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INTRODUCAO

O morangueiro ¢ uma planta que nos ultimos anos ganhou muito destaque em todos os
segmentos de sua producao. O Brasil produz anualmente aproximadamente 5.084 ha de morangueiro e
cerca de 200.000 toneladas da fruta (FAOSTAT, 2023). O cultivo in vitro representa uma importante
estratégia para o desenvolvimento de mudas de qualidade e isentas de doencgas. De acordo com Fontes
(2003) as biofabricas expandiram seu trabalho na clonagem de variedades melhoradas de morangueiro.
O cultivo in vitro desta cultura ¢ uma rotina em inumeros laboratdrios comerciais de pesquisas e
distribuicdo de mudas certificadas em diversos paises do mundo. O primeiro registro da
micropropaga¢do do morangueiro foi publicado em 1974 pelo pesquisador belga P. Boxus. Nesta época
0 objetivo da pesquisa concentrou-se na redugdo do tempo para a obtengdo de plantas por multiplicagéo
massal a partir de brotagdes axilares (DEBNATH, 2008). No final da mesma década, pesquisadores da
Embrapa Clima Temperado em Pelotas/RS, publicaram as primeiras pesquisas de cultivo in vitro do
morangueiro no Brasil (FORTES, 2003). O estabelecimento de protocolos de produ¢do de mudas in
vitro é uma ferramenta de fundamental importancia para o melhoramento utilizando a biotecnologia
(transformagdo genética e edigdo gendmica), uma vez que estas modificacdes necessitam dos protocolos
de producdo de plantas in vitro para o desenvolvimento dos materiais modificados geneticamente. O
presente trabalho tem como objetivo disponibilizar um protocolo de produ¢do de mudas in vitro do

morangueiro e aclimatizacdo das mudas.

MATERIAL E METODOS

As pesquisas foram realizadas nos Laboratorios didaticos e na casa de vegetacdo do Campus da
Universidade Federal da Fronteira Sul — UFFS, de Laranjeiras do Sul - PR. Foram utilizados nesta
pesquisa aquénios de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) oriundos de plantas estabelecidas em
casa de vegetacdo. As culturas foram realizadas em placas de Petri de 10 cm de diametro e 2 cm de
altura, contendo 30 mL de meio de cultura e vedadas com filme plastico ou em tubos de ensaio contendo

5 mL do mesmo meio. Todas as culturas in vitro respectivas a cada experimento foram mantidas em
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camara de germinacdo do tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), sob luz fluorescente branca
fria com densidade de fluxo fotossintético de 40 umol/m/s, fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 +

2°C. O meio de cultura teve o pH ajustado em 5,8 e foi autoclavado durante 20 min a 120°.

SUPERACAO DA DORMENCIA E DESINFESTACAO DOS AQUENIOS

O processo de superagdo de dorméncia utilizado foi adaptado de Chapieski et al 2017 e consistiu
na escarificacdo quimica dos aquénios com acido sulfurico (80%), durante 10 min e posterior triplice
lavagem em agua destilada autoclavada. Para o experimento de desinfesta¢do, os aquénios preparados
na etapa anterior receberam um pré-tratamento em etanol 70% durante 2 minutos e em seguida um
tratamento com hipoclorito de sddio 4%. Apds os procedimentos de desinfestacdo, os aquénios foram

inoculados em meio de cultura MS e incubados por 45 dias em camara de germinagao do tipo BOD.

INTRODUCAO IN VITRO, DESENVOLVIMENTO DAS MUDAS E ACLIMATIZACAO

As plantas germinadas na etapa anterior foram isoladas em tubos de ensaio contendo 5 mL de
meio de cultura MS e subcultivadas por mais 2 periodos de 28 dias para completar o crescimento in
vitro. Ap6s o periodo de crescimento, as plantas foram removidas dos tubos de ensaio, lavadas em agua
corrente. Apos este procedimento, foram selecionadas plantas com 3 1 cm de comprimento (raiz +
parte aérea) e transplantadas em copos descartaveis de 180 ml com 5 perfuracdes na base de cada, para
escoamento do excesso de agua e preenchidos com o tratamento de substrato previamente umedecido.
Os tratamentos de aclimatizagdo foram os seguintes: T1. Testemunha (100% substrato para hortalicas);
T2. 70 % substrato para hortaligas + 15% areia +15% fibra de coco triturada, T3. 50 % substrato para
hortalicas + 25% areia +25% fibra de coco triturada. Este experimento foi conduzido em casa de
vegetacdo com temperatura aproximada de 25 a 30°C, sob sombrite escuro com capacidade de
interceptagdo luminosa de 50% por 7 dias. Apds 28 dias do cultivo em casa de vegetacdo, foi realizada
a avaliag@o da porcentagem de plantas sobreviventes, numero de folhas e altura de parte aérea de plantas.
O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com 12 repetigdes por tratamento
e 1 planta por unidade experimental. Os dados obtidos referentes a porcentagem de plantas sobreviventes
foram transformados, utilizando a férmula Sen(x) + 1 antes de serem submetidos a analise de variancia,
quando significativos, os dados foram submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia

para a comparagdo das médias dos tratamentos utilizando o programa estatistico Assistat 7.7 beta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Introdugao in vitro

O protocolo de germinagdo e introdug@o in vitro foi eficiente e a metodologia descrita e utilizada
nesta pesquisa permitiu uma taxa de germinacdo de plantas de 85% isentas de contaminagdes. O
comprimento médio das plantas analisadas (parte aérea + parte radicular) foi de 8 mm apds 45 dias de

cultivo in vitro. Ap6s o cultivo individual das plantas em tubos de ensaio, 94 % responderam delas



responderam ao crescimento no final de 2 periodos de 28 dias de cultivo. O comprimento médio das

plantas (parte aérea + parte radicular) foi de 5 cm.

