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RESUMO

CAMARGO, Samila Silva. Avanc¢os no sistema de micropropagacao de cultivar
italiana de morangueiro ‘Pircinque’. Tese (Doutorado em Producdo Vegetal) —
Centro de Ciéncias Agroveterinarias, Universidade do Estado de Santa Catarina,
CAV-UDESC. 151p, Lages, SC, 2018.

A demanda por mudas de qualidade genética e sanitaria estd cada vez maior e por
isso, a utilizacdo de plantas matrizes oriundas da técnica de micropropagacéo é
recomendada na producdo de mudas de morangueiro. Diante disso, buscam-se
estudos que possibilitem o aperfeicoamento da técnica de cultivo in vitro e acelerem
0 processo de obtencéo das mudas desta espécie. Sendo assim, o objetivo do estudo
foi determinar o potencial da cultivar italiana de morangueiro ‘Pircinque’, quanto a sua
propagacao in vitro e em sistema automatizado — biorreatores de imersao temporaria
— visando producdo massal de mudas, assim como, verificar a eficiéncia da técnica
de crioconservacgao para a mesma cultivar. Em condicdes ex vitro, verificar a influéncia
dos ambientes de cultivo de mudas de ‘Pircinque’ na extragdo de meristemas e, além
disso, observar o crescimento da cultivar, com uso de adubo de liberacdo lenta
(Osmocote®). O primeiro capitulo trata do estudo de diferentes meios de cultivo e
seus componentes no estabelecimento e multiplicacdo in vitro de explantes de
morangueiro ‘Pircinque’, onde se verificou que, exceto no estabelecimento, o meio de
cultura MS é o mais indicado para o crescimento quando comparado ao KNOP, sendo
em ambos, adicionados componentes que favorecem o crescimento da parte aérea e
do sistema radicular. No segundo capitulo verificou-se a inducao de calos a partir de
explantes ja cultivados in vitro, onde a calogénese foi favorecida quando as folhas
foram cortadas transversalmente e cultivadas em meio de cultura com ANA (8 mg L-
D). No capitulo trés, explantes foram propagados em sistema automatizado
(biorreatores de imersao temporaria) e verificou-se que € uma técnica eficiente para a
multiplicagdo e enraizamento de morangueiro ‘Pircinque’, com a imersao de meio
liguido MS, cinco vezes ao dia, quando comparada ao método convencional de
micropropagacao com uso de meio de cultura sélido. No quarto capitulo foi estudada
a eficiéncia da crioconservagao de explantes de morangueiro ‘Pircinque’ a partir de
dois métodos distintos, cryoplate e droplet. Concluiu-se que para essa cultivar altas
taxas de oxidacdo foram observadas quando armazenados em nitrogénio liquido e
que, independente do tempo de contato da solucdo crioprotetora (PVS2) com os
explantes, essas taxas foram superiores a 76%. Além disso, o contato com PVS:2 nos
tempos 60, 90 e 120 minutos favoreceu a sobrevivéncia dos explantes apds a
crioconservacao, independente do método usado. E no dltimo capitulo, verificou-se
que o cultivo em estufa de plantas de morangueiro ‘Pircinque’, favorece o crescimento
e desenvolvimento das mudas, assim como, a posterior extracado de meristemas para
uso na técnica de micropropagacdo. Além disso, concluiu-se que a adicdo de
fertilizante de liberacdo lenta ndo é necessaria para o crescimento e desenvolvimento
da parte aérea e sistema radicular de mudas micropropagadas de morangueiro
‘Pircinque’.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa Duch. Propagacéo in vitro. Meio de cultivo.
Biorreatores. Aclimatizacao.






ABSTRACT

CAMARGO, Samila Silva. Advances in the micropropagation system of Italian
‘Pircinque’ strawberry cultivar. Thesis (Doctorate in Plant Production). Center of
Agroveterinaries Sciences. University of Santa Catarina State. CAV-UDESC. 151p,
Lages, SC, 2018.

The demand of genetic and sanitary quality for seedlings is increasing and the use of
matrix plants from the micropropagation technique is recommended in the production
of strawberry seedlings. Therefore, we are looking for studies that allow the
improvement of the in vitro culture technique and accelerate the process of obtaining
the seedlings of this species. The aim of the study was to determine the potential of
the 'Pircinque’ strawberry cultivar in vitro and in the automated system - temporary
immersion bioreactors - for mass production of seedlings, as well as to verify the
efficiency of cryopreservation technique for the same cultivar. Under ex vitro
conditions, check the influence of 'Pircinque’ seedlings on meristem extraction and, in
addition, observe the growth with the use of slow release fertilizer (Osmocote ®). The
first chapter deals with the study of different culture media and their components in the
in vitro establishment and multiplication of 'Pircinque’ strawberry explants, where it was
verified that, except in the establishment, the MS culture medium is the most suitable
for growth when compared to KNOP, being in both, added components that favor the
aerial and root system growth. In the second chapter the callus induction was verified
from explants already cultivated in vitro, where calogenesis was favored when the
leaves were cut crosswise and cultured in medium with ANA (8 mg L™?). In chapter
three, explants were propagated in an automated system (temporary immersion
bioreactors) and found to be an efficient technique for the multiplication and rooting of
'Pircinque’ strawberry, with the immersion of MS liquid medium, five times a day, when
compared to the conventional method of micropropagation using solid culture medium.
In the fourth chapter the cryopreservation efficiency of 'Pircinque’ strawberry explants
was studied from two different methods, cryoplate and droplet. It was concluded that
this cultivar presented high oxidation rates when stored in liquid nitrogen and that,
regardless of the contact time of the cryoprotectant solution (PVS:2) with the explants,
these rates were higher than 76%. In addition, contact with PVS:2 at 60, 90 and 120
minutes favored the survival of the explants after cryopreservation, regardless of the
method used. And in the last chapter, it was verified that the greenhouse cultivation of
'Pircinque’ strawberry plants favors the growth and development of the seedlings, as
well as the subsequent extraction of meristems for use in the micropropagation
technique. In addition, it was concluded that the addition of slow release fertilizer is not
necessary for the growth and development of the plant shoots and root system of
micropropagated 'Pircinque’ strawberry seedlings.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch.. In vitro propagation. Culture méd
Bioreactors. Acclimatization.
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1 INTRODUCAO GERAL

O grupo conhecido como “pequenas frutas” compreende as culturas da amora,
framboesa, mirtilo, morango, physalis, e também as nativas, como pitanga, araca,
butia, uvaia, goiaba serrana, entre outras e dentro deste grupo, 0 morango é o mais
popular, com maior area cultivada, maior tradicdo de cultivo no Brasil (PAGOT e
HOFFMANN, 2003) e de maior expressao econdmica dentro da cadeia produtiva das
pequenas frutas.

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) é produzido e apreciado nas mais
variadas regifées do mundo, sendo o Brasil 0 segundo maior produtor da América
Latina (CARVALHO et al., 2013; ROSA et al., 2013). Dessa forma, representa uma
cultura de consideravel expressdo econdmica para produtores brasileiros, tendo
grande destaque em estados como Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e
Espirito Santo (PEREIRA et al., 2013).0 destaque na producéo da espécie baseia-se
nao somente no retorno econdmico que esse pequeno fruto proporciona, mas
também, por ser rico em fibras, vitamina C e do complexo B, célcio, magnésio, fésforo
e ferro e, além disso, apresentar baixas calorias (TACO, 2011; DONNO, 2013). Com
isso, por seu sabor agradavel e cor atraente, constitui um grande mercado nas
principais economias do mundo, podendo ser consumido in natura ou industrializado
(MADAIL et al., 2007).

Mesmo sendo uma espécie perene, 0 morangueiro é cultivado como uma
planta anual e, por esse motivo, a etapa de producdo de mudas é crucial ja que a
renovacao das plantas acarreta investimento de recursos que representam até 45%
do custo de producéo (OLIVEIRA et al., 2010).

Atualmente, 90% das mudas plantadas no Brasil sdo de origem chilena ou
argentina, entretanto, nos ultimos anos aumentou a procura por materiais nacionais
devido a introducgéo de novas cultivares que ndo sdo produzidas pelos paises citados
anteriormente, o que justifica a retomada de propagacdo no pais visando a
potencializacdo do sistema de producdo de morangos. Segundo Passos (1997), nas
duas ultimas décadas foi intensa a introducédo de novas cultivares de morangueiro
oriundas de outros paises, porém sem estudos prévios, o que € inadequado, ja que a
escolha da cultivar € a questdo-chave para o sucesso na producédo de frutos em
diferentes sistemas de cultivo (RUAN et al., 2013).
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Historicamente, as cultivares introduzidas no Brasil foram originarias dos
programas de melhoramento genético dos EUA (Universidades da Flérida e California)
e da Espanha (ANTUNES e PERES, 2013). Contudo, recentemente o Centro de
Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV-
UDESC), juntamente com o Consiglio per la Ricerca in Agricoltura e L’analisi
Dell’economia Agraria - Unita di Ricerca per la Frutticoltura - Forli, CREA-FRF (ltalia)
conduziram o projeto “Criacédo e adaptagao de gendtipos de morangueiro por meio da
cooperacao cientifica com o CREA-FRF — Italia” a fim de introduzir e difundir novos
materiais genéticos no Brasil. O mesmo foi caracterizado por trés areas tematicas
fundamentais para a cadeia produtiva do morango: i) adaptabilidade de cultivares e
selecbes de morangueiros; i) melhoramento genético e iii) micropropagacédo de
morangueiro.

Atualmente o CREA-FRF coordena oito programas de melhoramento genético
localizados nas principais regides produtoras de morango da Italia (BARUZZI et al.,
2017) e a partir destes, a cultivar Pircinque foi criada pelos pesquisadores doutores
Walther Faedi e Gianluca Baruzzi (FAEDI et al., 2014). Na primeira geracao de plantas
obtidas pelo cruzamento, no ano de 2006, na cidade de Scanzano Jonico, 0 genoétipo
PIR 04.228.05 foi selecionado no campo genético de ‘seedlings’ em virtude do habito
de crescimento e rusticidade da planta, da presenca de frutos grandes, uniformes, de
formato coénico e com elevados valores de soélidos soltveis e firmeza de polpa, além
da sensibilidade da planta ao fotoperiodo de dia curto (BARUZZI et al., 2017; FAEDI
et al., 2014).

As caracteristicas da nova cultivar, jA protegida e registrada no Brasil (Anexo
A), ja estdo sendo estudas nas condi¢cbes do Brasil. Fagherazzi et al. (2017),
comparou seis cultivares de morangueiro (Camarosa, Oso Grande, Strawberry
Festival, Albion, Jonica e Pircinque) no Planalto Sul Catarinense e foi observado na
cultivar Pircinque as maiores relagdes entre as variaveis ‘firmeza de polpa x producéo
total’, ‘solidos soluveis x producgao total’ e entre ‘solidos soluveis x firmeza de polpa’.
E através desta pesquisa, 0s mesmos autores concluiram que o morango italiano
‘Pircinque’ € uma cultivar promissora junto aos produtores brasileiros da espécie.

No método tradicional de producdo de mudas de morangueiro, o plantio das
matrizes é realizado no solo. Entretanto a taxa de propagacdo é baixa, as mudas
obtidas séo desuniformes e a contaminacéo por doencas € elevada, principalmente
pela antracnose (Colletotrichum spp.) (SANTOS e MEDEIROS, 2003).
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No Brasil, na producdo de mudas de morangueiro, o produtor adquire plantas
matrizes oriundas de cultura de tecidos de laboratorios credenciados, e faz o plantio
a campo aberto e as plantas obtidas desta matriz sdo diretamente utilizadas pelos
produtores (ANTUNES e REISSER JUNIOR, 2007). A busca por mudas produzidas
por essa técnica ocorre devido a necessidade de alta qualidade de produto para a
comercializacdo, exigéncia do mercado consumidor e ainda, que propiciem
guantidade suficiente para atender a demanda (DIAS et al., 2014).

De acordo com Oliveira et al. (2005), as cultivares de morangueiro sao bastante
responsivas in vitro, com taxas de multiplicacdo superiores as de outras espécies.
Dessa forma, o emprego da técnica de cultura de tecidos possibilita a producéo do
maior niumero de plantas possivel no menor espaco de tempo, por meio de varios
ciclos de multiplicagéo in vitro (FONSECA et al., 2013). Sendo assim, a utilizagao
dessa técnica com o objetivo de melhorar a rentabilidade das culturas, tem-se
apresentado como instrumento importante que pode ser explorado pelos
pesquisadores, produzindo plantas com elevada qualidade sanitaria (SOUZA et al.,
2006).

Entretanto, essa técnica apresenta como principal desvantagem o elevado
custo de producéo de producao das mudas, em virtude dos equipamentos e reagentes
utilizados e, devido a elevada exigéncia de méao de obra especializada. Além disso,
Lemos (2013) destaca também, a diminuicdo da taxa de multiplicacdo e biomassa
devido a baixa taxa de absorcdo dos nutrientes pelos explantes.

Nesse sentido, como alternativa e aumento da eficiéncia do cultivo in vitro,
visando atender a demanda de mudas, Teixeira (2011) afirma que o uso de
biorreatores € a tecnologia mais recente e a alternativa mais promissora nesse campo,
sendo uma técnica econémica e simples, resultando em plantas muito melhores que

as produzidas no sistema convencional.
1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral
Otimizar a técnica de produgédo de mudas de morangueiro da cultivar Pircinque

por meio de propagacao in vitro e em sistema automatizado, visando producao massal

de mudas, assim como, verificar a eficiéncia da técnica de crioconservacéo, além de
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estudar as condicfes ex vitro dessa cultivar em diferentes ambientes de cultivo e uso

de adubo de liberacao lenta.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Otimizar o protocolo de micropropagacéao da cultivar Pircinque, a fim de obter
mudas em escala comercial e em um menor periodo de tempo, para atender a
demanda crescente de material propagativo para viveiros comerciais.

- Estudar e comparar os meios de cultura utilizados no Brasil e na Itélia, para
determinar qual € o mais indicado para o crescimento in vitro da cultivar Pircinque.

- Identificar diferentes componentes a serem adicionados ao meio de cultura,
que favorecam a multiplicacdo e enraizamento de explantes do morangueiro
‘Pircinque’.

- Verificar o crescimento de seus explantes em sistema automatizado, com uso
de meio de cultura liquido, através de biorreatores de imersédo temporaria, durante as
etapas de multiplicacdo e enraizamento.

- Determinar a capacidade de sobrevivéncia e indices de oxidagao de explantes
de morangueiro ‘Pircinque’ em condigdes de crioconservagao.

- Definir o ambiente mais adequado para manutencdo de mudas matrizes com
objetivo de producéo de estolfes e consequentemente, extracdo de meristemas para
estabelecimento in vitro.

- Pesquisar a influéncia do fertilizante de liberacdo lenta, Osmocote®, no

crescimento de mudas micropropagadas de morangueiro ‘Pircinque’.

1.2 HIPOTESES

- O protocolo brasileiro, com uso do meio de cultivo MS, € mais eficiente para
a producdo de mudas in vitro de morangueiro ‘Pircinque’ do que o utilizado na Italia
(KNOP).

- A utilizagdo de biorreatores com meio de cultura liguido em imersdo
temporaria € uma técnica que possibilita a produ¢édo de um maior numero de mudas
de morangueiro, em um menor periodo de tempo, quando comparado ao cultivo em

meio de cultura soélido.
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- Atécnica de crioconservacao in vitro de morangueiros cv. Pircinque é eficiente
e proporciona a sobrevivéncia e manutencao dos explantes.

- O ambiente de manutengdo de mudas de morangueiro ‘Pircinque’ influencia
diretamente o crescimento e desenvolvimento das mesmas, assim como, a
sobrevivéncia de meristemas, apés o estabelecimento in vitro.

- A utilizacdo do fertilizante de liberacdo lenta (Osmocote®) favorece o

crescimento de mudas de cv. italiana de morangueiro ‘Pircinque’.

1.3 JUSTIFICATIVA

Diante do exposto, busca-se explorar diferentes metodologias, sendo estas
aplicaveis a cultura do morangueiro, com intuito de otimizar a propagacao in vitro desta
espécie, especificamente para a cultivar italiana ‘Pircinque’ e utilizar um sistema com
automacao, a partir do uso de biorreatores de imersédo temporéaria. Dessa forma, a

tese foi estruturada em cinco capitulos distintos, descritos a seguir.

I.  Multiplos fatores in vitro proporcionam estabelecimento e multiplicagdo da
cultivar italiana de morangueiro Pircinque.

Il. Calogénese a partir de folhas de explantes de -cultivar italiana de
morangueiro ‘Pircinque’.

I1l. Multiplicagdo e enraizamento de cultivar italiana de morangueiro ‘Pircinque’
em biorreatores de imersao temporaria.

IV. Crioconservacdo de explantes de morangueiro ‘Pircinque’ a partir das
técnicas cryoplate e droplet.

V. Diferentes ambientes para emissao de estoldes e fertilizante de liberacéao

lenta no desenvolvimento ex vitro de ‘Pircinque’.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A CULTURA DO MORANGUEIRO

O morangueiro pertence a familia Rosaceae e ao género Fragaria, possuli
namero de cromossomos igual a sete e compreende 17 espécies silvestres
classificadas quanto ao nivel de ploidia (RIOS, 2007). As espécies octopldides F.
chiloensis e F. virginiana, quando cruzadas, resultaram o hibrido Fragaria x ananassa
Duch. (ocorrida casualmente, nas proximidades de Brest na Franga, possivelmente
por volta de 1750), originando as cultivares comerciais hoje cultivadas (SILVA et al.,
2007).

E uma planta herbacea perene, porém cultivada como anual, que forma uma
espessa roseta, podendo ser rasteira ou atingir de 15 a 30 cm de altura, com caule
curto, denominado coroa. E tipica de climas frios, sendo as altas temperaturas o
principal fator limitante da cultura, sendo sensivel a variacdo fotoperiddica, onde
plantas de dias curtos tm o desenvolvimento vegetativo favorecido, estimulo da
emissao de estoldes e inibicdo do florescimento durante o verédo (FILGUEIRA, 2007).

A cultura gera alta rentabilidade aos agricultores, por sua vez, os consumidores
também possuem ampla exigéncia sobre esta fruta, em parte pelas suas diferentes
formas de processamento e utilizacdo, seja in natura ou na forma de compotas,
geleias, sorvetes, polpas e sucos (FACCHINELO et al., 2011). Sendo assim, assume
importante papel socioecondmico em ambito nacional e regional e por ser uma fruta
muito saborosa e rica em vitaminas, caracteriza-se por ocupar peqguenas areas e exigir
acentuada méo de obra durante a implantacdo e o manejo do cultivo (GOMES et al.,
2013).

