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NIVEIS DE VERMICULITA” EM MISTURA DE SUBSTRATO NA ACLIMATIZACAO
DE PLANTAS DE AMOREIRA-PRETA 'TUPY"

LEVELS OF VERMICULITE” SUBSTRATE MIXTURE IN THE ACCLIMATIZATION
OF TUPY BLACKBERRY PLANTS
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RESUMO

A aclimatizacdo € considerada uma
das fases primordiais no processo de
propagacao in vitro, pois estad diretamente
ligada ao desenvolvimento e sobrevivéncia
das plantas. O objetivo deste trabalho foi

verificar a influéncia de niveis de vermiculita”
misturados com terra de mato:esterco bovino
na aclimatizacdo de plantas de amoreira-
preta (Rubus sp.), cultivar Tupy. O trabalho
foi realizado em casa de vegetacdo, da
Embrapa Clima Temperado, em Pelotas
(RS/Brasil). Os tratamentos consistiram de

seis niveis de vermiculita” 0; 20; 40; 60; 80;
100% (v/v), misturados com terra de
mato:esterco bovino (1:1, v/v). Foi utilizado o
delineamento  experimental em  blocos
casualizados, com quatro repeticdes,
considerando-se como parcela cada doze
células de bandeja alveolada. Na
aclimatizacdo das plantas de amoreira-preta
Tupy recomenda-se utilizar os menores niveis

de vermiculita® (20 e 40%) quando
misturados com terra de mato:esterco bovino.

Palavras chave:
cultura de tecidos.
ABSTRACT

Rubus sp., substrato,

The acclimatization is considered one
of the primordial phases in the process of in
vitro propagation, because it is directly related

with the development and survival of the
plantlets. The aim of this work was to verify
the influence of different levels of vermiculite”
mixed with forest soil and manure in the
acclimatization of "Tupy' blackberry (Rubus
sp.) plants. The work was accomplished in a
greenhouse at Embrapa Temperate Climate,
in Pelotas (RS/Brazil). The treatments
consisted of six vermiculite” levels, 0; 20; 40;
60; 80 and 100% (v/v), mixed with forest
soil:manure (1:1, wv/v). It was used a
completely randomized blocks design, with
four replications and twelve cells from trays
per plot. In the acclimatization of Tupy
blackberry plants, it recommended to use the
lower vermiculite” levels (20% e 40%) with
forest soil:manure mixture.

Keywords: Rubus sp., substrate, tissue
culture.

INTRODUCAO

A amoreira-preta propaga-se através de
estacas de raiz, estacas de ramos com 4 ou 5
gemas, ou por rebentos que surgem ao redor
das plantas adultas (ANTUNES et al., 2004).
Além destes métodos, a multiplicacdo via
micropropagacao, pode ser utilizada,
permitindo a obtengcdo de plantas isentas de
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viroses e geneticamente uniformes em curto
espaco de tempo (FACHINELLO et al. 2005).

Na micropropagagdo, as fases de
enraizamento e aclimatizacdo podem
comprometer todo processo, pois envolve a
formacdo de um novo sistema radicular
durante a passagem para condi¢cdes ex vitro
(Z2IV, 1995). Para muitas espécies esta
mudanca das condi¢des in vitro para ex vitro
€ critica e representa, em alguns casos, um
fator limitante do processo de
micropropagacao (HOFFMANN, 2002). A
transicAdo do  heterotrofismo para o
autotrofismo, durante a fase de aclimatizacao
de mudas provenientes da cultura de tecidos,
depende das condicdes que garantam a
manutencdo mecanica do sistema radicular, a
estabilidade da planta, o suprimento de agua
e nutrientes, e as trocas gasosas entre as
raizes e o ar atmosférico (TIMBO et al.,
2004). Desta forma, a selecao do substrato
tem fundamental importancia no crescimento
e no desenvolvimento das plantas
micropropagadas, influenciando diretamente
no sucesso desta etapa (WAGNER JUNIOR
et al., 2003).

