdo composta por quatro explantes no frasco de cultivo.
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O produto SoloHumics® é composto de uma combinacdo de &cidos
huamicos e fulvicos, com a seguinte composi¢do: acido humico (25%), acido
fulvico (5%), matéria organica (59%), carbono organico total (31%) e potéssio
(3%).

Os explantes foram inoculados em frascos de vidro transparente com
capacidade para 200 ml, contendo 30 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) acrescido de 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose,
geleificado com 6,0 g L™ de &gar e pH ajustado para 5,8 + 0,1 anteriormente &
autoclavagem a 120°C e 108 kPa, durante 15 minutos. Em seguida, foram
transferidos para sala de crescimento e mantidos durante 60 dias com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2°C e 48 umol m? s * de fluxo de

fotons.

ApOs este periodo, avaliou-se a sobrevivéncia (%), o numero de folhas e
de brotacbes, o comprimento da parte aérea (cm) e da maior raiz (cm), o
nuamero de raizes, a massa de matéria fresca e seca de planta (g). O
comprimento da parte aérea e da maior raiz foram mensurados com
paquimetro digital e a massa de matéria fresca e seca com balanca analitica de
precisdo. Para a determinacdo da massa de matéria seca, as amostras foram
dispostas em estufa de circulacao forcada, com temperatura constante de 70°C

até atingirem peso constante.

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk; a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos
residuos por andlise grafica. Posteriormente, foram submetidos a analise de
variancia através do teste F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica,
os efeitos da concentracdo de substancias humicas foram comparados pelo
teste de Duncan (p<0,05) e os efeitos da cultivar e da adicdo de BAP,

comparados pelo teste t (p<0,05).
3.3 Resultados e discussao

Para a variavel sobrevivéncia, ndo houve diferencga significativa entre os

tratamentos (Tabela 1).
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Tabela 1. Sobrevivéncia das cultivares de framboeseira Polana e Schonemann
submetidas a aplicacdo de 6-benzilaminopurina (BAP) e concentracfes de
substancias humicas na multiplicacéo in vitro. Pelotas-RS, 2020.

Cultivar
Concentracao de Polana Schénemann
substancias benzilaminopurina (BAP) (mg L™)
hamicas (mg L™) Com Sem Com Sem
Sobrevivéncia (%)

0 75N° 100™" 100" 100™

1 100 100 100 100

2 100 100 100 100

3 100 100 100 100
CV (%) 26,7 0 0 0

" nao significativo pelo teste F (p<0,05) da andlise de variancia. C.V. (%): coeficiente de

variacao.

Na producéo de mudas a sobrevivéncia na fase de multiplicagdo in vitro
€ de extrema importancia, pois assegura que as plantas irdo para a fase de
enraizamento, aumentando as chances de seguir para a etapa de
aclimatizacao e posterior plantio a campo. Assim, quanto maior a porcentagem
de sobrevivéncia, maior € a chance do produtor obter lucro.

Para as variaveis numero de folhas, comprimento de parte aérea e

numero de raizes houve interacéo tripla entre os tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2. Numero de folhas, comprimento de parte aérea e numero de raizes
das cultivares de framboeseira Polana e Schénemann submetidas a aplicacéo
de 6-benzilaminopurina (BAP) e concentracdes de substancias himicas na
multiplicacao in vitro. Pelotas-RS, 2020.

Cultivar
Concentracao de Polana Schénemann
substancias benzilaminopurina (BAP) (mg L™)
himicas (mg L")  Com Sem Com Sem
Numero de folhas

0 12,9 aAa? 4,9 bBa. 29,4 aAa. 11,1 aBa.

1 11,6 aAa 5,4 bBp 32,1 aAa 12,1 aAa

2 6,7 bAB 12,4 aAa 53,9 aAa 7,5 aBa

3 9,9 abApB 9,4 abAa 41,7 aAa 6,8 aBa.
CV (%) 30,6 38,4 40,2 34,8

Comprimento de parte aérea (cm)

0 2,13 aAa 0,92 cAa 2,53 aAa 2,41 aAa

1 3,18 aAa 1,18bcAa 2,26 aAa 2,73 aAa

2 1,34 aBp 2,61aAa 2,5 aAa 2,00 aAa

3 2,42 aAa 2,21abAa 2,3 aAa 1,56 aBa
CV (%) 48,8 43,4 27,6 48,9

Numero de raizes

0 0,08 aAa 0,06 aAa 0,00 aAa 0,31 aAa

1 0,25 aAa 0,00 aBa 0,00 aApB 1,00 aAa

2 0,19 aAa 2,18 aAa 0,00 aApB 0,38 aAa

3 0,00 aBa 1,56 aAa 0,00 aAa 0,25 aApB
CV (%) 131,6 145,7 0 137,9

¥ Médias acompanhadas por mesma letra minGscula na coluna néo diferem entre si pelo teste
Duncan (p=<0,05). Médias acompanhadas por mesma letra maiuscula na linha ndo diferem entre
si pelo teste t (p<0,05) comparando a aplicacdo de BAP dentro de cada cultivar para cada
Concentragdo de substancias humicas (mg L™). Letras gregas iguais na linha ndo diferem entre
si pelo teste t (p<0,05) comparando a cultivar para cada aplicagdo de BAP dentro de cada
cultivar cada para concentracdo de substancias himicas (mg LY. C.V. (%): coeficiente de
variagao.

Quanto ao numero de folhas da cultivar Polana, quando comparado em
cada concentracdo de substancias humicas, com adicdo ou ndo de regulador
de crescimento BAP em cada cultivar, a concentracdo de 2 mg L™ de
substancias humicas com regulador de crescimento foi a que proporcionou a
menor meédia, ndo diferindo estatisticamente apenas da concentracdo de 3 mg
LY. Em contrapartida, quando o BAP ndo foi usado o maior nimero de folhas
foi obtido com o uso de 2 mg L' de substancias humicas, ndo diferindo
estatisticamente de 3 mg L™ Para ‘Schénemann’ ndo houve diferenca

estatistica entre os tratamentos (Tabela 2).
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Goenadi e Sudharama (1995), em estudo sobre a propagacao de belinjo
(Gnetum gnemon) observaram que a utilizacdo de acidos humicos promoveu
maior numero de folhas, além do menor periodo de emissédo dos brotos. Esse
resultado reitera a hipotese de que os &cidos hdmicos aumentam a
permeabilidade da membrana plasmética, resultando em aumento da captacéo
de nutrientes (VAUGHAN; MCDONALD, 1976).