Possui ampla distribuicdo geogréafica em virtude de sua alta capacidade de
adaptacado as condi¢des de cultivo e de clima (MORALES et al., 2012), sendo que a
producdo mundial de morango no ano de 2016 foi de 9,1 milhdes de toneladas com
uma area plantada de 401.864 hectares de acordo com a Food and Agriculture
Organization — FAO (FAOSTAT, 2018).

A producgdo de morangos no Brasil tem crescido nos ultimos anos, estimando-
se uma producdo anual de 100 mil toneladas em 3.500 ha (ANTUNES et al., 2010;

COSTA et al., 2011), sendo o maior produtor brasileiro o Estado de Minas Gerais, com
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95% da sua producdo concentrada na Regido Sul, devido as caracteristicas
edafoclimaticas que favorecem o cultivo (SILVEIRA e GUIMARAES, 2014). Este
estado, segundo o Instituto Brasileiro de Frutos (IBRAF), produz cerca de 40 mil
toneladas por ano, o equivalente a 40% da producao nacional, seguido de S&o Paulo
(20 mil toneladas por ano) e do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Espirito
Santo e Rio de Janeiro, respectivamente (ANTUNES et al., 2010). Dessa forma, os
trés principais estados produtores, destacam-se em producdo, com mais de 80% do
total nacional (REICHERT e MADAIL, 2003; IEA, 2008). Entretanto, também se
observa um crescimento da producdo em regibes com diferentes condicOes
edafocliméaticas, como Santa Catarina, Parana, Espirito Santo, Goidas e Distrito
Federal (ANTUNES e REISSER JUNIOR, 2007).

Sendo assim, 0 morangueiro tornou-se uma importante cultura no Brasil devido
a sua alta rentabilidade econdmica, amplo conhecimento pelos consumidores e
grande diversidade na comercializacdo (FACHINELLO et al., 2011), além do
importante papel social, pois é produzido em pequenas propriedades e com grande
utilizagdo de méo de obra familiar (ALMEIDA et al., 2014).

2.2 PRODUCAO DE MUDAS DE MORANGUEIRO

O vigor e a sanidade da muda configuram-se como pré-requisitos essenciais
para a obtencéo de elevada produtividade de frutos (VERDIAL et al., 2009; ANTUNES
e COCCO, 2012), ja que esta é uma das necessidades mais relevantes no sistema de
producdo do morangueiro, sendo a base para a obtencdo de melhores respostas as
tecnologias empregadas no processo produtivo, pois esta diretamente relacionada
com a produtividade e a qualidade da fruta (OLIVEIRA e SCIVITTARO, 2009).

O Brasil necessita anualmente em torno de 175 milhdes de mudas de
morangueiro (ANTUNES e PERES, 2013), em contrapartida, o processo de obtenc¢ao
de mudas é uma das etapas criticas para o0 sucesso do cultivo, porque envolve
decisbes gerenciais relevantes, como a qualidade do material propagativo, 0 preco
unitario, a disponibilidade e a escolha das cultivares (HENZ, 2010).

Um dos aspectos atualmente limitantes a produtividade do morangueiro no

Brasil € a escassez de mudas de elevadas qualidades fisiologica e sanitaria

(OLIVEIRA et al., 2010). A qualidade das mudas esta entre os fatores que tem maior
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influéncia as tecnologias empregadas no processo produtivo na cultura, que renovada
anualmente, pode evitar acimulo de doencas e pragas de um ano de cultivo para
outro (OLIVEIRA et al.,, 2005), além de estar diretamente relacionada com a
produtividade e a qualidade do fruto (OLIVEIRA e SCIVITTARO, 2009; HENZ, 2010).

De acordo com Oliveira et al. (2005), o setor produtivo apresenta quatro
situacdes distintas em relacdo a origem das mudas: importacdo principalmente do
Chile e da Argentina; aquisicdo em viveiros registrados existentes no pais; producao
em suas propriedades apos compra de matrizes de laboratérios e producdo a partir
de material direto da lavoura.

Das 175 milhdes de mudas necessarias para atender a demanda do Brasil,
cerca de 50 milhdes sao importadas do Chile ou Argentina (ANTUNES e COCCO,
2012) e a justificativa para utlizagdo destas ocorre porque estes materiais
propagativos apresentam boa qualidade fisiolégica e fitossanitaria, o que é
fundamental para o alcance de elevadas produtividades (PORTELA et al., 2012).
Entretanto, os produtores relatam altos custos gerados da compra dessas mudas
importadas, e que as mesmas chegam ap6s o periodo ideal de plantio, o que,
consequentemente atrasa o ciclo de producédo obrigando-os a manter a muda por dois
anos no campo para garantir producéao rentavel no segundo ano e assim, recuperar o

valor investido.

2.2.1 Propagacéao atraves de estoldes

No Brasil, a propagacado comercial do morangueiro ocorre de forma assexuada,
por meio de estoldes emitidos pela planta que sdo enraizados no solo ou em
substratos, podendo ser comercializados como muda de raiz nua ou em torrdo
(GIMENEZ et al., 2009; VERDIAL et al., 2009; BEYENE et al., 2012). Estes estoldes
sdo originados a partir de gemas basais da folha e crescem sobre a superficie do solo
com capacidade de emitir raizes e dar origem a novas plantas, sendo eles a principal
forma de propagulo da espécie (HOFFMANN e BERNARDI, 2006). Por outro lado,
utiliza-se também a propagacéo sexuada, a partir de sementes, portanto, € utilizada
apenas no melhoramento genético para obter variabilidade genética nos materiais em
estudo (OLIVEIRA e BONOW, 2012).
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No método tradicional de producdo de mudas de morangueiro, o plantio das
matrizes é realizado no solo, através de mudas de raizes nuas, nos quais se formam
estolBes oriundos da planta mae formando novas mudas, que enraizam em torno da
matriz e posteriormente sdo arrancadas e comercializadas com raizes nuas (COCCO
et al., 2010; BARBOSA et al., 2013), sendo que a producao destas € realizada por
viveiristas registrados e sujeitos a fiscalizacdo (GUIMARAES et al., 2015).

Muitos produtores produzem suas proprias mudas utilizando os estol6es das
plantas que produziram frutos no ano anterior, no entanto, estas ser&o menos
produtivas, devido a possivel ocorréncia de viroses e doencas radiculares, sendo
necessaria a substituicdo anual das lavouras por mudas compradas junto a viveiristas
especializados (FILGUEIRA, 2000; GUIMARAES et al., 2015). A cultura do
morangueiro € muito suscetivel a doencas virdticas e a microrganismos patogénicos,
como fungos e bactérias e, através da propagacdo por via vegetativa, utilizando
estoldes de plantas infectadas, pode ocorrer a disseminacéo de doencas (CALVETE
et al., 2002).

A forma mais comum de comercializacdo de mudas por essa técnica é através
de raiz nua, produzidas através do plantio de mudas matrizes no solo desinfestado,
para que os estolfes emitidos enraizem durante a primavera e o verao, e em seguida,
as mudas sejam arrancadas do solo e comercializadas (GUIMARAES et al., 2015).
Entretanto, uma segunda forma de producéo de estoldées vem sendo muito utilizada
por viveiristas em diversos paises da Europa e América do Norte, denominada de plug
plants (plantas em torrdo), que consiste em plantar as mudas matrizes fora do solo e
assim, as pontas dos estolées emitidas no verado sao retiradas antes de enraizarem e
colocadas para enraizar em bandejas com substrato, originando uma muda que é
comercializada como torrdo (DURNER et al., 2002; SANTOS e MEDEIROS, 2003;
SCHMITT et al., 2012).

Dentre as vantagens do uso dessas mudas em torrdo, destaca-se o fato de
evitar o uso de produtos fumigantes para a desinfestacéo do solo, obtencao de plantas
homogéneas com elevada taxa de sobrevivéncia apos o plantio, atingindo maior
precocidade e produtividade de frutas em comparacdo com as mudas de raizes nuas
(DURNER et al., 2002; TAKEDA e HOKANSON, 2003; HOCHMUTH et al., 2006;
GIMENEZ et al., 2009). Entretanto, de acordo com Guimaréaes et al. (2015), exige
producdo elevada de pontas de estoldes em um curto espaco de tempo, a fim de

produzir as mudas comerciais destinadas a renovacéo anual das lavouras no inicio do
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outono e além disso, os estoldes emitidos fora do periodo destinado a producédo de
mudas, sdo retirados das plantas matrizes e descartados, gerando desperdicio e
necessidade extra de mé&o de obra.

Aliado a essa forma de propagacéo, vale ressaltar que os fatores ambientais,
principalmente temperatura, fotoperiodo e suas interacdes, exercem importante papel
no crescimento, desenvolvimento e producdo do morangueiro (SILVA et al., 2007),
sendo que na fase vegetativa, o desenvolvimento dos estoldes necessita
temperaturas elevadas e fotoperiodos longos (RIOS, 2007).

Em suma, a producdo de mudas por meio de estoldes € uma técnica muito
utilizada pelos viveiristas e produtores, devido a facilidade de execucéo, entretanto,
Biswas et al. (2008) enfatizam as limitacbes deste tipo de propagacao vegetativa
convencional de plantas, especialmente no morangueiro, principalmente quanto a
presenca de patdogenos no material a ser propagado, cuja infeccdo € mantida nos
diferentes ciclos de cultivo, tendendo a acentuar e degenerar gradualmente a

performance das cultivares.

2.2.2 Propagacao através do cultivo in vitro

De acordo com Schuch e Erig (2005), a aplicacdo da micropropagacao é
importante devido a elevada qualidade fitossanitaria e homogeneidade das plantas
produzidas e, além disso, a técnica é uma alternativa quando se tem um limitado
namero de plantas matrizes ou quando se necessita grande nimero de plantas com
uniformidade e qualidade (ALBERT et al., 2009). Aliado a isso, esta técnica permite a
producdo massal de mudas com alta qualidade genética e fitossanitaria, atendendo
as exigéncias e padrbes necessarios para a producdo de matrizes de morangueiro
(DIAS et al., 2014).

Todavia, o custo final desta muda é elevado, ja que o material vegetal utilizado
para a propagacao in vitro fica submetido as condi¢des controladas de luz, fotoperiodo
e temperatura, interagindo com substancias orgénicas, como os hormonios, que
desempenham importante funcdo na regulacédo do crescimento (SCHUCH e ERIG,
2005). Apesar dessa limitacdo, a técnica torna-se bastante vantajosa, pois as plantas
matrizes produzidas in vitro, podem assegurar a qualidade fisioldgica e sanitaria das
mudas (GIMENEZ et al., 2008).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-29452015000100112&script=sci_arttext#B18
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-29452015000100112&script=sci_arttext#B16
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Para a producédo em larga escala de plantas de morangueiro, a propagacao in
vitro € uma forma prética e eficaz, em funcdo de permanecerem em um ambiente
controlado e livre de doencgas e por serem utilizadas plantas matrizes isentas de virus,
sao utilizadas na producao comercial de mudas (BARBOSA et al., 2013; CALVETE et
al., 2009). Além disso, a utilizacdo de mudas sadias consiste no ponto de partida para
a obtencdo de um melhor nivel de resposta a qualquer tecnologia empregada no
processo produtivo do morangueiro (BRAHM e OLIVEIRA, 2004).

Na producdo de mudas dessa espécie € recomendado que sejam adquiridas
plantas matrizes oriundas da cultura de tecidos (ANTUNES e FILHO, 2005) devido a
necessidade de alta qualidade de produto para a comercializacdo, exigéncia do
mercado consumidor e que apresentem alto padrdo e em quantidade suficiente para
atender a demanda (DIAS et al., 2014).

A utilizacdo de processos biotecnoldgicos na producdo de mudas de
morangueiro passou a ser feita no Brasil no final da década de 70 na Embrapa Clima
Temperado, em Pelotas/RS (FORTES, 2003). Através da cultura de meristemas e
propagacao rapida in vitro, passaram a ser produzidas, em larga escala, plantas livres
de virus para uso em pesquisas e fornecimento a multiplicadores. Madail (1982)
observou que em lavouras implantadas com mudas sadias da cv. Konvoy Cascata,
nas quais eram aplicadas praticas culturais adequadas, produziram até trés vezes
mais do que lavouras comuns e constataram que, excluidos outros fatores, plantas
livres de virus da mesma cultivar tiveram produtividade 50% superiores aquelas
naturalmente infectadas por complexo de viroses.

Aliado a isso, atualmente novos patamares de produtividade do morangueiro
tém sido atingidos como resultado da limpeza viral por meio de cultura de tecidos,
onde o emprego da cultura de meristemas e propagacao rapida in vitro possibilita a
producdo, em larga escala, de plantas livres de virus para uso em pesquisas e para
fornecimento a viveiristas e a produtores de morango (BRAGA et al., 2009).

Para possivel limpeza de viroses in vitro, os propagulos devem ser oriundos da
cultura meristemas, multiplicados pela técnica de micropropagacao, que compreende:
coleta do material vegetal, desinfestacéo e inoculacdo dos explantes em meio proprio
para a regeneracdo das partes aéreas, com posterior multiplicacédo, enraizamento e
aclimatizacdo (AUGUSTIN et al., 2002). Isso ocorre porque essa técnica é capaz de
reproduzir fielmente as caracteristicas genéticas da planta mae, possibilitar a

obtencdo de material com baixissimo indice de perdas por contaminacdo, permitir a
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eliminacdo de outros patégenos como virus e bactérias, devido a auséncia de
vascularizacéo dos tecidos, reduzir as chances de haver variacdo somaclonal, além
da economia de tempo quando comparada com outras técnicas convencionais (BIASI
et al., 1998; DUTRA et al. 2011). Dessa forma, as mudas de morangueiro, em geral,
sdo produzidas a partir de matrizes provenientes de cultura de meristemas, obtidas
em laboratérios de micropropagacdo (SECRETARIA DA AGRICULTURA E
ABASTECIMENTO, 1998).

A fase de multiplicacdo caracteriza-se pela proliferacdo de brotos axilares ou
adventicios em numero variavel, conforme o gendétipo utilizado, determinando a
capacidade deste em formar folhas e novos meristemas e durante essa etapa, varios
cuidados sdo necesséarios para manter a homogeneidade do cultivo, devendo ser
levados em conta o nimero e os intervalos dos subcultivos, a taxa de multiplicacédo e
a estabilidade genética do material, evitando a variacdo somaclonal (CALVETE et al.,
2009).

Larkin e Scowcroft (1981) definiram o termo variagdo somaclonal como a
ocorréncia da alteragcdo genética derivada de procedimentos in vitro, sendo
indesejavel em mudas comerciais (AMOO et al., 2011). Estudos determinam que sais
minerais (DONNELLY et al., 1984), niveis de benzilaminopurina e o numero de
subcultivos (RANCILLAC e NOURISSEAU, 1989; AMOO et al., 2011) sdo alguns
fatores que podem afetar a estabilidade do material obtido in vitro.

Estudos realizados por Schwartz et al. (1981) nao verificaram variacdes para a
maioria das caracteristicas agrondmicas micropropagando trés cultivares de
morangueiro em até seis subcultivos, obtendo reducédo apenas do peso médio dos
frutos por planta. Por outro lado, Arruda et al. (2006) identificaram variagdo somaclonal
a nivel molecular mesmo a baixas concentracfes de BAP, em um Unico subcultivo.
Em contrapartida, com 12 ciclos de subcultivos in vitro de plantas de morangueiro, das
cultivares ‘Aromas’, ‘Camarosa’ e ‘Camino Real’, Fonseca et al. (2013) obtiveram
mudas em larga escala, sem que ocorressem alteracdes fenotipicas nos clones
submetidos a esse processo. No mesmo sentido, Calvete et al. (2009) né&o
evidenciaram variagdes somaclonais mesmo com dez subcultivos durante o processo
de micropropagacéo, aclimatizacéo e periodo de producédo de frutos em ambiente
protegido, com a adi¢édo de 1,0 mg L' de BAP no meio de cultivo.

De acordo com Preece (2008), sabe-se que diferentes genotipos muitas vezes

nao respondem da mesma forma, mesmo quando cultivados no mesmo meio e
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embora a metodologia de micropropagacdo de cultivares de morangueiro seja
bastante conhecida, pouco se conhece sobre o potencial de multiplicacéo in vitro de
algumas cultivares (OLIVEIRA et al., 2007), o que é importante para o planejamento
da producdo de matrizes em laboratério (BRAHM e OLIVEIRA, 2004), por isso,
estudos especificos que favorecam o cultivo in vitro desta espécie sdo necessarios, a

fim de otimizar seu protocolo de micropropagacao.

2.2.3 Propagacéo atraves de sistema automatizado (biorreatores)

O desenvolvimento de novas tecnologias para producdo de mudas
micropropagadas em larga escala, € uma das alternativas para tornar a técnica da
cultura de tecidos mais acessivel comercialmente, principalmente, com o
desenvolvimento de equipamentos como os biorreatores, que permitem reduzir a mao
de obra e o custo de producéo, estabelecendo um sistema pratico para propagacéao
massal de plantas in vitro (TAKAYAMA e AKITA, 2006), aumentando assim, a
produtividade de uma biofdbrica, a partir do uso de meio de cultivo liquido e com
automacao (RODRIGUES et al., 2006).

No sistema tradicional de micropropagacdo da cultura do morangueiro, 0 uso
de agente geleificante a base de agar no meio de cultura proporciona aumento no
custo de producéo, maior necessidade de tempo para confeccédo do meio de cultivo e
baixa taxa de absorcdo de nutrientes dos explantes, com isso hd uma diminui¢do na
taxa de multiplicacéo e producéo de biomassa, além de encarecer o preco final das
mudas micropropagadas.

Nesse sentido, a utilizacdo de meios de cultura liquidos e biorreatores de
imersao temporaria e permanente, podem ser usados como alternativa ao método
tradicional de producdo de mudas, sendo essas condi¢cfes indicadas quando ha a
necessidade do cultivo em larga escala, como para biofabricas, com maior taxa de
crescimento e desenvolvimento, reducdo de custos com agentes solidificantes,
repicagens sucessivas, méao de obra e também, automatizacdo do cultivo. Esta técnica
e utilizada para micropropagacdo massal de plantas, cujo objetivo € a imersao
temporaria ou permanente de cultura de células ou tecido vegetal ao meio de cultivo

liquido, com propdsito fundamental de facilitar o trabalho rotineiro e melhorar as
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condicbes asseépticas, promovendo condicbes Otimas de crescimento através da
regulacéo de fatores quimicos e/ou fisicos.

A propagacédo em larga escala por meio de biorreatores tem sido relatada com
sucesso em varias espécies como bananeira (ALVARD et al., 1993), cana-de-agucar
(LORENZO et al., 1998), orquidea (PAEK et al., 2001), abacaxizeiro (ESCALONA et
al., 1999), pupunha (STEINMACHER et al., 2011), eucalipto (OLIVEIRA et al., 2011),
morangueiro (HANHINEVA et al., 2005), cedro-cheiroso (PENA-RODRIGUEZ et al.,
2010) e capim-liméo (QIALA et al., 2006), apresentando taxa de multiplicacéo superior
guando comparada com a micropropagacao convencional, a partir destes sistemas de
imerséo temporaria (FEUSER et al., 2003; RECH FILHO et al., 2009; STEINMACHER
et al., 2011).