Segundo KAMPF (1992), a porosidade, a
permeabilidade, a retencdo de &agua e a
capacidade de troca de céations sdo algumas
caracteristicas importantes que definem a
gualidade de um material a ser usado como
substrato. O substrato pode ser formado de
matéria-prima de origem mineral, organica ou
sintética, de um s6 material ou de diversos
materiais em conjunto, sendo que alguns nao
possuem as caracteristicas desejaveis de
gualidade (KANASHIRO, 1999).

Tendo em vista a diversidade dos
substratos e de suas caracteristicas, torna-se
dificil escolher a melhor mistura que atenda
as condicoes para o 6timo desenvolvimento e
sobrevivéncia das plantas durante a
aclimatizacao.

DUTRA et al. (2010) desenvolveram
protocolo para micropropagacdo da amoreira
preta, descrevendo as técnicas adotadas na
Embrapa Clima Temperado. Neste
documento, as plantas sao transplantadas

para bandejas de isopropileno com 72
células, tubetes ou sacos plasticos e
mantidos em casa de vegetacao, mantendo-
se nestas condicbes por 30 dias, com
percentual de sobrevivéncia superior a 95%.

Todavia, ndo existem informacbes de
qgual o melhor substrato utilizar nesta etapa.
Dos substratos ja utilizados durante a
aclimatizacdo de varias espécies vegetais
pode-se citar o Plantmax” em amoreira preta
e bananeira (VILLA et al., 2006; PEREIRA et
al., 2005, respectivamente), Vermiculita” em
amoreira preta (VILLA et al., 2006), casca de
arroz carbonizada em morangueiro, gipsofila,
amoreira preta e heliconia (CALVETE et al.,
2000; BOSA et al., 2003; VILLA et al., 2006;
SANTOS et al., 2004, respectivamente), Turfa
Preta  (mineralizada) em  morangueiro
(CALVETE et al., 2000), p6 de casca de coco
seco e verde em heliconia (SANTOS et al.,
2004). Entretanto, a maioria destas sao
adquiridos comercialmente, aumentando-se
0s custos para producédo da muda.

Neste sentido, seria importante testar um
tipo de mistura de substrato, que envolve-se
um dos ja testados como a Vermiculita”, que
apresentou bons resultados, com outros de
facil aquisicio e sem custo, visando a
manutencdo da sobrevivéncia e qualidade
das mudas produzidas com custo reduzido.

A mistura  Vermiculita”:terra de
mato:esterco bovino (1:1:1 v/v), ja foi utilizada
com sucesso na aclimatizacdo de plantas
propagadas in vitro de macieira (Malus
domestica Borrkh.) (PEREIRA et al., 2000;
PEREIRA et al., 2001). Com isso, pode-se
testa-la para amoreira preta.

O objetivo deste trabalho foi verificar a
influéncia de diferentes niveis de Vermiculita”
misturados com terra de mato: esterco bovino
na aclimatizacdo de plantas de amoreira-
preta, cultivar ‘“Tupy’.

O trabalho foi realizado em casa de
vegetacdo da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria — Centro de Pesquisa
Agropecuéria Clima Temperado, em Pelotas
(RS/Brasil).
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Brotagbes apicais do cultivar de
amoreira-preta Tupy, obtidas apés 3
subcultivos in vitro, com dois a trés pares de
folnas e com 1,0 a 1,5 cm de comprimento.
Essas foram enraizadas em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) com 50% da
sua concentracdo plena, adicionado de 0,1
mg-L™ de acido naftaleno-acético, 1 mg-L* de
piridoxina, 10 mg-L™ de tiamina, 10 mg-L™ de
acido ascérbico, 1 mg-L™* de &cido nicotinico,
500 mg-L* de mio-inositol, 6 g-L! de agar
(Merck®) e 30 g-L* de sacarose, sendo o pH
ajustado para 5,8. Foram utilizados nesta
fase frascos de vidro com capacidade de 250
mL, contendo 40 mL de meio, vedados com
tampas de papel aluminio. As condi¢cdes na
sala de crescimento eram de 25+2T,
densidade de fluxo luminoso de 31,41 W m?,
fornecido por lampadas fluorescentes (40w)
brancas frias, 16 horas de fotoperiodo, com
umidade relativa do ar entre 70 e 80%.

