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PROPAGACAO DE AMOREIRA-PRETARubusspp.) VIA BROTACAO DE ESTACAS
RADICIAIS E ENRAIZAMENTO COM A UTILIZAQAO DE REGULADORES
VEGETAIS. Botucatu, 2011. 70 f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Horticultura) —
Faculdade de Ciéncias Agronémicas, Universidade Estadual Paulista.

Autor: JOAO PAULO TADEU DIAS

Orientadora: PréfDr* ELIZABETH ORIKA ONO

RESUMO

Objetivou-se estudar os efeitos de citocinina e bioestimulante
(citocinina/giberelina) para promover brotacbes em estacas de raizes e de auxina para
promover a formacéo de raizes nessas brotacdes, com isso, propondo uma alternativa para a
producdo de mudas da amoreira-preta. O primeiro experimento constou de cinco
concentracdes de 6-benziloaminopurina (BAP), na forma de solucéo: T1= 8;mg+100
mg L*, T3= 200 mg [}, T4= 400 mg [*e T5= 800 mg L}, aplicadas em toda a estaca de raiz
por imersdo durante 18 horas, distribuidas em quatro repeticdes, sendo a parcela de 15 estacas
radiciais. No segundo experimento adotou-se cinco concentracdes do bioestimulante
Promalin®na forma de solugdo: T1= 0 mg;LT2 = 10 mg [}, T3= 20 mg [}, T4= 40 mg L



e T5= 80 mg [*. Posteriormente, as estacas radiciais foram mergulhadas nessas solucées
durante 12 horas. Utilizaram-se sete repeticdes, com a parcela constituida por uma bandeja
com 10 estacas radiciais, durante 70 dias. A aplicacdo dos reguladores vegetais, BAP e
Promalin/7, em concentracdes altas inibiram o desenvolvimento de brotacdes em estacas
radiciais de amoreira-preta e as caracteristicas de desenvolvimento dessas brota¢cdes, sendo os
melhores resultados alcancados sem a aplicacdo dos reguladores vegetais. Posteriormente, as
estacas de raizes de amoreira-preta (sem aplicacao de regulador vegetal) foram coletadas de
plantas matrizes e colocadas em camara de nebulizacdo, sendo dispostas em bandejas de
polietileno brancas, com casca de arroz carbonizada, conforme o melhor tratamento. Apés 60
dias, procedeu-se a retirada das brotacdes das estacas radiciais, com o corte rente a estaca. Foi
feita a selecdo e padronizacdo das estacas de brotacbes, sendo deixadas com altura de dez
centimetros e trés a quatro folhas por broto, utilizadas para a instalacdo do terceiro
experimento. Os tratamentos constaram de seis concentragdes de &cido indol-3-butirico (IBA),
na forma de solucdo: T1= 0 mg:LT2= 250 mg [, T3= 500 mg [}, T4= 1000 mg L}, T5=

2000 mg L' e T6= 4000 mg t aplicados na base das brotacdes durante dez segundos,
distribuidos em seis repeticdes compostas por 12 brotacdes, durante 60 dias. As maiores
concentracdes de IBA inibiram o enraizamento e as caracteristicas de desenvolvimento das
raizes nessas brotacdes. Contudo, a técnica de enraizamento das brotacdes demonstrou ser

uma alternativa favoravel a producdo de mudas da amoreira-preta.

Palavras-chaves: Brazos, estacas de raizes, brota¢des, multiplicagc&o, citocinina, auxina.



PROPAGATION OF BLACKBERRY Rubusspp) BY SHOOTS OF ROOT CUTTINGS
WITH THE USE OF PLANT GROWTH REGULATORS. Botucatu, 2011. 70 f.
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University Sao Paulo.
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Adviser: PrdfDr® ELIZABETH ORIKA ONO

SUMMARY

The objective was to study the effects of cytokinin and plant growth
regulators (cytokinin/gibberellin) to promote shoot growth on root cuttings and auxin to
promote root formation in these shoots with that proposing an alternative for the production of
seedlings of blackberry. The first experiment consisted of five concentrations of 6-
benzylaminopurine (BAP): T1= 0 mg'.T2= 100 mg [}, T3= 200 mg [}, T4= 400 mg L
Yand T5= 800 mg 1, applied across the cutting immersed for 18 hours, divided into four
replicates of plot share of 15 root cuttings. The second experiment ha$riivealin
®concentrations: T1= 0 mg1. T2= 10 mg [, T3= 20 mg [, T4= 40 mg [* and T5= 80 mg

L, then the root cuttings were dipped in these solutions for 12 hours. Seven replicates were



used with the plot had a tray with 10 root cuttings during 70 days. The application of BAP
and Promalin// in high concentrations inhibited the shoots development in root cuttings of
blackberry and the best results was without the application of plant growth regulators. The root
cuttings of blackberry (without aplicacation of plant growth regulator) were colleted from
stock plants and placed in a mist chamber, being arranged in white polyethylene trays with
carbonized rice hull, as the best treatment. After 60 days, we proceeded to the removal of the
shoots, cut flush with the close root cutting. It was made the selection and standardization of
shoot cuttings, being left with a height of ten inches and three to four leaves per shoot, used
for the installation of the third experiment. The treatments consisted of six concentrations of
indole-3-butyric acid (IBA): T1= 0 mgt, T2= 250 mg [}, T3= 500 mg [}, T4= 1000 mg L

! T5= 2000 mg ! and T6= 4000 mg L applied on the basis of shoot cuttings for ten
seconds, in six replication of 12 shoots, for 60 days. The highest concentrations of IBA
inhibited root development. However, the technique of rooting shoots proved to be a favorable

alternative to the production of seedlings of blackberry.

KEYWORDS: Brazos, root cuttings, shoots, multiplication, auxin, cytokinin.



1 INTRODUCAO

A melhoria da renda da populacao brasileira, associado as mudancas
para habitos alimentares mais saudaveis tem contribuido para o aumento da demanda de
frutas frescas.

Muitas das atuais campanhas de estimulo ao consumo de frutas e
hortalicas tém levado em conta o sabor e o aroma, além do apelo a saude. O fato de
possuirem propriedades antioxidantes, vitaminas e minerais atribui-lhes qualidades de
prevenir e controlar algumas doencas como as cardiacas e o cancer (GUTIERREZ,
ALMEIDA, 2007).

Nesse contexto, as fruteiras de clima temperado tém grande destaque
e entre elas, o cultivo de pequenas frutas vem crescendo e diversificando-se nos ultimos
anos, principalmente nos Estados das regifes Sul e Sudeste, que apresentam areas com clima
propicio para o cultivo dessas espécies. A expressao irgyiesl Fruitsou pequenas frutas
caracteriza culturas nas quais se enquadram a amora-preta, a framboesa, o mirtilo, a groselha
e 0 morango, este Ultimo, o mais expressivo e cultivado. Portanto, a amoreir&phbeta (

spp) surge como opgao para esta diversificacdo, pela rusticidade, menor investimento por



area e possibilidade de geracao de renda (ANTUNES, 2002). O fruto da amoreira destaca-se
também na preferéncia dos consumidores pela aparéncia, sabor e pela versatilidade, podendo
ser usado para 0 consuni® natura ou processado na forma de sucos naturais ou
concentrados, frutos em caldas, polpa para sorvetes, corantes naturais, produtos geleificados
como geléias e doces cremosos. Além disso, € um fruto saudavel, cuja composicao
nutricional proporciona uma série de beneficios a saude, rico em minerais e vitaminas
(Poling, 1996), além de antioxidantes como o acido elagico, que possui funcdes
antimutagénicas e anticancerigenas (SCHAKER, ANTONIOLLI, 2009).

O Brasil desponta como potencial produtor dessa espécie e 0 Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Minas Gerais 0s estados que mais se destacam na
producdo da amoreira-preta. O estado de S&o Paulo apresenta regides potenciais para o
cultivo da amoreira-preta, tendo clima favoravel e um grande mercado consumidor, avido
por alimentos saudaveis e diferentes, além atender consumidores de mercados mais
exigentes.

A propagacdo da planta de amoreira-preta pode ser sexuada ou
assexuada, sendo esta Ultima mais empregada na producdo comercial. As sementes
apresentam baixo indice de germinacédo e curto periodo de viabilidade, sendo mais utilizadas
em programas de melhoramento.

A propagacdo assexuada da planta de amoreira-preta se da por meio
de rebentos (brotos), estacas herbaceas e lenhosas, além de estacas de raizes (JENNINGS;
NCNICOL apud VILLA et al., 2006).

A utilizacdo de estacas da parte aérea tem como vantagens o
aproveitamento dos materiais retirados da planta no momento da poda e a néo proliferacdo de
patégenos do solo, porém apresenta variabilidade no enraizamento e brotagéo.

O método de propagacdo por estacas de raizes é o tradicionalmente
utilizado, de simples preparo e de baixo custo. Consiste na multiplicagdo de segmentos de
raizes destacados da planta matriz, que em condi¢cdes favoraveis, produzem raizes
adventicias e emitem brotacdes que formardo a nova muda. Esse método tem a desvantagem
de produzir mudas desuniformes, além da possibilidade de transmisséo de patégenos do solo,

principalmente, nematéides. Uma alternativa para amenizar tais problemas seria a utilizagédo



de estacas de raizes para a producdo de brotacbes e o destacamento e a promocao do
enraizamento dessas brotacdes em substratos isentos de patdégenos. Nesse processo, a
utilizacdo de reguladores vegetais torna-se necessaria para garantir maior indice de brotagéo
e de enraizamento, além de maior uniformidade.

A utilizac&o de citocinina, regulador vegetal com agdo no processo da
divisdo celular das plantas, é essencial ao desenvolvimento da parte aérea. Sua utilizacdo em
excesso pode ser téxico, causando grande numero de brotacdes, diminuicdo das folhas,
encurtamento dos entrends, engrossamento exagerado do caule e vitrificagcdo. O 6-
benzilaminopurina (BAP) tem sido muito eficiente na multiplicagdo da parte aérea, inducao
de gemas adventicias e quebra da dominancia apical.

O Promalin® é um bioestimulante comercial formado por dois
reguladores vegetais, um do grupo quimico das citocininas (CK) e outro das giberelinas
(GA), que atuam no aumento da diviséo celular e alongamento das células.

O acido indol-3-butirico (IBA), regulador vegetal sintético do grupo
das auxinas, é considerado um dos melhores estimuladores do enraizamento, substancia mais
estavel, de acdo localizada e pouco téxico. Quando a auxina € aplicada na base da estaca o
aumento da sua concentracdo produz efeito estimulador de raizes até um ponto maximo, a
partir do qual, qualquer acréscimo é inibitorio (ALVARENGA; CARVALHO, 1983).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo estudar os
efeitos de citocinina e bioestimulante (citocinina/giberelina) para promover as brotagcdes em
estacas de raizes e de auxina para promover a formacao de raizes nessas brotacdes, com isso
propondo uma alternativa para melhorar o processo de producdo de mudas da amoreira-preta
(Rubus spp.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais e importancia econémica

Estima-se que no ano de 2007, o Brasil alcancou a producédo de
aproximadamente 76.141.185 toneladas de frutas e olericolas (25 espécies pesquisadas), em
uma area em torno de 5.467.358 ha, dos quais 41.181.247 toneladas de frutas (21 espécies),
em uma area de 3.293.086 ha (AGRIANUAL, 2010).

As fruteiras de clima temperado tém grande destaque peierdo
da demanda de frutas frescas e entre elas, o de pequenas frutas, que vem crescendo e
diversificando-se nos ultimos anos, principalmente nos estados das regides Sul e Sudeste,
que apresentam areas com clima propicio para o cultivo dessas espécies.

A amoreira-preta € uma frutifera de clima temperado, nativa da
Europa e na América do Norte e introduzida na regido Sul do Brasil em 1972, onde vem

sendo cultivada com sucesso. Pertence a familia Rosaceae e aoRydmesm qual é



bastante diversificado, contemplando cerca de 400 espécies, principalmente, de framboeseira
e amoreira difundidas pela América do Norte, América do Sul, Europa, Africa e Asia.

Um dos grandes produtores mundiais de amora-preta e framboesa séo
os Estados Unidos, com sua maior area de producao situada a noroeste do Pacifico, Michigan
e Arkansas (ANDERSEN; CROKER, 200&)ickerson (2003) relatou que a maioria dos
cultivos de pequenas frutas nos Estados Unidos € de uva, framboesa, amora-preta e morango,
sendo classificados conberry, grape raspberry blackberrye strawberry respectivamente.