O emprego de biorreatores em cultivo liquido permite a micropropaga¢cdo em
larga escala, a prevencado de disturbios fisiolégicos dos brotos e a hiperidricidade e
ainda permite o uso de computadores no controle de sistemas de biorreatores,
apresentando, dessa forma, vantagens sobre a micropropagacao convencional, em
termos de automacéo e reducgéo de trabalho (SILVA et al., 2007).

De acordo com Barros et al. (2011), o emprego da técnica de biorreatores de
imersdo temporaria (BIT), onde usa-se meio de cultivo liquido em sistema
automatizado, € possivel reduzir significativamente o custo com méao de obra,
chegando até a 30% do gasto total. Porém, os mesmos autores enfatizam que, apesar
do grande sucesso em relacdo ao sistema tradicional, esses equipamentos ainda sao
pouco difundidos na maioria dos laboratoérios de cultura de tecidos de plantas.

Diante disso, o cultivo in vitro de explantes em meio liquido pode auxiliar na
automacao do processo de micropropagacéo e, consequentemente, a reducdo dos
custos relativos a mao de obra (SILVA et al., 2007) e assim, ha alguns anos, varias
pesquisas tém sido relatadas (ESCALONA et al., 1999; ZIV, 1999; PAEK et al., 2001).

2.3 CONSERVACAO IN VITRO DE EXPLANTES

A conservacao in vitro € uma técnica que vem sendo utilizada e aperfeicoada
na manutencdo dos bancos ativos de germoplasma a partir da cultura de tecidos
(PEIXOTO, FARIA e MORAIS, 2011), constituindo uma ferramenta auxiliar na



54

conservacado de recursos genéticos, especialmente para espécies propagadas
vegetativamente (SANTOS et al., 2012).

No desenvolvimento desse método, dois procedimentos tém sido adotados: o
crescimento lento — que envolve a depressao do metabolismo das plantas —, e o da
supressao completa do crescimento por armazenamento em temperaturas ultra-
baixas, a chamada crioconservacédo (KARTHA, 1987; PRIMROSE, 1987; LEMOS et
al., 2002; SA et al., 2015).

O método de conservacdo por crescimento lento consiste na redugdo do
metabolismo da planta através da manipulacdo do ambiente e das condi¢cdes de
cultivo, e o armazenamento do material ocorre somente a curtos ou medios prazos
(ENGELMANN, 2011).

A criopreservacao é uma tecnologia para a preservagdo em longo prazo, em
gue muitos explantes podem ser utilizados, incluindo pélen, sementes, embrides,
calos, suspensofes celulares e apices caulinares, e para cada tipo, é necessaria a
aplicacdo de técnicas especificas (SANT et al., 2008; SALAJ, 2011). E uma técnica
na qual o material biologico vivo é armazenado em nitrogénio liquido a -196 °C em
sua fase liquida, ou a -150 °C, em sua fase de vapor e sob estas temperaturas, o
metabolismo celular é praticamente paralisado, diminuindo significativamente a
degradacdo do material (REED, 2008), e € considerada viavel para uma série de
espécies que apresentam dificuldades de armazenamento pelos métodos tradicionais
(ENGELMANN, 2011). Além disso, estudos comprovam que 0 armazenamento em
nitrogénio liquido é um método seguro e economicamente viavel (SANT et al., 2008)
e permite a conservacao in vitro a longo prazo (CASTILLO et al., 2010; CEJAS et al.,
2012; REED et al., 2011).

Existem dois tipos principais de técnicas de criopreservacao, incluindo
protocolos baseados em vitrificacdo (SALMA et al., 2014). Uma delas, a técnica de
vitrificagcdo com goticulas (droplet), desenvolvida em 2005 (PANIS et al., 2005),
consiste em tratar os explantes com uma solugdo concentrada, colocada em
pequenas goticulas em folhas de aluminio e imersas em nitrogénio liquido (SALMA et
al., 2014). A outra técnica é chamada cryoplate/crio-placa e é uma adequacgédo da
droplet (YAMAMOTO et al.,, 2011; NIINO et al., 2013), onde os explantes sdo
colocados nos pocos de cryo-placas de aluminio, encapsulando-as em pequenas
gotas de alginato de célcio (SALMA et al., 2014).
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Panis et al. (2011), destacam que, dependendo da espécie em estudo, 0
desenvolvimento de um protocolo adequado envolvendo a técnica pode levar um
tempo longo, uma vez que depende de informacgdes prévias disponiveis na literatura
e de caracteristicas do comportamento de cada uma delas. Por isso, alguns autores
ja demonstram o sucesso do uso da crioconservacdo como forma de conservacao de
germoplasma de uma variedade de espécies vegetais, como observado para
crisintemo (LEE et al., 2011), lirio (CHEN et al., 2011), mamé&o (KAITY et al., 2008),
banana (PANIS; PIETTE; SWENNEN, 2005), entre outras.

Além disso, as percentagens de sobrevivéncia e regeneracdo podem variar
também, de acordo com as diferentes cultivares de uma mesma espécie, mesmo
quando utilizado um idéntico método de criopreservacdo (PANIS; PIETTE;
SWENNEN, 2005; CHEN et al.,, 2011), j& que, a criopreservacao bem-sucedida,
depende da capacidade do tecido em sobreviver a desidratacdo e de um processo
eficiente de descongelamento (PADRO, 2012). Sendo assim, a reducéo de agua dos
eixos embrionarios em um nivel possivel de submeté-lo a temperatura do nitrogénio
liguido e/ou evitar a formacgédo de cristais de gelo, € um dos passos mais criticos na
obtencéo de um protocolo viavel de criopreservacédo (LOPES et al., 2013).

Dessa forma, entre as formas de conservacdo da biodiversidade, a
criopreservacao tem se mostrado um método eficiente e préatico, pois os materiais
armazenados apresentam-se em volumes pequenos e exigem pouca manutencao
(PENCE, 2011), entretanto, exigem estudos especificos para as diferentes espécies
e cultivares, visando a obtencéo de resultados favoraveis para a manutencao in vitro

dos materiais vegetais.
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3 MULTIPLOS FATORES IN VITRO PROPORCIONAM ESTABELECIMENTO E
MULTIPLICACAO DA CULTIVAR ITALIANA DE MORANGUEIRO PIRCINQUE.

RESUMO

Embora a eficiéncia da técnica de cultivo in vitro ja seja bastante conhecida ha alguns
anos, pouco se conhece sobre o potencial de multiplicacdo de algumas cultivares de
morangueiro, principalmente daquelas recentemente introduzidas no Brasil. Baseado
nessa problematica, buscou-se com esse estudo verificar dois distintos meios de
cultura (KNOP — protocolo italiano e MS — protocolo brasileiro), no estabelecimento e
multiplicagéo in vitro da cultivar italiana de morangueiro ‘Pircinque’, aliados a outros
componentes adicionados aos meios a fim de otimizar o protocolo de
micropropagacao para esta cultivar. Dentre esses componentes adicionados aos dois
distintos meios de cultura foram estudadas as concentracbes do PPM® (Plant
Preservative Mixture) durante a etapa de estabelecimento in vitro de meristemas e
durante a multiplicacdo dos explantes, niveis de sacarose, 4gar, carvao ativado, Fe
EDDHa, BAP e GAs. Além disso, como uma ultima etapa do periodo de producédo de
novas mudas, foi avaliada a influéncia da “dupla-fase” (adicdo de meio liquido apés o
cultivo ja em meio s6lido) no crescimento dos explantes, a partir da combinacéo do
meio de cultivo, carvao ativado e da citocinina BAP. Baseado em distintos
experimentos, concluiu-se que na etapa de estabelecimento in vitro dos meristemas,
0 KNOP + 2 mL L de PPM possibilita uma maior sobrevivéncia dos explantes,
engquanto o meio de cultura MS favorece a multiplicagdo dos mesmos, durante essa
fase. Nessa segunda etapa, a adicao dos seguintes componentes é indicada para a
maior eficiéncia da técnica de micropropagacéo para a cultivar de morangueiro italiano
Pircinque: 30 g L™ de sacarose; 6 g L de agar; 4 g L* de carvéo ativado; 0,1 g L' de
Fe EDDHA; 1 mg L de BAP e 0,250 mg L de GAs. Além disso, como resultados
positivos obtidos, ap6s o cultivo em meio de cultivo MS sélido, indica-se o0 uso da
técnica de “dupla-fase”, com adi¢cdo de MS liquido com a combinacgéo de 0,5 mg L
de BAP e de 4 g L de carvéo ativado.
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3.1 INTRODUCAO

Os métodos mais empregados para a producdo de mudas de morangueiro sdo
a vegetativa via estolées e a micropropagacao. A producdo por meio de estolbes é
muito utilizada por viveristas devido a facilidade de execucao, entretanto, Biswas
(2008) enfatizam as limitacfes desta técnica quanto a presenca de patdgenos, cuja
infeccdo é mantida nos diferentes ciclos de cultivo.

A propagacao in vitro, também denominada de micropropagacao, € a aplicacdo
mais pratica da cultura de tecidos e consequentemente, a de maior impacto
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Sendo assim, técnicas de micropropagacao
tém se mostrado alternativas viaveis para a producdo massal de plantas, sendo o
morangueiro, uma das principais espécies trabalhadas no Brasil e no exterior
(OLIVEIRA e SCIVITTARO, 2009).

A composicdo do meio de cultura tem importante funcdo nas respostas de
crescimento de células e tecidos, ja que plantas ou explantes cultivados in vitro tém
exigéncias nutricionais especificas e requerem meios nutritivos compostos por
minerais, vitaminas e fontes de energia (BRAGA et al., 2009). Diante disso, no Brasil,
0 protocolo para a cultura do morangueiro que vem sendo adotado pelos laboratérios
e biofabricas € com o uso do meio de cultivo MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
indicado por Dutra et al. (2012), entretanto, para selecdes e cultivares oriundas da
Italia, o crescimento dos explantes ocorre em meio de cultura KNOP (KNOP, 1865),
onde sdo caracterizados por altas concentracdes idnicas e baixo teor de sais,
respectivamente (SOBROSA e CORDER, 2003).

Diversos fatores podem favorecer o crescimento e desenvolvimento de
explantes in vitro de morangueiro, além das formulacdes basicas dos meios de cultura,
responsavel pela sustentacdo do explante e fornecimento de nutrientes necessarios
para sua sobrevivéncia, o emprego de reguladores de crescimento, vitaminas e fontes
de carboidratos séo imprescindiveis para o sucesso na propagacao de culturas in vitro
(SCHUCH e ERIG, 2005; CARVALHO, 2006).

Tendo em vista esses aspectos e o fato de este ser o primeiro relato no Brasil
incluindo multiplos fatores para estabelecimento e multiplicag&o da cultivar italiana de
morangueiro ‘Pircinque’, o objetivo foi verificar dois distintos meios de cultura (KNOP
e MS), no cultivo in vitro, aliados a outros componentes adicionados a esses, a fim de

otimizar o seu protocolo de micropropagacao.
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3.2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram divididos em duas etapas: estabelecimento e
multiplicagéo in vitro da cultivar italiana de morangueiro Pircinque e todos foram
conduzidos no Laboratério de Micropropagacao Vegetal (LMV), pertencente ao Centro
de Ciéncias Agroveterinarias, da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV-
UDESC).

Independente da fase e experimento em estudo, os frascos com os explantes
foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de
25 + 2°C e intensidade luminosa de 27 pmol m?2s,

Os dados foram submetidos a analise de variancia com aplicacédo do teste F e
as médias, quando significativas estatisticamente, comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro e para os fatores quantitativos, foi realizada analise de
regressao polinomial. Os valores provenientes de contagem foram transformados na
raiz quadrada de x+0,5 [V(x+0,5)], os de porcentagem em arcoseno da raiz quadrada
de x/100, onde x € a média obtida de cada variavel e a escala referente a intensidade
de calos em log (x+K), onde X, € a média obtida de cada variavel e K igual a 1.

3.2.1 Estabelecimento in vitro

Na primeira etapa do cultivo in vitro foram realizados trés experimentos:
comparacao de dois meios de cultivo (KNOP modificado e MS — Apéndice A),
utilizacao do biocida PPM® (Plant Preservative Mixture® - metilisotiazolinona, cloreto
de magnésio, nitrato magnésio, benzoato de sédio e sorbato de potassio) e adi¢do de
cloreto de ferro (FeCls.6H20) ao meio de cultura, componente este, que faz parte do
protocolo italiano, com o uso de KNOP. O delineamento experimental utilizado para
os diferentes experimentos foi inteiramente ao acaso, com quatro repeticdes de quinze
tubos de ensaio cada, com 10 mL de cada meio de cultura estudado.

Para o estabelecimento in vitro dos meristemas, antes da inoculagdo ao meio
de cultura, a assepsia dos estoldes foi realizada em camara de fluxo laminar, através
da imersdo em alcool 70%, sob agitacdo por um minuto, e posteriormente em
hipoclorito de sédio, na concentracéo de 2,5% de cloro ativo, adicionado de duas gotas
de detergente comercial Tween 20®, durante 15 minutos. Na sequéncia, foi realizada
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lavagem do material, trés vezes, com agua destilada e autoclavada e os meristemas
foram assepticamente extraidos, em camara de fluxo laminar, sob lupa estereoscépica
binocular e permaneceram sob a auséncia de luz por 7 dias, a fim de reduzir a
oxidacao fendélica dos mesmos.

No primeiro experimento avaliou-se apenas o fator meio de cultura,
compreendendo dois tratamentos, estabelecimento in vitro dos meristemas extraidos
dos estoldes em meio de cultivo KNOP e MS. Além dos sais e vitaminas de cada um
deles, foram adicionados 0,1 mg L de BAP, 0,01 mg L de AIB, 0,1 mg L de GAs,
0,1 g L* de mio-inositol, 30 g L* de sacarose e 5,0 g L de agar, onde antes da
inclusédo deste, ajustou-se o pH das solu¢cdes em 5,8 £ 0,1.

Estudou-se em um segundo momento, a influéncia do biocida PPM® no
estabelecimento in vitro de meristemas de morangueiro, com 0 uso de duas
concentraces distintas, 0 (testemunha) e 2 mL L. Em funcdo dos melhores
resultados apresentados, como sequéncia do estudo anterior, 0 meio de cultivo
utilizado foi o KNOP, com 100% da concentragdo dos sais, acrescido de 0,1 mg L de
BAP, 0,01 mg L' de AIB, 0,1 mg L de GAsz, 0,1 g L de mio-inositol, 30 g L de
sacarose e 5,0 g L'* de &gar. O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8 + 0,1 antes
da adicdo do agar.

No terceiro estudo durante a etapa de estabelecimento in vitro, os tratamentos
diferiram quanto a adicéo de cloreto de ferro, sendo a auséncia e presenca de cloreto
de ferro (FeCls.6H20) na concentragdo utilizada no protocolo italiano do meio de
cultivo KNOP (125 mg L), compreendendo dois tratamentos. Assim como no
experimento anterior, o meio de cultivo utilizado para o estabelecimento dos
meristemas foi 0 KNOP com 0,1 mg L de BAP, 0,01 mg L de AIB, 0,1 mg L de
GAs, 0,1 g L't de mio-inositol, 30 g L de sacarose e 5,0 g L de agar e pH ajustado
em 5,8 £ 0,1. As variaveis analisadas foram: nUmero de explantes com contaminacdes

fungica e bacteriana, oxidagéo e sobrevivéncia dos mesmos.
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3.2.2 Multiplicacéo in vitro

Em relacdo a segunda etapa do cultivo in vitro, multiplicacdo dos explantes,
foram realizados nove experimentos independentes, a fim de verificar o0 meio de
cultivo mais adequado para o desenvolvimento do morangueiro ‘Pircinque’,
comparando o KNOP modificado, sendo este utilizado no protocolo italiano e o MS,
utilizado nas condicbes brasileiras. Além desta variavel, outras foram estudas e
apresentadas a seguir, com objetivo de acelerar e otimizar o crescimento e
desenvolvimento de mudas desta cultivar propagada in vitro.

Em ambos meios de cultivo utilizados, além dos sais e vitaminas caracteristicos
de cada um, adicionou-se 0,1 g L* de mio-inositol, 30 g L de sacarose e 6,0 g L de
agar (apoés o ajuste de 5,8 £ 0,1 de pH), com algumas excec¢des nos experimentos
onde a presenca destes foi considerada um fator de estudo. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado, com cinco repeticdes de trés explantes cada, com 1,5 +
0,5 cm e guatro folhas iniciais, totalizando quinze explantes por tratamento.

As variaveis analisadas apds 45 dias da instalacdo dos experimentos foram:
comprimento do explante, das brotagGes, da maior raiz e médio de raizes, numero de

brotacdes, folhas e raizes e intensidade de calos (escala de 0 a 3 — Figura 1).

Figura 01 — Escala e intensidade de calos em explantes de morangueiro ‘Pircinque’
te a etapa de multiplicago in vitro. Lages, UDESC, 2018

Fonte: préprio autor, 2018.

A descricéo dos distintos experimentos segue abaixo.
Experimento 1 — Compreendeu um fatorial 2 x 4, sendo dois meios de cultura
(KNOP e MS) e quatro concentracdes de sacarose (0; 15; 30 e 45 g L), totalizando

oito tratamentos.
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Experimento 2 — Verificou-se a influéncia de dois meios de cultura, KNOP e
MS, além do uso de combinacbes de sacarose e/ou sorbitol, no crescimento e
desenvolvimento de explantes de ‘Pircinque’ in vitro, dessa forma, representado por
oito tratamentos, sendo os dois meios de cultivo e quatro combinacdes da fonte de
carboidrato: 30 g L' de sacarose; 20 g L' de sacarose + 10 g L* de sorbitol; 10 g L
de sacarose + 20 g L1 de sorbitol e 30 g L' de sorbitol.

Experimento 3 — Além do efeito do fator meio de cultura, foi estudado também,
concentracbes de agar na multiplicagdo in vitro de morangueiro ‘Pircinque’,
compreendendo um fatorial 2 x 3, sendo dois meios de cultivo (KNOP e MS) e trés
concentracbes de agar (5;6 e 7 g L?).

Experimento 4 — Em sequéncia, a partir de um fatorial 2 x 3, estudou-se dois
meios de cultivo (KNOP e MS) e trés concentracdes de carvao ativado em p6 (0; 2 e
4 g L1, totalizando seis tratamentos.

Experimento 5 — A fim de constatar a influéncia de diferentes fontes de ferro
no crescimento dos explantes, foi estudado um fatorial 2 x 2, sendo dois meios de
cultivo (KNOP e MS) e duas formulac¢fes de solucao estoque, Fe EDDHA e Fe EDTA,
ambos na concentracéo 0,1 g L.