Quatro semanas apoés a inoculagéo, as
brotacbes enraizadas foram retiradas de
frascos, lavadas em agua corrente para
remover residuos do meio de cultura aderido
as raizes, e colocadas em bandejas plasticas

com papéis-toalha umedecidos em agua,
para evitar a desidratacdo das mesmas.
Posteriormente, estas foram transferidas para
bandejas alveoladas de isopropileno, com
128 células, contendo diferentes niveis de

Vermiculita® misturada com terra  de
mato:esterco bovino (1:1, v/v) (PEREIRA et
al., 2001), e levadas para aclimatizacdo em
casa de vegetacdo. Nas duas primeiras
semanas foi necessario o uso de tunel baixo
com filme plastico (150 p) e sombrite (50%),
sob as bandejas, procurando aproximar ao
maximo as condicbes de umidade das
plantas in vitro. As plantas foram irrigadas
diariamente, com maior frequéncia nos
primeiros vinte dias (5 vezes ao dia),
mantendo as folhas e os substratos sempre
umidos.

Os tratamentos consistiram de seis niveis
de Vermiculita 0; 20; 40; 60; 80 e 100%,
misturados com terra de mato:esterco bovino
(1:1, v/v) (PEREIRA et al., 2001). Na Tabela 1
estdo descritas as principais caracteristicas
guimicas dos substratos utilizados no
presente trabalho.

Tabela 1 — Atributos quimicos das misturas utilizadas na aclimatizagdo de plantas de amoreira-

preta (Rubus sp.), cv. Tupy propagadas in vitro

M. 0.1 (%) K? P2 | AP Ca® Mg?

L . .0 A T
Niveis de Vermiculita pHagua Indice SMP (Miv) mg dm® cmol. dm

0% 5,6 6,0 2,7 132 1900 0,1 41 31

20% 5,8 6,0 2,9 162 1609 0,1 54 49

40% 57 6,2 2,3 239 170,1 0,2 46 6,1

60% 6,0 6,6 1,2 280 167,1 0,1 60 94

80% 6,3 6,6 0,9 269 136,0 0,1 6,1 98

100% 6,7 7,3 0,0 264 1089 0,1 60 96

©M. O. — Matéria organica

’p, K — Extrator Mehlich 1; Ca, Mg, Al — Extrator: KCI 1molL™.

ApG6s 56 dias de aclimatizacdo foram
avaliadas, porcentagem de sobrevivéncia,;
comprimentos da parte aérea, da raiz e total
(cm); namero de folhas; area foliar (cm?);
massa da matéria seca da parte aérea e da
raiz (mg).

Para determinacdo da area foliar,
primeiramente obteve-se a massa da matéria
fresca foliar de uma area conhecida das
folhas, sendo em seguida realizada pesagem
total das mesmas, e posteriormente através
do uso da regra de trés obteve-se entdo a
area foliar. Ja para a variavel nimero de
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folhas foi realizado a contagem das mesmas
em quatro plantas de cada parcela.

Foi utilizado o delineamento experimental
em blocos casualizados, com quatro
repeticbes, considerando-se como parcela
cada doze células das bandejas alveoladas.
Os dados analisados foram submetidos as
andlises, de variancia e regresséo polinomial,
sendo que os dados em porcentagem de
sobrevivéncia foram transformados

previamente em arco seno +/ x/l00e o

nimero de folhas em VX+1, Enquanto que,

0S demais dados nao sofreram
transformacdo. Foi utilizado o aplicativo
computacional SANEST (ZONTA &
MACHADO, 1984).