E um fruto saudavel, cuja composicdo nutricional proporciona uma
série de beneficios a saude, possuindo em 100 g de fruta, segundo Lorenzi et al. (2006): 61
calorias; 79 g de agua; 1 g de proteina; 0,6 g de gordura; 13 g de carboidratos; 36 mg de
calcio; 48 mg de fosforo; 1,6 mg de ferro; 282 mg de potassio; 0,01 mg de vitamina A; 0,01
mg de vitamina B1; 0,04 mg de vitamina B2; 18 mg de vitamina C e 0,2 mg de niacina (B3).
Granada, Vendruscolo e Treptow (2001) fizeram a caracterizacdo quimica e sensorial de
sucos de amoreira-preta cv. Brazos que apresentou gosto acido pronunciado, sendo
considerados de menor qualidade. No teste de preferéncia com os sucos das cultivares
Guarani e Tupi, destacou-se a cultivar Tupi, com 64% de preferéncia dos consumidores.

A cultura da amoreira-pretaR@bus spp.tem grande destaque na
fruticultura temperada nacional, sobretudo nos estados das regides Sul e Sudeste, sendo
rustica, gerando emprego e renda. O fruto da amoreira-preta destaca-se também na
preferéncia dos consumidores pela aparéncia, sabor e pela versatilidade, podendo ser usado
para 0 consumm naturaou processado na forma de sucos naturais ou concentrados, frutos
em caldas, polpa para sorvetes, geléias, dentre outros.

O estado de S&o Paulo apresentou na safra 2007/08, em torno de
213,47 hectares plantados de amoreira-preta, apresentando o municipio de Taruma a maior
area plantada, em torno de 24,20 hectares, seguida pelos municipios de Duartina com 21,20
hectares, Itatinga e Pariqueracu, com aproximadamente 20,00 hectares plantados (CATI,
2010).
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2.2. Classificacao botanica e fenologia

A amoreira-pretakilackberry pertencente a familia Rosaceae e ao
géneroRubusque, segundo Ying et al. (1990) contém, aproximadamente, 740 espécies,
divididas segundo alguns autores, em 12 subgéneros ou segundo outros, em 15 subgéneros
(JENNINGS (1988) apud DAUBENY, 1996).

Muitas cultivares de framboesBubus idaeus.) sdo originarias de
duas subespécies diploidBubus idaeud.. e Rubus idaeus vulgatu&rrhen nativas da
Europa eRubus idaeus strigosusichx.) nativa da América do Norte e da Asia. Essas
espécies sao frequentemente confundidas com a amoreira-preta, por serem do mesmo género,
possuindo varias caracteristicas em comum. Mas h& algumas diferencas que permitem
diferencia-las e a mais evidente refere-se ao fruto, enquanto o da framboesa é oco, o da
amora € consistente. A amoreira-preta possui variedades de habito decumbente, semiereto e
ereto e a framboesa é decumbente e a amora-preta produz frutos em hastes secundarias e a
framboesa em hastes primarias (RASEIRA et al., 2004).

Tem como centro de origem a Asia e sua introducio na Europa
ocorreu por volta do século XVII. E uma frutifera de clima temperado, introduzida na regido
Sul do Brasil em 1972, onde vem sendo cultivada com sucesso.

Atila e Agacglu (2006) relatam que existem poucas diferencas entre a
estrutura e o desenvolvimento de gemas de amoreira-preta e framboeseira, dentre elas, que o
desenvolvimento de gemas de framboeseira ocorre no inicio do outono, enquanto da
amoreira-preta ocorre na primavera.

Lorenzi et al. (2006) relatam que a planta € um arbusto caducifélio,
espinescente ou inerme, de ramos escandecentes, cuja parte aérea se renova todo o ano pelo
secamento, poda e posterior brotacdo; exige entre 100 a 1000 horas de frio (média < 7,2° C)
por ano a depender da cultivar, para produzir satisfatoriamente. As folhas sdo compostas de
foliolos cartaceos, glabrescentes em cima e com pelos esparsos embaixo, de 4-7 cm de
comprimento. As flores androégenas s&o solitarias ou agrupadas, axilares, formadas na
primavera. O fruto € do tipo agregado, globoso, cheio, carnoso, de sabor, acidulado e a

maturacao ocorre no verao.
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Diversos autores relatam o comportamento fenoldgico e produtivo da
espécie em varios locais do pais, a depender do clima da regido. Antunes (1999) observando
0 comportamento das variedades de amoreira-preta Selecédo 3/97, Brazos, Tupy, Cherokee,
Caingangue, Guarani, Ebano e Comanche, na regido de Pocos de Caldas (MG), constatou
que para os cultivares Brazos, Tupy e Ebano ocorreram variacées entre as safras de 97/98 e
98/99 com diferentes intervalos entre as fases 0, equivalente a botao fechado e 9, equivalente
a frutos totalmente pretos, o que pode significar maior flexibilidade destes cultivares em
relacdo as variacoes ambientais. O intervalo entre fase 0 e 9 para os cultivares estudados, foi
em média de 48,37 dias para a safra de 97/98 e de 54,62 dias para a safra de 98/99.

Attilio (2009) estudando a cultivar Tupy, em primeiro ano de
producédo (2007), na regiao de llha Solteira (SP), teve alta porcentagem de gemas brotadas
(90%), com 80% dos brotos produzindo frutos, produ¢cdo nas gemas terminais dos ramos
intervalo da poda até a colheita € de 105 dias e da emisséo de bot&o floral até a colheita de 56
dias.

Botelho et al. (2009avaliaram o comportamento fenolégico da
amoreira-preta sem espinhos cv. Xavante em Guarapuava (PR) entre os anos de 2005, 2006 e
2007. A planta apresentou brotacéo regular entre a segunda quinzena de agosto e final de
setembro, floragdo entre inicio de outubro e final de novembro, floragdo entre inicio de
outubro e meados de novembro e colheita de final de novembro a final de janeiro. A
produtividade situou-se entre 2.790,5 e 5.952,9 Ky ¢@m massa dos frutos entre 4,3 e 5,1
g e teor de solidos soluveis entre 8,3 e 10,1%.

2.3 Caracteristicas da cultivar Brazos

Do programa de melhoramento dos Estados Unidos da América
originaram-se duas cultivares, Lawton e Dorchester, selecionadas e introduzidas em 1850. As
cultivares originadas de cruzamento de varias espécies geneticamente e morfologicamente
heterogéneas néo diferem em relagdo a frutificagdo e ao habito de crescimento da planta
(MOORE; SKIRVIN, 1990).
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Das cultivares de amoreira-preta norte-americanas uma das que mais
se destacam € a cultivar Brazos. Sua origem € no estado americano do Texas, lancada pela
Universidade do Texas (Texas A&M University), resultado da selecdo da segunda geragéo
entre Lawton e Nessberry (Tetraploide (4n=28 cromossomos)), sendo introduzida no ano de
1959. Sua éarea de adaptacdo vai da Costa do Golfo, norte ao centro de Arkansas, sendo
resistente a temperaturas em torno de -17°C (MOORE; SKIRVIN, 1990; ANTUNES;
RASEIRA, 2004).

As hastes sdo semi-eretas com espinhos e € uma das primeiras
cultivares a florescer na regido sul do Brasil, sendo a flor branca e grande e a floragéo,
uniforme. A mesma inicia, geralmente, na segunda semana de setembro e a plena floracao
ocorre normalmente na segunda semana de outubro O sabor é doce acido, mas sobressai a
acidez e um pouco de adstringéncia (ANTUNES, 2004; ANTUNES; RASEIRA, 2004).

A planta é muito precoce e produtiva, moderadamente vigorosa e
muito ereta. Em Pelotas (RS), a maturacao inicia-se em meados de novembro, estendendo-se
até meados ou mesmo final de dezembro, as frutas sdo de tamanho médio, com peso variavel
entre 4 a 7g (mas, com a maioria entre 3 e 4 g), com sabor agradavel (acidez acentuada) e
sélidos soluveis entre (7 e 8°Brix). A necessidade de frio € estimada entre 400 a 500 horas.

Antunes (1999) avaliou os aspectos fenolégicos e produtivos de
cultivares de amoreira-preta no planalto de Pocos de Caldas (MG), sendo as cultivares
Brazos e Comanche as mais precoces, com floracdo no primeiro decénio de setembro e a
producédo, no terceiro decénio de outubro. A cultivar mais produtiva foi Brazos (com 5,3
kg/planta), seguida da Guarani (4,773 kg/planta), Tupy (3,632 kg/planta) e Comanche (3,470

kg/planta), sendo a primeira a mais vigorosa em producdo de material vegetal.

2.4 Propagacéo vegetativa

O cultivo e a propagacéo de plantas se iniciaram quando as primitivas

tribos humanas abandonaram seu meio de vida ndmade e cacador para habitar em

comunidades assentadas, por volta de 8000 a.C. no Oriente Médio, dando inicio a
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agricultura. Descobriram que podiam propagar videiras, oliveiras, figueiras e preservar
caracteristicas dessas plantas, cravando talos lenhosos no solo. Em 2000 a.C., a pratica do
enxerto era comum na Grécia, Oriente Médio, Egito e China. A propagacdo mediante 6rgaos
de reserva iniciou-se no Mediterraneo (cebola e alho), Africa tropical (cana-de-acucar),
América do Sul (batata) e Asia (bambu). Durante os séculos XVIII e XIX, muitas espécies
vegetais foram descobertas gracas aos contatos entre Europa e Japio, China e indias
Orientais, Australia, Africa e América, dando grande importancia aos propagadores. Depois
de 1940, a préatica da estaquia com o0 uso de substancias promotoras do enraizamento
(auxinas), tornou-se corriqueira entre os jardineiros e propagadores (TOOGOOD, 2007).

A propagacado vegetativa, ou assexual, explora a habilidade natural,
através da separacédo de partes vegetativas de um tecido vegetal como raizes, brotos e folhas,
na qual, a partir de um simples exemplar (planta) pode-se produzir outra planta
geneticamente idéntica ao progenitor, um clone (HARTMANN et al., 2002; TOOGOOQOD,
2007).

Em Rubus spp Jennings (1993) revelou que mutacdes genéticas em
genes recessivos de plantas de amoreira-preta polipldides pode ter acontecido e gerado
plantas sem espinhos, porém mutacdes deletérias, causadas por circunstancias excepcionais,
podem ocorrer e ser agravadas pelo método de propagacao.

A propagacao vegetativa é possivel por causa de duas propriedades
fundamentais das células das plantas, uma é a totipoténcia, que significa que toda célula viva
da planta contem a informacéo genética necessaria para reconstruir todas as suas partes e
funcdes. A segunda é a desdiferenciagéo, a capacidade previamente desenvolvida, das células
desdiferenciarem para retornar a condicdo meristematica e desenvolver um novo ponto de
crescimento (HARTMANN et al., 2002).

Aléem disso, a mais O6bvia caracteristica ligada a propagacao
vegetativa € a habilidade de crescer. Crescimento que, segundo 0s mesmos autores, consiste
primariamente em aumentar o niumero de células, seguido por alongamento destas novas
unidades (células) e espacos intercelulares adjacentes. Desenvolvimento, por outro lado,

necessariamente acompanharia o crescimento, sendo diferenciados por se referir ao conceito
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qualitativo de varias mudancas no tipo de crescimento (MAHLSTEDE; HABER, 1957,
HARTMANN et al., 2002).

Geralmente, o crescimento das plantas ocorre em regides de divisao
celular intensa, conhecida como meristemas. Essas regides de crescimento estédo localizadas
em certos pontos de crescimento apical, em brotacdes, gemas e raizes. A diferenca entre o
meristema das brotacdes e do meristema da raiz é somente com relacdo a organizacdo das
células apicais. Nas brotacdes, o meristema se encontra agregado a parte superior do ponto
de crescimento; na raiz, se encontra tipicamente agregado embaixo da coifa (MAHLSTEDE;
HABER, 1957).