Experimento 6 — Representa o estudo de dois fatores distintos, meio de cultivo
(KNOP e MS) e a auséncia e presenca de folhas (0, 2 e 4 folhas) na multiplicacéo in
vitro de ‘Pircinque’, totalizando seis tratamentos, a partir de um fatorial 2 x 3.

Experimento 7 — Caracterizado por oito tratamentos, foram estudados também
dois fatores: meio de cultura — KNOP e MS — e quatro concentracdes da citocinina
BAP:0;1;2e3mg L™

Experimento 8 — Foi representado por um fatorial duplo (2 x 4), com dois meios
de cultivo (KNOP e MS) e quatro concentracdes de acido giberélico (GAs — 0; 0,125;
0,250 e 0,375 mg L?).

Experimento 9 — Combinagcbes de meio de cultivo, carvao ativado e da
citocinina BAP foram avaliadas nesse estudo, a partir do sistema dupla-fase. Os
explantes foram cultivados durante 10 dias em meio de cultivo MS solido e ap0s esse
periodo, foi adicionado aos frascos, meio de cultura liquido, com as 11 seguintes
combinagdes: sem adicdo (testemunha); MS sem regulador de crescimento; MS + 0,5
mg?! BAP; MS + 0,5 mg BAP + 4 g L de carvéo ativado; MS + 1 mg* BAP; MS + 1
mg BAP + 4 g L de carvao ativado;, KNOP sem regulador de crescimento; KNOP +



63

0,5mg Lt BAP; KNOP + 0,5 mg Lt BAP + 4 g L'* de carvao ativado; KNOP + 1 mg L
1BAP e KNOP + 1 mg L? BAP + 4 g L de carvao ativado.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Verifica-se na tabela 1, que para o estabelecimento de meristemas de
morangueiro ‘Pircinque’ os meios de cultura (KNOP e MS) ou a presenca e auséncia
do biocida PPM® e cloreto de ferro ao meio de cultura influenciaram a sobrevivéncia,

oxidacao e contaminacgdes fungica e bacteriana dos explantes.

Tabela 01 — Porcentagem de sobrevivéncia, oxidacdo e contaminacao fungica e
bacteriana de meristemas de morangueiro ‘Pircinque’ em diferentes
meios de cultivo (KNOP e MS), presenca do biocida PPM® e cloreto de
ferro. Lages/SC, 2018.

Contaminacao

Fatores Sobrevivéncia Oxidacéo
Fungo  Bactéria
KNOP 50,0 a* 320 b 120 ™ 16,0 ns
MS 26,0 b 70,0 a 10,0 10,0
Sem PPM® 18,4 b 11,0 ™ 11,0 ™ 240 a
Com PPM® 26,0 a 10,0 11,0 19,0 b
Sem FeCl3.H20 44,0 a 196 b 16,0 ™ 19,0 ns
Com FeClz.H20 26,3 b 286 a 15,0 18,2

Fonte: préprio autor, 2018. * Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
ns Nao significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Tanto para a variavel sobrevivéncia, quanto para a oxidacdo dos explantes, o
melhor meio de cultivo para o estabelecimento dos meristemas foi o KNOP. A maior
oxidagao dos explantes e consequentemente, menor sobrevivéncia dos mesmos pode
ser justificada pela concentracdo de sais presentes em ambos os meios de cultivo,
onde o MS caracteriza-se por altas concentragfes idnicas, quando comparado ao
KNOP, com um teor de sais mais baixo (SOBROSA e CORDER, 2003).

Em relacdo ao uso do biocida PPM®, o mesmo propiciou uma maior
sobrevivéncia dos meristemas estabelecidos em meio de cultivo KNOP, assim como,
menor ocorréncia de contaminagdes bacterianas. Em contrapartida, para as variaveis
oxidacao e presenca de fungos néo ocorreu diferencga significativa para os tratamentos

com e sem utilizag&do do biocida.
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A menor taxa contaminante e consequente, maior sobrevivéncia dos explantes
€ decorrente dos ingredientes ativos presentes no composto PPM® (5-cloro-2-metil-
3-2H-isotiazolona e 2-metil-3-2H-isotiazolona), com fung¢des conservantes de amplo
espectro e biocida, que mata as bactérias e células de fungos, impedindo a
germinacdo de esporos comuns na cultura in vitro (NIEDZ, 1998; JIMENEZ et al.,
2006).

Resultados que corroboram aos encontrados nesse estudo foram relatados por
Niedz (1998), onde a utilizacdo do biocida PPM® em meio de cultura foi eficiente no
controle de microrganismos contaminantes nas culturas de Poncirus trifoliata e Citrus
jambhiri. Diferentemente, para Protium heptaphyllum, Lima (2012), verificou que o
PPM® a 1 e 2 % nao foi eficaz para o controle de microrganismos, pois a taxa de
contaminacgao foi em torno de 85%.

Foi verificado também, a auséncia e presenca da solucédo de cloreto de ferro
no estabelecimento in vitro de morangueiro ‘Pircinque’, sendo este, um componente
do protocolo do meio de cultivo KNOP. Constatou-se que a presenca do nutriente
FeCls.H20 proporcionou maior ocorréncia de explantes oxidados e assim, com menor
indice de sobrevivéncia, sem influenciar o desenvolvimento de agentes
contaminantes, bactéria e fungo.

De acordo com Assis et al. (2018), os micronutrientes ferro, cobre e zinco
influenciam na oxidacado de explantes, sendo os dois primeiros, constituintes de
enzimas as quais sao liberadas quando os tecidos sdo lesados. Isso se torna um
problema frequentemente encontrado no cultivo in vitro, onde ha o escurecimento
explante causado pela oxidacdo de compostos polifendlicos, o que prejudica o
crescimento dos explantes, além de ser um fator de reducao da taxa de multiplicacéo
(GEORGE e SHERRINGTON, 1984).

Assim como a presenca do cloreto de ferro ao meio de cultura KNOP nesse
estudo, Utino et al. (2001) verificaram que as concentracdes utilizadas de ferro
influenciaram significativamente o crescimento de explantes de bananeira-prata em
altura, em massa da matéria fresca e sobre o grau de oxidagéo, ndo sendo satisfatorio
para o desenvolvimento in vitro.

Na figura 2, verifica-se a analise de regressao polinomial para as variaveis
comprimento do explante, comprimento médio de brota¢des, numero de folhas e
intensidade de calos, em funcao dos diferentes meios de cultura e concentracdes de

sacarose nos mesmeos.
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Figura 02 — Comprimento do explante e comprimento médio de brotacdes (cm),
numero de folhas e intensidade de calos em morangueiro ‘Pircinque’ in
vitro, em funcdo do meio de cultivo e concentracdo de sacarose.
Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018.

Para as quatro variaveis demonstradas na figura 2, foi constatado um
comportamento de curva de regressao similar, onde o meio de cultivo MS, acrescido
de 30 g L* de sacarose, foi mais favoravel para o crescimento do explante e brotacdes
e essa concentracdo gerou uma maior intensidade de calos na base dos explantes,
entretanto, ndo atuando negativamente no desenvolvimento dos mesmos. Estes
resultados corroboram os de Maldaner et al. (2007), onde concluiram que a
concentragdo de sacarose e nutrientes no meio de cultura influenciam os processos
metabdlicos do crescimento e diferenciacéo de plantulas in vitro.

A melhor concentracdo de sacarose (30 g L) no MS, reafirma o indicado por
Dutra et al. (2012), no protocolo de micropropagacao de morangueiro, utilizado pela
Embrapa, diferentemente da metodologia adotada na Italia, com KNOP, onde indica-
se a adicédo de 25 g L da fonte de acucar. Este melhor desenvolvimento inicial das
plantas ocorre, pois, as altas concentragdes de sacarose aumentam as reservas de
carboidratos nas folhas, causando um aumento na energia disponivel, que
posteriormente, ir4 favorecer na aclimatizagdo, elevando a porcentagem de
sobrevivéncia e a matéria seca das mudas obtidas in vitro (SKREBSKY et al., 2004).

Na figura 3, sdo demonstradas as regressfes para as variaveis do sistema

radicular dos explantes do morangueiro ‘Pircinque’, comprimento médio e da maior
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raiz e namero de raizes. Assim como na parte aérea, os melhores resultados obtidos
foram em meio de cultivo MS, com o uso de 30 g L de sacarose, sendo o MS, mais

uma vez superior ao meio KNOP.

Figura 03 — Comprimento da maior raiz e médio de raizes (cm) e numero de raizes de
morangueiro ‘Pircinque’ in vitro, em funcdo do meio de cultivo e
concentracdo de sacarose. Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018.

Calvete et al. (2002) concluiram que a sacarose no meio de enraizamento
influenciou também a aclimatizacao de explantes de morangueiro e diferentemente do
obtido neste estudo, com essa cultivar italiana, indicaram que a concentracao de 45 g
L foi mais eficiente, estimulando o desenvolvimento do sistema radicular. Na figura
3, constata-se ao contrario, quando foi usada uma concentragdo maior que 30 g L?
de sacarose, houve uma tendéncia de queda da curva, acarretando em um menor
desenvolvimento radicular, tanto em comprimento, quanto em numero de raizes.
Nesse sentido, Besson et al. (2010) afirmam que a concentracdo de sacarose pode
interferir na formacdo das raizes, uma vez que o aumento da concentracdo de
acucares no meio de cultivo ocasiona a diminuicéo da absorcao de sais e agua, € isso
pode interferir no crescimento da planta.

A utilizacdo dos diferentes meios de cultivo combinados com a adi¢do de
sacarose e/ou sorbitol resultou em uma interacao estatistica para estes fatores para
todas as variaveis estudas (Figuras 4 e 5). Em relacédo ao uso das diferentes fontes

de carboidrato, Alves et al. (2010) e Flores et al. (2013), também verificaram que
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concentracfes distintas de sacarose e sorbitol influenciaram significativamente o
crescimento das plantas in vitro.

Para os dados referentes a parte aérea dos explantes, verifica-se na figura 4,
que tanto para comprimento do explante e comprimento e numero médio de
brotacdes, o meio de cultivo MS se destacou ao protocolo italiano, com uso de KNOP,
sendo influenciadas ainda, pela combinacdo entre sacarose e/ou sorbitol. O
comprimento principal dos explantes foi superior em MS + 30 g sacarose, porém, nao
diferindo do tratamento MS + 20 g sacarose + 10 g sorbitol. Mais uma vez, para o
comprimento médio das brotacdes e numero de brotacdes, a adicdo isolada de
sacarose (30 g) possibilitou resultados mais satisfatérios, entretanto, sem diferir
significativamente dos tratamentos: KNOP + 10 g sacarose + 20 g sorbitol ou somente
de 30 g de sorbitol.

Figura 04 — Comprimento do explante e de brotacdes (cm) e niumero de brotacdes
morangueiro ‘Pircinque’ in vitro, em funcdo do meio de cultivo e
combinacéo de sacarose e sorbitol. Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro;
letras mailUsculas sdo usadas para comparar os meios de cultura e mindsculas, as combinagdes entre
sacarose e sorbitol.

Em estudos com Passiflora giberti, Faria et al. (2006) também constataram que
a sacarose promoveu maior desenvolvimento das microplantas, quando comparada
com combina¢des com sorbitol, ou ainda, desta ultima acrescentada de forma isolada
ao meio de cultivo. No mesmo sentido, Flores et al. (2010), concluiram que 0s

explantes cultivados em meio contendo somente sorbitol como fonte de carboidrato,
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apresentaram as menores taxas de crescimento ao longo do periodo de avaliacao.
Isso ocorre devido a reducédo do potencial osmotico e consequente dificuldade de
absorcdo de &gua e nutrientes por parte dos explantes.

A necessidade de adicdo desses componentes é explicada em funcéo da baixa
capacidade fotossintética das plantas in vitro, para isso, as diferentes fontes de
carboidratos sdo usadas para suprir as exigéncias metabdlicas e essa fonte é
geralmente a sacarose (HAZARIKA, 2003). Alam et al. (2010) também explicam que
devido as condi¢Bes herméticas ou semi-herméticas dos frascos, hd o impedimento
de trocas gasosas entre o ambiente interno e externo, o que néo favorece a atividade
fotossintética das plantas in vitro e neste caso, faz-se necessario adicionar ao meio
de cultivo uma fonte de carbono, sendo a sacarose o aclUcar mais utilizado na
micropropagacao.

Da mesma forma, o sistema radicular dos explantes de ‘Pircinque’ em
condicBes in vitro, foi influenciado pela interacdo dos fatores de meio de cultivo e
combinacdes de sacarose e sorbitol (Figura 5). O nimero de raizes e o comprimento
da maior raiz (cm) foram superiores nos tratamentos MS (30 g sacarose) e KNOP (20
g sacarose + 10 g sorbitol; 10 g sacarose + 20 g sorbitol ou somente, 30 g sorbitol).
Ja o comprimento médio de raizes, foi superior em meio de cultivo MS com a presenca
apenas de sacarose, porém, sem diferir estatisticamente do meio de cultura KNOP,
com o sorbitol isoladamente, ou de 10 g de sacarose + 20 g de sorbitol. Similarmente,
Faria et al. (2006) também concluiram que a rizogénese de Passiflora giberti é afetada
pelo acucar sorbitol e pela auséncia de sacarose no meio de cultura. Em consequéncia
disso, a intensidade de calos foi maior neste tratamento, onde a presenca e tamanho
dos mesmos foram favorecidos em detrimento do maior crescimento radicular e

também, desenvolvimento da parte aérea.
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Figura 05 — Comprimento médio e da maior raiz (cm), nUmero de raizes e intensidade
de calos em morangueiro ‘Pircinque’, em fungdo do meio de cultivo e

combinagéo de sacarose e sorbitol. Lages/SC, 2018.
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sacarose e sorbitol.

As duas Unicas varidveis em que nao ocorreu influéncia da interacdo do
meio de cultivo com a concentracdo de agar utilizada foram o comprimento da
maior raiz e comprimento médio de raizes (Tabela 2), sendo que os dois meios
(KNOP e MS) nado acarretaram diferencas significativas para estas duas variaveis.
Entretanto, a maior concentracédo de agar utilizada (7 g L) propiciou explantes
com raizes de menor comprimento, diferentemente das concentraces 5e 6 g L
que facilitaram o alongamento destas. Esse fato pode ser explicado ja que as
concentracfes mais elevadas de agar dificultam o contato entre o explante e o
meio, limitando a absor¢céo de compostos (PIERIK, 1987) e consequentemente,

reduzindo o crescimento médio de raizes.
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Tabela 02 — Comprimento da maior raiz e médio de raizes (cm) de explantes de
morangueiro ‘Pircinque’ em diferentes meios de cultivo (KNOP e MS) e
concentracdes do agente solidificante (5, 6 e 7 g L). Lages/SC, 2018.

Comprimento Comprimento

Fatores maior raiz meédio raizes
(cm) (cm)
of KNOP 222 ™ 1,69 1S
L =
=3 MS 2,39 1,83
e 5 2,17 ab* 1,73 ab
5 6 277 a 200 A
7 199 b 1,56 B
Média 2,30 1,76
CV (%) 19,16 32,36

Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; "s N&o
significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

De acordo com a Tabela 3, verifica-se que houve interacdo entre os fatores
estudados para todas as variaveis relacionadas ao crescimento da parte aérea dos

explantes.

Tabela 03 — Comprimento do explante e de brotagdes (cm) e nimero de brotacfes e
folhas de morangueiro ‘Pircinque’ cultivados in vitro em meios de cultivo
KNOP e MS e concentra¢gGes do agente solidificante (5, 6 e 7 g L.
Lages/SC, 2018.

Comprimento do Comprimento Numero de Numero de
Fatores explante brotacdes brotacdes folhas

KNOP MS KNOP MS KNOP MS KNOP MS
5 3,54 Aa* 3,62 Ab 1,25 Aa 1,25 Ab 1,83 Aa 1,84 Ab 3,93 Bab 4,46 Ac
> 6 362 Ba 421 Aa 1,17 Ba 2,25 Aa 1,79 Ba 2,31 Aa 4,04 Ba 555 Aa
7 3,54 Ba 4,04 Aa 1,08 Ba 2,08 Aa 1,75 Ba 2,31 Aa 3,74 Bb 5,16 Ab
Média 3,76 1,51 1,97 4,48
CV (%) 5,70 16,03 9,80 6,69

Fonte: préprio autor, 2018. * Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na
linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Agar

Para as variaveis comprimento do explante e das brotacdes e, além disso,
numero de brotacdes, o meio de cultura KNOP com 5 g L™ de 4gar e 0 MS com 6 ou
7 g L't de 4gar favoreceram o crescimento da parte aérea das plantas de morangueiro
cv. Pircinque in vitro. Ja para a avaliagdo do numero de folhas, o tratamento mais
satisfatério foi com o meio MS com 6 g L* de 4gar, gerando uma média de 5,55 folhas

por explante.
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O mesmo ocorreu para as variaveis namero de raizes e intensidade de calos
nos explantes, como demonstrado na Tabela 4, onde mais uma vez, o KNOP com 5
g Lt de &gar e 0 MS com 6 ou 7 g L de agar favorecem a emissdo de um maior
namero de raizes e em consequéncia disso, estes mesmos tratamentos acarretaram

uma elevada calogénese na base dos explantes.

Tabela 04 — Numero de raizes e intensidade de calos in vitro de morangueiro
‘Pircinque’ em diferentes meios de cultivo (KNOP e MS) e
concentracdes do agente solidificante (5, 6 e 7 g L'). Lages/SC, 2018.

Numero de Intensidade de
Fatores raizes calo
KNOP MS KNOP MS

5 2,22 Aa* 2,56 Ab 1,36 Aa 1,33 Ab

g: 6 2,66 Ba 3,43 Aa 1,26 Bab 1,39 Aab

7 235 Ba 3,79 Aa 1,20 Bb 1,48 Aa
Média 2,83 1,22
CV (%) 19,27 8,84

Fonte: préprio autor, 2018. *Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na
linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Em geral, para as diferentes variaveis, a concentracdo de agar mais adequada
foi a de 6 g L, sendo esta a mais usualmente utilizada no meio MS para inimeras
culturas, podendo variar de 5 a 8 g L*! para um crescimento adequado (REZENDE et
al., 2008). Os mesmos autores destacam que o0 aumento da concentracdo de agar
promove a elevacdo do potencial osmoético do meio de cultivo, o que possivelmente
dificulta a difusdo dos nutrientes para os explantes e, consequentemente, reduz seu
desenvolvimento.

Com a andlise de variancia verifica-se que ndo houve interacdo entre 0s
fatores: meio de cultivo e concentracdes de carvao ativado na multiplicacao in vitro de
explantes de morangueiro ‘Pircinque’, dessa forma, ambos foram analisados
isoladamente (Tabela 5). Para os meios de cultura ndo foram observadas diferencas
estatisticas para as variaveis comprimento médio de raizes e intensidade calos, sendo
esta Ultima citada, ndo influenciada também, pela utilizacdo de carvdo ativado.
Similarmente, Villa et al. (2007), também verificaram que a adi¢do de carvao ativado
ao meio de cultura ndo promoveu a formacéo de calos na base dos explantes de

amoreira-preta ‘Ebano’ e porta-enxerto de videira ‘P1103".