O aumento da absorcdo de nutrientes tem sido atribuido ao aumento da
permeabilidade dessa membrana por meio da acdo das substancias humicas e
a ativagdo da H'-ATPase da membrana plasmatica (CANELLAS; SANTOS,
2005). As H'-ATPases (bombas de H¥) sdo enzimas transmembranares
capazes de hidrolisar ATP, gerando energia e gradiente eletroquimico que esta
diretamente envolvido em dois mecanismos fundamentais para o
desenvolvimento e crescimento vegetal (RODDA et al., 2006).

Para a mesma variavel, comparando os tratamentos com e sem
regulador de crescimento, para ‘Polana’ verificou-se que na presenca de BAP
os tratamentos com 1 mg L™ de substancias himicas e sem o uso das mesmas
diferiram do mesmo tratamento sem a adicdo de regulador de crescimento;
porém, com 2 mg L™ de substancias himicas e sem a utilizacéo do regulador
de crescimento foi obtido maior niumero de folhas, diferindo estatisticamente do
tratamento com regulador (Tabela 2).

Entre as cultivares, quando comparada a utilizacdo ou ndo do regulador
de crescimento, no tratamento com BAP, ‘Schénemann’ foi superior
estatisticamente a ‘Polana’ nas concentracdes de 2 e 3 mg L™ de substancias
hamicas; enquanto sem este regulador ‘Schénemann’ apresentou mais folhas
com o uso de 1 mg L™ de substancias humicas, diferindo estatisticamente de
‘Polana’ (Tabela 2).

A area foliar € uma variavel de suma importancia na propagacao, por
estar diretamente relacionada com a taxa fotossintética.

Para o comprimento de parte aérea da ‘Polana’, quando o regulador de
crescimento foi adicionado ao meio de cultura ndo houve diferenca estatistica
entre as concentracdes de substancias humicas. Entretanto, sem a utilizacao
do mesmo o maior comprimento foi observado em 2 e 3 mg L™ das mesmas

substancias, diferindo estatisticamente das demais concentracdes. Para
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‘Schénemann’ ndo houve diferenga significativa entre a utilizacdo ou néo de
BAP entre as concentra¢des de substancias humicas (Tabela 2).

Para a mesma variavel, quando comparado os tratamentos com e sem
regulador de crescimento, em ‘Polana’ a concentracdo de 2 mg L* de
substancias humicas, sem o regulador de crescimento, diferiu estatisticamente
da mesma concentracdo com o regulador e para ‘Schénemann’, enquanto o
uso do BAP e de 3 mg L™ de substancias htmicas propiciou maior resultado
guando comparado ao mesmo tratamento sem o referido regulador (Tabela 2).

Entre as cultivares, quando comparado a utilizagcdo ou ndo de BAP as
maiores médias foram obtidas com regulador para ‘Schonemann’ na
concentracdo de 2 mg L™ de substancias humicas, diferindo estatisticamente
do mesmo tratamento com ‘Polana’. Sem o uso de regulador de crescimento
nao houve diferencga significativa entre as duas cultivares nas concentragdes de
substancias humicas testadas (Tabela 2).

Amaral et al. (2017), objetivando analisar a eficiéncia da utilizacdo de
vermicomposto e ou isolados fungicos do género Trichoderma como
promotores de crescimento de mudas de caroba (Jacaranda micranta),
observaram que o crescimento em altura das mudas foi maior com a
suplementacao do substrato com concentracdes de vermicomposto.

O crescimento da muda é um dos fatores determinantes para a
comercializacdo e, quanto mais rapidamente o produtor puder comercializa-la,
menor sera o tempo para obter retorno do capital investido na propagacao.

Em relacdo ao numero de raizes, quando comparado em cada
concentracdo de substancias humicas, com e sem regulador de crescimento
para cada cultivar, ndo houve diferenca estatistica. No entanto, analisando a
utilizacdo ou ndo de BAP para cada cultivar entre as concentracdes de
substancias himicas, para ‘Polana’ 1 mg L™ dessas substancias com adicdo do
regulador diferiu estatisticamente do mesmo tratamento sem regulador. Sem a
adicdo de BAP 3 mg L™ de substancias humicas diferiu estatisticamente do
mesmo tratamento com adic&o de regulador.

Para a cultivar Schonemann, a adicdo ou n&o de regulador de
crescimento entre as concentragfes de substancias humicas ndo propiciou

diferenca estatistica (Tabela 2).
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De acordo com Rodda et al. (2006) e Rosa et al. (2009), até
determinadas concentragbes o0s acidos humicos podem favorecer o
desenvolvimento de plantas, alterando tanto a parte aérea quanto as raizes.
Contudo, seus efeitos sao dificeis de serem explicados, devido a natureza
complexa e ainda desconhecida da fracdo humica, é possivel que os &cidos
himicos possam exercer inUmeros efeitos nas plantas e que alguns possam
resultar em uma regulacéo da absorcédo de ions (NARDI et al., 2002).

Para a mesma variavel, quando analisado entre as cultivares a adicao
ou ndo de BAP em cada concentracdo de substancias hamicas, na cultivar
Polana maior numero de raizes foi verificado com a adicdo de regulador de
crescimento em 1 e 2 mg L de substancias humicas, sendo superior ao valor
obtido para ‘Schonemann’. Por outro lado, sem adicdo de BAP a cultivar
Polana apresentou maior numero de raizes que a ‘Schénemann’ com o uso de
3 mg L™ de substancias himicas (Tabela 2).

De acordo com Neto, (2018), a utilizacdo de substancias
bioestimuladoras como as humicas também demonstra eficiéncia quando
aplicadas em pequenas concentracfes, estimulando o bom desempenho dos
processos metabdlicos e fisiologicos da planta, resultando na obtencdo de
mudas de maior qualidade, mesmo sob condicbes ambientais adversas.

Em se tratando da massa de matéria fresca da planta, houve diferenca
estatistica no tratamento com regulador de crescimento para ‘Polana’ entre as
concentracdes de substancias himicas, sendo que 3 mg L™ propiciou maior
massa, ndo diferindo estatisticamente das plantas dispostas no meio de cultura
sem substancias humicas e daquelas em que foi usado 1 mg L de tais

substéncias (Tabela 3).
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Tabela 3 — Massa de matéria fresca da planta e massa de matéria seca de
planta das cultivares de framboeseira Polana e Schonemann submetidas a
aplicacdo ou nao de 6-benzilaminopurina (BAP) e concentracdes de
substancias humicas na multiplicagéo in vitro. Pelotas-RS, 2020.

