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RESUMO 
 

Ferramentas biotecnológicas para apoio ao melhoramento de Rubus spp. 
 

Dentre os chamados pequenos frutos, a framboeseira é a terceira espécie mais 
cultivada no mundo. No entanto, a expansão de seu cultivo em países de clima tropical, como 
o Brasil, enfrenta alguns obstáculos, tais como o uso de cultivares importadas adaptadas a 
clima temperado e problemas fitossanitários como a ferrugem (Pucciniastrum americanum), a 
principal doença da cultura. Visando mitigar tais problemas, o presente estudo buscou 
desenvolver ferramentas biotecnológicas para apoio ao melhoramento in vitro de espécies de 
framboeseira (Rubus spp.), por meio de dois estudos: O primeiro estudo envolveu a indução 
de poliploidia in vitro de segmentos nodais de framboeseira vermelha cv. Heritage, utilizando-
se colchicina e orizalina como agentes químicos, ao qual segmentos nodais de plantas 
mantidas in vitro foram tratados em meio líquido contendo quatro concentrações de 
colchicina (0; 0,05; 0,1 e 0,2%) em dois tempos de exposição (24 e 48 horas) e quatro 
concentrações de orizalina (0; 10; 20 e 40 µM) em dois tempos de exposição (4 e 7 dias). O 
segundo estudo envolveu a obtenção e cultivo de calos, isolamento e cultivo de protoplastos 
de espécies de framboeseira a partir de calos (R. idaeus e R. niveus) e de células do mesófilo 
foliar (R. idaeus). Para o experimento de obtenção de calos, discos foliares obtidos de plantas 
mantidas em estufa foram introduzidos em meio de cultura contendo combinações de 6-
benzilaminopurina (BAP) (0; 1 e 2 mg L-1) com ácido 1-naftalenoacético (ANA) (0; 1 e 2 mg L-1) 
ou ácido diclorofenoxiacético (2,4-D) (0; 1 e 2 mg L-1), os quais foram avaliados após 40 dias 
de cultivo. Para os experimentos de isolamento de protoplastos com calos, foram testadas 
combinações de enzimas (1. 0,25% de Celulase “Onokuza” RS; 0,025% de Pectoliase Y-23 e 2% 
de Driselase. 2. 1% de Celulase “Onokuza” RS; 0,5% de Macerozima R-10; 0,1% de Pectoliase 
Y-23 e 0,4% de Driselase. 3. 1% de Celulase “Onokuza” RS; 1% de Macerozima R-10 e 0,% de 
Pectoliase Y-23), osmolaridade da enzima (0,7; 0,8 e 1 M) e temperatura de isolamento (25 e 
28°C) e para os experimentos de isolamento com folhas, foram avaliadas combinações de 
enzimas e osmolaridade da enzima (as mesmas citadas anteriormente). Concluiu-se que a 
indução de poliploidia in vitro de segmentos nodais de framboeseira vermelha cv. Heritage 
utilizando-se 0,05% de colchicina por 24 horas foi o tratamento mais eficaz na obtenção de 
plantas tetraploides; o uso de colchicina à 0,2% foi completamente letal aos explantes; a 
orizalina acarretou menos fitotoxidez aos explantes quando comparada à colchicina, 
possibilitando maior número de plantas regeneradas; o uso de meio de cultura adicionado de 
1 ou 2 mg L-1 de ácido naftaleno acético (ANA) é o mais indicado para indução de calos de 
framboeseira vermelha (Rubus idaeus cv. Heritage) e que o uso de 1 ou 2 mg L-1 de ácido 
diclorofenoxiacético (2,4-D) é o mais indicado para indução de calos de framboeseira negra 
(Rubus niveus); o isolamento de protoplastos de framboeseira vermelha cv. Heritage (Rubus 
idaeus) a partir de calos friáveis foi mais eficaz com a utilização de solução enzimática 
contendo 0,25% de Celulase “Onozuka” RS, 0,025% de Pectoliase Y-23 e 2% de Driselase 
(solução 1), com osmolaridade de 0,7 M e temperatura de isolamento de 25°C; o isolamento 
de protoplastos de framboeseira negra (Rubus niveus) a partir de calos friáveis foi mais eficaz 
ao utilizar solução enzimática contendo 0,25% de Celulase “Onozuka” RS, 0,025% de 
Pectoliase Y-23 e 2% de Driselase (solução 1), com osmolaridade de 1 M e temperatura de 
isolamento de 28°C; e que o isolamento de protoplastos de framboeseira vermelha cv. 
Heritage (Rubus idaeus) a partir de células do mesófilo foliar foi mais eficaz ao utilizar solução 
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enzimática 1% de Celulase “Onozuka” RS, 0,5% de Macerozima R-10, 0,1% Pectoliase Y-23 e 
0,4% de Driselase (solução 2), com osmolaridade de 0,7 M. 
 