72

Tabela 05 — Comprimento do explante e médio de raizes (cm), nimero de raizes e
intensidade de calo in vitro de morangueiro ‘Pircinque’ em dois diferentes
meios de cultivo (KNOP e MS) e concentra¢ces de carvao ativado (0, 2

e 4gL?). Lages/SC, 2018.
Comprimento Comprimento

NUmero Intensidade

Fatores explante meédio raizes .
(cm) (cm) raizes de calo

o g KNOP 4,48 b* 335 ™ 306 b 1,11 ™
53 Ms 505 a 333 384 a 117
=ge 3,19 b* 1,33 c¢* 232 b 108 s
c g 2 541 a 400 b 402 a 1,17
0w 569 a 4,69 a 403 a 117

Média 4,77 3,34 3,45 1,14

CV (%) 16,72 23,98 18,24 12,45

Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; "> N&o
significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Para o fator meio de cultivo, o MS, promoveu explantes de maior comprimento
e numero de raizes. Simdes et al., (2014), observaram em explantes de Dioscorea
rotundata, que o meio MS sem carvdo ativado, foi mais favoravel para o
desenvolvimento das raizes, onde as plantas produziram a média de dez raizes,
corroborando com o uso do meio de cultivo, entretanto, diferindo quanto ao uso do
carvao ativado.

Em relacao a utilizagéo de carvao ativado, independente do meio de cultura, a
adicdo de 4 g L resultou em um maior desenvolvimento de morangueiro in vitro
‘Pircinque’, porém, a concentragdo 2 g L ndo diferiu estatisticamente para as
variaveis comprimento do explante e nimero de raizes, entretanto, estudos contrarios
mostram que adic¢éo in vitro de carvao ativado pode reduzir a biomassa de explantes
de frutiferas de clima temperado (VILLA et al., 2007). Por outro lado, Adak et al. (2009)
analisaram o efeito da auxina AIB e do uso de carvao ativado na fase de enraizamento
durante a micropropagacao de morangueiro cv. Camarosa e relataram um aumento
do nimero e do tamanho das raizes nos tratamentos com o componente.

De acordo com Thomaz (2008), o crescimento e desenvolvimento das plantas
podem ser favorecidos com o uso de carvao ativado ao meio de cultura, pois este
possui caracteristicas fisicas que permitem a maior adsorcao de algumas substancias,
fazendo efeito de antioxidante através da adsorcao irreversivel de compostos toéxicos

e diminuindo o acumulo de exsudatos, assim como, aumentando a disponibilidade de
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vitaminas e melhorando o efeito de alguns fitorreguladores ao longo do tempo de
cultivo.

No presente estudo, as concentracfes de carvdo ativado apresentaram
interacdo com os dois meios de cultivo trabalhados para as variaveis comprimento

meédio de brotacdes e da maior raiz e nUmero de brotacdes e folhas (Tabela 6).

Tabela 06 — Comprimento médio de brotacbes e da maior raiz (cm) e numero de
brotacbées e folhas em morangueiro ‘Pircinque’ in vitro, em funcéo do
meio de cultivo (KNOP e MS) e concentracdo de carvao ativado (0, 2 e
4 g L. Lages/SC, 2018.

Comprimento Comprimento NUumero de Numero de
Fatores brotactes maior raiz brotactes folhas

KNOP MS KNOP MS KNOP MS KNOP MS

0 1,00 Ba* 2,22 Ab 1,00 Ab 2,05 Ab 1,71 Ba 2,57 Aa 3,41 Bb 4,20 Ab
2 1,00 Ba 2,11 Ab 8,44 Aa 7,00 Aa 1,71 Ba 2,26 Ab 3,87 Ba 4,26 Ab
4 1,00 Ba 2,78 Aa 8,94 Aa 6,44 Ba 1,71 Ba 2,77 Aa 3,98 Ba 5,86 Aa

Média 1,68 5,65 2,12 4,26
CV (%) 10,49 21,65 10,66 5,72

Fonte: préprio autor, 2018. *Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na
linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Verifica-se que o meio MS +4 gL, KNOP+2ou4gLtouMS+2gL?t MS
+0ou4dglLleMS+4gL?proporcionaram brotagdes de maior comprimento; raiz
principal mais longa; maior numero de brotacbes e de folhas, respectivamente.
Todavia, o meio de cultura MS, em geral para as quatro distintas variaveis foi superior
guanto comparado ao KNOP, mostrando-se mais uma vez, adequado para utilizagao
no protocolo de multiplicagéo desta cultivar italiana de morangueiro. Villa et al. (2014),
em comparacdo a outro meio de cultura, identificaram que as concentracfes de
vitaminas e mineiras do meio MS influenciaram de maneira positiva o crescimento das
raizes, até o ponto de maxima.

Resultados antagonicos aos obtidos nesse estudo foram encontrados por Villa
et al. (2007), George (2008) e Guson et al. (2012), onde verificaram que
concentracdes acima de 0,1375 g L de carvéo ativado passaram a inibir a formacéo
de brotos, provavelmente porque além de adsorver substancias toxicas, passaram a
adsorver os nutrientes do meio de cultivo. Estudos ja observaram também, a influéncia

negativa do carvao ativado para o numero de folhas, possivelmente por compensar
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com maior estimulo ao crescimento das folhas pré-existentes ou do sistema radicular
(VILLA et al., 2014).

De acordo com a andlise de variancia demonstrada na tabela 7, houve
interacdo entre os fatores estudados (meio de cultura e fontes de ferro) para as
variaveis relacionadas a parte aérea, onde para todas essas, 0 meio de cultivo MS
associado ao Fe EDDHA como fonte de ferro foi mais eficiente para o desenvolvimento
dos explantes. Assim como nesse estudo, Christensen et al. (2008) relataram o
incremento nimero de brota¢cdes em hibisco, além do conteudo de clorofila, area foliar
e da massa seca dos explantes, com a utilizacdo de Fe EDDHA em relacdo as
mesmas dosagens de Fe EDTA. Similarmente, em pesquisas com aveleira
propagadas in vitro, Garisson et al. (2013) verificaram que os explantes mantidos em
meio de cultivo com Fe EDDHA, apresentaram maior comprimento, concentracéo de

clorofila e folhas mais largas, do que os multiplicados em Fe EDTA.

Tabela 07 — Variaveis da parte aérea na multiplicacdo in vitro de explantes de
morangueiro ‘Pircinque’ em diferentes meios de cultivo (KNOP e MS) e
distintas fontes de ferro nos mesmos (Fe EDTA e Fe EDDHA).
Lages/SC, 2018.

Comprimento do Comprimento Numero de Numero de
Fatores explante (cm) brotagdes (cm) brotagtes folhas

KNOP MS KNOP MS KNOP MS KNOP MS

FeEDTA 2,75 Ba* 4,46 Ab 1,00 Ba 2,04 Ab 1,71 Ba 2,57 Ab 3,86 Ba 4,62 Ab
FeEDDHA 2,83 Ba 53 Aa 1,00 Ba 3,00 Aa 1,71 Ba 2,90 Aa 3,67 Ba 5,38 Aa

Média 3,84 1,76 2,22 4,38
CV (%) 16,55 20,50 6,69 8,35

Fonte: préprio autor, 2018. * Médias seguidas de mesma letra, miniscula na coluna e mailscula na
linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Da mesma forma que nas varidveis da parte aérea, com a analise das do
sistema radicular observou-se resultados mais satisfatorios no meio de cultura MS
com Fe EDDHA, quando comparado com o Fe EDTA (Tabela 8). Em outros estudos,
a substituicdo de Fe EDTA com a forma de quelato de Fe EDDHA também obtiveram
efeitos positivos sobre a micropropagacdo de varias espécies (MAHESHWARI e
SETH, 1965; CHOPRA e RASHID, 1969; RASHID e STREET, 1973). Um das
justificativas para isso, € que o Fe EDTA, utilizado no protocolo do MS, nédo é estavel
e quando se trabalha com pH na faixa de 5,8 tem-se uma perda de 45% da sua
concentracgéo inicial de Fe (DALTON et al., 1983) e isso ndo € desejado, ja que o ferro


http://link.springer.com/article/10.1007/s11738-007-0067-9#CR4
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€ um micronutriente essencial para o crescimento e elongacao das brotacdes, ja que

atua como cofator enzimatico (HANSEN et al., 2006).

Tabela 08 — Variaveis sistema radicular na multiplicacdo in vitro de explantes de
morangueiro ‘Pircinque’ em diferentes meios de cultivo (KNOP e MS) e
distintas fontes de ferro nos mesmos (Fe EDTA e Fe EDDHA).
Lages/SC, 2018.

Comprimento
médio de raizes
(cm)

NUmero de Intensidade
Raizes de calo

Comprimento da
Fatores maior raiz (cm)

KNOP MS KNOP MS KNOP MS KNOP MS

FeEDTA 1,00 Ba* 2,33 Ab 1,00 Ba 1,96 Ab 1,71 Ba 2,88 Ab 1,00 Bb 1,30 Ab
FeEDDHA 1,00 Ba 4,00 Aa 1,00 Ba 2,75 Aa 1,71 Ba 3,50 Aa 1,40 Ba 1,49 Aa

Média 2,07 1,68 2,45 1,30
CV (%) 24,55 20,05 18,95 3,76

Fonte: préprio autor, 2018. * Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na
linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro.

O enraizamento in vitro dos explantes de selecdes de morangueiro foi
beneficiado no meio de cultivo MS com o uso de Fe EDDHA. Antonopoulou et al.
(2007) também constataram que a formacdo e comprimento médio de raizes in vitro
do porta-enxerto de pessegueiro ‘GF-677’, foi maior em meio basico MS, com a
inclusdo de 0,2805 g L' Fe EDDHA como fonte de ferro, assim como, também em
pesquisas com porta-enxerto de pessegueiro, Molassiotis et al. (2003), obtiveram
enraizamento de 100% dos explantes nutridos com Fe EDDHA, em contrapartida,
nenhuma formacdao de raiz foi observada nos mantidos em meio com Fe EDTA.

Por outro lado, na utilizagdo do MS com Fe EDDHA, a intensidade de calos foi
superior quando comparada aos outros tratamentos estudados e essa formacéo de
calogénese na base dos explantes pode ser prejudicial, retardando a formacéo in
vitro de raizes adventicias (ANTONOPOULOQOU et al., 2007).

Ao estudar a influéncia dos dois meios de cultura e o numero de folhas iniciais
dos explantes, ndo ocorreu interacdo entre ambos os fatores para as variaveis
comprimento de brotacdes e médio de raizes, nimero de brotagdes, folhas e raizes e
intensidade de calo (Tabela 9). Para estas variaveis a presenca ou auséncia de folhas
nao influenciou o crescimento dos explantes, entretanto, mais uma vez, para 0s meios
de cultivo ocorreu diferencas estatisticas significativas, onde o MS foi mais favoravel

para o desenvolvimento do morangueiro ‘Pircinque’.
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Tabela 09 — Comprimento das brotacbes e médio de raizes (cm), nimero de
brotacdes, folhas e raizes e intensidade de calos em morangueiro
‘Pircinque’ in vitro em diferentes meios de cultivo (KNOP e MS) e
namero de folhas (0, 2 e 4). Lages/SC, 2018.

Comprimento Comprimento

~ PRI Numero Numero NUmero Intensidade
Fatores brotacbes  meédio raizes

brotacbes  folhas raizes de calo
(cm) (cm)
gg KNOP 1,17 b* 1,00 b 185 b 347 b 176 b 135 b
Q=
=3 MS 1,77 a 128 a 237 a 48 a 249 a 148 a

1,37 ns 1,25 202 ™ 403 ™ 213 ™ 134 ™

°

§ %’ 1,52 1,11 217 4,23 2,05 1,44

z*= 1,53 1,05 214 4,22 219 1,41
Média 1,47 1,14 211 4,16 212 1,41
CV (%) 19,61 21,74 10,31 9,27 13,07 5,02

Fonte: préprio autor, 2018. * Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. " Nao
significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Em contrapartida, ao ser estudado o comprimento do explante principal e da
maior raiz (cm), ocorreu interacdo entre os dois fatores avaliados (Tabela 10) e para
ambas, o meio de cultivo MS destacou-se em relacdo ao meio de cultura KNOP, sendo
que no final da avaliacdo, a parte aérea mais longa foi aquela onde se deixou duas ou
quatro folhas na instalacdo do experimento e para o comprimento da maior raiz, néo
diferiu a presenca ou auséncia de folhas e ainda, dos explantes mantidos em KNOP

com quatro folhas iniciais.

Tabela 10 — Comprimento do explante e da maior raiz (cm) em morangueiro ‘Pircinque’
in vitro em diferentes meios de cultivo (KNOP e MS) e nimero de folhas
(0,2 e 4). Lages/SC, 2018.

Comprimento do Comprimento
Fatores explante maior raiz

KNOP MS KNOP MS
0 3,00 Ba 3,56 Ab 1,00 Bb 2,05 Aa
2 3,00 Ba 3,78 Aa 1,00 Bb 2,06 Aa
4 3,00 Ba 3,83 Aa 1,67 Aa 1,89 Aa
Média 3,36 1,61
CV (%) 4,85 18,65
Fonte: préprio autor, 2018. *Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na
linha, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey, em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Esses resultados podem ser justificados pelo fato que a presenca de folhas no

explante auxilia a iniciag&o radicular, entretanto esse estimulo n&o pode ser atribuido
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a fotossintese, ja que o processo fotossintético é muito baixo durante o enraizamento,
acreditando-se que as folhas produzem alguma substancia que promove o
enraizamento (GRIMALDI et al., 2008). Além disso, Hartmann et al. (1990) explicam
a importancia da presenca de folhas nos explantes, ja que elas, além de translocarem
carboidratos, contribuem para a formacéao de raizes, potencializando o enraizamento.

Ao avaliar a multiplicacdo do explantes de morangueiro nos dois meios de
cultivo e quatro concentracdes distintas de BAP, os dois fatores influenciaram

isoladamente o comprimento do explantes e niumero de folhas (Tabela 11).

Tabela 11 — Comprimento do explante (cm) e numero de folhas in vitro em
morangueiro ‘Pircinque’ em dois diferentes meios de cultivo (KNOP e
MS) e concentraces de BAP (0, 1, 2 e 3 mg L?). Lages/SC, 2018.

Eatores Comprimento Namero

explante (cm) folhas

of kNoP 1,85 b* 313 b
Q=

=3 MS 274 a 460 A

OmgL? 2,78 a* 3856 ™

o
fé 1mglL? 2,64 a 4,10
— 2mg L1 1,98 b 3,88
3mglL? 1,77 b 3,64

Média 2,29 3,87
CV (%) 15,15 19,46

Fonte: préprio autor, 2018. * Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
ns Nao significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Em relacdo aos dois meios de sustentacdo, a composicdo basica do MS, mais
uma vez, favoreceu o crescimento dos explantes, influenciando no maior crescimento
e quantidade de folhas, quando comparado ao KNOP. Entretanto, para ambas
variaveis, a concentracédo de BAP s¢ foi significativa para o comprimento do explante,
onde a auséncia ou o uso de 1 mg L deste regulador de crescimento conferiu parte
aéreas mais alongadas, sendo que 2 e 3 mg L de BAP proporcionaram tamanho
mais reduzido, logo, as concentra¢cdes mais elevadas do regulador de crescimento
podem ter dificultado o desenvolvimento da parte aérea (VILLA et al., 2007).

A ANOVA para comprimento e niumero de brotos e intensidade de calos foi
significativa para a interagdo dos meios de cultura e concentragdes de BAP (Figura
6). Verifica-se que o meio de cultivo MS com 1 mg L de BAP favoreceu a formacao

de um maior numero e comprimento de brota¢cdes, visto que as citocininas séo



78

utilizadas para quebrar a dorméncia apical dos brotos e aumentar a taxa de
multiplicacéo, sendo essa maximizacao um dos objetivos da micropropagacéao (VILLA
et al., 2007; ROCHA et al., 2010; SIVPARSAD e GUBBA, 2012).

Figura 06 — Comprimento médio de brotacdes (cm), numero de brotacdes e
intensidade de calos in vitro em morangueiro ‘Pircinque’ em dois
diferentes meios de cultivo (KNOP e MS) e concentracdes de BAP (0,
1,2e 3 mgL?). Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018.

Brahm e Oliveira (2004), similar ao presente estudo, também concluiram que
as concentracdes de BAP que otimizaram o numero de brotacdes por explante de
morangueiro foram préximas aquela recomendada para a espécie, de 1 mg L%, sendo
essa concentracdo indicada também por Dutra et al. (2012), no protocolo de
multiplicagdo de morangueiro, cultivado em meio MS. Rocha et al. (2010) em
pesquisas com morangueiros in vitro, verificaram comportamento quadratico quanto
ao aumento da concentracdo de BAP para o comprimento das brotacbes e estas,
sendo as maiores, obtidas no meio de cultura sem BAP. Em compensacéo, na cultivar
trabalhada nesta pesquisa, a adicdo de 1 mg L2, foi mais eficiente.

Verifica-se, que tanto no KNOP quanto no MS, conforme se aumentou a
concentragéo da citocinina, houve uma tendéncia de aumento de calogénese e em
consequéncia disso, de forma geral, o excesso de BAP no meio de cultura pode afetar
negativamente o crescimento das brotagdes por induzir a sua proliferagao e estimular

a ocorréncia de hiperidricidade e formacao de folhas anormais (PASQUAL, 2001;
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BRAHM e OLIVEIRA, 2004). A analise de variancia para as variaveis do sistema
radicular de explantes de morangueiro também indicou interacao entre os fatores meio
de cultura e concentragéo de BAP (Figura 7) e novamente, o meio de cultivo MS, com
aadicdo de 1 mg L de BAP, favoreceu o desenvolvimento do sistema radicular, assim
como da parte aérea, sendo superior a0 KNOP nas trés variaveis analisadas:

comprimento meédio e da maior raiz e numero de raizes.

Figura 07 — Comprimento médio de raizes e maior raiz (cm) e niamero de raizes in
vitro em morangueiro ‘Pircinque’ em diferentes meios de cultivo (KNOP
e MS) e concentracdes de BAP (0 1,2 e 3 mgL1). Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018.

Entre os reguladores vegetais utilizados na multiplicagdo in vitro de
morangueiro, a 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido a de maior uso comercial
(BRAHM e OLIVEIRA, 2004) e, além disso, das citocininas comercialmente
disponiveis, € a que geralmente proporciona melhores resultados (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1998).