Um grupo de células em crescimento (meristema), normalmente
cercadas pelo tecido vascular, passa a produzir uma série de raizes iniciais, células radiciais,
que formardo gemas radiciais e, posteriormente, raizes adventicias. Este processo
regenerativo é utilizado na multiplicacdo a partir de estacas que explora a habilidade de
algumas plantas e/ou fragmento de tecido vegetal (caule, folha, raiz, gema) em se
transformar em uma nova planta totalmente desenvolvida, com suas proprias raizes e gemas
(TOOGOOD, 2007).

Ono e Rodrigues (1996) relataram que varios aspectos devem ser
observados para o0 sucesso da propagacdo por estacas caulinares, dentre eles: a coleta de
ramos nas primeiras horas do dia, acondiciona-los em sacolas de polietileno pulverizados
com agua, em local sombreado e arejado, até o momento da producdo das estacas; realizar
tratamento auxinico, quando necessario, atentar para o tipo de estaca empregada, considerar a
concentracdo e o tempo de aplicacdo do regulador vegetal empregado e local recomendado,
com umidade elevada e temperatura variando entre 15 e 25°C. Primeiramente, sempre que
possivel, realizar testes para a espécie ou cultivar do qual se pretende propagar, permitindo,
prever o tempo necessario para a formacao das raizes, a necessidade ou ndo do tratamento
com auxinas e sua concentracdo, o tipo de substrato e o tipo de estaca, seja ela, lenhosa,
semilenhosa ou herbacea.

Hartmann et al. (2002) revelaram que a formacdo de raizes

adventicias € um processo que envolve uma sequéncia de eventos histolégicos, com cada
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estadio tendo diferentes requerimentos de substancias promotoras de crescimento como:
auxinas, citocininas, giberelinas, entre outras.

Fadll e Hartmann (1967) com estacas lenhosas de pereira, tratadas e
ndo tratadas com IBA, discutiram a possibilidade da existéncia de um fator endégeno
favoravel ao enraizamento, em espécies que tem facilidade para enraizar, podendo envolver
um co-fator fendlico com uma auxina, resultando na formacéo de um complexo, favoravel ao
enraizamento. Contudo, em materiais que teriam dificuldade para enraizar, tal fator ndo

existiria, resultando em alta atividade inibitéria ao enraizamento.

2.5 Uso de reguladores vegetais

Segundo Frankenberger e Arshad (1995) e Taiz e Zeiger (2009) o
desenvolvimento das plantas € controlado por substancias organicas naturais, denominados
horménios vegetais, sintetizados em pequenas concentracdes e que agem em diferentes locais
nas plantas. Quando essas substancias sao produzidas artificialmente, sdo chamadas de
reguladores vegetais, como por exemplo, auxinas e citocininas sintéticas. Atualmente,
auxinas sintéticas sdo utilizadas comercialmente como o &cido indol-3-butirico (IBA) e o
acido naftalenoacético (NAA) para a promo¢do do enraizamento, especialmente em certas
estacas de plantas que tem dificuldade de enraizar. J4 as citocininas sdo citadas como
reguladores da divisdo celular e da diferenciacdo de certos tecidos de plantas, como
observadas nas atividades das citocininas, zeatina (Z), isopentinil adenina (iP), cinetina (Kt) e
6-benzilaminopurina (BAP).

A auxina estimula as células do periciclo a se dividirem formando o
primérdio radicial, crescendo a raiz lateral através do coértex e da epiderme da raiz. A
citocinina pode regular a divisdo celular vivo, atuando no aumento do tamanho do
meristema apical da raiz, que é sua principal fonte, indicando que pode desempenhar papel
importante na regulacdo da proliferacdo de células iniciais e da vasculariza¢do da raiz (TAIZ;
ZEIGER, 1991; TAIZ; ZEIGER, 2009).
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No caso das auxinas sintéticas, o IBA é considerado um dos melhores
estimuladores do enraizamento, substancia mais estavel que o acido-indol-3-acético (IAA),
neste caso de acédo localizada e pouco toxico, ja o0 NAA é um composto mais toxico que o
IBA, sendo utilizado em concentragdes menores. Quando a auxina € aplicada na base da
estaca 0 aumento da sua concentracdo produz efeito estimulador de raizes até um ponto
maximo, a partir do qual, qualquer acréscimo é inibitério (ALVARENGA; CARVALHO,
1983).

Araujo et al. (2005) utilizando estacas lenhosas de figueira retiradas
no momento da poda hibernal e colocadas em camara de nebulizagdo intermitente por um
periodo de 15 dias, posteriormente tratadas com diferentes dosagens de IBA, verificaram que
as concentracdes de 400 e 800 mddegIBA, aumentaram o potencial de enraizamento de
estacas de figueira, enquanto que na concentracdo de 1600"mgpkegu fitotoxidez. No
enraizamento de estacas semi-lenhosas de mirtilo, tratadas com diferentes concentracdes de
IBA sob telado equipado com nebulizagdo intermitente, a cultivar Bluebelle respondeu
melhor na concentracéo de 1.000 mg &os 120 dias, com maior nimero e comprimento de
raizes, maior numero e comprimento de brotacdes e enraizamento de 37,5% (FISHER et al.,
2007).

Sartor e Miller (2008) verificando a influéncia do IBA, do substrato
e da posicdo da estaca de jabuticabeira na propagagédm, descobriram que no campo,
estacas provenientes da regido mediana da planta, cultivada em areia e na presenca de IBA
aumentaram o numero de gemas. Ja Schuch et al. (2007) testando a aplicacdo de IBA em
microestaquia em mirtilo, descobriram que o emprego de microestacas oriundas da regiao
mediana da planta proporcionou elevados indices de enraizamento, independentemente das
concentracOes de IBA, porém para microestacas da regido apical, a aplicacdo de IBA (2000
mg L%) foi fundamental para o enraizamento. Augusto et al. (2006) estudando o
enraizamentan vitro de amoreira-preta cv. Brazos com aplicagéo de IBA (1mM) obtiveram
mais de 95% de enraizamento.

Com relagdo a citocinina o BAP tem sido muito eficiente na
multiplicacdo da parte aérea, inducdo de gemas adventicias e quebra da dominancia apical.
Além disso, had a possibilidade do uso de bioestimulantes que, segundo Castro e Vieira
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(2001) seria a mistura de dois ou mais reguladores vegetais ou outras substancias como
aminoacidos, nutrientes e vitaminas possuindo a capacidade de estimular o desenvolvimento
radicial, aumentando a absorgéo de agua e nutrientes pelas raizes, podendo favorecer também
o equilibrio hormonal da planta e o desenvolvimento da planta.

O Promalin® é um bioestimulante comercial formado por dois
grupos de reguladores vegetais, uma citocinina (CK) e outro, do grupo quimico das
giberelinas (GA), que atuam no aumento da divisdo celular e alongamento das células,
estimulam o aumento das células em volume, assim como a plasticidade da cuticula
(WACHOWICZ; CARVALHO, 2002; VALENT BIOSCIENCES, 2010).

A giberelina é sintetizada, principalmente, no apice caulinar e nas
folhas jovens em desenvolvimento, sendo encontrada também em exsudatos e extratos de
raizes; participa da divisdo celular e crescimento da parte aérea (TAIZ; ZEIGER, 2009).
Além disso, em baixas concentracdes pode promover o desenvolvimento de raizes.

Diversos trabalhos na literatura citam o usd’demalin® afetando o
desenvolvimento das plantas (EMONGOR et al., 2004; JACYNA; PUCHALA, 2004;
RUFATO et al., 2004; KIM et al., 2005; BENNEWITZ et al., 2009), além do florescimento
(FUNNELL; MACKAY, 2004).

Jung e Lee (2008) verificaram melhores resultados na inducdo da
brotacdo de macieiras Fuji/M9 tratadas ddromalin® no viveiro. O produto favoreceu o
desenvolvimento de brotos laterais em estacas com meia folha. Os autores relataram que a
aplicacdo déPromalin® pode ter causado aumento no conteddo relativo de citocininas em
relacdo a auxinas, concluindo que o desenvolvimento de brotos laterais pode ter sido
controlado pela dominancia apical, sendo esta, quebrada pelo desbalan¢co no contetdo de
citocininas e auxinas.

Diante do exposto, uma alternativa para a propagacao da planta de
amoreira-preta, favorecendo a producdo de mudas, com maior indice de enraizamento e
brotacdo, seria promover brotacdes em estacas de raizes e o posterior enraizamento dessas

brotagbes com o uso de reguladores vegetais.

2.6 Propagacédo da amoreira-preta
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A propagacdo da planta de amoreira-preta pode ser sexuada ou
assexuada (vegetativa), sendo esta ultima mais empregada na producdo comercial. As
sementes apresentam baixo indice de germinacdo e curto periodo de viabilidade, sendo mais
utilizadas em programas de melhoramento.

A propagacédo assexuada da planta de amoreira-preta se da por meio
de rebentos (brotos), estacas herbaceas e lenhosas, além de estacas de raizes (Browse, 1979;
Jennings e NcNicol apud Villa et al., 2006; Dias e Ono, 2010). Antunes (1999) e Antunes e
Raseira (2004) relataram que o perfilhamento da planta é elevado, produzindo muitas
brotacbes entre as linhas de plantio, as quais precisam ser retiradas para nao dificultar o
transito de implementos e de pessoas durante as praticas de manejo e tratos culturais. Esses
perfilhos podem ser utilizados para a producdo de mudas, desde que o substrato permita a
manutencao das estacas em um ambiente imido, escuro e bem aerado.

Os rebentos, estacas herbaceas ou lenhosas quando utilizados na
producdo de mudas, normalmente ndo apresentam brotacdo uniforme e, consequentemente,
podem nédo atender o numero suficiente de mudas, além de apresentarem tamanho irregular,
acarretando em desuniformidade das plantas.

A utilizacdo de estacas da parte aérea (Figuras 1 e 2) tem como
vantagens o aproveitamento de materiais retirados da planta no momento da poda, porém
apresenta variabilidade no enraizamento e brotacdo. Antunes, Chalfun e Regina (2000)
revelaram que a utilizacdo de estacas lenhosas na propagacdo da espécie tem sido utilizada,
durante o periodo de repouso vegetativo, por ocasido da poda, obtendo-se uma grande
quantidade de ramos para a confeccdo de estacas, podendo maximizar a utilizacdo do
material vegetal que seria descartado.

Andrade et al. (2007) utilizando estacas herbaceas, relatam que néo
h& necessidade do uso de reguladores vegetais sobre condi¢cfes totalmente controladas, como
em camara de nebulizacdo intermitente. Antunes (1999), utilizando estacas lenhosas apos
repouso hibernal e sem a utilizagdo de reguladores vegetais, obteve grande nimero de mudas

nas variedades Brazos, Caingangue, Tupy, Guarani e Ebano que apresentaram enraizamento
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superior a 85%. Entretanto, as variedades Comanche, Cherokee e sele¢ao 3/97 apresentaram
enraizamento inferior a 50%.

A cultura de tecidos surge como outra op¢do na propagacdo da
amoreira-preta (VILLA et al., 2008a, VILLA et al., 2008b). Embora seja um método mais
oneroso, com consequente aumento do prego do propagulo para o produtor, apresenta como
vantagens a melhor qualidade das mudas, como uniformidade, vigor e sanidade,
principalmente a isencdo de viroses e nematdides, responsaveis pela degenerescéncia da
planta. Oliveira et al. (2006) quantificando o potencial de multiplicacc&ibro de cultivares
de amoreira-preta, descobriram que o maior potencial médio de multiplicacdo foi da cv.
Ebano (7,8), seguida pela Tupy (6,6), Cherokee (6,1) Comanche (6,1) Xavante (5,9), Brazos
(5,5) e Guarani (5,4), apos seis subcultivos. Bobrowski et al. (1996) com micropropagacao
por rebentos com as cultivares de amoreira-preta Ebano, Tupy e Guarani, concluiram que a
taxa de multiplicacdo muda de acordo com o gendtipo utilizado.

Figura 1. Estaquia de ramos da parte aérea de amoreira-preta.



Figura 2. Aspecto das brotacfes de estacas de ramos da parte aérea.

Figura 3. Detalhes da estaca de raiz de amoreira-preta.
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Figura 4. Formacao da muda por estaca de raiz.