Palavras-chave: Poliploidia, Protoplastos, Colchicina, Orizalina, Framboeseira 
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ABSTRACT 
 

Biotechnological tools to support Rubus spp improvement 
 

Among the so-called small fruits, raspberry is the third most cultivated species in 
the world. However, the expansion of its cultivation in countries with a tropical climate, 
such as Brazil, faces some obstacles, such as the use of imported cultivars adapted to a 
temperate climate and phytosanitary problems, such as Late Leaf Rust (Pucciniastrum 
americanum), considered the main disease of the crop. In order to mitigate such 
problems, the present study aimed at developing biotechnological tools to support the 
in vitro improvement of raspberry species (Rubus spp.), through two studies: The first 
study involved the in vitro polyploidy induction of red raspberry nodal segments cv. 
Heritage, using colchicine and oryzalin as chemical agents, to which nodal segments of 
plants kept in vitro were treated in liquid medium containing four concentrations of 
colchicine (0; 0.05; 0.1 and 0.2%) in two exposure times (24 and 48 hours) and four 
concentrations of oryzalin (0; 10; 20 and 40 µM) in two exposure times (4 and 7 days). 
The second study involved obtaining and cultivating callus, isolating, and cultivating 
protoplasts of raspberry species from callus (R. idaeus and R. niveus) and leaf mesophyll 
cells (R. idaeus). For the experiment to obtain calli, leaf discs obtained from plants kept 
in a greenhouse were introduced into a culture medium containing combinations of 6-
benzylaminopurine (BAP) (0; 1 and 2 mg L-1) with 1-naphthaleneacetic acid (ANA) (0; 1 
and 2 mg L-1) or dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) (0; 1 and 2 mg L-1), which were 
evaluated after 40 days of cultivation. For the experiments of isolation of protoplasts 
with calli, combinations of enzymes were tested (1. 0.25% of Cellulase “Onokuza” RS; 
0.025% of Pectoliase Y-23 and 2% of Driselase. 2. 1% of Cellulase “Onokuza” RS; 0.5% of 
Macerozyme R-10; 0.1% of Pectolyase Y-23 and 0.4% of Driselase. 3. 1% of Celulase 
“Onokuza” RS; 1% of Macerozyme R-10 and 0 ,% of Pectolyase Y-23), enzyme osmolarity 
(0.7; 0.8 and 1 M) and isolation temperature (25 and 28°C) and for the isolation 
experiments with leaves, combinations of enzymes and enzyme osmolarity (the same 
mentioned above). It was concluded that in vitro polyploidy induction of nodal 
segments of red raspberry cv. Heritage using 0.05% colchicine for 24 hours was the 
most effective treatment to obtain tetraploid plants; the use of 0.2% colchicine was 
completely lethal to the explants; oryzalin caused less phytotoxicity to the explants 
when compared to colchicine, allowing a greater number of regenerated plants; the use 
of culture medium added with 1 or 2 mg L-1 of naphthalene acetic acid (NAA) is the 
most indicated for calli induction on red raspberries (Rubus idaeus cv. Heritage) and 
that the use of 1 or 2 mg L-1 of dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is the most suitable 
for inducing callus in black raspberry (Rubus niveus); the isolation of protoplasts from 
red raspberry cv. Heritage (Rubus idaeus) from friable calli was more effective with the 
use of an enzymatic solution containing 0.25% of Celulase “Onozuka” RS, 0.025% of 
Pectoliase Y-23 and 2% of Driselase (solution 1), with osmolarity of 0.7 M and insulation 
temperature of 25°C; the isolation of black raspberry (Rubus niveus) protoplasts from 
friable calli was more effective when using an enzymatic solution containing 0.25% of 
Celulase “Onozuka” RS, 0.025% of Pectolyase Y-23 and 2% of Driselase (solution 1 ), 
with osmolarity of 1 M and isolation temperature of 28°C; and that the isolation of 
protoplasts from red raspberry cv. Heritage (Rubus idaeus) from leaf mesophyll cells 
was more effective when using an enzymatic solution of 1% Cellulase “Onozuka” RS, 
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0.5% Macerozyme R-10, 0.1% Pectolyase Y-23 and 0.4 % Driselase (solution 2), with 
osmolarity of 0.7 M. 
 