Assim como neste estudo, outros explicam a acdo do BAP também no
desenvolvimento do sistema radicular. Em pesquisas com batata doce, Flores et al.
(2015), demonstram que o0s resultados obtidos com essa citocinina foram
significativamente superiores ao controle (meio isento do regulador de crescimento),
uma vez que as plantas apresentaram um aumento consideravel no nimero de
segmentos nodais, crescimento dos brotos e, especialmente, em relacdo ao
enraizamento (FLORES et al.,, 2015). Em contrapartida, Macedo et al. (2003)
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confirmaram a inibicho da formacdo de raizes nos explantes de abacaxizeiro
cultivados em meio de cultura na presenca de BAP e que esta foi estimulada pela
presenca de ANA. Com base nisso, em batata-doce, uma das estratégias adotadas
para minimizar os efeitos da BAP no enraizamento das mudas, € a transferéncia dos
brotos para um meio nutritivo isento deste regulador de crescimento (SIVPARSAD e
GUBBA, 2012).

Contudo, constata-se que 0 enraizamento in vitro da cultura do morangueiro
ndo € umas das etapas limitantes no processo de propagacdo, visto que, ndo ha
necessidade de uma fonte de auxina para estimular a emissao de raizes, que ocorre
durante a multiplicacdo, com adicdo da citocinina. Alam et al. (2010), da mesma
forma, ressaltaram que em batata-doce, muitas vezes, a multiplicagdo in vitro de
brotos ocorre concomitantemente ao enraizamento, ndo sendo necessaria a adicao
de suplementos ao meio nutritivo para induzir a regeneracéao de raizes.

Exceto para as variaveis comprimento da maior raiz (cm) e namero de raizes
in vitro de explantes de morangueiro ‘Pircinque’, ndo ocorreu interacéo entre os fatores
meios de cultivo (KNOP e MS) e concentracdes de GAs (0, 0,125, 0,250 e 0,375 mg

L-1), como demonstrado na tabela 12.

Tabela 2 — Multiplicacdo in vitro de explantes de morangueiro ‘Pircinque’ em dois
diferentes meios de cultivo (KNOP e MS) e concentracdes de GAs (0,
0,125, 0,250 e 0,375 mg L!). Lages/SC, 2018.

Comprimento Comprimento Numero Numero de Comprimento Intensidade
Fatores ~ de P
explante brotagbes ~ folhas médio raizes de calos
brotactes
.gg KNOP 3,65 b* 1,31 b 200 a 410 b 1,00 b 138 ™
=3 MS 444 a 221 a 252 a 627 a 1,08 a 1,41
0 355 ¢ 1,65 s 2,18 ™ 485 b 1,05 146 a
&£ 0125 4,08 b 1,75 2,29 527 a 1,06 1,33 b
© 0,250 4,17 ab 1,83 2,22 517 ab 1,06 1,40 ab
0,375 4,38 a 1,80 2,37 543 a 1,00 1,41 ab
Média 4,04 1,76 2,26 5,18 1,04 1,40
CV (%) 7,89 21,73 12,73 8,12 15,49 7,94

Fonte: préprio autor, 2018. * Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. " Nao
significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Em relacéo aos meios de cultivo, para todas as variaveis explanadas na tabela
12, exceto intensidade de calos (ha qual ndo houve diferenca significativa entre os

tratamentos), o MS possibilitou um maior crescimento e desenvolvimento dos
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explantes de ‘Pircinque’. Além disso, a adicdo do &cido giberélico influenciou o
comprimento dos explantes, assim como, o numero de folhas e intensidade de calos.
Em geral, para essas trés variaveis, as concentracdes de 0,250 e 0,375 mg L de GAs
foram satisfatérias, porém, com resultados positivos também com apenas 0,125 mg
Lt de GAspara o numero de folhas ou ainda, na auséncia de GAs para a intensidade
de calos.

Em contrapartida, quando se estudou o comprimento da maior raiz e o nimero
médio de raizes, foi verificado a interacao entre ambos os fatores para essas variaveis
(Figura 8).

Figura 08 — Comprimento da maior raiz (cm) e numero de raizes in vitro de explantes
de morangueiro ‘Pircinque’ em dois diferentes meios de cultivo (KNOP e
MS) e concentragbes de GAs (0, 0,125, 0,250 e 0,375 mg L1). Lages/SC,
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Fonte: préprio autor, 2018.

A partir da andlise de regressdo demonstrada na figura 8, constata-se que o
desenvolvimento radicular no meio de cultivo MS com a adi¢ao de acido giberélico foi
favorecido quando comparado ao uso de KNOP com ou sem a presenca de GAs. Para
ambas variadveis analisadas, houve uma tendéncia de aumento no comprimento e
nimero de raizes até 0,250 mg L de GAs adicionado ao meio MS, e ap6s esse ponto
da curva, queda do desenvolvimento do sistema radicular de explantes de
morangueiro ‘Pircinque’.

Na figura 9, verificam-se as variaveis comprimento do explante e de brotacdes
e numero de brotacdes e folhas no experimento de combinacdes de citocinina e
carvdo ativado em meios de cultivo liqguido (MS e KNOP), onde em geral,
apresentaram resultados satisfatorios quando comparado ao meio de cultura

tradicional (solido). Rodriguez et al. (1991) e Kadota et al. (2001) caracterizam esse
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sistema como ‘dupla-fase’ da cultura in vitro, que pode ser utilizado com sucesso na
micropropagacao do género Pyrus, principalmente com a finalidade de aumentar a

taxa de multiplicagéo e crescimento dos brotos.

Figura 09 — Comprimento do explante e médio de brotacdes (cm) e numero de
brotacbes e folhas de explantes de morangueiro ‘Pircinque’ em dois
diferentes meios liquidos de cultivo (KNOP e MS) e combinacdes de
citocinina e carvao ativado. Lages/SC, 2018.
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O comprimento dos explantes foi superior quando utilizado o meio de cultura
MS liquido com 1 mg BAP + 4 g carvao ativado, porém, sem diferir dos meios liquidos

MS sem regulador e KNOP com 0,5 mg BAP + 4 g carvao ativado. J& o comprimento
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meédio das novas brotacfes foi maior na presenca do meio liquido MS (0,5 ou 1 mg
BAP com ou sem carvao) e do KNOP (sem regulador e com 0,5 ou 1 mg de BAP, sem
a presenca de carvao). Radmann et al. (2009) destacam a importancia de avaliacao
do crescimento das brotagfes formadas durante a fase de multiplicacéo, ja que esta
€ uma variavel determinante na qualidade do material destinado a fase de
enraizamento.

Em relacdo ao numero médio de brotacdes, os destaques dos tratamentos
foram para uso de KNOP com 1 mg de BAP, independente do carvdo ou com somente
0,5 mg de BAP, enquanto o meio MS foi superior com 0,5 mg de BAP com carvao
ativado. Para o niumero médio de folhas, os tratamentos com maior destaque foram
MS + 0,5 mg de BAP com carvao e MS ou KNOP, também com carvéo, porém com 1
mg de BAP, nao diferindo do MS somente com 0,5 mg de BAP ou sem regulador de
crescimento. Em estudos com Aechmea setigera, Vasconcelos et al. (2015) também
concluiram que o sistema de cultivo dupla-fase proporciona um maior nimero de
brotacdes regeneradas, dessa forma, de acordo com Fermino Junior et al. (2014), o
sistema de cultivo in vitro dupla-fase surge como uma alternativa, podendo apresentar
eficiéncia semelhante ao sistema convencional.

Similarmente, outros autores também verificaram que o uso do sistema de
cultura dupla-fase foi eficiente na micropropagacdo de Ananas comosus
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012), de orquideas Vanilla planifolia (OLIVEIRA et
al.,, 2013), de Helianthemum marminorense (SERRANO-MARTI'NEZ, CANO-
CASTILHO e CASAS (2012) e em geral, de acordo com Kozomara et al. (2008), pode
ser considerado uma estratégia para o aumento das taxas de multiplicacéo de brotos
para espécies lenhosas. Segundo Scherwinski-Pereira et al., 2012), esses resultados
positivos merecem destaque, em virtude da reducdo a necessidade da manipulagao
em subcultivos (subdivisdo e individualizagédo), custos de producdo e contaminacéo
microbioldgica.

As variaveis relacionadas ao sistema radicular dos explantes de morangueiro
‘Pircinque’ cultivados em sistema dupla-fase sdo demonstradas na Figura 10, onde
para as quatro estudadas, os tratamentos que, em geral, se destacaram foram: MS +
0,5 mg ou 1 mg BAP + 4 g carvdo de ativado. Além dos resultados satisfatorios
demonstrados para essas variaveis, Scherwinski-Pereira et al. (2012) e Fermino

Junior et al. (2014), confirmam que a presenca da citocinina estudada (BAP),
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possibilitam maior proliferacdo de brotos, assim como, comprimento da parte aérea

destes brotos regenerados.

Figura 10 — Comprimento da maior raiz e médio de raizes (cm), nUmero médio de
raizes e intensidade de calos de explantes de morangueiro ‘Pircinque’
em dois diferentes meios liquidos de cultivo (KNOP e MS) e
combinacdes de citocinina e carvao ativado. Lages/SC, 2018.
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De acordo com os resultados apresentados nas figuras anteriores, verifica-se
que o sistema dupla-fase é uma opcéo satisfatoria de cultivo in vitro, ja que apresenta

a fase semissolida como suporte constituida por meio de cultura facilmente disponivel
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para os tecidos (SANDHYARANI et al., 2011), além do meio de cultura liquido, que
aumenta a superficie de contato dos explantes com o meio de cultura, ocasionando
aumento na difusdo, absorcdo e reposicdo de nutrientes in vitro (PULLMAN e
SKRYABINA, 2007).

Com base nos diferentes experimentos, pode-se concluir que os diferentes
meios de cultivo e componentes adicionados ao mesmo, influenciam o
estabelecimento e multiplicagdo in vitro de explantes de morangueiro ‘Pircinque’. Na

tabela 13 seguem os melhores resultados para cada fase do cultivo in vitro.

Tabela 13 — Meio de cultivo e componentes a serem adicionados aos mesmos nas
etapas de cultivo in vitro de explantes de morangueiro ‘Pircinque’.

Fase do cultivo in Meio de ~
: . Componente Concentracao
Vitro cultivo
Estabelecimento KNOP PPM 2mLL?
Sacarose 30gL?
Agar 6glL?
Mu|tip|ica9a0 MS Carvao ativado 49 Lt
(etapa sélida) Fe EDDHA 0,1glL?
BAP 1mglL?
GA3 0,25mg L?
Multiplicacao MS BAP +carvdo 0,5mgL*+
(etapa liquida) ativado 4glL?

Fonte: préprio autor, 2018.

3.4 CONCLUSOES

O meio de cultivo MS demonstrou maior eficiéncia do cultivo de explantes de
‘Pircinque’, exceto na etapa de estabelecimento, que a maior sobrevivéncia dos
meristemas é obtida em meio KNOP com uso de PPM®.

A adicdo de diferentes componentes ao meio de cultivo MS favorece a
multiplicagdo de explantes de morangueiro ‘Pircinque’, assim como o uso da técnica
dupla-fase, com adicdo de uma pequena lamina do meio de cultura MS liquido, ap6s

a manutencao em meio solido.
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4 CALOGENESE A PARTIR DE FOLHAS DE EXPLANTES DE CULTIVAR
ITALIANA DE MORANGUEIRO ‘PIRCINQUE’.

RESUMO

A calogénese a partir de diferentes explantes de morangueiro é relatada por diversos
autores, ja que € uma técnica viavel tanto para a propagacao vegetativa da espécie
como para a obten¢do de novas linhagens genéticas, que podem ser op¢des variadas
para o lancamento de novas cultivares. Entretanto, pesquisas jA confirmam a
exigéncia de criacdo e adaptacdo de distintos protocolos para cada cultivar que se
deseja a inducao calogénica in vitro. Nesse sentido, objetivou-se a inducéo e obtencéo
de calos de explantes foliares de morangueiro cv. Pircinque, a partir de diferentes
sentidos de corte das folhas (longitudinal e transversal), assim como, distintas
concentracfes de duas citocininas (BAP e 2iP) e uma auxina (ANA). Para obtencéo e
inducado de calos nodulares, foram estudados trés distintos fatores: sentido de corte
foliar (longitudinal e transversal), regulador de crescimento (2IP - 2-
isopenteniladenina, BAP - 6-benzilaminopurina e ANA - acido a-naftaleno acético) e
cinco concentracdes (0; 4; 8; 12 e 16 mg L), totalizando 30 tratamentos, com cinco
repeticdes de cinco explantes cada. Os materiais foram inoculados com a superficie
adaxial em contato com o meio de cultura MS com 100% da quantidade dos sais e
vitaminas, suplementado com 0,1 g L'* de mio-inositol, 30 g L'! de sacarose e 4,59 L
1 de &gar. Apds 45 dias as variaveis analisadas foram: tamanho do calo (cm?) e
presenca de calos (escala: 1 — ausente, 2 — pouco, 3 — médio e 4 — alto). Para a
inducéo de calos in vitro de morangueiro ‘Pircinque’ as folhas devem ser cortadas
transversalmente, de forma perpendicular a nervura da folha e as mesmas devem ser

inoculadas em meio de cultura com 8 mg L de acido a-naftaleno acético (ANA).

4.1 INTRODUCAO

Dentro do grupo das pequenas frutas, a cultura do morangueiro € a de maior
expressdo econbmica, sendo apreciada nas mais variadas regides do mundo
(OLIVEIRA et al., 2011). Entretanto, a muda nacional, em geral, ndo atinge boa

qualidade fisiologica e sanitaria, o que torna boa parte dos produtores dependentes
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da importacdo (ANTUNES e PERES, 2013), o que demanda préticas e tecnologias
gue auxiliem na propagacao dessa espécie de grande importancia econémica.

A organogénese de algumas cultivares de morango, a partir de explantes
foliares, de peciolos e de estoldes é relatada por véarios autores (FOLTA et al., 2006;
BISWAS et al.,, 2010; PINHO et al. (2010) na busca de desenvolver protocolos
especificos de cultura de tecido vegetal, que sdo usados como ferramentas na
transformacao genética, regeneracao de 6rgaos e tecidos em plantas transgénicas e
estudos fisiologicos de desenvolvimento das mesmas.

A calogénese é uma técnica utilizada para estudar o crescimento e
desenvolvimento de calos in vitro e € comumente utilizada para facilitar a propagacao
das plantas por rotas organogénicas ou embriogénicas (ALMEIDA et al., 2015). Para
ambas as rotas, a morfogénese requer o uso de hormonios vegetais que promovam a
retomada da mitose e tecidos diferenciados, alterando o metabolismo celular em
células quiescentes ativas (KIELSE et al., 2007), ja que esses alteram a formacao,
tamanho, friabilidade e coloracao dos calos.

Quando o processo € iniciado a partir de folhas, obtém-se culturas nodulares,
gue sao aglomerados globulares meristematicos de coloracdo verde-clara com textura
friAvel e o potencial de multiplicacdo destas € superior ao da organogénese
convencional, alcancando indices similares aos observados na embriogénese
somatica (GUERRA e DAL VESCO, 2010; DAL VESCO e GUERRA, 2010).

Diante do exposto, buscou-se com esse estudo, a inducéo e obtencéo de calos
nodulares de explantes foliares de morangueiro cv. Pircinque, a partir de diferentes
sentidos de corte das folhas (longitudinal e transversal), assim como, distintas

concentragdes de duas citocininas (BAP e 2iP) e uma auxina (ANA).

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi executado no Laboratorio de Micropropagacdo Vegetal
(LMV), pertencente ao Centro de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do
Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC), localizado na cidade de Lages/SC.

Para obtencéo de calos, foram estudados trés distintos fatores: tipo de corte
foliar (longitudinal e transversal), regulador de crescimento (2IP - 2-

isopenteniladenina, BAP - 6-benzilaminopurina e ANA - acido a-naftaleno acético) e
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suas concentracoes (0; 4; 8; 12 e 16 mg L), totalizando 30 tratamentos, com cinco
repeticdes de cinco explantes cada.

Os explantes foram obtidos a partir de plantas ja cultivadas in vitro e
constituiram de fragmentos de folhas, de aproximadamente 1 + 0,5 cm?, cortadas em
dois sentidos: longitudinal, paralelo a nervura central da folha e transversal, de forma
perpendicular a nervura da folha. Estes foram inoculados com a superficie adaxial em
contato com o meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962 — Apéndice A) com
100% da quantidade dos sais e vitaminas, suplementado com 0,1 g L'* de mio-inositol,
30 g Lt de sacarose e 4,5 g L1 de &gar. O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8
+ 0,1 antes da adicdo do agar, sendo este posteriormente autoclavado durante 20
minutos a 121°C, sob pressao de 1,5 atm.

Apés a inoculagédo, os explantes foram mantidos no escuro por um periodo de
dez dias, a temperatura de 25 + 2°C e ap0s esse periodo, foram transferidos para sala
de crescimento com 16 horas de fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e intensidade
luminosa de 42 umol m* s, fornecido por lampadas fluorescentes brancas, onde
permaneceram distribuidos de forma inteiramente casualizada.

Apos 45 dias as variaveis analisadas foram: tamanho do calo (cm?) e presenca
de calos (escala: 1 — ausente, 2 — pouco, 3 — médio e 4 — alto), como demonstrado na

figura 11.

Figura 11 — Escala e intensidade de calos em explantes oriundos de folhas in vitro de
morangueiro ‘Pircinque’ em fungéo do sentido de corte e reguladores de
crescimento em distintas concentracdes. Lages/SC, 2018.

Fonte: préprio autor, 2018.

Para a andlise dos dados, realizou-se a andlise de variancia aplicando o teste
F e, quando este foi significativo, realizou-se a comparagéo pareada das médias pelo
teste de Tukey com probabilidade de erro de 5% e para os fatores quantitativos, foi
realizada analise de regressédo polinomial. As variaveis discretas, provenientes de

contagem, foram transformadas através da expressdo [V(x+0,5)], onde x, é a média
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obtida de cada variavel e a escala referente a intensidade de calos em log (x+K), onde

X, € a média obtida de cada variavel e K igual a 1.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Obteve-se interacao tripla entre os fatores estudados (tipo de corte, regulador
de crescimento e concentracao destes). Na figura 12, verifica-se a partir da analise de
regresséo, que para o tamanho de calos, em cm?, a influéncia dos reguladores de
crescimento em diferentes concentrag@es foi similar para o fator sentido de corte das
folhas. A utilizacdo da auxina (ANA) proporcionou resultados superiores para a
variavel quando comparada as duas citocininas estudadas (BAP e 2iP), sendo que o
uso de BAP foi o tratamento inferior, independente da concentracdo como o do sentido
de corte da folha de morangueiro. Esse resultado era esperado, ja que a adicao de
guantidades excessivas de auxina ao meio estimula a producéo de calos, embora a
calogénese ocorra mesmo em baixas concentracdes (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1990).