O método de propagacdo por estacas de raizes é o tradicionalmente
utilizado para a amoreira-preta (Figuras 3 e 4), sendo de simples preparo e de baixo custo.
Hill (1996) relata que, na primavera, plantas de framboeseira e amoreira-preta tém suas
raizes desenterradas e cortadas em pedacos, com cerca de 2,5 cm de comprimento, sendo
plantados verticalmente de 2 a 4 cm abaixo da superficie e a 5 cm de distancia entre si. Ja,
Moore e Skirvin (1989) consideraram estacas de raizes com aproximadamente 7 a 10 cm de
comprimento e diametro de 5 a 9 mm, capazes de produzir mudas rapidamente e com alto
rendimento.

Ja em 1662, John Evelyn descrevia a possibilidade das plantas serem
multiplicadas por raizes. Em 1731, Philip Miller escreveuTémm Gardener’s Dictionarga
propagacao de determinadas arvores a partir de estacas radiciais, referindo que se tratava de
pratica corrente entre os jardineiros. Entre as plantas que, por vezes, sdo propagadas por este
processo figuram as dos génerB@sbus (amoreira-preta),Prunus (ameixeira), Acacia

(mimosa, algumas espéciesfiatalpa (castanheira-da-india)Robonia Chaenomeles
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Passiflora dentre outras (BROWSE, 1979). Estudando a propagacao via estacas de raizes de
framboeseira cv. Heritage e Batun, Macedo et al. (2008) revelaram que a técnica mostrou-se
eficiente.

Busby e Himelrick (1999) reportaram que diferencas no
enraizamento d&ubus spppodem ocorrer, sendo afetados pelo cultivar, concentracdes de
IBA e 0 método de aplicacdo. Comparando com estacas ndo tratadas, houve aumento do
desenvolvimento de raizes do cultivar Navaho tratadas com 3000 e 800D degBA em
imers&o réapida (5 s) em solucdo. Estacas cv. Chester tratadas com 1000 e 800femg L
IBA na forma de talco e 3000 e 8000 mq tle IBA em imerséo rapida (5 s) em solucéo
produziram melhores sistemas radiciais quando comparado com estacas nao tratadas. O
tratamento do cv. Cheyenne com 3000 rigde IBA em talco e 8000 mg'Lde IBA em
imersdo rapida aumentaram raizes quando comparado com estacas nao tratadas. Estacas do
cv. Olallie enraizaram melhor que estacas n&o tratadas com 1000 e 3000emBA.em
talco e 3000 mg t de IBA em imers&o rapida.

Bray et al. (2003) observaram interacdes significativas do cultivar e
da localizacdo da estaca no ramo (basal, mediana e apical), além do cultivar e do tratamento
com auxina. O cv. Apache com tratamento rapido de IBA teve alta porcentagem de
enraizamento (46,7%). J4a, estacas lenhosas de amoreira-preta cv. Arapaho e Navaho com
auxina tiveram baixo enraizamento, 14,2 e 26,9%, respectivamente, porém sem o regulador
vegetal obtiveram médias de 47,5 e 38,1%, respectivamente.

Estudando concentracbes de IBA e periodos de escuro, no
enraizamenton vitro da amoreira-preta, Radman et al. (2003) verificaram que periodos de
escuro e concentracdes de IBA nao influenciaram na porcentagem de enraizamento.

Villa et al. (2007) estudando a influéncia do carvéo ativado e BAP na
multiplicacdoin vitro de amoreira-preta e videira, verificaram que a maior massa da matéria
fresca da parte aérea das duas fruteiras foi obtida na auséncia de carvao ativado. No mesmo
trabalho, também verificaram que o maior nimero de folhas e raizes de amoreira-preta foi
obtido com 0,5 mg t de BAP.

Estudando o efeito do BAP e qualidade da luz na multiplicatéo

vitro de amoreira-preta ‘Xavante’, Figueiredo et al. (2008) obtiveram maior numero de
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brotacdes com as concentracdes de 0,25 e 0,75 deLBAP. Ja Villa et al. (2005)
avaliando diferentes concentracfes de meio MS e BAP na multiplicegéi@ de amoreira-

preta, constataram que os melhores resultados foram em meio MS a 150% acrescido de 1 mL
L* de BAP para a caracteristica nimero de folhas e brotos. Estudando o efeito de meios de
cultura, cinetina e GAna multiplicacdoin vitro de amoreira-preta, Villa et al. (2006)
constataram que a multiplicacdo de brotos ocorreu apenas nos tratamentos que continham
cinetina associada aos meios de cultura B5 e Knudson. Villa et al. (2008b) verificaram que
na cultivar Brazos o maior comprimento e nimero de raizes foram estimulados em meio
Roubelakis e MS adicionados de 0,5 migde BAP. Contudo, no trabalho de Sartor e Muller
(2008) os quais avaliaram o efeito do BAP no cultivo de microestacas de amoreira-preta
vitro, verificaram que em concentracdes de 0,6, 0,8 e 1,0 thghduve maior
desencadeamento de fungos, promovendo maior contaminacdo das estacas provenientes da
regido mediana dos ramos da planta e na sua auséncia, houve alta incidéncia do patdbgeno em
estacas da regido mediana e apical.

Erig et al. (2002) obtiveram maior numero de gemas com 2 pM de
BAP e auséncia de IBA, enquanto que o maior niumero de brotacdes ocorreu com 2 e 4 uM
de BAP na multiplicacam vitro da amoreira-preta cv. Tupi. Augusto et al. (2006) testaram
0 enraizamentaex vitro de microestacas multiplicadas com diferentes citocininas, BAP,
cinetina, zeatina e 2-isopenteniladenina nas concentracbes de 5 e 10 uM, as taxas de
enraizamento e sobrevivéncia foram de 100%.

A propagacgdo por estacas de raizes consiste na multiplicacdo de
segmentos de raizes destacados da planta matriz, que em condi¢cdes favoraveis, produzem
raizes adventicias e emitem brotacdes que formardo a nova muda. Tal método tem a
desvantagem de produzir mudas desuniformes, além da possibilidade de transmissédo de
patdgenos do solo, principalmente nematodides. Uma alternativa para amenizar tais problemas
seria a utilizacdo de estacas de raizes para a producdo de brotos, o destacamento e a
promocdao do enraizamento desses brotos em substratos isentos de patdégenos. Nesse processo
a utilizacdo de reguladores vegetais torna-se necessaria para garantir maior indice de

brotacédo e de enraizamento, além de maior uniformidade.
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2.7 Carboidratos

Os reguladores vegetais promovem o desenvolvimento de diferentes
espécies, devendo, entretanto, estudar outros fatores que possam influenciar na propagacao
da espécie como o cultivar, a época de coleta de material, parte da planta utilizada, além do
contetudo enddgeno de diversas substancias, dentre elas, os carboidratos.

Os carboidratos compreendem cerca de 90% da matéria seca das
plantas (WHISTHER; BEMILLER, 1997). S&o polihidroxialdeidos ou polihidroxiacetonas,
ou substancias que liberam esses compostos por hidrélise. Sdo divididos em trés classes:
monossacarideos, oligossacarideos e polissacarideos. Os primeiros sdo acucares simples que
consistem de uma unica unidade de polihidroxialdeido ou acetona, sendo o0 mais abundante a
D-glicose. Os oligossacarideos consistem de cadeias curtas de unidades de monossacarideos
unidas entre si por ligagbes glicosidicas, tendo como representante a sacarose. Os
polissacarideos consistem de longas cadeias contendo centenas ou milhares de unidades de
monossacarideos, sendo 0s mais abundantes o amido e a celulose (BINKLEY, 1988;
LEHNINGER et al., 1995; WHISTHER; BEMILLER, 1997).

O termo “acgucar” é frequentemente usado para se referir ha alguns
membros do grupo dos mono e oligossacarideos, sendo compostos de 1 a 9 unidades de
acucares (BINKLEY, 1988).

Os amidos sdo compostos formados basicamente por dois polimeros:
amilose, de cadeia carbdnica essencialmente linear e amilopectina, de cadeia carbdnica
altamente ramificada (BULEON et al., 1998; SINGH et al., 2003).

O armazenamento do amido sob forma de grénulos € um processo
conveniente para a planta, uma vez que € uma fonte insolivel de energia, a qual pode ser
gradualmente disponibilizada pela acdo de enzimas, sem abaixar o potencial osmaético. Os
depdsitos de amido podem ser transitérios ou permanentes. O transitério ocorre nas folhas
onde ele é acumulado durante o dia e é parcialmente desdobrado e transportado em forma de
acucares mais simples a outras partes da planta, durante a noite. Os depdsitos permanentes

ocorrem nos 0rgdos de reserva como € o caso de grdos de cereais, como o milho e o trigo,
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além de tubérculos ou raizes como no caso da batata e batata-doce. Podem também ocorrer
no caule e nas células imaturas proximas da zona de crescimento (FRANCO et al., 2002).

Hartmann et al. (2002) mencionaram que a relacdo entre carboidratos
e formacéo de raizes adventicias € controversa. No entanto, a rela¢éo (C/N) no crescimento e
desenvolvimento da planta tem sido discutidos, com a habilidade de enraizamento de estacas.
As reservas de carboidratos livres (carboidratos soluveis) e carboidratos de armazenamento
(amidos ou carboidratos insolUveis) sdo importantes no enraizamento, constituindo
complexos blocos de macromoléculas, elementos estruturais e recursos energeticos.

Diversos trabalhos na literatura cientifica citam relacbes positivas
entre a formacao, quantidade e/ou producao de carboidratos nas estacas com a possibilidade
de enraizamento, dentre eles destacam-se: Stuart (1938), Mitchell e Stuart (1939), Overbeek
et al. (1946) em estacas de hibisco vermelho, Middleton et al. (1978) em estacas de feijoeiro,
Leakey e Coutts (1989) em estacasTdiplochiton scleroxylonKersten et al. (1993) em
estacas de ramos de ameixeira, Ono et al. (1995) em estagesnita chinensidPlanch.,
Wiesman e Lavee (1995) em estacas de oliveira, Casagrande Junior et al. (1999) em estacas
de aracazeiro, Gatti (2002) em estacas de Pau mulato, Jequitiba e Teca, Ori (2006) em
estacas dd’halaenopsis amabilid.., Ferriani et al. (2008) em estacas [@tocarpha
angustifoliaDusén e Ochoa et al. (2004) em estacddateim oleandet..

Entretanto, alguns autores citam que ndo houve relacédvagpesntre
a quantidade de carboidratos e o enraizamento, dentre eles: Reuveni e Raviv (1980) em
estacas de abacateiro e Bortolini et al. (2008) em estadabailechina sellowiangCham.)

Cogn.

Reis et al.(2000) revelaram que, embora os carboidratos sejam de
grande importancia para o enraizamento, servindo como fonte de energia e carbono para a
sintese de diversas substancias essenciais, verificou-se que eles ndo foram determinantes em
promover ou melhorar a capacidade de enraizamento das est®yasealleryana

Outros autores revelaram a importancia dos teores de carboidratos na
formacédo, mobilidade e acumulo de agucares nas diferentes partes das plantas, dentre eles:
Cometti et al. (2004) com a cultura da alface, além de Girardi e Pescador (2010) com

Zingiber officinaleRoscoe.
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De acordo com Veierskov (1988) apud Reis et al. (2000) o teor de
carboidratos é apenas um parametro que reflete a condicdo de desenvolvimento da planta-
matriz e pode, desse modo, mostrar uma correlagcdo coincidente com a capacidade de
enraizamento das estacas, sem ter nenhuma fungéo reguladora no enraizamento. Embora, o
teor de carboidrato da planta-matriz possa influenciar o enraizamento, o seu alto teor nem
sempre tem sido correlacionado com um alto potencial de enraizamento.

Outro fator, que tem que ser considerado, é a influéncia da época de
coleta de material na variagdo dos teores de acucares totais. Ferriani et al. (2008) trabalhando
com estacas de vassourdo-bramiptbcarpha angustifoli@usén), constataram variacéo do
teor de aclcares totais durante diferentes épocas, alcancando teores em torno de’300 mg g
de tecido (Primavera/2004), 280 mg de tecido (Verdo/2005), 580 mg" gle tecido
(Outono/2005) e 350 mg'gle tecido (Inverno/2005).

Ono et al. (1995) trabalhando com kiwictinidia chinensid?lanch.)
variedade Abbott, verificaram que o inverno e outono foram as melhores épocas de coleta de
ramos para a producdo das estacas caulinares, sendo que o alto teor de aglcares redutores e
totais beneficiou a maior porcentagem de enraizamento (aproximadamente, 23 e 36%,
respectivamente). Ohland et al. (2009) verificaram que houve maior enraizamento para as
estacas apicais de figueira coletadas no més de junho, com tratamento basal de 2600 mg L
de IBA, proporcionando 70% de enraizamento.

