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Meios de cultura e reguladores de crescimento na micropropagação de amoreira-
preta. 
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INTRODUÇÃO 
 Um dos fatores importantes para o sucesso do sistema de micropropagação é a 
conjugação de fatores nutritivos, ambientais e endógenos. No caso específico dos fatores 
ambientais, procura-se estudar os componentes do meio de cultura, como sais minerais, 
vitaminas, reguladores de crescimento, entre outros. Neste caso, diversas formulações de 
meios básicos têm sido utilizadas na micropropagação de frutíferas. Embora não exista uma 
formulação padrão, o meio MS, suas modificações e diluições tem apresentado resultados 
satisfatórios para diversas espécies (George & Sherrington, 1984).   
 Entretanto, com espécies lenhosas, o meio MS não se mostrou satisfatório em 
alguns casos, observando-se que composições mais diluídas em macronutrientes tiveram 
melhor desempenho. Outras formulações como, por exemplo, o meio NN e Knudson, têm 
sido descritas e utilizadas como alternativas ao MS. 
 O crescimento e morfogênese in vitro são fatores regulados pela interação e balanço 
dos fitoreguladores existentes no meio de cultura, principalmente auxinas e citocininas 
(George & Sherrington, 1984). As citocininas são utilizadas para quebrar a dominância 
apical dos brotos e aumentar a taxa de multiplicação. Deste modo, ocorre grande número de 
brotações por meio do crescimento de meristemas laterais (Hu & Wang, 1983). 
 As auxinas, apesar de não promoverem a proliferação de brotações axilares, podem 
incrementar o crescimento da cultura (Hu & Wang, 1983). Uma das possíveis ações da 
auxina no meio seria a anulação do efeito supressivo das altas concentrações de citocinina 
sobre a elongação das brotações axilares, restaurando o crescimento normal das mesmas. 
Dentre os reguladores de crescimento comumente usadas no cultivo in vitro da amoreira-
preta estão a 6-benzilaminopurina (BAP) e o ácido indolbutírico (AIB) (Donnelly et al., 1980).  

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito das concentrações de ácido 
indolbutírico (AIB) e 6-benzilaminopurina (BAP) sob diversos meios de cultura na 
multiplicação in vitro de amoreira-preta cultivares Tupy e Brazos. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Segmentos nodais de amoreira-preta (Rubus sp.), cultivares Tupy e Brazos, com 
cerca de 2 cm, foram excisados de propágulos pré estabelecidos in vitro. Os explantes 
foram inoculados em tubo de ensaio contendo 15 mL de diversos meios de cultivo. O 
primeiro experimento constou da cv. ‘Brazos’ inoculada em 3 diferentes meios: 1) MS 
(Murashige & Skoog, 1962), 2) Knudson (1946) e 3) Roubelakis (Roubelakis-Angelakis & 
Zivanovitc, 1991), combinados com cinco concentrações de BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L-

1). O segundo experimento constou da cv. ‘Tupy’ inoculada em 4 meios de cultivo: 1) MS 
(Murashige & Skoog, 1962), 2) Knudson (1946), 3) Roubelakis (Roubelakis-Angelakis & 
Zivanovitc, 1991) e 4) NN (Nitsch & Nitsch, 1969), combinados com cinco concentrações de 
AIB (0; 0,125; 0,25; 0,5 e 1,0 mg.L-1). O pH dos meios foram ajustados para 5,8 antes da 
autoclavagem e solidificados com 6 g.L-1 de ágar. 

Posteriormente foram transferidos para sala de crescimento a 27±1ºC, irradiância de           
35 µmol.m–2.s–1 fornecida por tubos fluorescentes de 20W e fotoperíodo de 16 horas, 
permanecendo nestas condições por 70 dias. O delineamento experimental foi inteiramente 
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casualisado com 4 repetições constituídas e 12 plantas por tratamento. As variáveis 
analisadas foram número de folhas e de raízes, comprimento da parte aérea e das raízes, 
peso da matéria fresca da parte aérea, número de brotos (cv. ‘Brazos’) e peso fresco de 
calos (cv. ‘Brazos’). Os resultados foram submetidos à análise de variância por meio do 
software Sisvar (Ferreira, 2000), sendo utilizado regressão polinomial para concentrações 
de BAP e AIB e teste de Scott-Knott para os tipos de meios de cultivo. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÕES 