Figura 12 — Tamanho dos calos (cm2) em explantes oriundos de folhas in vitro de
morangueiro ‘Pircinque’ em fung¢do do tipo de corte e reguladores de
crescimento em distintas concentracfes. Lages/SC, 2018.
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Alguns autores ja estudaram a inducao de calos e crescimento de pequenos
aglomerados de coloracdo esverdeada com aspecto friavel em morangueiro, como
Omar et al. (2013) e Zhang et al. (2014), classificadas como embriogénese somatica
e também por Scherer et al. (2013) em Ananas comosus e Dal Vesco et al. (2011),
em Billbergia zebrina, classificadas como culturas nodulares.

Em relacdo ao uso do 2iP, houve uma tendéncia de crescimento dos calos
conforme aumentou o uso da citocinina, dando indicios que maiores concentracfes
do que as testadas neste trabalho, possam promover uma maior calogénese. Tanto
no sentido transversal quanto no longitudinal, a concentracdo de 8 mg L de ANA
resultou em calos de maior tamanho, sendo 2,40 e 2,73 cm?, respectivamente. No
entanto, a maior dimensdo dos calos na concentragdo de 8 mg L, ndo diferiu
estatisticamente do uso de 4 mg L quando o sentido de corte foi o longitudinal.
Assemelhando-se a este, alguns estudos realizados em diversas espécies, como
Passiflora alata (PACHECO et al., 2012), Passiflora suberosa (GARCIA et al., 2011)
e Passiflora spp. (ROSA et al., 2015) confirmaram que alta proliferacéo de calos foi
obtida em meio de cultura com somente um tipo de regulador de crescimento, como
a auxina. Entretanto, outros resultados confirmam que a interacdo entre auxinas e
citocininas €, muitas das vezes, responsavel pela alta inducdo de calos (CARVALHO
et al., 2015).

Quanto a intensidade de calos (Figura 13), a nao utilizacao dos reguladores de
crescimento pouco promoveram a aglomeracdo de células. Resultados semelhantes
foram encontrados por Feitosa et al. (2013) em explantes de Jatropha curcas L., onde
tanto na auséncia do AIB e quanto do BAP, notou-se pouca formacao de calo, sendo
que os autores destacam também, que em todos os tratamentos com a presenca de
auxina e/ou citocinina ocorreu a formacgao de calos compactos, como visualizado
nesse estudo. Isso comprova que 0 suprimento exégeno de reguladores de
crescimento ao meio de cultura é, em muitos casos, necessario para a calogénese
(ROSA e DORNELAS, 2012; PEGO et al., 2013).
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Figura 13 — Intensidade de calos em explantes oriundos de folhas in vitro de
morangueiro ‘Pircinque’ em funcdo do tipo de corte e reguladores de
crescimento em distintas concentracfes. Lages/SC, 2018.
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A influéncia dos reguladores de crescimento na inducdo de calos de
morangueiro também foi estudada por Qin et al. (2011). Os autores verificaram 100%
de regeneracao de explantes da cv. Toyonaka, a partir de folhas jovens cultivadas em
meio de cultura MS suplementado com a combinacéo de 1,5 mg L' de TDZ + 0,4 mg
L de AIB.

A fim de identificar e facilitar o entendimento de qual tipo de corte nas folhas foi
0 mais significativo entre os tratamentos, na figura 14 estdo demonstradas as médias
referentes as duas variaveis avaliadas (tamanho e intensidade dos calos) em fungéo
dos diferentes reguladores de crescimento estudados e o sentido longitudinal e
transversal em que as folhas foram inoculadas ao meio de cultura. Verifica-se que
para ambas, o0 uso de ANA se destacou e o corte transversal estimulou uma maior
proliferagéo e crescimento dos calos com a utilizacdo da auxina, provavelmente por
ser o tratamento onde foi mantida parte da nervura da folha e quando se usou o BAP,

ambos os cortes nao diferiram estatisticamente.
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Figura 14 — Tamanho dos calos (cm?) e intensidade de calos em explantes oriundos
de folhas in vitro de morangueiro ‘Pircinque’ em fungao do sentido de

corte e reguladores de crescimento. Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro; letras
mailsculas comparam os reguladores de crescimento e as mindsculas, o sentido de corte.

Em contrapartida, quando se utilizou o 2iP ou BAP, os comportamentos para
as duas variaveis foram inferiores, nesta ordem, caracterizados por uma menor
intensidade de calogénese, quando comparadas ao uso da auxina e independente do
tipo de corte foliar utilizado. Estes resultados ndo corroboram com Barboza et al.
(2014), que justificam a aplicacdo de forma exdgenas em algumas espécies, por
aumentarem o contetdo enddgeno de diferentes tipos de citocininas, elevando a taxa
proliferativa.

Em relacdo ao sentido de corte dos explantes, outros estudos também
demonstram como o tipo de material utilizado in vitro pode influenciar o crescimento
de calos. Biswas et al. (2010) avaliaram a formacao de calos em diferentes fontes de
explantes de morangueiro cv. Rabi-01, Rabi-02 e Rabi-03 e observaram significativa
influéncia do tipo de explante utilizado na formacdo de calos, destacando que
explantes provenientes de segmentos nodais e estoldes apresentaram resultados
melhores em relacdo aos explantes obtidos a partir de tecidos foliares, assim como, a
influéncia da idade dos tecidos utilizados e a variacdo da sensibilidade dos tecidos
aos reguladores de crescimento. Em estudo similares, Folta et al. (2006) mostraram

que em morangueiro ‘Laboratory Festival 9’, os explantes provenientes de folhas e
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peciolos mais jovens apresentam melhores resultados para a porcentagem de
regeneracdo e, 0s explantes oriundos de estoldes, apresentaram significativos
problemas de contaminag&o.

Contudo, as maiores proliferagdes de calogénese foram encontradas no corte
em sentido transversal das folhas de explantes de morangueiro ‘Pircinque’. Erig e
Schuch (2005), ao estudarem a morfogénese de folhas de macieira também
verificaram que as maiores porcentagens de regeneracéo e intensidade de formacéo
de calo foram obtidas com o fragmento delgado transversal de folha comparado ao
longitudinal, assim como, Tang et al. (2002), que observaram que geralmente, os
brotos in vitro de cerejeira surgiam a partir da nervura da folha ou em associacdo com
o tecido vascular. Dessa forma justifica-se a influéncia do tipo de explante na inducao
de calos, onde se recomenda a utilizagdo daqueles que contém maior proporcéo de
tecido meristematico, ou que apresentam maior capacidade de expressar a
totipoténcia (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1990).

Nesse sentido, aliado ao estudo dos explantes, o estudo demonstra a
importancia de verificar as diferencas entre os reguladores de crescimento, ja que,
segundo Rodrigues e Almeida (2010), o balanco hormonal obtido principalmente entre
0s niveis de citocininas e auxinas, exdgenas e enddgenas do calo, podem tanto
estimular a proliferacao celular, assim como, exercer um efeito antagénico, reduzindo

a multiplicacdo dos mesmos.

4.4 CONCLUSOES

Para a inducao de calos in vitro de morangueiro ‘Pircinque’ as folhas devem ser
cortadas transversalmente, de forma perpendicular a nervura da folha e as mesmas
devem ser inoculadas em meio de cultura com 8 mg L de acido a-naftaleno acético
(ANA).
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5 MULTIPLICACAO E ENRAIZAMENTO DE CULTIVAR ITALIANA DE
MORANGUEIRO ‘PIRCINQUE’ EM BIORREATORES DE IMERSAO
TEMPORARIA.

RESUMO

A técnica de propagacao de explantes através de biorreatores de imersédo temporaria
€ uma ferramenta que possibilita, a partir do cultivo em meio liquido, aumentar a
eficiéncia da produgédo de mudas in vitro. Diversas pesquisas com a cultura do
morangueiro mostram a maior eficiéncia do sistema quando comparado ao processo
convencional, em meio sdlido, da micropropagacao. Nesse sentido, o objetivo foi
estabelecer um protocolo multiplicagdo e enraizamento da cultivar italiana de
morangueiro ‘Pircinque’, em biorreatores de imersédo temporaria. Realizaram-se dois
estudos distintos e independentes, caracterizados pelas etapas de multiplicacao e
enraizamento de explantes de morangueiro ‘Pircinque’. Foram estudados dois meios
de cultura (MS e KNOP modificado e, além disso, como tratamento testemunha, foi
avaliado o crescimento dos explantes em meio de cultivo sélido, com a adicdo de 5 g
L1 de &gar. Distintos tempos de imersédo do meio de cultura aos explantes também
foram estudados, sendo cinco (a cada cinco horas) ou oito (a cada trés horas) vezes
ao dia, durante 15 minutos. Sendo assim, o estudo compreendeu os fatores meio de
cultura e tempo de imersao, assim como o tratamento testemunha (sélido). Verificou-
se gque o uso de sistema de biorreatores de imersao temporaria € uma técnica eficiente
para a multiplicacdo e enraizamento de explantes de morangueiro cv. Pircinque,
quando comparada ao método convencional de micropropaga¢do com uso de meio
de cultura sélido. Em suma, o meio de cultivo MS liquido em contato cinco vezes ao
dia com explantes de morangueiro ‘Pircinque’ favorece o crescimento da parte aérea

e do sistema radicular.

5.1 INTRODUCAO

Devido a maior demanda de espécies de importancia econdmica, busca-se, por
meio de ferramentas biotecnoldgicas, a producédo de um grande numero de mudas,
em um curto espago de tempo, e principalmente, obter materiais homogéneos e de

qualidade.



96

Uma das estratégias para o cultivo in vitro, segundo Camolesi et al. (2010), esta
relacionada com a consisténcia do meio de cultivo, que pode ser um dos fatores a
contribuir para diminui¢cdo dos custos, onde o uso de meio liquido tem proporcionado
resultados iguais ou até melhores que a do meio sélido para varias espécies vegetais,
em funcdo de proporcionar maior eficiéncia ao processo de micropropagacao, pela
facilidade de preparo, permitir maior contato do material vegetativo com o meio,
proporcionando incremento de produtividade e de eficiéncia no processo de
propagacéo (PEREIRA e FORTES, 2003; PENCHEL et al., 2007).

Uma ferramenta que proporciona aumento da eficiéncia na producédo de mudas
in vitro encontra-se associada aos biorreatores de imersédo temporaria, com uso de
meio de cultivo liquido. Este sistema é uma opcéo para a produgcédo de mudas em larga
escala, comparado a micropropagacao convencional, pois apresenta vantagens
como: aceleracdo e aumentos das taxas de multiplicacdo, uniformizacéo da producéao,
reducdo de méao de obra e consequentemente no custo total por unidade produzida e
aumento da produtividade, em funcdo do sistema semi-automatizado (RIBEIRO e
BASTOS, 2008; DEBIASI, 2011).

Existem diferentes sistemas de imersdo temporaria, porém todos seguem o
mesmo principio, relacionado ao contato dos materiais vegetais com o meio de cultura
por algum periodo a uma frequéncia pré-determinada (SILVA et al.,, 2007; RECH
FILHO et al., 2005). Hanhineva et al. (2005) iniciaram os estudos com uso de
biorreatores para a micropropagacao de morangueiro e o modelo utilizado foi 0 RITA®
com sistema de imersdo de 4 minutos a cada 5 horas, testando diferentes hormonios
e combinacdes e obtiveram resultados positivos quanto a multiplicacdo dos explantes.

Diversos autores identificam ainda, os tipos de explantes que podem ser
utilizados: pétalas (DEBNATH, 2008; OMAR et al., 2013), sépalas (DEBNATH, 2008),
segmentos nodais (SHAKILA et al., 2007), brotos e meristemas retirados de estoldes
(MOHAMED et al., 2007; BHANKHER et al., 2008) e folhas (NEHRA et al., 1990;
HANHINEVA et al., 2005; MOHAMED et al., 2007; DEBNATH, 2008; OMAR et al.,
2013; ZHANG et al., 2014), sendo os dois ultimos citados mais efetivos ao sistema.

Todavia, espécies e cultivares necessitam de protocolos especificos, pois
podem apresentar resultados diferentes sob a mesma condi¢&o de cultivo (FORTES
e PEREIRA, 2001), sendo assim, resultados satisfatorios ja foram observados para
cana-de-acucar (CIDADE et al., 2006), abacaxi (SILVA et al., 2007), bromélias
(MENGARDA et al., 2009), banana (ANDRADE et al., 2011) e eucalipto (OLIVEIRA et
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al., 2014). Nesse sentido, estudos mais especificos que determinem a eficiéncia da
multiplicacdo de diferentes sele¢cdes de morangueiro a partir da utilizacdo de
biorreatores de imersdo temporéria sdo necessarios, a fim de verificar, o tipo de
explante, meio de cultura, uso de reguladores de crescimento e também, o intervalo
de tempo em que os materiais ficam em contato com o meio de cultivo liquido.

O objetivo do estudo foi estabelecer um protocolo multiplicacéo e enraizamento
da cultivar italiana de morangueiro ‘Pircinque’, em biorreatores de imerséo temporaria,

alcancando alta eficiéncia deste sistema.

5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado na Biofabrica de Plantas, localizada na cidade de
Lages/SC, sendo esta, pertencente a Centro de Ciéncias Agroveterinarias da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC).

Foram realizados dois estudos independentes, caracterizados pelas etapas de
multiplicagdo e enraizamento de explantes de morangueiro ‘Pircinque’. Os materiais
vegetais iniciais utilizados foram oriundos de plantas ja cultivadas in vitro e
padronizados com quatro folhas cada e um comprimento de 2,5 + 5 cm. Para ambos
0s experimentos, foi utilizado um sistema de imersédo temporaria com frascos duplos
(garrafas de polietileno de 5 litros — Figura 15), contendo 300 mL de meio de cultivo e
14 explantes por garrafa.
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Figura 15 — Sistema de biorreatores de imersao temporaria em frascos duplos para
multiplicagdo e enraizamento de explantes de morangueiro ‘Pircinque’.
Lages/SC, 2018.

A, B4

Fonte: préprio autor, 2018.

Foram estudados dois meios de cultura (MS e KNOP modificado — Apéndice
A), ambos contendo além dos sais e vitaminas caracteristicos de cada um deles, 37,3
mg L de Fe EDDHA, 0,25 mg L de GAse 30 g L de sacarose, diferindo nas duas
etapas a presenca de 1 mg L* de BAP na multiplicacdo e 0,05 mg L* de BAP e 1 mg
Lt de AIB no enraizamento. Além disso, como tratamento testemunha, foi avaliado o
crescimento dos explantes em meio de cultivo sélido, com a adicdo de 5 g L™ de &gar,
assim como 0s outros componentes ja citados anteriormente. Distintos tempos de
imersao do meio de cultura aos explantes também foram estudados, sendo estes:
cinco (a cada cinco horas) ou oito (a cada trés horas) vezes ao dia, durante 15
minutos. Sendo assim, o estudo compreendeu os fatores meio de cultura e tempo de
imersdo, assim como o tratamento testemunha (s6lido), totalizando seis tratamentos
com trés repeticdes de 14 explantes cada.

As variaveis analisadas no experimento de multiplicacdo foram numero de
brotagcbes e folhas, comprimento do explante e comprimento médio de brotagbes e
intensidade de calos (0 a 2), sendo considerado 0: sem calos, 1: calos pequenos e 2:
calos grandes. Na etapa de enraizamento, além das variaveis citadas anteriormente,
foram avaliados o nimero e comprimento da maior raiz, além do comprimento médio
de raizes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia a partir do teste F e as
médias, quando significativas estatisticamente, comparadas pelo teste de Tukey a 5%
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de probabilidade. Os valores provenientes de contagem foram transformados na raiz
quadrada de x+0,5 [V(x+0,5)], onde x é a média obtida de cada variavel e a escala
referente a intensidade de calos em log (x+K), onde x, é a média obtida de cada

variavel e K igual a 1.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do teste de Tukey (p<0,05) verificou-se que as variaveis numero de
brotacdes e escala de intensidade de calos dos explantes de ‘Pircinque’ ndo foram
influenciadas pela interacao dos fatores (meio de cultivo x tempos de imersao do meio

de cultura liquido), apenas de forma isolada (Tabela 14).

Tabela 14 — Numero de brotacdes e escala de intensidade de calos (0 a 2) em
explantes de morangueiro ‘Pircinque’ multiplicados em biorreatores de
imersdo temporaria. Lages/SC, 2018.
Numero de Intensidade
brotacdes de calos

MS 365 a* 165 A

KNOP 1,35 b 1,40 B

5x/dia 3,59 a 169 A

8x/dia 233 b 139 B

Sdélido 1,57 c 150 Ab
CV (%) 5,71 6,32

Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

O meio de cultivo MS proporcionou a formacdo de um maior nimero de
brotacées quando comparado ao KNOP e em consequéncia, uma intensidade de
calos superior nos explantes de morangueiro cv. Pircinque, em decorréncia da taxa
de multiplicacdo ser favorecida pelos componentes presentes no meio de cultivo MS.
Os explantes imersos em meio liquido 5x/dia se destacaram quanto ao namero de
novas brotacdes em relacdo ao tratamento com 8x/dia com meio liquido e seguido do
meio sélido, assim, o uso de biorreatores de imersao temporaria (5x/dia) proporcionou
maior taxa de multiplicacdo de morangueiro ‘Pircinque’, em torno de 56%, quando
comparado ao sistema controle, sem uso de meio liquido e de sistema automatizado.

Aliado aos resultados apresentados, Oliveira et al. (2014) destacaram também, que
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0S menores intervalos entre as imersdes (2 e 4 horas) proporcionaram maior
crescimento em massa fresca e numero de brotos formados por explante de eucalipto.
Em relacdo a intensidade de calos presentes nos explantes (Tabela 16),
aqueles cultivados em meio liquido imerso 5x/dia apresentaram maiores indices
calogénicos, porém néao diferindo do cultivo em meio sélido, sendo ambos tratamentos
superiores a imersao 8x/dia. Essa variavel estudada € de grande importancia, pois é
indesejavel na multiplicacdo, uma vez que em condi¢cbes de elevada formacdo de
calos pode haver comprometimento da proliferagdo de gemas axilares e alongamento
de brotacfes, afetando o desenvolvimento in vitro, principalmente em condi¢cdes de
propagacéo direta (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; NAVROSKI et al., 2013).
O nuamero de folhas dos explantes é demonstrado na Figura 16, onde ocorreu
interacao dos dois fatores estudados, com maior formagéo de novas folhas no cultivo
em meio MS com imersédo 5x/dia durante 15 minutos. Além disso, independente se foi
utilizado ou ndo o sistema de imerséo temporaria, 0 meio de cultura MS foi sempre
superior ao KNOP, com melhores resultados nos tratamentos 5x/dia, 8x/dia e sistema

convencional (sélido), respectivamente.