Avaliando o efeito da sazonalidade nos teores de acucares de dois
clones de eucalipto, Torres (2003) observou aumento de 9,10% no verdo em relacdo ao
inverno. O ganho em acgucares propiciou incremento de 138,00% e 143,00% em biomassa,
em termos de sobrevivéncia ocorreram ganhos de 2,60% e 1,69% e, em termos de namero de
estacas produzidas/cepa os ganhos foram de 212,80% e 145,48% para os dois clones de
eucalipto, respectivamente.

Entretanto, Bortolini et al. (2008) mencionaram que para estacas
deTibouchina sellowiangCham.) Cogn ndo houve relagcdo positiva entre as altas
concentracOes de carboidratos e proteinas nas diferentes estacdes do ano com relacdo ao
enraizamento. Analises bioquimicas feitas nas estacas revelaram que as maiores

concentraces de acUcares totais foram obtidas no inverno (83,21 aegtecido) e no
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outono (72,79 mg, recomendando a aplicacdo de 3.000 MdBA na forma liquida ou

em talco para estacas coletadas na primavera.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Planejamento experimental

O trabalho foi instalado em camara de nebulizagdo do Departamento
de Producéo Vegetal, Setor: Horticultura da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas do Campus
de Botucatu da Universidade Estadual Paulista — UNESP, Botucatu, SP.

Este trabalho foi dividido em trés experimentos: no primeiro (de
Junho a Setembro de 2009) e segundo experimentos (de Janeiro a Marco de 2010) estacas de
raizes de amoreira-pretaubus spp.cv. Brazos foram retiradas da planta matriz e colocadas
em ambiente saturado de umidade para promover as brotagcbes e a partir do melhor
tratamento, procedeu-se a multiplicacdo das brotacdes para instalagdo do terceiro
experimento (de Junho & Agosto de 2010), onde as melhores brotagdes foram selecionadas
pelo vigor vegetativo e tamanho, sendo suas bases cortadas em bisel e tratadas com regulador

vegetal e colocadas em substrato para promover o enraizamento destas (Figura 5). Algumas
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avaliacoes realizadas nos experimentos com propagacdo de amoreira-preta encontram-se
discriminadas na metodologia de cada experimento e na Figura 6.

Estacas radiciais de amoreira-preta foram coletadas no municipio de
Itatinga (SP), bairro rural de Engenheiro Serra, Fazenda Santa Terezinha do Rio Bonito
localizada a 23°06'06" latitude Sul e 48°36'57" longitude Oeste e altitude de 845 metros, que
produz amora-preta organica certificada pela BCS OKO-GARANTIE e GLOBALGAP. A
fazenda pertence a empresa Louisa Lee e outros, de propriedade de Alex Gordon Lee, onde
cultiva amoreira-preta ha pelo menos 10 anos, tendo atualmente 15,38 ha de amoreira-preta
da cultivar Brazos e 0,77 ha da cultivar Tupy, sendo boa parte irrigada e conduzida em
sistema de espaldeira, Figura 7.

Estacas radiciais de amoreira-preta cv. Brazos foram coletadas da
parte superficial do solo (0-20 cm de profundidade) de plantas matrizes de pomar comercial
no municipio de Itatinga (SP). Procedeu-se a selecdo e padronizacdo das estacas de acordo
com o didametro médio de 10 mm e comprimento de 100 mm (no primeiro experimento) e de
150 mm (no segundo experimento), sendo realizado corte transversal em ambos os lados da
estaca.

Os dois primeiros experimentos foram realizados em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) e o terceiro, em delineamento em blocos casualizados
(DBC).
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Figura 5. Fluxgrama esquematico dos experimentos com propagacao de a-preta
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Figura 6. Algumas avaliacdes realizadas nos experimentos com propagacao de amoreira-preta.
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Figura 7. Sistema de conducdo das plantas de amoreira-preta em
espaldeira, na fazenda Santa Terezinha do Rio Bonito, Itatinga — SP.

3.2 Preparo das estacas, disposicao dos materiais e variaveis avaliadas

O primeiro experimento foi constituido de cinco concentracdes da
citocinina 6-benziloaminopurina (BAP) e quatro repeticdes, sendo a unidade experimental
(parcela) constituida de uma bandeja com 15 estacas radiciais. Os tratamentos constaram de
cinco concentracdes de BAP, na forma de solucdo: T1= 0@ £ 100 mg L}, T3= 200
mg L, T4= 400 mg [* e T5= 800 mg L, aplicadas em toda a estaca imersa na solucao
durante 18 horas.

As estacas foram colocadas espacgadas cerca de trés a quatro
centimetros uma das outras, em bandejas de polietileno brancas, forradas e cobertas com
casca de arroz carbonizada. As bandejas foram devidamente colocadas em camara de
nebulizagcdo intermitente com irrigagdo por microaspersores, distribuidos em intervalos de
um metro, com uma vazdo de 200 t, fpor um periodo de 20 segundos, em intervalos
regulares de 30 minutos.
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Com o auxilio de pulverizador manual foi realizada uma
pulverizacdo com o fungicida tiofanato metilico, na dosagem de 120 g“1@®4gua para o
controle preventivo de patdgenos. Além disso, apos a emergéncia das brotacdes, procedeu-se
a pulverizacdo semanal de fertilizante mineral midentafol® 20-20-20, na dosagem de
200 g 100 [* de &gua, constituido por: Nitrogénio soltvel (20,0% N); Pentéxido de Fésforo
soltvel (20,0% POs); Oxido de Potassio solivel (20,0%@); Boro solivel em agua
(0,02% B); Cobre soluvel, quelatizado por EDTA (0,05% Cu); Ferro solavel, quelatizado por
EDTA (0,1% Fe), contendo 0,75% de agente quelante EDTA; pH 1% (4,5) e condutividade
elétrica 1% (0,69 mS/cm).

Semanalmente avaliou-se a emergéncia de brotos, sendo feita a
contagem manual do nimero de brotos emergidos acima do nivel substrato.

Ap6s um periodo de aproximadamente 70 dias foram avaliadas as
seguintes variaveis: numero de estacas brotadas (NEB), sendo feita a contagem do ndamero
total de estacas brotadas; niumero de brotos por estaca (NBE), sendo feita a contagem do
namero total de brotos por estaca; nimero de folhas (NF), contagem manual do numero total
de folhas produzidas durante o periodo do experimento; comprimento da haste principal
(CHP), medicéo da base do colo até a parte mais alta da estaca utilizando régua graduada ou
paquimetro, em cm; massa fresca da parte aérea (MFPA), separacdo manual de toda parte
aérea produzida nas estacas (brotacfes) e pesagem através de balanca de precisdo, em mg;
massa fresca de raiz (MFR), separacdo manual de todo o sistema radicial produzido nas
estacas e pesagem através de balanca de precisdo, em mg; porcentagem de enraizamento
(%ENR), contagem manual do namero total de estacas com raizes e calculo da porcentagem
de enraizamento; comprimento da maior raiz (CMR), medi¢cdo da base do colo até o apice
radicial utilizando régua graduada ou paquimetro, em cm; e porcentagem de sobrevivéncia
(%S0OB), calculo da porcentagem de sobrevivéncia utilizando-se estacas que haviam
produzido parte aérea e sistema radicial.

Para a determinacdo de massa seca da parte aérea (MSPA) e massa
seca de raiz (MSR) procedeu-se a secagem do material em estufa com ventilacdo forcada de

ar a 60°C até peso constante.
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O segundo experimento foi constituido de cinco concentracdes da
mistura de BA + GA.7, de nome comercidromalin®, fabricado pela Sumitomo, na forma
de solugdio: T1= 0 mg't T2= 10 mg [, T3= 20 mg [}, T4= 40 mg [' e T5= 80 mg [,
posteriormente, as estacas radiciais foram mergulhadas nessas solucdes durante 12 horas.
Utilizaram-se sete repeticdes, sendo a unidade experimental constituida de uma bandeja com
10 estacas radiciais.

O bioestimulante Promalin® ¢é constituido por de 1,8% de
benziladenina (BA), uma citocinina (CK) e 1,8#s giberelinas (GA), GA+ GA;, com 0
objetivo de estimular o crescimento lateral (VALENT BIOSCIENCES, 2010).

As estacas foram colocadas espacadas cerca de trés a quatro
centimetros uma das outras, em bandejas de polietileno brancas, forradas e cobertas com um
substrato composto por: casca de arroz carbonizada, fibra de coco e vermiculita (v:v:v),
sendo adicionado 100 g de Yoorin Master para cada 50 L de substrato, constituido por:
Fosforo total (17,5% #®s); Fésforo soluvel em acido citrico 2% (1:100) (16,0%04p,

Calcio (18,0% Ca); Magnésio (7,0% Mg);.Boro (0,1% B); Cobre (0,05%); Manganés (0,15%
Mn); Silicio (10,0% Si) e Zinco (0,55% Zn).

As bandejas foram devidamente colocadas em camara de nebulizacao
intermitente e realizadas a pulverizagcdo com fungicida preventivamente da mesma forma
descrita anteriormente.

Semanalmente avaliou-se a emergéncia de brotos, sendo feita a
contagem manual do nimero de brotos emergidos a cima do nivel substrato.

Ap6s um periodo de aproximadamente 70 dias foram avaliadas as
seguintes variaveis da mesma forma descrita anteriormente: niamero de estacas brotadas
(NEB), numero de brotos por estaca (NBE), numero de folhas (NF), comprimento da haste
principal (CHP), massa fresca da parte aérea (MFPA), massa seca da parte aérea (MSPA),
massa fresca de raiz (MFR), massa seca de raiz (MSR), porcentagem de enraizamento
(%ENR), comprimento da maior raiz (CMR) e porcentagem de sobrevivéncia (%SOB), além
da analise de carboidratos soluveis totais.

Para a determinacdo da quantidade de acuUcares solUveis totais,

realizada no segundo e terceiro experimentos, procedeu-se a secagem das estacas de raizes
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retiradas do campo, antes e ap6s o tratamento com diferentes concentracdes de reguladores
vegetais, das brotacOes e das raizes formadas a partir das estacas tratadas. Posteriormente, as
amostras foram levadas ao laboratorio e divididas em quatro repeticbes de 100 mg de
material seco e moido. Esse material foi colocado em erlenmeyer contendo 50 mL de agua
destilada, posteriormente foi colocado em banho-maria a 40°C por 30 minutos, com agitacao
casual. Tal solucdo foi filtrada em algoddo, sendo colocada em baldo volumétrico e
completado seu volume até 100 mL. Esta solucdo foi denominada de amostra. A metodologia
empregada para a determinacdo de acucares solluveis totais foi a descrita por Dubois et al.
(1956), utilizando-se 0,5 mL de amostra, 0,5 mL de fenol e 2,5 mL de &cido sulfdrico. As
leituras foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 490 nm.

Posteriormente, as estacas de raizes de amoreira-preta foram
coletadas de plantas matrizes de pomar comercial e colocadas em camara de nebulizacdo
intermitente, sem aplicacdo de reguladores vegetais, sendo dispostas em bandejas de
polietiieno brancas, forradas e preenchidas com casca de arroz carbonizada. Apdés um
periodo de 60 dias, procedeu-se a retirada das brotagdes oriundas das estacas de raizes, com o
corte rente a estaca de raiz. Foi feita a selecao e padronizacao das estacas de brota¢cdes, sendo
deixadas com altura média de dez centimetros e trés a quatro folhas por broto, utilizadas para
a instalagéo do terceiro experimento.

O terceiro experimento constituiu-se de seis concentracdes de &cido
indol-3-butirico (IBA) e seis repeti¢cdes, sendo a unidade experimental composta por 12
brotacbes. Os tratamentos constaram de seis concentracfes de IBA, na forma de solucéo:
T1= 0 mg LY; T2= 250 mg [}, T3= 500 mg [}, T4= 1000 mg [}, T5= 2000 mg [* e T6=
4000 mg * aplicados na base das brotacées imersas durante dez segundos.