Keywords: Polyploidy, Protoplasts, Colchicine, Oryzalin, Raspberry 
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1. INTRODUÇÃO 

O setor de fruticultura apresenta grande importância para a economia brasileira pela sua 

participação expressiva no mercado interno e nas exportações. Nas décadas recentes, as 

oportunidades de exportação, devido às diferenças nos períodos de safra nos principais países 

produtores do hemisfério norte, e a busca por alternativas que atendam à demanda por novas 

fontes geradoras de renda na propriedade rural, têm acarretado o aumento do interesse por 

pequenas frutas como opção de cultivo, haja vista também as qualidades nutracêuticas 

apresentadas por elas. Dentre estas, o cultivo das chamadas pequenas frutas e frutas vermelhas de 

clima temperado, a exemplo da amora-preta (Rubus spp.), da framboesa (Rubus idaeus), do mirtilo 

(Vaccinium myrtillus) e do morango (Fragaria x ananassa Duch.), embora ainda pouco expressivo, 

tem mostrado grande potencial de expansão (Fachinello et al. 2011; Raseira et al. 2004).  

Dentre os pequenos frutos, a framboeseira é a terceira espécie mais cultivada no mundo, 

com uma área colhida de 112 mil hectares em 2020, estando atrás apenas do morango, com 384 

mil de hectares colhidos e do mirtilo, com 126 mil hectares colhidos. A Rússia é o maior 

produtor de framboesa do mundo, com 182 mil toneladas, seguida pelo México, com 146 mil 

toneladas e pela Polônia, com 122 mil toneladas produzidas. Na América do Sul, o Chile detém a 

maior produção, com 15 mil toneladas, estando na décima posição no ranking mundial (FAO, 

2022). No Brasil, os dados de produção e área de cultivo são escassos, porém, estima-se uma área 

de cerca de 400 hectares, sendo o entorno de Vacaria/RS a maior região produtora, com cerca de 

150 hectares (Caminiti e Pagot 2016). Há ainda registros de áreas de cultivo pelos estados de 

Minas Gerais e São Paulo (Tiberti et al. 2015). 

Alguns dos motivos do entrave para a exploração da cultura no Brasil são as limitações 

quanto à disponibilidade de cultivares adaptadas e a falta de conhecimentos técnicos sobre a 

cultura, uma vez que se trata de uma espécie extremamente sensível ao clima, principalmente, 

com relação à elevada pluviosidade e alta umidade relativa do ar encontrada, especialmente, no 

Sul do Brasil (Raseira et al. 2004), região de maior produção, podendo levar à ocorrência de 

doenças, como a ferrugem (Pucciniastrum americanum), uma das principais da cultura. Além disso, 

não existem produtos fitossanitários registrados para a cultura no Brasil, o que também limita sua 

produção e expansão no país (Abaurre et al. 2017). 

A formação de pomares de framboeseira representa uma possibilidade de renda para 

pequenos produtores. Trata-se de uma cultura com baixo custo de implantação e que possui 

facilidade de manejo em campo, sendo o retorno financeiro para o produtor iniciado já a partir 

do oitavo mês após o plantio, a depender da cultivar. Além disso, com o agroturismo em alta, um 



8 

pomar de framboeseira pode agregar valor à produção, a qual pode ser destinada tanto ao 

mercado de frutas in natura, quanto para a indústria (Antunes 2002). 

O cultivo de framboeseira no Brasil tem utilizado variedades comerciais importadas da 

Europa, as quais já perderam suas respectivas proteções (varietais), não sendo mais necessário 

pagamento de royalties. Entretanto, estas cultivares estão ultrapassadas por novos materiais 

genéticos em relação a sua capacidade de resistência a pragas e doenças, produção e qualidade. O 

desenvolvimento de programas de melhoramento permitirá o desenvolvimento de novas 

cultivares adaptadas às condições brasileiras de ambiente e mercado, quebrando o ciclo de 

dependência de materiais importados e ultrapassados. No Brasil, a Embrapa Clima Temperado 

tem desenvolvido trabalhos voltados ao melhoramento genético com a cultura da framboesa, 

porém, ainda não se desenvolveu uma cultivar de origem brasileira. 

O melhoramento do gênero Rubus em geral, enfrenta desafios de natureza genética, tais 

como incompatibilidade de pólen e baixa germinação de sementes (Graham e Jennings 2009). 