Concentrac&o Cultivar _

de substancias Polana . Scho_r;emann

hamicas (Mg benzilaminopurna (BAP) (mg L™)

LY Com Sem Com Sem
Massa de matéria fresca da planta

0 0,442aApY 0,183aAp 1,281bAa 0,787aBa

1 0,378abAp 0,293aAa 2,265abAa 0,839aAa

2 0,220bAp 0,321aAa 2,908aAa 0,334aBa

3 0,481aAp 0,353aAa 1,403bAa 0,341aBa

CV (%) 29,9 82,4 44,4 76,9
Massa de matéria seca da planta

0 0,091 aAp 0,042aApB 0,216bAa 0,144aAa

1 0,077 aAp 0,064aAa 0,244abAa 0,132aAa

2 0,047 aAp 0,064aAa 0,361aAa 0,083aBa

3 0,089 aAp 0,068aAa 0,242abAa 0,088aBa

CV (%) 35,9 94,2 30,8 57,38

Y Médias acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste
Duncan (p<0,05). Médias acompanhadas por mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre
si pelo teste t (p<0,05) comparando a aplicacdo de BAP dentro de cada cultivar para cada
concentracdo de substancias hiimicas (mg L™). Letras gregas iguais na linha néo diferem entre
si pelo teste t (p<0,05) comparando a cultivar para cada aplicagdo de BAP dentro de cada
cultivar cada para concentracdo de SH. C.V. (%): coeficiente de variacao.

Fernandez et al. (2014), testando acidos humicos em substituicdo do uso
de AIB e BAP na multiplicacédo in vitro de bananeira (Musa sp.), constataram
que a utilizacdo de 10 e 30 mg L™ de &cidos himicos permite que as plantas
estejam prontas e possam ir direto da fase de multiplicacdo para a
aclimatizacdo, reduzindo assim 0 tempo e 0s custos na etapa da
micropropagacao.

Para a mesma cultivar, sem o uso de BAP ndo houve diferenca
estatistica entre as concentracbes de substancias hamicas. Para
‘Schénemann’, no meio de cultura com regulador de crescimento, 2 mg L™ de
substancias humicas resultou as maiores meédias, diferindo estatisticamente de
0 e 3mg L™ (Tabela 3).

Santos et al. (2013), em estudo sobre o controle de nematdide

Meloidogyne javanica em mudas de bananeira ‘prata-and’ (Musa acuminata)



40

utilizando compostos orgéanicos, observaram que o uso das substancias
himicas apresentou efeito nematicida e nematostatico in vitro, e ainda
promoveu maior massa de matéria fresca de parte aérea e maior altura de
mudas em relagéo a testemunha, o que demonstra a eficacia das mesmas.

Na massa de matéria seca da planta ndo houve diferenca estatistica
entre as concentracbes de substancias humicas para ‘Polana’, com ou sem
regulador de crescimento. Quando analisado a adicdo ou nédo de BAP nas
concentracbes de substancias humicas para cada cultivar, houve diferenca
estatistica apenas com uso de regulador e utilizacdo de 2 e 3 mg L™ de
substancias humicas para ‘Schénemann’, as quais diferiram das plantas sem o
uso de tais substancias, enquanto sem a utilizacao de regulador as médias nao
diferiram estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 3).

Na comparagdo entre as cultivares em cada concentracdo de
substancias humicas com e sem BAP, ‘Schonemann’ com regulador de
crescimento diferiu de ‘Polana’ em todas concentracbes de substancias
hamicas. Por outro lado, sem o uso do regulador houve diferenca estatistica
apenas para ‘Schénemann’ sem a adicao de substancias humicas (Tabela 3).

Baldotto et al. (2009), avaliando a micropropagacéo de abacaxizeiro com
pulverizacdo foliar de acidos humicos observaram aumento do acumulo de
matéria seca, com incrementos de cerca de 60% na matéria seca da parte
aérea, quando comparado com a testemunha. Também verificaram que a
promocdo do crescimento das mudas que receberam a aplicacdo desses
acidos pode melhorar a adaptacdo das plantulas ao ambiente ex vitro,
reduzindo o periodo de aclimatizacao.

A massa de matéria fresca e seca sdo importantes do ponto de vista de
producdo de maior biomassa da planta. Normalmente, a medida que ocorre
aumento do acumulo de matéria organica também ocorre aumento da
eficiéncia média de conversao da radiacdo absorvida para matéria seca e da
particdo desta entre as partes Uteis e o restante da planta (CHARLES
EDWARDS, 1986; HAY; WALKER, 1989).

Para o numero de brotacfes houve interacdo significativa apenas para a
adicdo de regulador de crescimento e cultivar (Tabela 4). Para ‘Polana’ no

tratamento com e sem a adigdo de BAP nédo houve diferenca estatistica e, para
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‘Schénemann’, o tratamento com adicdo de regulador de crescimento foi
superior ao que nao foi usado o mesmo, diferindo estatisticamente. Entre as
cultivares, houve diferenca estatistica no tratamento com adicdo de BAP e a

cultivar Schénemann apresentou maior média (Tabela 4).

Tabela 4 — Numero de brotacbes das cultivares de framboeseira Polana e
Schonemann submetidos a aplicagdo de 6-benzilaminopurina (BAP) na
multiplicacao in vitro. Pelotas-RS, 2020.

benzilaminopurina Cultivar

(BAP) Polana Schonemann
Com 0,61 aBY 5,85 aA
Sem 0,29 Aa 0,71 bA
C.V. (%) 132,3 69,2

¥ Médias acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(p=<0,05) comparando a adigdo de benzilaminopurina para cada cultivar. Médias acompanhadas
por mesma letra maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando cada
cultivar para a aplicacdo de 6-benzilaminopurina. C.V. (%): coeficiente de variacao.

De acordo com Radmann et. al (2009) além da composi¢cdo do meio de
cultura, os reguladores de crescimento, principalmente as citocininas, exercem
papel importante nas brotacdes axilares, pois estas sdo responsaveis pela
reducdo da superacdo da dominancia apical. Esta variavel é importante na
producdo de mudas, pois quanto mais brotacfes vigorosas, maior sera a

possibilidade de obtencdo de maior nimero de mudas.

