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Apresentacao

A framboeseira pertence a familia das rosaceas, sendo originada
de parte da Europa e da Asia.

Embora seja uma cultura sensivel as condicdes climaticas, com
limitacoes de cultivo em algumas regides, visto que necessita
de elevada soma de horas de frio, algumas cultivares tém
demonstrado resultados promissores.

Introduzida em Campos do Jorddao/SP, na Serra da Mantiqueira,
atualmente tem sido produzida no Rio Grande do Sul, Sdo Paulo
e Minas Gerais em maior escala. A éarea cultivada atual é de 300
ha com producao aproximada de 200 toneladas.

A framboeseira é normalmente propagada vegetativamente

por rebentos e estacas herbaceas ou radiculares. No entanto,
somente a producdo de material basico, ou mudas via cultura de
tecidos, garante sua sanidade.

Embora o protocolo de micropropagacao tenha sido definido
desde a década de 1980 pela Embrapa Clima Temperado, ndo ha
uma descricdo detalhada de como o processo é realizado. Desta
forma, a Embrapa Clima Temperado disponibiliza o presente
documento contendo, resumidamente, a descricao do protocolo
de micropropagacao de framboeseira.

Clénio Nailto Pillon
Chefe Geral
Embrapa Clima Temperado
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A framboeseira (Rubus ideaus L.) é uma das espécies pertencentes
ao grupo das pequenas frutas, originaria do centro e do norte da
Europa e de parte da Asia (RASEIRA et al., 2004). E considerada
uma espécie com potencial para alternativa de renda principalmente
para as pequenas propriedades familiares das regides de clima
temperado (OLIVEIRA et al., 2006).

A producao mundial de framboesa é de cerca de 320 mil toneladas,
sendo que na América do Sul, o Chile destaca-se como o maior
produtor, com cerca de 30 mil toneladas/ano (ASSOCIACAO,
2012).

No Brasil, a cultura da framboeseira foi introduzida na regidao do
Alto Mantiqueira, mais especificamente em Campos do Jordao, SP,
nao sendo precisa a data. Atualmente, os principais produtores no
Brasil sdo Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Minas Gerais. De acordo
com dados recentes (IBGE, 2010), a area cultivada esta em torno
de 300 ha e a producao anual em torno de 200 toneladas, sendo
as cultivares Heritage e Batum as mais plantadas.

A framboeseira é considerada uma cultura com limitacdes técnicas
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de cultivo, devido a sensibilidade da planta e do seu fruto ao
clima, e isso se deve a elevada pluviosidade e umidade relativa
do ar, especialmente no Sul do Brasil. Além disso, a framboeseira
necessita de elevada soma de horas de frio, normalmente acima
de 600h, o que limita as regides para o cultivo. Para uma boa
producdao, a framboeseira requer verao relativamente fresco
e inverno moderado, embora seja exigente em frio hibernal,
necessitando de pelo menos 250 horas de temperaturas inferiores
a 7 °C durante o periodo de inverno e precipitacdo anual entre
700 e 900 mm. Em seu habitat natural é encontrada entre 1.300
e 1.400 m de altitude, porém se adapta a altitudes de 500 a 600
m (RASEIRA et al., 2004).

Dentre as variedades de framboeseira atualmente cultivadas no
Brasil destacam-se as cultivares Heritage e Autumn Bliss, ambas
originarias dos Estados Unidos, destacando-se a primeira, com a
maior area comercial. Também, registra-se o cultivo da variedade
Autumn Batum, porém mais cultivada no sul de Minas Gerais.

Os frutos de framboesa apresentam de 10 a 20 mm de didmetro,
sendo muito utilizados no preparo de geleias, sucos, sorvetes, e para
0 seu consumo in natura. Seu sabor varia de doce a ligeiramente
acido e seu aroma é bastante peculiar. Botanicamente, os frutos
sao do tipo agregado, formados por varias drupas convexas,
deprimidas e rugosas, que se destacam facilmente (INFOAGRO,
2011).

A propagacao da framboeseira é normalmente feita por rebentos,
estacas herbaceas ou radiculares (ALARCON, 2004). Entretanto,
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de acordo com Oliveira et al. (2010), em comparacdo com as
outras técnicas, a cultura in vitro de tecidos é a mais segura para
producdo de mudas isentas de patégenos.