Por este motivo, os programas de melhoramento de framboeseiras vermelhas utilizam outras 

espécies para incorporação de características desejáveis. No entanto, as hibridações entre 

framboeseiras vermelhas e outras espécies podem apresentar variação na fertilidade e exibir 

incompatibilidade unilateral (Daubeny 1996). Visando contornar as barreiras do melhoramento 

genético convencional, o uso de ferramentas biotecnológicas pode contribuir no 

desenvolvimento de variedades melhoradas. Considerando-se que a formação natural de 

poliploides ocorre em baixa frequência, o uso da poliploidia induzida tem crescido nos programas 

de melhoramento. Esse procedimento ocorre através do uso de agentes químicos capazes de 

atuar no ciclo mitótico ou por processos de junção de núcleos por fusão de protoplastos 

(hibridação somática). O interesse sobre os híbridos produzidos pela poliploidização de inúmeras 

espécies tem levado ao aprimoramento das técnicas utilizadas (Dhooghe et al. 2011). 

O processo de indução de poliploidia por agentes químicos é realizado com a utilização 

de substâncias antimitóticas, as quais dificultam a polimerização do fuso mitótico, levando a 

divisão celular sem redução no número de cromossomos recém duplicados (Eng e Ho 2019). 

Produtos químicos, tais como colchicina e orizalina, estão entre os agentes antimitóticos que podem 

ser precursores da poliploidia (Dhooghe et al. 2011). 

A poliploidia induzida por hibridação somática (fusão de protoplastos), por outro lado, é 

uma técnica que permite modificar células vegetais mediante fusões nucleares ou citoplasmáticas e 

obter híbridos interespecíficos, intergenéricos, de genitores compatíveis ou não, ou ainda, cíbridos 

(Calixto et al. 2004). A técnica possibilita a introdução de características agronômicas desejáveis em 

materiais melhorados, o que a torna uma ferramenta muito útil para o melhoramento genético, 
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servindo como alternativa complementar para os programas tradicionais (Miranda et al. 1997). Para 

que a técnica possa ser realizada, é importante que um protocolo eficiente de isolamento e cultivo 

de protoplastos seja previamente estabelecido, a fim de garantir a qualidade e rendimento de 

protoplastos a serem utilizados na fusão. 

Tendo em vista que os resultados de pesquisas envolvendo a poliploidia induzida por 

agentes químicos possibilitarão o desenvolvimento de uma cultivar de framboesa de origem 

nacional, e que pesquisas envolvendo o isolamento e cultivo de protoplastos serão de suma 

importância para que novos estudos envolvendo a hibridação somática por fusão de protoplastos 

com genótipos de framboesa sejam realizados, buscou-se, neste trabalho, desenvolver de 

ferramentas biotecnológicas visando apoio ao melhoramento in vitro de espécies de framboeseira 

(Rubus spp.).  
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2. CONCLUSÕES 

A indução de poliploidia in vitro de segmentos nodais de framboeseira vermelha cv. 

Heritage utilizando 0,05% de colchicina por 24 horas foi o tratamento mais eficaz na obtenção de 

tetraploides. 

O uso de colchicina à 0,2% foi completamente letal aos explantes.  

A orizalina acarretou menos fitotoxidez aos explantes quando comparada à colchicina, 

possibilitando maior número de plantas regeneradas. 

O uso de meio de cultura adicionado de 1 ou 2 mg L-1 de ácido naftaleno acético (ANA) 

é o mais indicado para indução de calos de framboeseira vermelha (Rubus idaeus cv. Heritage). 

O uso de meio de cultura adicionado de 1 ou 2 mg L-1 de ácido diclorofenoxiacético 

(2,4-D) é o mais indicado para indução de calos de framboeseira negra (Rubus niveus). 

O isolamento de protoplastos de framboeseira vermelha cv. Heritage (Rubus idaeus) a 

partir de calos friáveis foi mais eficaz ao utilizar solução enzimática contendo 0,25% de Celulase 

“Onozuka” RS, 0,025% de Pectoliase Y-23 e 2% de Driselase (solução 1), com osmolaridade de 

0,7 M e temperatura de isolamento de 25°C.  

O isolamento de protoplastos de framboeseira negra (Rubus niveus) a partir de calos 

friáveis foi mais eficaz ao utilizar solução enzimática contendo 0,25% de Celulase “Onozuka” RS, 

0,025% de Pectoliase Y-23 e 2% de Driselase (solução 1), com osmolaridade de 1 M e 

temperatura de isolamento de 28°C.  

O isolamento de protoplastos de framboeseira vermelha cv. Heritage (Rubus idaeus) a 

partir de células do mesófilo foliar foi mais eficaz ao utilizar solução enzimática 1% de Celulase 

“Onozuka” RS, 0,5% de Macerozima R-10, 0,1% Pectoliase Y-23 e 0,4% de Driselase (solução 

2), com osmolaridade de 0,7 M. 
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