Nino e Oliveira (2009) observaram que as cultivares apresentaram
pronunciada variabilidade genética quanto ao potencial de multiplicacéo in vitro.
Tal fato corrobora com os dados obtidos neste trabalho, visto que houve

diferenca estatistica para a maioria das variaveis nas cultivares analisadas.

Quanto ao comprimento de maior raiz houve efeito significativo apenas
para adicao de regulador de crescimento. Para ambas as cultivares verificou-se
maiores medias sem a utilizacdo de BAP, diferindo estatisticamente do

tratamento com regulador (Tabela 5).
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Tabela 5 — Comprimento de maior raiz das cultivares de framboeseira Polana e
Schénemann submetidas a aplicagdo de 6-benzilaminopurina (BAP) na
multiplicacao in vitro. Pelotas-RS, 2020.

benzilaminopurina

(BAP) Polana Schbénemann
Com 0,15 b 0,00 b
Sem 0,56 a 0,86 a
C.V. (%) 168,4 243, 0

¥ Médias acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste t
(p<0,05) comparando a adi¢ao de 6-benzilaminopurina. C.V. (%): coeficiente de variagao.

De acordo com Damiani e Schuch (2009), o desenvolvimento do sistema
radicular resulta em mudas com maior qualidade fisiolégica e diminuicdo de
perdas durante a fase de aclimatizacdo. Alguns fatores como estado nutricional
das plantas, época do ano, taxa de respiracdo e fotossintese, bem como a
relacdo carbono/nitrogénio podem interferir diretamente no enraizamento da
planta (KRAMER; KOZLOWSKI (1972).

Com base no exposto, em geral, verifica-se que 2 e 3 mg L™ de
substancias humicas podem ser usados na multiplicacdo in vitro de ambas
cultivares de framboeseiras. Com isso, visando 0 menor custo nesta etapa da
micropropagacdo, a menor concentracdo € a mais indicada. Outro aspecto
relevante é que as substancias humicas, possuem aspectos econdémicos e
ambientais, pois sdo fontes naturais renovaveis e podem ser extraidas de
diferentes residuos urbanos, como lodo de lixo e esgoto (CANELLAS et al.,
2000), os residuos do processamento de frutos, esterco de animais, entre
outros (MELO et al., 2008).

Com relacéo ao regulador de crescimento, os resultados demostram que
o efeito do regulador de crescimento € variavel em funcdo da cultivar. Para
‘Polana’ ndo é necessario utilizar 6-benzilaminopurina, o que € vantajoso pela

economia nesta etapa da micropropagacao.

3.4 Conclusdes
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A multiplicagao in vitro das framboeseiras ‘Polana’ e ‘Schonemann’ pode

ser realizada com 2 mg L™ de substancias himicas.

Com relacao ao regulador de crescimento, apenas para ‘Schénemann’ é

necessario utilizar 6-benzilaminopurina na multiplicacéo in vitro.
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4 Capitulo 2- Substancias humicas e acido naftalenoacético no

enraizamento in vitro de cultivares de framboeseira

4.1 Introducéao

A framboeseira (Rubus idaeus L.) apresenta grande potencial de
producdo na regido Sul do Brasil. Seus frutos possuem sabor e aroma
agradaveis, alto valor nutritivo e sdo muito apreciados no preparo de geleias,
sucos, sorvetes e para o consumo in natura (CAMINITI; PAGOT, 2016).

A propagacgao clonal in vitro de espécies pertencentes ao grupo das
pequenas frutas tem sido uma das abordagens mais amplamente exploradas
em biotecnologia. No caso das framboeseiras, estas sdo propagadas com
sucesso por métodos convencionais de propagacao vegetativa, como a
estaquia aérea ou subterrédnea, a,lém das estruturas especializadas que
garantem a preservacao das caracteristicas genéticas desejaveis. No entanto,

a cultura de tecidos é outra opcéo interessante (VUJOVIC et al., 2017).

A micropropagacdo, além de possibilitar a producdo de grande
guantidade de plantas em curto periodo de tempo, permite a obtencdo de
plantas livres de doencas e a propagacdo de espécies dificeis de serem
multiplicadas por outros métodos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

De acordo com Schuch e Erig (2005), o uso de reguladores de
crescimento, juntamente com as formulacfes basicas dos meios de cultura €
imprescindivel para que se obtenha éxito na propagacao de algumas culturas
in vitro. Dentre os reguladores de crescimento, o acido naftaleno acético (ANA)

€ utilizado para o enraizamento in vitro de framboeseira.

Os efeitos observados dos reguladores de crescimento quanto as
respostas das células, tecidos e o6rgaos in vitro variam de acordo com as

condi¢cdes ambientais, o tipo do explante e o gendtipo (PASQUAL, 2001).

Para melhorar as condi¢des do cultivo in vitro, algumas técnicas vem

sendo adotadas na micropropagacdo, como a adicdo de substancias humicas
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ao meio de cultura. Alguns dos efeitos positivos dessas substancias podem ser
atribuidos a uma melhoria geral da fertilidade do solo, levando a uma maior
disponibilidade de nutrientes para as plantas, enquanto, em outros casos,
parece influenciar positivamente nas vias metabdlicas e de sinalizacdo
envolvidas no desenvolvimento da planta, agindo diretamente em alvos
fisiolégicos especificos (TREVISAN et al., 2010). Porém, distinguir entre os
efeitos diretos e indiretos dessas substancias ndo tem sido tarefa facil.

Na literatura ha escassez de informacBes a respeito do uso de
substancias humicas na producdo de mudas, especialmente na
micropropagacao, fato que justifica o desenvolvimento de pesquisas,
principalmente no que se refere a avaliacdo da sua eficiéncia. Assim, o
objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito de acido naftalenoacético e
concentragbes de substancias humicas no enraizamento in vitro das

framboeseiras ‘Polana’ e ‘Schénemann’.

4.2 Material e métodos

O trabalho foi conduzido de setembro a outubro de 2019, no Laboratorio
de Micropropagacdo de Plantas Frutiferas do Departamento de Fitotecnia da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), Universidade Federal de

Pelotas, RS, Campus Capéao do Leéo.