De acordo com os resultados obtidos na
andlise de variancia, ndo houve diferencas

significativas entre os niveis de Vermiculita”
misturados com terra de mato:esterco bovino
para  porcentagem de  sobrevivéncia,
comprimentos da parte aérea, da raiz e total,
numero de folhas e massa da matéria seca
da raiz (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de sobrevivéncia (PS); comprimentos da parte aérea (CPA), da raiz (CR)
e total (CT); numero de folhas (NF) e massa da matéria seca da raiz (MMSR) de plantas de

amoreira-preta (Rubus sp.), cultivar Tupy, aclimatizadas nos niveis de Vermiculita” misturado com

terra de mato:esterco bovino (1:1 v/v)

Niveis de VermiculitaIj

(%) PS (%) CPA(cm) CR(cm) CT (cm) NF? MMSR (mg)
0

0 100 ns 3,24ns 7,47ns 10,71ns 9,39 ns 0,04 ns

20 100 3,46 7,74 11,2 11,59 0,03

40 100 3,19 7,70 10,89 10,41 0,03

60 100 3,17 7,28 10,45 10,12 0,03

80 100 3,0 7,94 10,94 11,22 0,03

100 100 2,45 7,39 9,84 10,50 0,02
CV (%) 0 16,55 7,25 5,67 6,16 22,12

ns — ndo significativo ao teste F.

!, Comparacao feita com transformacéo em arco seno v X /100.

2, Comparagao feita com transformagéo em +/X + 1.

Conforme a Tabela 2 verificou-se que em

todos os niveis de Vermiculita” foram obtidos
100% de sobrevivéncia das plantas,
comprovando em parte que as misturas
testadas proporcionaram condicbes
adequadas para o bom pegamento das
mesmas.

Além dos substratos, acredita-se que o
uso de tunel baixo com filme plastico e
sombrite (50%), sobre as bandejas, no inicio
do experimento, também teve relacdo com
estes resultados, principalmente, pela
manutencdo da alta umidade necessaria
durante a aclimatizagdo, permitindo assim

maior controle sobre as perdas de agua, o
qgual possibilitou a sobrevivéncia de todas as
plantas até a entrada em funcionamento dos
estbmatos. A umidade relativa do ar no
interior dos recipientes € proxima a 100% e,
guando ocorre a transferéncia para o
ambiente de aclimatizacdo, a planta enfrenta
reducdo drastica para niveis frequentemente
préximos a 70% ou menos. Na aclimatizacao
convencional, o principal meio de controle
ambiental € conseguido com elevagdo da
umidade relativa do ar (UR), através do uso
de tunel baixo ou pela irrigagdo frequente do
ambiente.
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VILLA et al. (2006), durante a
aclimatizacdo de plantas propagadas in vitro
de amoreira-preta, ‘Cherokee’, em quatro

. ... 0
substratos (Vermiculita~, casca de arroz
carbonizada, Plantmax® e mistura

Vermiculita® + Plantmax® + casca de arroz
carbonizada), obtiveram 92% de
sobrevivéncia. Estes autores destacaram que
o fator que pode ter contribuido para esta
elevada taxa de sobrevivéncia foi a pré-
aclimatizacdo, realizada através da abertura
dos frascos contendo as plantulas in vitro trés
dias antes da aclimatizacao.

2
)
w
o
|

Area foliar (cm

y =-0,0031%° + 0,0737x + 35,028
5 | R%2=1,0

No presente trabalho, apesar de néo ter
sido realizado a pré-aclimatizacdo com a
abertura dos frascos obteve-se resultados
superiores de sobrevivéncia, destacando-se
assim, as misturas utilizadas e as condi¢cOes
em que as plantas foram aclimatizadas, bem
como, o maior cuidado com a umidade do
ambiente nos primeiros dias de
aclimatizacao.