As estacas de brotacfes foram colocadas em bandejas de poliestireno
expandidas, contendo 72 células. As bandejas foram preenchidas com o mesmo substrato
descrito no segundo experimento, sendo mantidas em camara de nebulizacdo intermitente e
realizada pulverizacdo com fungicida tiofanato metilico, e a partir do 15° dia, pulverizacéo
semanal com fertilizante mineral misto, descrito anteriormente.

Apé6s 60 dias do estaqueamento das brotacdes, estasacabatas

quanto as seguintes varidveis da mesma forma descrita anteriormente: NBE, NF, MFR,
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MSR, MFPA, MSPA, %ENR, CMR, CHP, %SOB, numero de calos e porcentagem de

enraizamento, além de acucares soluveis totais.

3.3 Andlise estatistica

Os dados obtidos em todas as avaliagdes foram submetidos a analise
de variancia (teste F) e as médias comparadas pelo teste Tukey a 5% de significancia,
posteriormente, foram realizados estudos de regresséo, conforme Banzatto e Kronka (1995);
Banzatto e Kronka (2006), adotando-se o programa computacional Sisvar 5.3 (FERREIRA,
2008; FERREIRA, 2010).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 1° Experimento: Citocinina no crescimento vegetativo de brotacdes oriundas
de estacas de raizes de amoreira-preta

Observou-se que a amoreira-preta iniciou a emergéncia das brotacdes
em bandejas, em aproximadamente 7 dias apds o plantio (DAP) e aos 21 DAP, em todos 0s
tratamentos, com exce¢do do tratamento com 6-benziloaminopurina (BAP) na maior
concentragcdo, conforme a Figura 8.

Verificou-se que, de modo geral, para todas as caracteristicas
avaliadas houve decréscimo dos valores com o0 aumento da concentracdo de (BAP) aplicada
as estacas radiciais de amoreira-preta (Tabela 1), sendo que a testemunha e a menor
concentracdo de BAP, 100 mg'Lapresentaram os melhores resultados. Indicando que,
talvez, a aplicacdo de BAP em concentracdes menores que 100" mpgdéssem ser
utilizadas propiciando efeitos favoraveis. Confirmando isso, Villa et al. (2007) que

estudaram a influéncia do carvéo ativado e BAP na multiplidagéitro de amoreira-preta e
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videira, verificaram que o maior peso da matéria fresca da parte aérea das duas fruteiras foi
obtido na auséncia de carvdo ativado e com adicdo de 2,0'mg BAP. No mesmo
trabalho, também verificaram que o maior numerdotieas e raizes de amoreira-preta foi
obtido com 0,5 mg I de BAP.
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Figura 8.Evolucdo da emergéncia das brotacdes em estacas radiciais de amoreira-preta
tratadas com diferentes concentracées de 6-benziloaminopurina (BAP). T1="0 (yxg L
2,9643x - 2,5357; & 0,933), T2= 100 mgt (y= 2,6964x - 3,4643; & 0,9559), T3=

200 mg ! (y= 1,4732x - 2,75; & 0,8842), T4= 400 mgt (y= 0,3661x - 0,5357; R
0,9176)% T5= 800 mg L.

Com relacdo ao numero de estacas brotadas (NEB), nimero de brotos
por estaca (NBE), numero de folhas (NF), comprimento da haste principal (CHP) e
porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) ndo houve diferenca entre a testemunhajGemg L
100 mg L* de BAP, que corresponderam aos melhores resultados, tabela 1. Embora, para
ndmero de brotos por estaca (NBE) as concentracées de 100, 200 e 46@enBAP tenha
proporcionado resultados superiores a testemunha (0)ngiémonstrando a eficiéncia do
uso do regulador vegetal (BAP) na promoc¢ao da brotacdo em estacas radiciais de amoreira-
preta. A concentracdo de 100 mg' lde BAP proporcionou resultados satisfatorios,

demonstrando a necessidade de estudos adicionais sobre a possivel utilizacdo do BAP em
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concentracBes inferiores a 100 mg para promover a parte vegetativa, especialmente,
brotacdes e folhas.

Contudo, para massa fresca da parte aérea (MFPA), porcentagem de
enraizamento (%ENR) e comprimento da maior raiz (CMR) a concentracéo de 100 mg L
tenha proporcionado resultados inferiores e estatisticamente diferentes da concentragéo de O
mg L%, tabela 1.

Figueiredo et al. (2008), estudando o efeito do BAP e qualidade da
luz na multiplicacdoin vitro de amoreira-preta ‘Xavante’, obtiveram maior nimero de
brotacdes com as concentracdes de 0,25 e 0,75 mdeLBAP. Ja Villa et al. (2005)
avaliando diferentes concentracdes de meio MS e BAP na multiplicagéi@ de amoreira-
preta, constataram que os melhores resultados foram em meio MS a 150% acrescido de 1 mL
L™t de BAP para a caracteristica nimero de folhas e brotos (VILLA et al., 2006). Embora, em
baixas concentracdes do regulador vegetal, Augusto et al. (2006) testaram o enraamento
vitro de microestacas multiplicadas com BAP, cinetina, zeatina e 2-isopenteniladenina, nas
concentracfes de 5 e 10 pM, alcancando taxas de enraizamento e sobrevivéncia de 100%,
demonstrando a eficiéncia do BAP em baixas concentracdes para a propagacao da amoreira-

preta cv. Brazos.

Tabela 1. Dados gerais médios do ensaio para producdo de brotos em estacas radiciais de
amoreira-preta tratadas com diferentes concentracdes de 6-benziloaminopuriftd. (BAP)
Trat. NEB NBE NF CHP MFPA % ENR CMR % SOB

T1 11,25a 2,2a 35,75a 12,95a 841la 50,00a 11,68a 7500a
T2 7,50 ab 5a 41,00a 950ab 4,75b 6,67b 2,03b 50,00 ab
T3 575bc 3,48ab 16,00b 535bc 1,75c 167b 0,78b 38,34Dbc
T4 225cd 255bc 525D 3,35 cd 0,63c Ob Ob 15,00 cd
15 0d Oc Ob od Oc Ob Ob 0d
CV% 33,87 48,18 42,96 34,56 38,27 54,71 58,84 33,87

W Para cada variavel avaliada, valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

T1= 0 mg L% T2= 100 mg [}, T3= 200 mg [}, T4= 400 mg [*e T5= 800 mg L.

NEB: numero de estacas brotadas; NBE: numero de brotos por estaca; NF: namero de folhas; CHP:
comprimento da haste principal, em cm; MFPA: massa fresca da parte aérea, em g; %ENR: porcentagem de
enraizamento; CMR: comprimento da maior raiz, em cm; %SOB: porcentagem de sobrevivéncia das brotacdes.
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Tais resultados revelam que a citocinina em baixas concentracdes
promovem 0 crescimento e desenvolvimento vegetativo da espécie devendo, entretanto,
estudar concentragbes mais baixas de BAP e outros fatores que possam influenciar na
propagacdo da espécie como o cultivar, a época de coleta de material, parte da planta
utilizada, dentre outras.

Para todos os parametros avaliados a maior concentragdo de BAP,
800 mg L', demonstrou inibicdo total (0) desses parameffaso este, possivelmente,
explicado devido aos niveis enddgenos de hormoénios vegetais e/ou associacao entre eles, que

unido a aplicacdo de BAP pode ter causado um efeito fitotoxico.

4.2 2° Experimento: Bioestimulante na promoc¢ao da brotacdo em estacas de raizes
de amoreira-preta

Observou-se que a amoreira-preta iniciou a emergéncia das brotacoes
em, aproximadamente, 7 dias apos o plantio (DAP). Com o tempo, houve evolugéo gradativa
da emergéncia das brotacbes em estacas de raiz de amoreira-preta, refletida na existéncia de
uma correspondéncia funcional, apresentada pela equacdo de regressao (Figura 9). A curva
de crescimento demonstrou a evolugdo da emergéncia das brotacées em estacas radiciais de
amoreira-preta ao longo do tempo, na concentracdo de O'nigdmalin/ (testemunha),
enquanto na concentracdo de 10 rifgAromalin/ a emergéncia das brotacdes iniciou em
torno de 21 dias. Nos demais tratamentos estudados ocorreram baixa ou nenhuma formacao
de brotacgdes.

De modo geral, verificou-se que para todas as caracteristicas
avaliadas houve decréscimo dos valores com o aumento da concentragdo de bioestimulante
aplicada as estacas de raizes de amoreira-preta (Tabela 2), tendo a testemunh#)(0 mg L
apresentado resultados, estatisticamente, superiores as demais concentracdes. Este fato,
possivelmente, é explicado devido aos niveis endégenos de metabdlitos e hormdnios vegetais
e/ou associacdo entre eles, presentes nas estacas radiciais, que unido a aplicacdo de

bioestimulante pode ter causado efeito fitotdxico.
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Figura 9.Evolucdo da emergéncia das brotacbes em estacas radiciais de amoreira-preta
tratadas com diferentes concentracde®enalin/. T1= 0 mg L* (y= 7,0194 Ln (x) +

8,8998; R= 0,8932), T2= 10 mg L (y= 0,2593 x — 0,5286;R 0,8161).

Tabela 2. Médias do niumero de estacas brotadas (NEB), nimero de brotos por estaca (NBE),
comprimento da haste principal (CHP, em cm), porcentagem de sobrevivéncia das brotagdes
(%SOB) em estacas radiciais de amoreira-preta tratadas com diferentes concentracdes de

bioestimulantePromalin/,

Concentracdes (mg) NEB NBE CHP %SOB
0 9,71a 2,28 a 23,71a 64,76 a
10 2,00 b 1,36 b 5,71 b 13,33 b

20 0,42 ¢ 1,00 b 0,57 ¢ 2,85¢

40 0,00 c 0,00 b 0,00 ¢ 0,95 ¢

80 0,14 c 1,00 b 0,00 ¢ 0,00 c

CV % 26,94 53,20 40,56 26,93

) Médias seguidas de mesma letra nas colunas, néo diferem significativamente entre si pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade.

Tais resultados evidenciam que, provavelmente, os niné&enos

de reguladores vegetais na época de conducédo do trabalho, sobretudo citocininas, poderiam

estar em niveis satisfatorios para o desenvolvimento de brotagBes e novas raizes em estacas

de amoreira-preta. Zuffellato-Ribas e Rodrigues (2001) revelaram a influéncia da época do
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ano no sucesso da propagacao por estacas, estando intimamente relacionado com os niveis
endogenos de promotores e inibidores de crescimento. Geralmente, niveis altos de auxinas e
baixos de citocininas podem favorecer a formagéo de raizes adventicias e niveis baixos de
auxinas e altos de citocininas podem favorecer a formagéo de brotos adventicios. Estacas de
espécies com altos niveis enddgenos de citocininas tém mais dificuldade para enraizar do que
aquelas com baixos niveis (HARTMANN et al., 2002).

Com relacdo ao numero de estacas brotadas (NEB), nimero de brotos
por estaca (NBE), comprimento da haste principal (CHP) e porcentagem de sobrevivéncia
das brotacdes (%SOB) houve diferenca entre a testemunha (0ngpresentando
resultados superiores, e os demais tratamentos. A partir da concentracdo de 1@eng L
bioestimulante, verificou-se reducao gradativa desses valores.

A concentracdo de 0 mg'lapresentou valores de 18,86 g para massa
fresca da parte aérea (MFPA), 97,5% de enraizamento (%ENR) e 38,71 cm para
comprimento da maior raiz (CMR). J&, a concentracéo de 10 napriesentou 0,71 g para
massa fresca da parte aérea (MFPA), 2,9% de enraizamento (%ENR) e 5,29 cm para
comprimento da maior raiz (CMR), ndo diferindo estatisticamente da testemunha pelo teste
Tukey (=0,5. Os demais tratamentos estudados apresentaram valor zero (0) para tais
caracteristicas.

Estudos revelaram que a citocinina e giberelina em baixas
concentragcfes promovem o0 crescimento e desenvolvimento vegetativo de diferentes
espécies, devendo, entretanto, estudar concentracdes mais baixas desses reguladores vegetais,
além de outros fatores que possam influenciar na propagacdo da espécie como a cultivar, a
época de coleta de material, parte da planta utilizada e conteddo endogeno de diversas
substancias como os compostos fendlicos, carboidratos, dentre outras.

Ochoa et al. (2004) mencionaram que a temperatura ndo afetou
significativamente a mobilizacdo de carboidratos, porém o nivel inicial de amido e a reducéo
final dos carboidratos foram significativamente relacionados com o enraizamento.