Foram utilizadas plantas matrizes de framboeseira ‘Polana’ e
‘Schénemann’ cultivadas in vitro no mesmo laboratério. Como explantes, foram
utilizados segmentos nodais contendo duas gemas e uma folha, com

aproximadamente dois centimetros.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x2x4, sendo duas cultivares (‘Polana’ e ‘Schénemann’) duas
concentracdes de &cido naftalenoacético (ANA) (Omg L™, 0,2mg L™) )(DUTRA,
et al., 2012) e quatro concentra¢bes do produto SoloHumics® (Omg L™, 1mg L™,
2mg L™, 3mg L™), totalizando 16 tratamentos, com quatro repeticdes, sendo

cada repeticdo composta por quatro explantes no frasco de cultivo.
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O produto comercial SoloHumics® é composto de uma combinacédo de
acidos humicos e fulvicos, com a seguinte composi¢ao: 4cido humico (25%),
acido fulvico (5%), matéria organica (59%), carbono orgéanico total (31%) e
potéssio (3%).

Os explantes foram inoculados em frascos de vidro transparente com
capacidade para 200 ml, contendo 30 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) acrescido de 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose,
geleificado com 6,0 g L™ de &gar e pH ajustado para 5,8 + 0,1 anteriormente a
autoclavagem a 120°C, 108 kPa, durante 15 minutos.

Em seguida, os mesmos foram transferidos para a sala de crescimento e
mantidos durante 30 dias com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 +
2°C e 48 pmol m? s * de fluxo de fétons.

Apoés este periodo avaliou-se a sobrevivéncia (%), o numero de folhas,
numero de brotacdes, o comprimento de parte aérea (cm), a massa de matéria
fresca (g), 0 numero de raizes e o comprimento da maior raiz (cm) e a massa
de matéria fresca de planta (g). O comprimento de parte aérea e de maior raiz
foram mensurados com paquimetro digital e a massa de matéria fresca com
balanca analitica de precisdo. As amostras foram levadas a estufa de
circulacdo forcada, com temperatura constante de 70°C até atingir peso

constante.

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro
Wilk; a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos
residuos por analise gréfica. Posteriormente, os dados foram submetidos a
analise de variancia através do teste F (p<0,05). Constatando-se significancia
estatistica, os efeitos da concentracdo de substancias humicas foram
comparados pelo teste de Duncan (p<0,05) e os efeitos da cultivar e da adicéo

de BAP, comparados pelo teste t (p<0,05).

4.3 Resultados e discusséao
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Para a porcentagem de sobrevivéncia, observa-se o bom desempenho
das cultivares estudadas (Tabela 1). Esta variavel € de suma importancia na
producédo de mudas, pois possibilita a sequéncia das etapas; no caso, a
aclimatizacado de mudas e posterior plantio a campo.

Tabela 1. Sobrevivéncia das cultivares de framboeseira Polana e Schénemann
submetidas a aplicacdo de &cido naftalenoacético (ANA) e concentracdes de
substancias himicas no enraizamento in vitro. Pelotas-RS, 2020.

Cultivar
Concentracao de Polana Schénemann
substancias Acido naftalenoacético (ANA) (mg L™)
himicas (mg L™ Com Sem Com Sem
Sobrevivéncia (%)

0 100M° 100M° 100M° 100M°

1 100 100 100 100

2 100 100 100 100

3 100 100 75 100
CV (%) 0 0 26,7 0

™: nao significativo pelo teste F (p<0,05) da andlise de variancia. C.V. (%): coeficiente de

variacao.

Para o numero de folhas e de brotagdes, numero de raizes e massa de

matéria fresca de planta houve interacdo tripla entre os tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2 - Numero de folhas, niumero de brotagdes, nimero de raizes e massa
de matéria de matéria fresca de planta das cultivares de framboeseira Polana e
Schénemann submetidos a aplicagcdo de acido naftalenoacético (ANA) e
concentracfes de substancias humicas no enraizamento in vitro. Pelotas-RS,
2020.

Cultivar
Concentracdo de Polana Schénemann
substancias Acido naftalenoacético (ANA) (mg L™)
hamicas (mgL™")  Com Sem Com Sem
Numero de folhas
0 10,0 abAoY 7,00 bA« 6,1 bAa 9,8 aAa
1 12,4 aAo 12,6 aAa 12,2 bAa 12,2 aAa
2 8,7 bAB 9,7 abAa 23,8 aAa 5,5 bBp
3 8,4 abBa 10,0 abAa 11,4 bAa 6,6 abBf
C.V. (%) 23,0 25,4 35,0 41,8
Numero de brotacdes
0 0,1 bAa 0,2 aAa 0,2 bAa 0,7 aAa
1 0,6 abAa 0,3 aAa 1,2 bAa 0,5 aAa
2 0,3 abAp 0,3 aAa 7,7 aAa 0,1 aBa
3 1,1 aAa 0,2 aAa 1,5 bAa 0,1 aAa
C.V. (%) 102,0 97,7 105,5 104,3
Numero de raizes
0 3,1 aAa 1,6 bAa 0,2 bAB 0,6 aAa
1 4,1 aAa 1,1 bBa 2,1 aAp 1,3 aAa
2 3,2 aAa 4,2 aAa 2,2 aAa 2,1 aAa
3 2,8 aAa 4,3 aAa 3,5 aAa 2,1 aAB
C.V. (%) 44,1 29,5 56,9 91,4
Massa de matéria fresca de planta (g)
0 0,52 aAa 0,41 bAa 0,25 cBp 0,66 abAa
1 0,77 aAa 0,75 aAa 0,57 bAa 0,87 aAa
2 0,57 aAa 0,86 aAa 0,91 aAa 0,48 bBa
3 0,70 aAa 0,46 bBa. 0,60 bAa 0,59 abAa
C.V. (%) 26,0 25,7 28,5 35,8

¥ Médias acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste
Duncan (p=<0,05). Médias acompanhadas por mesma letra mailscula na linha ndo diferem entre
si pelo teste t (p<0,05) comparando a aplicacdo de ANA dentro de cada cultivar para cada
Concentracao de substancias htimicas (mg L™). Letras gregas iguais na linha nao diferem entre
si pelo teste t (p<0,05) comparando a cultivar para cada aplicagdo de ANA dentro de cada
cultivar cada para concentracdo de substancias hiimicas (mg L™). C.V. (%): coeficiente de
variagao.
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Quanto ao numero de folhas, quando comparado cada cultivar com e
sem regulador de crescimento em cada concentracdo de substancias humicas,
as maiores médias foram obtidas com 1 mg L™ de substancias htiimicas com
regulador de crescimento para a cultivar Polana; porém, esta sé diferiu de 2 mg
L. Para a cultivar Polana A concentracdo 1 mg L™ de substancias himicas
sem adicdo de regulador de crescimento diferiu estatisticamente apenas do
tratamento 0 mg L™ (Tabela 2).