Em relacdo a area foliar e massa da
matéria seca da parte aérea das plantas de
amoreira preta observou-se efeito significativo

. L. . .0
dos diferentes niveis de Vermiculita

misturados com terra de mato:esterco bovino
durante a aclimatizacéo (Figuras 1 e 2).

40

60 80 100

Nivel de Vermiculita

Figura 1 — Area foliar de plantas de amoreira-preta (Rubus sp.), cultivar Tupy, aclimatizadas em
seis niveis de Vermiculita” misturado com terra de mato:esterco bovino (1:1 viv)

Na Figura 1, observou-se resposta
quadratica para area foliar das plantas de
amoreira-preta 'Tupy', com as maiores
médias obtidas com 0%, 20% e 40% de

Vermiculita”. Enquanto que, na Figura 2,
observou-se resposta linear decrescente com
0 maior valor de massa da matéria seca da
parte aérea da plantas de amoreira-preta,
cultivar Tupi, obtido com 0% de Vermiculita”
misturada com terra de mato:esterco bovino.
Vale ressaltar que ao comparar 0S
resultados das Figuras 1 e 2, verificou-se que

os resultados da area foliar apresentou certa
relacdo com o ganho de massa de matéria
seca da parte aérea das plantas
aclimatizadas de amoreira-preta entre 0s seis

niveis de Vermiculita” utilizados e misturados
com terra de mato:esterco bovino.

Supbe-se que 0s maiores valores de
matéria organica e P (Tabela 1) presentes
nas composicdes de substrato com 0%, 20%
e 40% podem ter influenciado nestes
resultados (area foliar e massa da matéria
seca da parte aérea). De acordo com BLACK
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(1967), o P é o elemento chave na fase inicial
de crescimento devido ao maior acumulo de

Massa da matéria seca da
parte aérea (mg)
o
H
|

biomassa.

y=-0,0011x+0,1738
0.04 - R?>=0,94 M
O I I I 1
0 20 40 60 80 100

Nivel de Vermiculita

Figura 2 — Massa da matéria seca da parte aérea de plantas de amoreira-preta (Rubus sp.),
cultivar Tupy, aclimatizadas em seis niveis de Vermiculita~ misturado com terra de mato:esterco

bovino (1:1 v/v)

Além disso, os valores mais baixos de pH
presentes nestas composi¢cdes de substrato
(Tabela 1), também podem ter favorecido a
obtenc&o destas médias superiores. Segundo
KAMPF (2000), o pH é um fator que
influencia tanto na disponibilidade de
nutrientes como na biologia de
microrganismos do substrato, sendo o0s
melhores resultados obtidos numa faixa de
pH entre 5,0 - 5,8.

Segundo LARCHER (2000), grande parte
da matéria acumulada pelas plantas durante
0 crescimento é o resultado da atividade
fotossintética, e o resto depende da absorcéo
de nutrientes do meio. Assim, supde-se que,
além da matéria organica, do P e do pH, a
maior é&rea foliar pode ter interferido
positivamente na atividade fotossintética,
favorecendo o maior acumulo de matéria
seca da parte aérea nas mistura contendo

0%, 20% e 40% de Vermiculita”.
Nas Figuras 1 e 2 observou-se que
guando foi utilizada somente Vermiculita” nas

amoreiras preta Tupy foram obtidos os
menores valores de aérea foliar e massa da

matéria seca da parte aérea. HOFFMANN et

al. (1999), concluiram que a Vermiculita” foi o
substrato menos eficiente para uso durante a
aclimatizacdo de plantas de macieira
micropropagadas em comparagao a areia e
Plantmax®. Isso demonstra que a
Vermiculita” por apresentar alta retencdo de
agua  demonstra-se importante para
aclimatizacdo das plantas, mesmo utilizada
em misturas com outros substratos.

Assim, na aclimatizacdo das plantas de
amoreira-preta, cultivar Tupy recomenda-se

utilizar os menores niveis de Vermiculita™ (20
e 40%), misturados com terra de
mato:esterco bovino.
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