Conforme a Figura 10, os teores de agucares solUveis totais variaram
de 12,26 a 84,44 mg'gle massa seca nas estacas de raizes antes e ap6s o tratamento com

diferentes concentra¢gfes de bioestimulante, respectivamente. Provavelmente, houve acimulo



43

de acucares durante a formacdo das brotacbes e de novas raizes nas estacas radiciais,
possivelmente, devido a liberacdo de carboidratos estruturais e formacdo de acucares durante

0 processo de formacgdo da parte vegetativa.

81,90 a 84,44 a

20 40 80

Fig. 10. Variagdo na quantidade de acUcares sollveis totais em estacas de raizes de
amoreira-preta antes e ap0s o tratamento com diferentes concentracdes de bioestimulante
Promalin/J. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. C.V.= 5,90%.
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A variacdo na quantidade de acUcares sollveis totais em estacas de
raizes de amoreira-preta tratadas com diferentes concentracd@®mdalin® tendeu a
aumentar até 40 mg’i. estatisticamente igual a concentracdo de 20 thgembora com
resultado ligeiramente superior, conforme Figura 10. Esse acumulo observado nos
tratamentos com as concentracdes de 20 e 40 e Promalin® pode estar relacionado
com a nao utilizacdo desses acgUcares, ou seja, com a baixa brotacdo observada nos dois
tratamentos. Posteriormente, ocorreu decréscangue pode evidenciar que conforme o
aumento das concentracfes de bioestimulante houve menor formacéao de raizes e brotagées, e
na maior concentra¢do, menor acumulo de agucares soluveis totais.

A concentracédo de 0 mg'lde PromalinZ (testemunha) apresentou

formacdo de poucas raizes e acimulo médio de 56,14'ndg @clicares totais, além da
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formacdo da parte aérea, com actimulo médio de 48,30 mg glicode grassa seca.
Entretanto, na concentracéo de 10 riighbuve actiimulo médio de 54,12 mg glicogedg
massa seca, com acimulo médio da parte aérea de 65,47 mg glidesmassa seca, sendo
somente as concentracdes de 0 rifgeL10 mg [ que apresentaram parte aérea para tal
determinacéo.

Sdo observadas diferencas entre os teores médios de acUcares
sollveis totais da parte aérea e raiz em diversas culturas, como relatam Girardi e Pescador
(2010), confirmando que os teores medios de acucares solUveis totais apresentaram
decréscimo nas plantas de gengil@iiediber officinaleRoscoe)n vitro com valores médios
de 86,56 mg § massa fresca e 94,26 mg' gnassa fresca para folhas e raizes,
respectivamente. Obteve-se um aumento nesses valores nas plantas aclimatadas em casa de
vegetacdo, tanto nas folhas (168,22 rifgmassa fresca) quanto nas raizes (189,68 ng g
massa fresca), sendo superadas pelos teores medios de folhas e raizes das plantas cultivadas a
campo, cujos valores foram 227,51 e 183,97 thgngssa fresca, respectivamente.

Casagrande Juanior et al. (1999) verificaram os maiores teores de
carboidratos sollveis totais em folhas do que em caules de aracazeiro mantido a pleno sol,
alcancando valores de aproximadamente 150 ritgdkgpeso fresco e 50 mgkgde peso
fresco, respectivamente.

Cometti et al. (2004) verificaram que os maiores teores médios de
aclicares sollveis se encontravam no caule (aproximadamente 14 Jimaksp fresca),
seguido pela raiz (11 pmol g massa fresca) e as menores quantidades na parte aérea (7 umol
g' massa fresca), além de relatar que, as folhas medianas representaram melhor o teor de

compostos nitrogenados livres e de acUcares da parte aérea da alface.

4.3 3° Experimento: IBA no enraizamento de brotacdes oriundas de estacas
radiciais de amoreira-preta

A Figura 11 mostra a porcentagem de sobrevivéncia dasassde
brotos oriundos de estacas radiciais de amoreira-preta tratadas com diferentes concentragdes

de IBA. Observa-se que houve diminuicdo gradativa da sobrevivéncia com o aumento da
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concentracdo da auxina sintética. Esses dados mostram que concentracdes de IBA acima de
2000 mg L' foram fitotoxicas para a inducdo do enraizamento, provocando & morte de
grande quantidade de brotacoes.

Conforme a Tabela 3, o numero de folhas (NF), comprimento da
haste principal (CHP) e comprimento da maior raiz (CMR) ndo apresentaram diferencas
entre o tratamento com IBA nas concentracdes de 250 e 500 negnLcomparacdo a
testemunha (0 mg 1. Além de apresentar CHP, estatisticamente igual para as
concentracdes de 0 a 2000 nigde IBA.

O namero de brotos por estaca (NBE) variou de 1,28 até 1,88 brotos,
nas trés primeiras concentracdes (0, 250 e 500 thgld. IBA) sendo estatisticamente
diferentes entre si e com a testemunha sendo superior as demais. A concentracdo de 1000 mg
L de IBA foi estatisticamente igual a 500 mg & as concentracdes de 2000 e 4000 thg L
de IBA. O nimero de folhas (NF) variou de 66,33 folhas, tratamento com O' mig IBA,
até 32,83 folhas, no tratamento com 4000 my decrescendo os valores conforme o
aumento das concentracdes. J4, o comprimento da haste principal (CHP) mostrou diferenca
estatistica somente da concentracdo de 4000 hug IBA com relacéo as demais, causando
diminuic@o desta variavel, Tabela 3.

Contudo, Ono e Rodrigues (1996) relataram a importancia do papel
das folhas no enraizamento, estando relacionado com fatores enddégenos da estaca, como: a
producéo de carboidratos, compostos nitrogenados e substancias sinérgicas da auxina. Dessa
forma, pode-se inferir que, as folhas podem ter um papel determinante do enraizamento
alcancado pelas estacas de brotagbes oriundas de estacas radiciais de amoreira-preta.
Entretanto, Grana Junior (2000), com estacas de aproxim@de 15 cm de comprimento, 8
a 12 mm de didametro e quatro a cinco folhas, ndo conseguiu enraizamento das brotacdes

laterais de mamoeiro.
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Figura 11.Porcentagem de sobrevivéncia das estacas de brotos oriundos de estacas
radiciais de amoreira-preta tratadas com diferentes concentracdes de IBA. Médias seguidas
por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade. C.V.= 6,82%.

Tabela 3. Médias do numero de brotos por estaca (NB&pero de folhas (NF);
comprimento da maior raiz (CMR em cm) e comprimento da haste principal (CHP, em cm)
no enraizamento de brotos oriundos de estacas radiciais de amoreira-preta tratadas com
diferentes concentracées de BA

Concentracdes (mg) NBE NF CHP CMR
0 1,88 a 66,33 a 10,76 a 3151a
250 1,59 b 64,17 a 11,71 a 29,73 ab
500 1,28 ¢ 56,00 ab 11,04 a 26,14 abc
1000 1,10 cd 51,33 bc 10,18 a 21,85 bed
2000 1,04 d 43,33 cd 10,19 a 18,32 cd
4000 1,07 d 32,83d 6,89 b 15,00 d
CV % 10,33 13,13 16,20 20,78

) Para cada variavel avaliada, valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.

Verificou-se que, de modo geral, para todas as variaveis avaliadas

houve decréscimo dos valores com o aumento da concentragcdo de IBA. Contudo, para massa
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fresca e seca de raiz (MFR e MSR) e massa fresca e seca da parte aérea (MFPA e MSPA), o
tratamento com 250 mg'Lde IBA proporcionou os melhores resultados, demonstrando o
maior desenvolvimento, em volume, da parte aérea e do sistema radicial das estacas de
brotacbes de amoreira-preta, o que pode ser um indicativo de um melhor aproveitamento do
ambiente onde, provavelmente, estes propagulos se estabelecerdo. Um maior
desenvolvimento do sistema radicular pode representar um melhor estabelecimento da planta
no campo, além de melhor exploracdo do solo e absorcdo de nutrientes. Com relagdo a uma
parte aérea mais desenvolvida, pode se inferir sobre a possibilidade de formag&o mais rapida
da planta em seu sistema de conducédo e uma melhor captacdo dos raios solares, favorecendo
a fotossintese.

Para massa fresca e seca de raiz (MFR e MSR) e massa fresca e seca
da parte aérea (MFPA e MSPA) as concentracdes de 250 e 508 degBA nao diferiram
estatisticamente da testemunha apresentando resultados favoraveis. Para MFPA,

estatisticamente ndo houve diferenca entre as concentracdes de 0 a 1000 atpla 4).

Tabela 4. Resultados médios da massa fresca de raiz (MFR, em g), massa seca de raiz
(MSR, em g), massa fresca da parte aérea (MFPA, em g) e massa seca da parte aérea
(MSPA, em g) no enraizamento de brotos oriundos de estacas radiciais de amoreira-preta

tratadas com diferentes concentracdes dé'iBA

Concentracdes (mg) MFR MSR MFPA MSPA
0 8,31b 1,72 ab 11,07 ab 4,20 ab
250 11,75 a 2,30 a 13,54 a 4,33 a
500 9,33 ab 1,82 ab 10,44 ab 3,18 abc
1000 7,11 be 1,35 bc 8,88 ab 2,83 bc
2000 4,78 cd 0,80 cd 6,49 bc 1,89 cd
4000 2,82d 0,44 d 2,89 ¢ 0,73d
CV % 26,25 24,38 35,50 26,90

W pPara cada variavel avaliada, valores médios seguidos pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
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Estudos relataram que a formacédo de calos, proliferacdo de tecido
parenquiméatico em varios estadios de lignificacdo, pode ser extremamente importante para o
sucesso de alguns dos métodos de propagacado de plantas (MAHLSTEDE; HABER, 1957;
HARTMANN et al., 2002). Neste caso, a testemunha apresentou o maior resultado, com 4,2
estacas com calos para o parametro. A formacéo de calos pode indicar a possibilidade do
desenvolvimento do sistema radicial, por se tratar de uma massa de células nao diferenciadas,
que com determinado estimulo, induz o crescimento de raizes. No tratamento com 250 mg L
! de IBA, observou-se o melhor resultado, que apresentou 2,7 estacas com calos, seguido
pela concentracdo de 500 mg & 1000 mg L' de IBA com 1,5 e 1,0 estacas com calos,
respectivamente. As demais ndo apresentaram calos.

Tais resultados evidenciaram que provavelmente, as concentragdes
mais elevadas provocaram desequilibrio nos niveis enddégenos de hormonios vegetais,
sobretudo auxinas, que poderiam estar em niveis satisfatorios para o crescimento e
desenvolvimento das plantas de amoreira-preta. Hartmann et al. (2002) revelaram que a
formacdo de raizes adventicias é um processo que envolve uma sequéncia de eventos
histologicos, com cada estadio tendo diferentes requerimentos de substancias promotoras de
crescimento como: auxinas, citocininas e giberelinas, dentre outras. Alvarenga e Carvalho
(1983) mencionaram que, quando a auxina é aplicada na base da estaca, 0 aumento da sua
concentracdo produz efeito estimulador de raizes até um ponto maximo, a partir do qual,
qualquer acréscimo € inibitorio.

Para porcentagem de enraizamento de estacas de brotos oriundos de
estacas radiciais de amoreira-preta, observou-se que, proporcionalmente ao aumento das
concentracdes de IBA ocorria diminuicdo do enraizamento, refletida na dependéncia do

efeito e do tratamento, apresentada pela equacéo de regressao linear (Figura 12).
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Figura 12.Regressdo linear da porcentagem de enraizamento das estacas de brotos
oriundos de estacas radiciais de amoreira-preta tratadas com diferentes concentracdes de
IBA.

Maia e Botelho (2008) trabalharam com estacas lenhosas de
amoreira-preta, a 2000 mg*Lde IBA tratadas durante dez segundos e obtiveram
porcentagem de enraizamento de 60%. No entanto, o tratamento a 1000 atiggiu
enraizamento de 56%, com 96% de estacas brotadas e 17,6 raizes por estaca. Moreira et al.
(2008) encontraram resposta nula tratando o0 mesmo material na concentracdo de 3600 mg L
de IBA por 15 segundos. No enraizamento de estacas semi-lenhosas de mirtilo tratadas com
diferentes concentragfes de IBA sob telado equipado com nebulizagdo intermitente, a
cultivar Bluebelle respondeu melhor na concentracdo de 1.000'mgok 120 dias, com
maior nimero e comprimento de raizes, maior nimero e comprimento de brotacbes e
enraizamento de 37,5% (FISHER et al., 2007). Resultados superiores foram alcancados com
estacas de brotos oriundos de estacas radiciais de amoreira-preta tratadas com 1000, 2000 e
4000 mg [* de IBA, alcancando cerca de 97, 88 e 81% de enraizamento (Figura 12),
demonstrando a eficiéncia da técnica.