A é&rea foliar interfere na capacidade fotossintética da planta, e,
consequentemente, na sua capacidade de sobrevivéncia a campo (BAKKER,
1994).

De acordo com Trevisan et al. (2010), as substancias humicas sao
bioestimulantes e apresentam-se também como fonte de nutrientes para as
plantas, disponibilizando carbono (C), nitrogénio (N), fosforo (P) e enxofre (S).
Também possuem elevada atividade de estimulagdo no crescimento de
plantulas quando usados em concentracdes relativamente pequenas (NARDI et
al., 2007; AGUIAR et al., 2013).

Estas substéncias estdo naturalmente presentes no solo, contribuindo
direta ou indiretamente na adaptabilidade ambiental e no metabolismo do
carbono (C) (NARDI et al.2007). Além disso, beneficios adicionais sé&o
relatados, como aumento da promocdo de crescimento radicular (Nardi et
al. 2002), através da ativacdo e expressdo das H'ATPases, e maior transporte
de ions (ZANDONADI et al., 2013; RAMOS et al., 2015).

Ainda para a variavel numero de folhas, analisando os dados de
‘Schénemann’ pode-se constatar que 2 mg L™ de substancias humicas diferiu
das demais concentracdes com a adicdo de regulador de crescimento. Para a
mesma cultivar sem adicdo de regulador de crescimento, comousode O e 1
mg L' de substancias humicas houve diferenca estatistica apenas da
concentracdo de 2 mg L™ (Tabela 2).

Para a mesma variavel, quando analisado a adicdo ou ndo de regulador
de crescimento para cada cultivar em cada concentracdo de substancias
humicas, as maiores médias foram obtidas sem a utilizacdo de regulador de
crescimento na concentracdo de 3 mg L™ de substancias humicas, para

‘Polana’. Para ‘Schonemann’ as maiores médias também foram obtidas na


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602015000300759&script=sci_arttext#B26
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602015000300759&script=sci_arttext#B26
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602015000300759&script=sci_arttext#B7
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602015000300759&script=sci_arttext#B38
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602015000300759&script=sci_arttext#B31
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concentracdo de 3 mg L™ de substancias htimicas e em 2 mg L™ com adic&o de
regulador de crescimento, diferindo estatisticamente dos mesmos tratamentos
sem a utilizacdo de regulador (Tabela 2).

Baldotto et al. (2009) descreveram que houve influéncia das substancias
humicas no desenvolvimento da parte aérea de abacaxizeiro (Ananas
comosus), onde a aplicacdo de &cidos humicos extraidos das fontes
vermicomposto e torta de filtro proporcionou incrementos de 10,12% no namero
de folhas.

E importante salientar que a presenca de folhas auxilia no processo
fotossintético, e no enraizamento das plantas, pois a auxina é produzida nas
folhnas novas e nas gemas e é conduzida com agulcares e outras substancias
nutritivas para a parte inferior da planta, acumulando-se na base (HARTMANN
et al., 2002), além da producao de fotoassimilados a partir das folhas garantir a
energia necessaria para a manutencdo e o desenvolvimento vegetal (TAIZ;
ZIGUER, 2013).

Silva et al. (2015) em estudo com a utilizacdo de &acidos humicos
oriundos de vermicomposto na micropropagacao da orquidea Cattleya warneri
também observaram incremento no numero de folhas por planta naquelas
submetidas ao tratamento com acidos humicos em comparacdo com a
testemunha (sem a adicdo dos mesmos).

Quando analisado entre as cultivares, cada concentracao de substancias
hamicas com e sem regulador de crescimento, ‘Schénemann’ com adi¢ao de
regulador de crescimento na concentracédo de 2 mg L™ de substancias htimicas
foi superior estatisticamente a ‘Polana’. Sem a dicdo de regulador a cultivar
Polana teve maiores médias nas concentracdes de 2 e 3 mg L™ de substancias
hamicas, diferindo estatisticamente de ‘Schénemann’ (Tabela 2).

Atiyeh et al. (2002), avaliando o crescimento de plantas de tomate
(Solanum lycopersicum) e pepino (Cucumis sativus) com adicdo de
vermicomposto de porco e vermicomposto de residuos alimentares concluiram
gue os vermicompostos podem influenciar positivamente o crescimento das
plantas e produzir aumentos na produtividade geral da planta,

independentemente da absor¢&o de nutrientes.
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Em relacdo ao numero de brotagdes, quando comparado cada
concentracdo de substancias humicas com e sem regulador de crescimento em
cada cultivar, as concentracdes de substancias himicas 1, 2 e 3 mg L™ com
adicdo de regulador, diferiram estatisticamente da concentracdo de 0 mg L™
para ‘Polana’; porém, sem a adicdo de regulador para a mesma cultivar, as
concentragdes nao diferiram estatisticamente (Tabela 2).

De acordo com Muscolo et al. (1994), a acdo das substancias humicas é
complexa, devido a possiveis interferéncias dos reguladores de crescimento. O
gue pode ser observado no presente estudo, onde os resultados sugerem uma
acdo sinérgica entre o regulador de crescimento e as substancias humicas.

A concentracdo de substancias himicas de 2 mg L™* com adicdo de
regulador de crescimento na cultivar Schonemann, diferiu estatisticamente de
todas as outras concentracdes, ja sem a adicdo de reguladores nédo houve
diferenca estatistica entre as concentracdes de substancias humicas para esta
cultivar (Tabela 2).

A estimulacéo da atividade da H + -ATPase na membrana celular sugere
gue as modificacdes provocadas pelas substancias humicas nao se restringem
apenas a estrutura radicular, mas também sédo estendidas as principais vias
bioquimicas, uma vez que a forca motriz da maior absorcao de nutrientes € o
gradiente eletroquimico na membrana plasmatica. Esta é uma indicacdo clara
de que os efeitos destas substancias nas plantas sdo complexos e envolvem
processos nao lineares, inter-relacionados e dinamicos que precisam ser
tratados com uma visao interdisciplinar (CANELLAS; OLIVARES, 2014).