Quanto ao manejo da cultura, deve-se dar atencéo especial a poda
e ao desbaste de hastes. Desta forma, as hastes que ja frutificaram
devem ser eliminadas anualmente; o desponte (poda verde) das
hastes do ano com mais de 1,10 m de altura também deve ser
realizado; e, para garantir frutos de maior tamanho, devem ser
selecionadas de cinco a seis hastes por planta por ano. Além
disso, recomenda-se renovar o pomar, em média, a cada quatro
anos, para evitar que a concorréncia entre hastes prejudique a
produtividade e a qualidade dos frutos (RASEIRA et al., 2004;
INFOAGRO, 2011).

Varias doencas tém causado prejuizos aos pomares de
framboeseira. Além dos danos causados por fungos e por
bactérias, as viroses tém provocado problemas sérios (HUMMER,
1996). Mais de 30 doencas virais e assemelhadas sao relatadas
infectando a cultura da framboeseira. Os principais danos
econdbmicos causados pelas viroses na cultura relacionam-se a
reducao da producéao e da qualidade dos frutos (aborto de drupas,
reducao de firmeza, tamanho e peso), reducéao da longevidade das
plantas e, consequentemente, da rentabilidade do investimento
(NICKEL, 2003).

Desta forma, a técnica da cultura de tecidos, através da cultura de
meristemas, é uma alternativa para a producao de mudas de alta
qualidade genética e sanitéria. Esta técnica consiste na excisdo de

11



12 Protocolos de Micropropagacéo de Plantas lll: Framboeseira

apices meristematicos, estrutura que possui pequenas dimensoes
(0,1-0,3 mm), e estad anatomicamente localizada em regides pouco
vascularizadas, possibilitando assim o isolamento de virus.

No processo normal de isolamento, a etapa de diferenciacao dos
meristemas varia de 45 a 60 dias, dependendo da cultivar. Apés
este periodo, o material diferenciado é transferido para meio de
multiplicacdo, enraizamento e aclimatizacdo. Estes processos sao
descritos a seguir.

Protocolo
Origem do material vegetal:

Para producdao de mudas de framboeseira isentas de viroses, as
fontes de explantes podem ser: plantas mantidas no campo ou em
casa de vegetacao (Figura 1A) ou ja mantidas in vitro (Figura 1B).

Fotos: Natélia Dias Gomes da Silva.

Figura 1: Plantas de framboeseira cultivadas em casa de vegetacédo (A) e in vitro (B).
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° Plantas mantidas no campo ou em casa de vegetacao:

Porcoes terminais de brotacdes de framboeseira sao coletadas
com aproximadamente 5 cm de comprimento (Figura 2A), as
folhas sao retiradas (Figura 2B), e as brotacdes acondicionadas
em recipiente com agua destilada (Figura 2C).

Fotos: Natéalia Dias Gomes da Silva.

Figura 2: Coleta dos explantes, oriundos da casa de vegetacdo, para posterior inoculacado
in vitro. Porcdo terminal da brotacdo (A), retirada das folhas e segmentacéo (B), e imerséo
em &gua destilada (C).

Posteriormente, os explantes sao levados ao laboratério onde
passam pelo processo de assepsia. Inicialmente, permanecem
imersos em recipiente contendo alcool 70% por 10 segundos,
posteriormente 10 minutos em solucao de hipoclorito de sédio 1%
adicionado de trés gotas de detergente comercial, sob constante
agitacdo. Finalmente, os explantes sdo lavados em camara de
fluxo laminar, por trés vezes em agua destilada e autoclavada.

13
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O explante utilizado na micropropagacdao de framboeseira visando
a recuperacao de plantas livres de virus é o apice caulinar, o qual é
cultivado em meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
suplementado com 1 mg L' de BAP (6-Benzilaminopurina); 0,01
mg L' de ANA (4acido naftaleno acético); 0,1 mg L' GA3 (4cido
giberélico); 0,8 g L' de carvao ativado; 30 g L' de sacarose e 7,5
g L' de agar. O pH do meio de cultura é ajustado em 5,9 antes da
autoclavagem. A composicao do meio MS estd descrita na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao do meio de cultura MS.