Entretanto, no enraizamerntovitro da amoreira-preta, Radman et al.
(2003) verificaram que periodos de escuro e concentracdes de IBA nédo influenciam na

porcentagem de enraizamento. Antunes (1999) utilizou estacas lenhosas apds repouso
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hibernal e sem a utilizacdo de reguladores vegetais e obteve elevado nimero de mudas nas
variedades Brazos, Caingangue, Tupy, Guarani e Ebano que apresentaram enraizamento
superior a 85%. Entretanto, as variedades Comanche, Cherokee e Selecdo 3/97 apresentaram
enraizamento inferior a 50%, fato este, possivelmente, devido a variacdo genotipica. Segundo
Regina et al. (1998) apud Antunes (1999), esse padrdo de enraizamento ndo € uniforme e
relata a possivel acdo de fatores externos, como o acumulo de horas de frio, que durante o
repouso vegetativo que reduziria a acdo de inibidores de crescimento, como 0 &cido
abscisico.

Fadll e Hartmann (1967) com estacas lenhosas de pereira, tratadas e
ndo tratadas com IBA, discutiram a possibilidade da existéncia de um fator endégeno
favoravel ao enraizamento, em espécies que tem facilidade para enraizar, podendo envolver
um co-fator fendlico com uma auxina, resultando na formacao de um complexo (auxina + co-
fator fendlico) benéfico ao enraizamento.

Fazendo uso da técnica de micropropagacao via gemas axilares de
Eucaliptus gunii Hook, Curir et al. (1990) mostraram respostas diferentes no enraizamento
dependendo do estadio fisioldgico induzido por citocininas, caracterizando-se por um
acumulo de flavonoides endogenos (identificado como quercetina glicosideo) que pode ser
indicativo de um estadio fisiolégico bem definido, que influencia o processo de
enraizamento.

Contudo, a Figura 13 mostra a quantidade de acucares sollveis totais
na parte aérea das estacas de brotacdes de amoreira-preta, com resultados variando de 11,27
até 43,10 mg g massa seca em funcéo das diferentes concentracdes de IBA. Fica evidente, o
aumento nos teores de aguUcares da parte aérea com relacdo as raizes, o que pode indicar que
a parte aérea atuou como fonte de fotoassimilados e, dentre eles, acucares soluveis e, talvez,
outras substancias sinérgicas ao enraizamento. Posteriormente, tais fotoassimilados e/ou
substancias sintetizadas durante o processo de enraizamento poderiam ser transportadas e
utilizadas para a formacéo de raizes adventicias.

Os maiores teores de aguUcares soluveis totais foram observados nas
estacas tratadas com as concentracées de 250 a 1008 ewjdtisticamente iguais, a partir

da concentracéo de 1000 mg bs teores de aclicares tenderam a diminuir, assim como o
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enraizamento e a sobrevivéncia das estacas de amoreira-preta, indicando que, concentracdes
muito altas do regulador vegetal podem causar efeitos adversos na planta de amoreira-preta.
Stuart (1938) tratou estacas de feijoeiro por imersdo da base em 100
mg L* de IBA por quatro horas, sendo posteriormente, colocadas em areia por 120 horas.
Durante este periodo, na comparagdo com as estacas controle observou que o tratamento
promoveu aumento no movimento direcional de substancias nitrogenadas e carboidratos das
folhas e cotilédones para outras partes das estacas, principalmente os hipocétilos tratados.
Mitchell e Stuart (1939) mencionaram que estacas de feijoeiro, tratadas e nédo tratadas com
20 mg L* de IBA, tiveram um ligeiro aumento do actimulo de acglcares, porém o tratamento
com 100 mg [! de IBA reduziu significativamente o teor de aglicares nas estacas. O amido
ndo estava presente em raizes e folhas, somente tracos no hipocétilo e no primeiro
internddio. Os mesmos autores relataram que a interpretacdo do metabolismo de carboidratos
em relagdo ao crescimento requer maiores informagdes sobre o efeito do IBA nas taxas

fotossintéticas, respiracao e atividade enzimatica.

50 - 4310 a
o 39,60 a
S 40 - 33,51 b
3 ’ 32,25 Db 31,45 b
® 30 -
)
a 19.79 ¢
E 20
L 11,27 d
o 10 -
el
0 ‘ ‘
(Antes) 0 250 500 1000 2000 4000
mg L*

Fig. 13. Variacdo na quantidade de acguUcares solUveis totais na parte aérea das estacas de
brotacdes de amoreira-preta antes e ap0s o tratamento com diferentes concentragfes de
IBA. Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de
probabilidade. C.V.= 7,21%.
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De acordo com a Figura 14, a quantidade de acucares sollveis totais
em raizes formadas a partir de estacas de brotacdes de amoreira-preta, ap0s o tratamento com
diferentes concentracdes de IBA, variaram de 8,68 a 24,66 'mmssa seca. Houve maior
acumulo de aclcares nas concentracdes de 250, 500 d&yIBA, estatisticamente superior
as demais. Evidenciando um acumulo de agucares nas raizes, 0 que posteriormente, pode ser

utilizado durante o processo de enraizamento.

30 +
24,66 a
25 - 22,31ab 21,94 b

20 -

14,61 c

15 4 12,57 c

8,68d

10 -

mg g ! massa seca

0 250 500 1000 2000 4000
mg L

Fig. 14. Variacdo na quantidade de acUcares sollveis totais em raizes de estacas de
brotacbes de amoreira-preta apdés o tratamento com diferentes concentragbes de IBA.
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste Tukey a 5 % de
probabilidade. C.V. = 6,36 %.

O aumento nos teores de acguUcares sollveis totais nas (figera
14) formadas das estacas de brotacdes de amoreira-preta apds o tratamento com diferentes
concentracOes de IBA, evidencia a possibilidade do uso das reservas (acgucares) produzidas
durante o periodo de estaquia podendo favorecer o enraizamento. Provavelmente, a
testemunha (0 mgtde IBA ) utilizou parte dos agticares produzidos para a formacédo de
raizes, alcancando 100% de enraizamento (Figura 12), o que justificaria um teor de agucar
menor que nos outros tratamentos empregados. J4, nas concentracdes de 250 €500 mg L

de IBA possivelmente, grande parte dos agucares produzidos foram utilizados no processo de
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formacéo de raizes, especialmente de um maior volume de sistema radicular (Tabela 4), além
de alcancar porcentagem de enraizamento superior a 95%.

Wiesman e Lavee (1995) estudando a relagdo entre carboidratos e o
enraizamento de estacas de oliveira tratadas com IBA, sugeriram que os carboidratos tém
papel importante no enraizamento, além de aumentar o efeito estimulante do IBA em tal
processo. Durante as etapas do processo de formacao de raizes adventicias o carboidrato
enddgeno é a principal fonte de hidratos de carbono, enquanto que em plantas jovens
enraizadas a principal fonte vem diretamente da fotossintese. Gatti (2002) utilizando IBA e
NAA no enraizamento de Pau mulato, Jequitiba e Teca verificou que a aplicacdo dos
reguladores vegetais foi positivamente correlacionada com as maiores concentracbes de
acucar redutor.

Overbeek et al. (1946) revelaram que a acdo combinada da auxina
com folhas, tanto no escuro quanto na luz, foram essenciais para a formacdo de raizes em
estacas de hibisco vermelho. O enraizamento de hibisco vermelho pode ser favorecido pela
glicose e substancias nitrogenadas produzidas pelas folhas. Os autores concluiram que a
principal funcdo das folhas no processo de iniciacao radicular foi o suprimento de agucares e
substancias nitrogenadas. As estacas depois de tratadas com auxinas em conjunto com as
folhas ou suprimento de carboidratos e substancias nitrogenadas, originaram raizes do floema
secundario no tecido parenquimético.

Ori  (2006) estudandoPhalaenopsis amabilis(Lineu) Blume
(Orchidaceae) cultivadan vitro verificou que aos 30 dias houve aumento dos teores
endogenos de carboidratos soltveis nas folhas em fungdo do aumento na concentracdo das
auxinas e aos 120 dias diminuicdo destes teores, em funcdo do aumento da concentracdo e
sua diminuicdo em funcdo das datas de coleta, indicando a mobilizacdo destes carboidratos.
Nas raizes, o IBA e 0,032 mg'lde 2,4-D diminuiram os teores de carboidratos em funcéo
do tempo e das concentragcfes dos reguladores vegetais.

Reuveni e Raviv (1980) revelaram que o teor de carboidratos solUveis
nas folhas e bases cortadas das estacas de abacateiro ndo estavam associados com a

capacidade de enraizamento, porém ocorreu acumulo de amido na base do corte quando as
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estacas foram mantidas sob nebulizacdo, se correlacionando com a capacidade de
enraizamento.

Nenhuma relacdo significativa foi encontrada entre a capacidade de
enraizamento e hidratos de carbono (carboidratos), incluindo os carboidratos sollveis em
agua, que estavam presentes no dia do preparo das estacgdodhiton scleroxylonlsto
sugere que o enraizamento é dependente de carboidratos que sdo formados e utilizados
depois do preparo das estacas (LEAKEY; COUTTS, 1989). Possivelmente, originarios de
orgaos tidos como fontes, destacando-se tecidos fotossintetizantes (folhas, completamente

desenvolvidas).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos algumas consideracfes devem ser

apontadas:

1. Verificou-se que, de maneira geral, para a maioria das variaveis estudadas, os

3.

tratamentos com os reguladores vegetais, BARogalin//, demonstraram pouca
eficiéncia em promover maior indice de brotagdes.

Necessidade de estudos adicionais sobre a possivel utilizacgdo do BAP em
concentracdes inferiores a 100 mg" lpara promocdo da parte vegetativa,
especialmente, brotacdo e folhas. Entretanto, para niumero de brotos por estaca, a
concentracdo de 100 mg'de BAP tenha proporcionado resultado satisfatério,
demonstrando a eficiéncia do uso do regulador vegetal (BAP) para esta variavel.

A promocdo do processo de enraizamento nas brotac¢des, utilizando auxina sintética,
IBA, ndo promoveu maior enraizamento nas brotacdes oriundas de estacas de raizes.
Porém, para massa fresca e seca de raiz (MFR e MSR) e massa fresca e seca da parte
aérea (MFPA e MSPA), o tratamento com 250 migde IBA proporcionou os
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melhores resultados, demonstrando o maior desenvolvimento, em volume, da parte
aérea e do sistema radicial das estacas de brotagbes de amoreira-preta.

O aumento nos teores de agucares da parte aérea com relacéo as raizes pode indicar
gue, a parte aérea atuou como fonte de fotoassimilados e, dentre eles, acucares
sollveis, para promover 0 enraizamento das brotacdes.

Novas técnicas e produtos, como 0s reguladores vegetais podem e devem ser

utilizados para testar sua eficiéncia no processo de propagacdo de amoreira-preta.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos e nas condi¢des deste trabalho pode-se
concluir que:

A aplicacdo dos reguladores vegetais BAP e do bioestimulante
Promalin/7 em altas concentracbes empregadas inibiram o desenvolvimento de brotacdes em
estacas radiciais de amoreira-preta e as caracteristicas de desenvolvimento dessas brotacdes.
Contudo, a concentracdo de 100 migdé BAP pode ser utilizada para proporcionar um
maior nimero de brotos por estaca.

As maiores concentracbes de IBA inibiram o enraizamento e as
caracteristicas de desenvolvimento das estacas de brotagdes oriundas de estacas de raizes.
Entretanto, o tratamento com 250 mg He IBA proporcionou resultados satisfatérios,
principalmente, com relacdo ao desenvolvimento, em volume, da parte aérea e do sistema
radicial das estacas de brotagBes de amoreira-preta.

A técnica de enraizamento das brotacbes demonstrou ser uma

alternativa favoravel a produgédo de mudas da amoreira-preta.
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