Ainda para namero de brotacdes, quando analisado a adi¢cdo ou néo de
regulador de crescimento, em cada cultivar e concentracdo de substancias
humicas, ‘Polana’ ndo obteve diferenca estatistica entre os tratamentos. A
cultivar Schénemann na concentracdo de 2 mg L™ de substancias himicas com
adicdo de regulador de crescimento diferiu estatisticamente do mesmo
tratamento sem adicao do regulador (Tabela 2).

Quando analisado entre as cultivares, em cada concentracdo de
substancias humicas com a dicdo ou ndo de regulador de crescimento, pode-se
observar que ‘Schénemann’ com uso de regulador de crescimento na

concentracdo de 2 mg L™ de substancias himicas, foi superior estatisticamente
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a cultivar Polana. Sem a dicdo de regulador de crescimento ndao houve
diferenca estatistica entre as cultivares (Tabela 2).

Para a variavel numero de raizes, quando comparado em cada
concentracdo de substancias humicas, com e sem regulador de crescimento
para cada cultivar, ndo houve diferenca estatistica entre as concentracdes de
substancias humicas com adigdo de regulador de crescimento para ‘Polana’,
porém, sem a adicdo de regulador, as concentracdes de 2 e 3 mg L™ diferiram
estatisticamente das demais concentragdes (Tabela 2).

Rzepka-Plevnes et al. (2011) indicaram que a adi¢édo de acido humico ao
meio de cultura na fase de enraizamento de Fragaria x ananassa Duch teve
uma influéncia mais benéfica que as auxinas no desenvolvimento do sistema
radicular e na massa de matéria seca e fresca das plantas produzidas. Em
outro estudo, Pinheiro et al. (2010) verificaram que baixas concentracfes de
substancias humicas resultam em elevada area radicular que pode contribuir
para a absorcdo mais eficiente de nutrientes.

Na avaliacdo da bioatividade de acidos humicos e dos efeitos sobre o
desenvolvimento radicular e a bomba de protons da membrana plasmatica em
milho (Zea maiz) e café (Coffea arabica), Facanha et al. (2002) constataram
gque apresenca de grupamentos auxinicos na estrutura das substancias
himicas sugere uma relagido entre a inducdo e a ativacdo da H'-ATPase de
membrana plasmatica com a atividade hormonal dos acidos himicos.

Esses grupamentos, uma vez dissociados da molécula base de acido
hamico, poderiam acessar receptores na superficie ou no interior das células
das raizes, desencadeando processos que culminariam com o estimulo do
desenvolvimento em comprimento e area radicular (FACANHA et al., 2002).

Na cultivar Schénemann com regulador de crescimento, sem 0 uso de
substancias humicas observa-se as menores meédias, diferindo estatisticamente
das demais concentracfes. Para os tratamentos sem adicdo de substancias
hamicas para esta cultivar, ndo houve diferenca estatistica (Tabela 2).

Quando analisado a adicdo ou ndo de regulador de crescimento para
cada cultivar em cada concentracdo de substancias humicas, o tratamento com
adicao de reguladores de crescimento para ‘Polana’ na concentracdo de 1 mg

L de substancias humicas, diferiu estatisticamente do mesmo tratamento sem


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2175-78602015000300759&script=sci_arttext#B30
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adicdo de regulador. Para ‘Schonemann’ os resultados ndo diferiram
estatisticamente (Tabela 2).

A etapa de enraizamento € fundamental para a producdo de mudas,
dada a importancia das raizes para a absorcdo de agua e nutrientes. A auxina
€ o principal regulador do crescimento e desenvolvimento radicular (SAINI et
al., 2013) e o bom desenvolvimento das raizes é fundamental para o alcance
de elevadas taxas de sobrevivéncia na aclimatizagdo das mudas (COSTA,
2008).

De acordo com Maggioni et al. (1987), os acidos humicos podem
influenciar a absor¢cdo de nutrientes via efeito enzimatico, por intermédio da
atividade de ATPase dependente de potassio (K) e magnésio (Mg).

Na andlise entre as cultivares para cada concentracdo de substancias
huamicas com e sem regulador de crescimento, ‘Polana’ no meio de cultura com
adicéo de regulador na concentracdo de 1 mg L™, bem como sem substancias
hamicas obteve maiores médias que Schonemann, diferindo estatisticamente.
No tratamento sem adicéo de regulador de crescimento, na concentracéo de 3
mg L™ de substancias himicas ‘Polana’ foi superior a Schénemann, com
diferenca estatistica (Tabela 2).

Em experimento realizado por Muscolo et al. (1999) sobre o efeito da
matéria humica oriunda do himus de minhoca em Daucus carota, 0s autores
sugeriram efeitos semelhantes a auxinas e observaram uma influéncia mais
benéfica que as auxinas no desenvolvimento do sistema radicular.

Até determinadas concentracfes, os acidos humicos podem favorecer o
desenvolvimento de plantas, alterando tanto a parte aérea quanto as raizes
(RODDA et al., 2006; ROSA et al., 2009), sendo os efeitos dificeis de ser
explicados, devido a natureza complexa e ainda desconhecida dessa fracao
himica. E possivel que os acidos himicos possam exercer inimeros efeitos
nas plantas e que alguns destes possam resultar, direta ou indiretamente, em
uma regulacao da absorcao de ions (NARDI et al., 2002).

Para a massa de matéria fresca de planta, quando comparado em cada
concentracdo de substancias humicas com e sem regulador de crescimento
cada cultivar, ndo houve diferenca estatistica no tratamento com adi¢cdo de

regulador de crescimento nas concentragbes de substancias humicas para
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‘Polana’. No entanto, sem a adicdo de BAP as concentracbes de 1 e 2 mg L™
de substancias huamicas diferiram estatisticamente das demais (Tabela 2).

Com relagcdo a cultivar Schonemann, com adicdo de regulador de
crescimento as maiores médias de massa de matéria fresca foram obtidas na
concentracdo de 2 mg L™ de substancias humicas, diferindo das demais
concentracdes. Além disso, 1 e 3 mg L™ de substancias himicas, diferiram de
mgL" no mesmo tratamento. Sem adicdo de regulador de crescimento na
mesma cultivar, as concentracdes de 1 e 3 mg L™ , além de 0 mg L™ de
substancias humicas diferiram estatisticamente da concentracdo 2 mg L™
(Tabela 2).