Aclimatizagdo das mudas

Apos o periodo de 28 dias de aclimatiza¢do em casa-de-vegetacdo, foi avaliada a porcentagem
de plantas sobreviventes, altura de plantas e nimero de folhas. Os dados foram submetidos a analise da
variancia, o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade foi utilizado para a comparagdo das médias.
O tratamento que proporcionou maior porcentagem de sobrevivéncia foi o T2, (70 % substrato
comercial + 15% areia +15% fibra de coco triturada) apresentando 83,33% de sobrevivéncia, diferindo-
se estatisticamente da testemunha T1 (substrato comercial de hortaligas), que apresentou 66,67% de
sobrevivéncia, porém o T2 ndo se diferiu estatisticamente do T3 (50 % substrato comercial + 25% areia
+25% fibra de coco triturada) que apresentou uma porcentagem de sobrevivéncia de 75%, como pode
ser observado na Tabela 1.

Com relagdo a porcentagem de plantas sobreviventes foi obtido para o tratamento com maior
desempenho um resultado semelhante a Calvete et al. (2000) que em estudo com morangueiro
obtiveram porcentagens de 82 a 56 % de plantas sobreviventes durante o periodo de aclimatizagdo em
bandejas de isopor com 72 células com mistura de 45% de turfa preta moida, 22,5% de casca de arroz
queimada, 22,5% de casca de acacia-negra ¢ 10% de vermiculita, em plantas obtidas com diferentes
concentracdes de sacarose no meio de cultura in vitro, porém na sua metodologia de aclimatizacgdo, as
mudas permaneceram em uma camara umida com nebulizacdo durante as 3 primeiras semanas de

aclimatizagao.

Tabela 1. Resultados para plantas vivas (%), parte aérea (cm) e nimero de folhas de plantas de Fragaria

x ananassa Duch. apds 28 dias de aclimatizag@o, em fungo dos diferentes substratos.

Plantas vivas Altura de parte aérea Nimero de folhas
Substratos
(0/0)* (cm)ns ns
T1 66,67 b 3,08 a 7,67 a
T2 83,33 a 2,90 a 7,33 a
T3 75,00 ab 2,08 a 8,00 a
CV (%) 69,91 74,58 88,45

Meédias seguidas de letras diferentes na coluna diferem estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. T1 (substrato
comercial de hortaligas), T2 (70 % substrato comercial + 15% areia +15% fibra de coco triturada), T3 (50 % substrato comercial + 25% areia
+25% fibra de coco triturada). (ns) ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade. (*) significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Ritter et al. (2009) encontrou resultados de sobrevivéncia inferiores na aclimatizagdo de
morangueiro em sistema de bandejas alveoladas de isopor de 128 células com substrato orgénico

Plantmax® PXT e bandejas ndo alveoladas de polietileno com areia, onde obteve um indice de



sobrevivéncia de 65% e no mesmo trabalho em um sistema com uma placa de poliestireno flutuante em
solugdo nutritiva obteve 100% de mortalidade.

Para a altura de parte aérea os tratamentos ndo demonstraram diferencas estatisticas
significativas, apresentando médias entre 2,08 ¢ 3,08 cm, como pode ser observado na Tabela 1. Com
relagdo a avaliacdo de altura de plantas Ritter et al. (2009) também nao encontrou diferengas estatisticas
significativas, obtendo médias de altura de plantas de morango as quais apresentaram valores de 4,81 ¢
5,55 cm, sendo estas superiores as encontradas neste trabalho. Os mesmos autores também nao
obtiveram diferencgas estatisticas significativas para o nimero de folhas, onde foram observadas médias
de 8,06 ¢ 7,86, aproximando-se dos resultados encontrados nesse trabalho como podem ser observados
na Tabela 1.

A folha desempenha papel fundamental para os processos fotossintéticos da planta e
consequente producdo de biomassa. Além disso, o desenvolvimento de folhas pode ser resultado
positivo do processo de aclimatizacdo. Em nosso trabalho, o numero médio de folhas foi de 7,33 a 8
folhas aos 28 dias de aclimatizag@o. Estes valores estdo proximos aos encontrados por Bien et al. (2023)
nas mesmas condi¢des de aclimatagdo, obtendo valor médio de 6,33 folhas por explante e ndo
diferenciando dos demais tratamentos. Portanto, o efeito de diferentes substratos tem pouca influéncia

para emissdo de folhas.

CONCLUSOES

A superacdo da dorméncia utilizando 4cido sulfurico, seguido de desinfestacdo de aquénios de
morangueiro com hipoclorito de sodio a 8 % por 20 minutos foi satisfatoria para a introducdo in vitro
do morangueiro. O meio de cultura MS foi eficiente para o cultivo e desenvolvimento das plantas. O
substrato composto por 70% de substrato comercial para hortalicas + 15% areia +15% fibra de coco
triturado demonstrou ser eficiente na aclimatizacao de mudas de morangueiro em relagdo a porcentagem
de plantas sobreviventes. Porém, ndo se diferenciou do substrato com 50 % substrato comercial + 25%

areia +25% fibra de coco triturada.
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