NOME COMPOSTO FORMULA CONCENTRACAO
FINAL (g L")
Nitrato de amoénio NH NO3 1,65
Nitrato de potéassio KNé’)3 1,90
Sulfato de magnésio MgSO,.7H,0 0,37
Sulfato de manganés MnSO,.H 6 0,0169
Sulfato de zinco Zns0,.7H,0 0,0086
Sulfato de cobre CuS0,.5H,0 0,00025
Cloreto de célcio CaCl,.2H,0 0,441
Acido bérico H.BG 0,0062
Fosfato de potassio Kﬁ2P64 0,17
lodeto de potéassio Kl 0,00083
Molibdato de sédio Na,MoO,.2H,0 0,025
Cloreto de cobalto CoCl,.6H.0 0,000025
Sédio EDTA Na,.EDTA 0,03725
Sulfato de ferro Fes0,.7H,0 0,02785
Cloridrato de tiamina C1 H, CI.N OS 0,0005
Cloridrato de piridoxina  C.H. . NO;HCI 0,0005
Acido nicotinico C.H.NO 0,0005
Glicina C;H.0,N 0,002
Mio-inositol C.H_.(OH), 0,1
Sacarose C,,H,,0,. 30
Agar 7.5

Fonte: Murashige & Skoog (1962).
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O 4pice caulinar é extraido com 0,1 a 0,3 mm, com auxilio de
pinca e bisturi, utilizando-se lupa estereoscoépica (Figura 3). As
condicbes adequadas de incubacao envolvem intensidade luminosa
de 45-55 ymol m? s, 25+3 °C e fotoperiodo de 16 horas. O
tempo de desenvolvimento dos apices caulinares até a primeira
multiplicacdo é de aproximadamente 60 dias.

Foto: Natalia Dias Gomes da Silva.
Figura 3: Apice meristematico utilizado visando a producdo de plantas isentas
de viroses.

] Plantas estabelecidas in vitro:

As plantas que ja estdo in vitro sdo multiplicadas em
meio de cultura composto pelos sais e vitaminas do meio MS,
acrescidas de 1 mg L' BAP, 50% de Ferro (p/v), 30 g L' de
sacarose e 7,5 g L' de 4gar. O pH do meio de cultura é ajustado
em 6,2 antes da autoclavagem. A multiplicacdo é realizada até
a obtencdo da quantidade de plantas desejada e o tempo médio
entre as repicagens de gemas apicais e axilares (Figura 4) é de
aproximadamente 20 dias, onde posteriormente passardo para a
fase de enraizamento. A taxa média de multiplicacdo normalmente
obtida em plantulas de framboeseira por subcultivo é de cinco a

sete explantes, dependendo da cultivar.

15
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Fotos: Natélia Dias Gomes da Silva.
Figura 4: Etapas da repicagem dos explantes de framboeseira. Explantes
desenvolvidos (A); tufo de brotacdes formados a partir de apenas um segmento
(B); segmentacdo das brotacdes de framboeseira cultivadas in vitro.

Durante a fase de enraizamento, os explantes sdo novamente
transferidos de meio de cultura, passando para o meio MS com
metade da concentracdao dos sais e vitaminas, suplementado
com 0,1 mg L' de ANA, 30 g L' de sacarose e 7,5 g L' de
agar. Durante esta fase, os explantes sdao novamente expostos
a condicdes de escuro (Figura 5), onde permanecem por quatro
dias. Concluido este periodo, retornam para intensidade luminosa
45-55 ymol m2 s e fotoperiodo de 16 horas, por mais 30 dias.E
recomendavel realizar no maximo cinco repicagens, durante a
fase de multiplicacado, por meristema, para evitar a ocorréncia de
variacao somaclonal, levando a obtencao de plantas distintas das
originais.
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Foto: Natéalia Dias Gomes da Silva.
Figura 5: Explantes de framboeseira submetidos ao escuro durante o enraizamento.

Com esta etapa do processo de micropropagacao concluida,
os explantes sdo cuidadosamente lavados em &gua corrente
para a total remocdo do meio de cultura, visando o processo de
aclimatizacao.

Em casa de vegetacao, as plantas sao transplantadas para
bandejas de isopropileno com 72 células (Figura 6) preenchidas
com composto de terra (55%), esterco (30%) e vermiculita
(15%). O tempo médio para aclimatizacao é de 30 dias, e o indice
de sobrevivéncia das mudas é de aproximadamente 85% a 90%.
Decorrido este periodo o material ja pode ser encaminhado para o
produtor para plantio a campo.

17
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Foto: Natéalia Dias Gomes da Silva.

Figura 6: Aclimatizacdo de mudas de framboeseira, oriundas da cultura de
tecidos.
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