Verificou-se interação significativa para as variáveis analisadas em todas 
concentrações de AIB e meios de cultura empregados no estudo com a cv. ‘Tupy’. Para a 
cv. ‘Brazos’, interação significativa deu-se somente para número de folhas, de raízes, peso 
fresco de calos, comprimento da parte aérea e das raízes. Nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, 
observam-se os dados obtidos na avaliação feita 70 dias após a inoculação, relacionando-se 
o comprimento da parte aérea e das raízes de amoreira-preta cvs. Tupy e Brazos com os 
respectivos meios de cultura e concentrações dos fitormônios. Para número de folhas de 
‘Tupy’ o meio de cultivo que se destacou foi o Knudson, com a adição de baixas 
concentrações do regulador (0,125 - 0,5 mg.L-1), seguido do MS. O melhor meio para se 
obter maior número de folhas dessa cultivar com concentrações de 0,5 a 1,0 mg.L-1 de AIB 
foi o meio de cultivo MS. Para a cv. ‘Brazos’, maior número de folhas foi verificado em meio 
MS e Knudson adicionado de 2,0 mg.L-1 de BAP. 

Na ausência da auxina os meios não de cultivo não diferiram estatisticamente para a 
cv. ‘Tupy’; porém os que tiveram resultados levemente superiores foram o MS, Knudson e 
Roubelakis. Possivelmente, a concentração de nutrientes dos meios sem a adição do 
regulador não interfere no aumento do número de folhas de amoreira-preta. 

Maior comprimento da parte aérea da cv. ‘Tupy’ foi verificado em meio NN 
adicionado ou não de AIB (Tabela 1), sugerindo que a concentração desse meio em relação 
aos outros testados é ideal para o crescimento e desenvolvimento da parte aérea dessa 
cultivar. Na ausência da citocinina a altura dos propágulos de ‘Brazos’ mostrou-se superior 
quando inoculadas em Knudson. O efeito da composição dos meios sobre o 
desenvolvimento de frutíferas já foi constatado por diversos autores (Nali et al., 2005). 
 
TABELA 1. Comprimento da parte aérea de amoreira-preta cv. Tupy cultivada em diferentes meios de 

cultura, adicionados de concentrações de AIB. UFLA, Lavras, MG, 2007. 
 AIB (mg.L-1) 

Meios de cultura 0 0,125 0,25 0,5 1,0 
MS 1,34 b 1,47 b 1,38 b 1,47 b 1,72 a 
Knudson 1,31 b 1,05 c 1,16 c 1,36 b 1,49 b 
Roubelakis 1,07 c 1,20 c 1,45 b 1,61 b 1,56 b 
NN 1,89 a 1,84 a 1,72 a 1,90 a 1,90 a 

Médias seguidas por letras minúsculas distintas diferem entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo teste de 
Scott-Knott.  
 
 Os resultados aqui apresentados para as duas cultivares corroboram Erig et al. 
(2002), que afirmaram que, nas concentrações de 0 e 1µM de AIB, o aumento nos níveis de 
BAP resultou na diminuição do comprimento médio das brotações in vitro da cv. ‘Tupy’. 
Elevados níveis de citocinina no meio de cultura podem ser tóxicos à cultura, caracterizada 
pelo demasiado enrosetamento e falta de alongamento das culturas (Leshem et al., 1988). 

Foi observada a formação do sistema radicular de plantas em todos os meios 
empregados, porém melhores resultados de ‘Tupy’, na ausência de AIB deu-se nos meios 
Knudson, NN e MS. Resultados semelhantes foram observados com a adição de 0,5 mg.L-1 
do regulador. Com outras concentrações do fitohormônio, o meio de cultivo que se destacou 
foi o MS. Mesmo na ausência de AIB observou-se que os meios de cultura tiveram papel 
importante no crescimento do sistema radicular, sendo que os meios MS, Knudson e NN 
não diferem estatisticamente (Tabela 2). Maior comprimento de raízes de ‘Brazos’ foi 
verificado em meio Roubelakis adicionado de 0,5 mg.L-1 de BAP. 
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TABELA 2. Comprimento de raízes de amoreira-preta cv. Tupy cultivada em diferentes meios de 
cultura, adicionados de concentrações de AIB. UFLA, Lavras, MG, 2007. 