Tais substancias, além de estarem envolvidas na maioria das reacoes
gue ocorrem no solo, tém a capacidade de estimular diretamente o crescimento
das plantas (NARD et al., 2002). O que ficou evidente nos resultados deste
estudo foi que sem adicdo das mesmas o valor de massa de matéria fresca foi
inferior as demais concentracgdes.

Quando analisado a adicdo ou ndo de regulador de crescimento para
cada cultivar em cada concentracao de substancias humicas, o tratamento com
adicdo de regulador para ‘Polana’ na concentragdo de 3 mg L™ diferiu
estatisticamente do mesmo tratamento sem regulador em relacdo a massa de
matéria fresca (Tabela 2).

Na cultivar Schonemann o tratamento sem regulador de crescimento e
sem o uso de substancias humicas obteve maiores médias, com diferenca
estatistica. Entretanto, com 2 mg L™ dessas substancias e o regulador de
crescimento houve diferenca estatistica, comparando com o tratamento sem
adicdo de regulador (Tabela 2).

Marques et al. (2008), avaliando o enraizamento de cana-de-acucar com
0 Uuso conjunto de substancias humicas e bactérias diazotréficas endofiticas,
observaram efeitos positivos da inoculacdo bacteriana e dos acidos huamicos
sobre a biomassa da parte aérea e das raizes das plantas.

Analisado entre as cultivares a adicdo ou ndo de regulador de
crescimento e concentracdo de substancias humicas houve diferenca
estatistica apenas na concentracdo de 0 mg L™ de substancias htimicas com

adicdo de regulador, no qual a cultivar Polana foi superior a ‘Schonemann’
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estatisticamente. Para os tratamentos sem adicdo de ANA, nao houve
diferenca estatistica entre as cultivares (Tabela 2).

Silva et al. (2015), utilizando &cidos humicos oriundos de vermicomposto
in vitro em plantulas de orquidea (Cattleya warneri), verificaram que
incremento no crescimento das plantulas e proporcionou incremento de 81 e
159 % em relacdo ao controle (100%), para a massa fresca das folhas e das
raizes respectivamente.

Para o comprimento de parte aérea e de maior raiz houve interacdo
significativa apenas para a adicdo de &cido naftalenoacético e cultivar (Tabela
3).

Tabela 3 — Comprimento de parte aérea e comprimento de maior raiz das
cultivares de framboeseira Polana e Schonemann submetidos a aplicacao de

acido naftalenoacético (ANA) e concentracbes de substancias humicas no
enraizamento in vitro. Pelotas-RS, 2020.

Acido _ Cultivar
naftalenoacético

(ANA) Polana Schénemann

Comprimento de parte aérea (cm)

Com 2,88 aAY 2,07 Bb
Sem 2,80 aA 2,83 aA
C.V. (%) 24,6 32,5
Comprimento de maior raiz (cm)
Com 4,77 aA 1,14 aB
Sem 2,98 aA 1,37 aB
C.V. (%) 57,1 106,2

¥ Médias acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste t
(p<0,05) comparando a adicdo de ANA para cada cultivar. Médias acompanhadas por mesma
letra maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste t (p<0,05) comparando cada cultivar
para a aplicacdo de BAP. C.V. (%): coeficiente de variagdo.

Com relacdo ao comprimento de parte aérea, quando comparada a
adicdo ou ndo de regulador de crescimento, ndo houve diferenca estatistica
para ‘Polana’. Em contrapartida, para ‘Schonemann’ o tratamento sem
regulador demonstrou maiores médias, diferindo estatisticamente do com

regulador. Entre as cultivares com o uso de regulador de crescimento, ‘Polana’
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teve as maiores meédias, diferindo estatisticamente de ‘Schénemann’, no

tratamento sem regulador ndo houve diferenca entre as cultivares (Tabela 3).

Na analise do comprimento de maior raiz, com a adi¢cdo ou ndo de
regulador de crescimento nao houve diferenca estatistica, mas na comparagao
entre cultivares ‘Polana’ foi superior estatisticamente a ‘Schénemann’,
independente do uso de ANA (Tabela 3).

A obtencdo de plantas in vitrocom um sistema radicular bem
desenvolvido é de grande importancia para a sua sobrevivéncia e crescimento,
principalmente na etapa de aclimatizacéo, e posterior plantio a campo (ROCHA
et al., 2008).

Em sintese, pode-se observar que neste trabalho, em geral, o uso de 2 e
3 mg L™ de substancias himicas no meio de cultura é suficiente para o
enraizamento in vitro da cultivar Polana. Dessa forma, considerando o custo de
producdo, a menor concentracdo € a mais indicada. No entanto, quando o
regulador de crescimento é usado, 2 mg L™ substancias himicas conferiram

resultados superiores para a cultivar Schénemann.

4.4 Conclusao

O enraizamento in vitro da framboeseira ‘Polana’ pode ser realizado com
2 mg L™ de substancias himicas sem acido naftalenoacético no meio de cultura
Para a ‘Schonemann’ 2 mg L* de substincias humicas e A&cido

naftalenoacético podem ser usados.
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5 Consideracdes finais

A micropropagacdo e o uso de substancias humicas sdo alternativas
promissoras para a obtencdo de mudas das framboeseiras ‘Polana’ e

‘Schonemann’.

Na etapa de multiplicacdo in vitro, em geral, o uso de 2 mg L™ de
substancias humicas é suficiente para ambas cultivares de framboeseiras. No
entanto, com relacao ao regulador de crescimento, apenas para ‘Polana’ ndo é

necessario utilizar 6-benzilaminopurina no meio de cultura.

No enraizamento in vitro o meio de cultura pode ser elaborado com 2 mg
L™ de substancias humicas sem a utilizacdo de acido naftalenoacético (ANA)
para a framboeseira ‘Polana’. Para a ‘Schénemann’ pode ser utilizado 2 mg L™

de substancias humicas com o regulador de crescimento ANA.

A atividade bioestimulante dos compostos humicos foi verificada neste
trabalho, mediante o incremento na multiplicacdo e no enraizamento in vitro
das framboeseiras ‘Polana’ e 'Schonemann’. Como ndo existem trabalhos
relacionados a micropropagacao de framboeseira 'Polana’ e 'Schénemann’ com
0 uso dessas substancias, € importante realizar o estudo mais aprofundado da

interacdo das mesmas com os reguladores vegetais utilizados.
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