 AIB (mg.L-1) 
Meios de cultura 0 0,125 0,25 0,5 1,0 
MS 1,28 a 0,86 b 1,51 a 1,47 a 1,33 a 
Knudson 1,61a 1,49 a 0,78 b 1,28 a 1,31 a 
Roubelakis 0,86 b 1,33 a 0,86 b 0,84 b 0,78 b 
NN 1,27 a 1,18 a 1,36 a 1,43 a 1,43 a 

Médias seguidas por letras minúsculas distintas diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.  
 
TABELA 3. Comprimento da parte aérea de amoreira-preta cv. Brazos cultivada em diferentes meios 

de cultura, adicionados de concentrações de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2007. 
 BAP (mg.L-1) 

Meios de cultura 0 0,5 1,0 2,0 4,0 
MS --- --- --- 4,37 a 3,93 a 
Knudson --- --- --- 4,63 a 2,48 b 
Roubelakis --- --- --- 3,69 b 3,39 a 

Médias seguidas por letras minúsculas distintas diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.  
 
TABELA 4. Comprimento de raízes de amoreira-preta cv. Brazos cultivada em diferentes meios de 

cultura, adicionados de concentrações de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2007. 
 BAP (mg.L-1) 

Meios de cultura 0 0,5 1,0 2,0 4,0 
MS --- 1,60 a 1,62 a 1,58 a 1,57 a 
Knudson --- 0,92 b 0,71 b 0,97 b 0,84 b 
Roubelakis --- 1,80 a 1,78 a 1,65 a 1,45 a 

Médias seguidas por letras minúsculas distintas diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Scott-Knott.  
 
 Pasqual et al. (1995) obtiveram melhor enraizamento adicionando 0,1 mg.L-1 de 
ácido indolbutírico ao meio MS, promovendo a formação de mudas bem desenvolvidas. Kiss 
& Zakyto (1978) também obtiveram maior enraizamento de brotações de um híbrido entre 
amoreira-preta e framboeseira, utilizando 1,0 mg.L-1 de AIB. Isto, provavelmente, se deve ao 
fato de se utilizarem diferentes genótipos, os quais respondem melhor à adição de auxina ao 
meio de cultivo. Provavelmente, a cultivar Tupy apresente quantidade de auxina endógena 
suficiente para estimular o enraizamento, não respondendo, portanto, à adição de auxina 
exógena (Salisbury, 1991).  
 Diversas espécies enraízam com níveis muito reduzidos de auxina ou em meio 
básico sem substâncias de crescimento (Anderson, 1984). Nesse caso, as partes aéreas em 
rápido crescimento são fontes de intensa produção de auxina, a qual é translocada para a 
base, estimulando a rizogênese (Grattapaglia et al, 1987). 
 Para o peso fresco da parte aérea, os meios utilizados na micropropagação de 
amoreira-preta não diferiram entre si estatisticamente com a adição de 0,125 mg.L-1 de AIB. 
Na ausência desse regulador, os meios que se destacaram foram o NN, MS e Knudson. 
Com a adição de 0,25 e 0,5 mg.L-1 de AIB, melhores resultados para essa variável foram 
obtidos em meios MS, NN e Roubelakis. Piores resultados para essa variável foram obtidos 
em meio Knudson com 1,0 mg.L-1 de AIB. Esse meio, por ser mais diluído que os meios 
empregados na multiplicação in vitro de amoreira-preta, fornece menor quantidade de 
nutrientes ao desenvolvimento dos explantes, mesmo com a adição do fitoregulador. 
 
CONCLUSÕES 
 As cultivares de amoreira-preta apresentam diferentes potencias de multiplicação. 

Maior número de brotos da cv. ‘Brazos’ deu-se em meio MS. Comprimento e número 
de raízes dessa cultivar foram estimulados em meio Roubelakis e MS adicionados de       
0,5 mg.L-1 de BAP. Menor formação de calos na base dos explantes de ‘Brazos’ deu-se em 
meio Knudson com 4,0 mg.L-1 do fitoregulador. 
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Maior comprimento da parte aérea e número de raízes da cv. ‘Tupy’ foram obtidos 

nos meios NN e MS, com a adição de 0,5-1,0 mg.L-1 de AIB. Para o sistema radicular, os 
meios que se destacaram foram o Knudson, MS e NN, sem a auxina. Com 1,0 mg.L-1 de AIB 
adicionado em meio Roubelakis obteve-se maior peso fresco da parte aérea. 
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