Figura 16 — Numero de folhas em explantes de morangueiro ‘Pircinque’ multiplicados
em biorreatores de imersado temporaria. Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro; letras
mailsculas comparam os meios de cultura e as mindsculas, tempos de imersdo em solucéo liquida.
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Na figura 17 sdo demonstrados os dados para as variaveis comprimento do
explante e médio de brotagdes de morangueiro ‘Pircinque’, sendo que, o maior
comprimento principal dos explantes foi obtido sempre em meio de cultivo MS,
independentemente do tempo de imerséo em sistema de biorreatores e no tratamento
controle. Na mesma figura, verifica-se o comprimento médio das brotacdes, que foi
superior em meio MS com a utilizacdo do sistema automatizado, nos dois diferentes
tempos de imersao, cinco ou oito vezes ao dia. A eficiéncia do sistema automatizado
em estudos com Eucalyptus também foi comprovado, onde, Oliveira et al. (2014)
compararam os tratamentos de manejo de imersao do meio de cultivo em biorreator
com o cultivo convencional em meio sdlido e os autores observaram um ganho de 2,5
vezes em massa fresca dos explantes de cultivados no sistema de imersédo, porém, a
cada 2 horas (OLIVEIRA et al., 2014).

Figura 17 — Comprimento do explante e médio de brotacdes (cm) em explantes de
morangueiro ‘Pircinque’ multiplicados em biorreatores de imerséo
temporaria. Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro; letras
mailsculas comparam os meios de cultura e as mindsculas, tempos de imersédo em solu¢éo liquida.

Na etapa de enraizamento de ‘Pircinque’ em sistema de biorreatores de
imersao temporaria ndo ocorreram interacdes entre os dois fatores para as seguintes
variaveis: numero de brotagbes, comprimento médio e da maior raiz e intensidade
calogénica na base dos explantes (Tabela 15), sendo que as duas primeiras citadas,
apresentaram resultados semelhantes, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Em
relacdo ao meio de cultivo utilizado, MS proporcionou explantes com maior nimero
de brotagdes, assim como, comprimento médio da maior raiz. A imersdo em meio de

cultivo liguido cinco ou oito vezes ao dia, em sistema automatizado, para o namero de
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brotacbes foi superior (em torno de 21%) ao tratamento do sistema de

micropropagacao convencional, em meio de cultura sdlido.

Tabela 15 — Numero de brotagbes, comprimento da maior e médio de raizes (cm) e
intensidade de calos em explantes de morangueiro ‘Pircinque’ durante
enraizamento em biorreatores de imersédo temporaria. Lages/SC, 2018.

Numero de Comprimento Comprimento Intensidade
brotactes maior raiz  médio raizes de calos

MS 2,78 a* 1,73 a 1,42 ns 1,36 "
KNOP 225 b 1,42 b 1,26 1,29
5x/dia 2,67 a 1,89 a 1,61 a 1,31 b
8x/dia 266 a 1,69 a 1,32 b 1,22 b
Sdélido 210 b 1,00 b 1,00 c 1,48 a
CV (%) 17,69 18,22 16,01 10,41

Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade; "s N&o
significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Em estudos similares, Rodrigues (2011), Teixeira (2011), Barros (2011),
Debiasi (2011) e Cabral (2011) também relatam que para varias espécies, entre elas,
cana-de-acgucar, abacaxi e banana, a eficiéncia produtiva com o uso de biorreatores,
guando estabelecidos protocolos adequados, foi significativamente superior ao
sistema convencional de micropropagacao.

O comprimento médio de raizes, apresentado na Tabela 15, nao foi
influenciado pelos dois meios de cultivo estudados, n&o havendo diferencas
significativas (p<0,05) entre eles. J4 o contato dos nutrientes aos explantes, cinco
vezes ao dia, favoreceu o crescimento meédio das novas raizes formadas durante a
etapa de enraizamento, seguidos do tratamento 8x/dia e sélido. Comportamento
semelhante ao obtido nesse estudo foi observado por Andrade et al. (2011), onde
maiores valores para o comprimento da raiz em bananeiras foi verificado quando os
explantes foram cultivados em meio de consisténcia liquida.

A intensidade de calos foi alterada apenas em funcdo da presenca de meio
liguido ou so6lido, onde o método convencional, com agar, ocasionou maior indice
calogénico. Alguns autores destacam as desvantagens de uma elevada intensidade
de calos na base dos explantes, onde podem impedir ou interferir a formacéo de raizes
(FOGACA et al., 2010) e até mesmo, apos o periodo de cultivo in vitro, onde podem
dificultar a sobrevivéncia de plantas no campo, devido a pobre conexao vascular entre
o caule e as raizes (AJITKUMAR e SEENI, 1998).
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O crescimento do explante e das brotacfes (cm) sdo demonstrados na Figura
18. O comprimento do explante foi superior em condicbes de imersdo de meio de
cultivo MS liquido 5x/dia. Esse mesmo tratamento também favoreceu o comprimento
médio de brota¢cbes, porém nao diferindo da presenca do meio liquido MS 8x/dia.
Sendo assim, para essas duas variaveis, a utilizacdo de biorreatores de imerséo
temporaria foi mais uma vez, superior ao tratamento controle, ou seja, técnica

convencional utilizada na micropropagagéo de plantas.

Figura 18 — Comprimento do explante e de brotacdes (cm) e intensidade de calos em
explantes de morangueiro ‘Pircinque’ durante fase de enraizamento em
biorreatores de imersao temporaria. Lages/SC, 2018.
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Fonte: proprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro; letras
mailsculas comparam os meios de cultura e as mindsculas, tempos de imersdo em solu¢éo liquida.

O numero médio de folhas e raizes, demonstrados na Figura 19, foram
influenciados pelo método de cultivo (tradicional em meio sélido e em biorreatores

com meio liquido) e pelos dois distintos meios de cultura (MS e KNOP).
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Figura 19 — Numero médio de folhas e raizes em explantes de morangueiro ‘Pircinque’
durante fase de enraizamento em biorreatores de imersdo temporaria.
Lages/SC, 2018.
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Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro; letras
maidsculas comparam os meios de cultura e as mindsculas, tempos de imersdo em solu¢éo liquida.

Um maior numero de folhas foi obtido em explantes cultivados em sistema de
biorreatores de imersdo temporaria, independente da frequéncia de contato com o
meio de cultura MS (cinco ou oito vezes). Mais uma vez, o uso dos nutrientes do meio
de cultivo MS foi significativamente favoravel para o desenvolvimento radicular
(numero de raizes) de morangueiro ‘Pircinque’, porém, com maior destaque quando o
mesmo foi mantido em contato com os explantes por cinco vezes ao dia. Esse
resultado ndo corrobora com os de Oliveira et al. (2014), que concluiram que na
maioria dos casos 0S menores intervalos entre as imersdes favoreceram o
desenvolvimento das culturas pelo maior aproveitamento do meio de cultura liquido
pela planta (OLIVEIRA et al., 2014).

Verifica-se que para ambas variaveis citadas anteriormente, nimero meédio de
folhas e raizes, o sistema de biorreatores de imerséo temporéaria de meio de cultivo
liquido favoreceu o desenvolvimento dos explantes de morangueiro ‘Pircinque’. De
acordo com Oliveira et al. (2014), esse resultado confirma que a proliferacdo das
raizes depende da disponibilidade de agua e nutrientes no microambiente que as
circundam. Nesse sentido, se este microambiente é pobre em nutrientes ou muito
seco, o crescimento radicular é lento, e, na medida em que as condigbes melhoram,

0 crescimento radicular tende a aumentar (TAIZ e ZEIGER, 2013).
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5.4 CONCLUSOES

O uso de sistema de biorreatores de imersao temporaria € uma técnica eficiente
para a multiplicacdo e enraizamento de explantes de morangueiro cv. Pircinque,
quando comparada ao método convencional de micropropagacdo com uso de meio
de cultura solido.

O meio de cultivo MS liquido em contato cinco vezes ao dia com explantes de

morangueiro ‘Pircinque’ favorece o crescimento da parte aérea e do sistema radicular.
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6 CRIOCONSERVAGAO DE EXPLANTES DE MORANGUEIRO ‘PIRCINQUE’ A
PARTIR DAS TECNICAS CRYOPLATE E DROPLET ¢

1 Capitulo desenvolvido durante o periodo de doutorado sanduiche no Consiglio per
la Ricerca e la Sperimentazione in Agricoltura - Unita di Ricerca per la Frutticoltura,
CREA-FRF (Forli - Italia), realizado de janeiro a julho de 2017.

RESUMO

Estudos baseados no crescimento lento ou na criopreservacao tém sido investigados
e empregados para a conservacao do material vegetal in vitro, entretanto, a
sobrevivéncia e as porcentagens de regeneracdo dos explantes variam de acordo com
diferentes variedades, mesmo quando é usado o0 mesmo método de crioconservacao.
Nesse sentido, é necessaria a determinacdo de um protocolo apropriado para cada
espécie, por isso, buscou-se estudar duas técnicas de crioconservacao para explantes
de morangueiro ‘Pircinque’, assim como, tempos de contato com a solugéo
crioprotetora PVS2 e 0 armazenamento ou ndo em nitrogénio liquido. Os tratamentos
estudados nesse capitulo compreenderam trés fatores distintos: método de
crioconservacao (droplet e cryoplate), tempo de contato dos explantes em solucao
crioprotetora de PVS2 (0, 30, 60, 90 e 120 minutos) e o armazenamento ou nao
(testemunha) em nitrogénio liquido (NL), totalizando 20 tratamentos, com trés
repeticbes (placas de Petry) de 18 apices cada. Verificou-se que explantes de
morangueiro ‘Pircinque’ apresentam altas taxas de oxidacdo quando armazenados
em nitrogénio liquido e que independente do tempo de contato da solucéo
crioprotetora essas taxas sao superiores a 76%. Além disso, o contato com PVS:2 nos
tempos 60, 90 e 120 minutos favorece a sobrevivéncia dos explantes apos a

crioconservacao, independentemente do método usado.

6.1 INTRODUCAO

A conservacao de plantas in vitro, a partir da técnica de cultura de tecidos, é
uma estratégia complementar a manutencgdo da variabilidade genética que permite a
o0 armazenamento de germoplasma de plantas em ambiente asséptico e livre de
patogenos (PILATTI et al., 2011; SANTOS et al., 2011).
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Diante disso, estudos baseados no crescimento lento ou na criopreservacao
tém sido investigados e empregados para a conservacao do material vegetal in vitro,
sendo a Ultima citada, bastante utilizada e compreende o armazenamento em
pequenos volumes e em longo prazo do material vegetal & temperatura ultrabaixa (-
196°C), geralmente em nitrogénio liquido (KACZMARCZYK et al., 2011; NOGUEIRA
et al., 2013; PENCE, 2011; SA et al., 2015) e é indicada para espécies que
apresentam dificuldades de armazenamento pelos métodos tradicionais
(ENGELMANN, 2011).

A técnica tem sido utilizada para a criopreservacao de apices caulinares de
distintas espécies de plantas herbaceas e lenhosas, como cultivares de Rosa x hibrida
L. (HALMAGYI e PINKER, 2006), Colocasia esculenta var. esculenta (L.) Schott
(SANT et al., 2008), Malus domestica Borkh (HALMAGY!I et al., 2010), cultivares de
lirio Lilium x lancifolium, Lilium x longiflorum, Lilium x siberia (CHEN et al, 2011) e
Hancornia speciosa Gomes (SANTOS et al., 2011).

Entretanto, a sobrevivéncia e as porcentagens de regeneracao variam de
acordo com diferentes espécies, mesmo quando é usada o mesmo método de
crioconservacdo (CHEN et al., 2011), por isso, € necessaria a determinacdo de um
protocolo apropriado para cada espécie (KACZMARCZYK et al.,, 2011). Essa
exigéncia ocorre em funcdo das células apresentarem alto conteddo de agua livre, e
quando expostas ao nitrogénio liquido, podem sofrer danos irreversiveis nas
membranas devido aos efeitos da cristalizagdo (SURANTHRAN et al., 2012).

Nesse sentido, sdo necessarios estudos que verifiguem a ac¢do de solucdes
crioprotetoras que evitem a desidratacdo dos explantes, que pode provocar
modificagdes deletérias que afetam o metabolismo celular e a estrutura molecular e a
integridade das organelas (SILVA et al., 2011; SERSHEN et al., 2012). Uma solugao
bastante utilizada é a PVS: (Plant Vitrification Solution 2), que consiste de uma mistura
de crioprotetores, composto por 3,26 M de glicerol + 2,42 M de etileno glicol + 1,9 M
de dimetilsufoxido + 0,4 M de sacarose, dissolvidos em meio de cultura MS liquido
(SAKAI; KOBAYASHI; OIYAMA, 1990) e sua eficiéncia varia de acordo com o tempo
6timo de imersédo do explante e a temperatura (geralmente utilizada a 0° C), para que
haja alta taxa de regeneragdo apos a criopreservacdo (ENGELMANN, 2011). Volk e
Walters (2006) propuseram que esta solucdo age, por meio de dois mecanismos de
crioprotecao: um no qual a solugdo ocupa o lugar da agua e o outro em que a PVS:2

muda o comportamento de congelamento da agua remanescente nas células.
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A partir do problema exposto, objetivou-se estudar duas técnicas de
crioconservagao para explantes de morangueiro ‘Pircinque’, assim como, tempos de
contato com a solucao crioprotetora PVS2 e 0 armazenamento ou ndo em nitrogénio

liquido.

6.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado com a colaboragdo de dois institutos de pesquisa, 0
CREA - Consiglio per la Ricerca e la Sperimentazione in Agricoltura (Forli, Italia) e
CNR - Consiglio Nazionale delle Ricerche (Firenze, Italia).

Os tratamentos estudados para a cultivar Pircinque nesse capitulo
compreenderam trés fatores distintos: método de crioconservacdo (droplet e
cryoplate), tempo de contato dos explantes em solucéo crioprotetora de PVS: (0, 30,
60, 90 e 120 minutos) e o armazenamento ou nao (testemunha) em nitrogénio liquido
(NL). Dessa forma, representa um fatorial 2 x 5 x 2, com um total de 20 tratamentos,
com trés repeticdes (placas de Petry) de 18 apices cada.

Explantes de morangueiro ‘Pircinque’, ja cultivados in vitro, foram multiplicados
em meio de cultivo KNOP modificado (KNOP, 1865 — Apéndice A) com 0,1 mg L de
BAP, 0,1 g L'* de mio-inositol, 30 g L de sacarose e 6,0 g L' de agar e pH ajustado
em 5,8 £ 0,1, por um periodo de 10 dias, que compreende a metade do tempo
necessario para multiplicacdo in vitro da espécie. Posteriormente, 0s explantes foram
armazenados em camara fria com temperatura ajustada de 4°C e na auséncia de luz,
por sete dias.

Apés esse periodo, foram excisados apices dos explantes (de aproximadamente
2 + 0,5 mm) em condi¢Bes assépticas e transferidos para pré-cultura durante 24 horas
em meio de cultura KNOP com metade da concentracao de sais, acrescido de 0,3 M
de sacarose e armazenados novamente em condi¢des de 4°C e na auséncia de luz.

A técnica de cryoplate iniciou com o contato dos explantes em solugéo de
alginato de sddio 3% e posteriormente, os apices foram gotejados e cobertos por
solucdo de cloreto de célcio (0,1 M), na qual permaneceram por 30 minutos para o
processo de encapsulamento. Os explantes ja encapsulados nas crioplacas foram
lavados e mantidos por 30 minutos em solucédo de protecédo (LS: loading solution),
composta por 2 M de glicerol e 0,8 M de sacarose. ApOs essa etapa inicial, as
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crioplacas foram submetidas aos diferentes tratamentos: 0, 30, 60, 90 e 120 minutos
em solucdo crioconservadora (PVS:2 - Plant vitrification Solution n® 2), seguidos do
congelamento ou nado (controle) em nitrogénio liquido (NL), durante uma hora.
Posteriormente, as crioplacas foram lavadas em solu¢cdo contendo os nutrientes do
meio de cultivo MS liquido com 1,2 M de sacarose e mantidas nesta, por 30 minutos.
Em seguida, foram transferidas para o meio de recultivo KNOP com a presenca de
0,2 mg L' de BAP. Finalmente, foram submetidas a condi¢cdes de 16 horas de
fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e intensidade luminosa de 42 pmol m?2s7,
fornecido por lampadas fluorescentes brancas.

Por outro lado, a metodologia droplet se distingue da cryoplate, pois ndo ha a
etapa inicial, onde se realiza o encapsulamento do material vegetal e os &pices foram
tratados e mantidos diretamente em solu¢cdo de proteg¢do (LS: loading solution)
durante 30 minutos. Posteriormente, de acordo com os diferentes tratamentos (0, 30,
60, 90 e 120 minutos), os apices foram posicionados em pequenas folhas de aluminio
sobre a solucao crioconservadora (PVS:2) e apds 0s tempos necessarios, as mesmas
foram imersas rapidamente em NL por uma hora, exceto o tratamento controle, sem
congelamento. Assim como no método cryoplate, finalizada essa etapa, os apices
ainda nas laminas de aluminio, foram lavados por 30 minutos em solucdo MS liquido
+ 1,2 M de sacarose. E os 4pices foram inoculados em meio de recultivo KNOP com
a presenca de 0,2 mg L' de BAP e armazenados em sala de crescimento com
condi¢cdes controladas (16 horas de fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e
intensidade luminosa de 42 pmol m=2 s1).

A fim de verificar a eficiéncia das técnicas estudas, foram avaliadas as variaveis:
namero de explantes oxidados e consequentemente, numero de explantes
sobreviventes. Os dados foram submetidos a analise de variancia a partir do teste F
e as médias, quando significativas estatisticamente, comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade e transformados na raiz quadrada de x+0,5 [V(x+0,5)], onde x
€ a média obtida de cada variavel e para fatores quantitativos, foram realizadas

analises de regressao polinomial.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A oxidacdo dos explantes de morangueiro ‘Pircinque’ foi influenciada pelos
métodos utilizados de crioconservacao, assim como, quando foram armazenados no
nitrogénio liquido, caracterizado por interacéo entre os fatores (Figura 20). As técnicas
droplet e cryoplate ndo diferiram entre si na condi¢do testemunha (sem NL), porém,
guando os explantes foram colocados em NL, os métodos diferem significativamente
pelo teste de Tukey (p<0,05), com médias de 15 e 8 explantes oxidados,
respectivamente. Segundo Engelmann (2011) e Suranthran et al. (2012), células com
alto conteudo de agua livre, quando expostas ao NL, podem sofrer danos irreversiveis
nas membranas devido aos efeitos da cristalizacdo, que acarretam na formacéo de

cristais de gelo no interior dos tecidos.

Figura 20 — Numero de explantes de morangueiro ‘Pircinque’ oxidados apds técnicas
de crioconservacgao (cryoplate e droplet), em armazenamento ou ndo em
nitrogénio liquido (testemunha e nitrogénio liquido). Lages/SC, 2018.
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mailsculas comparam as técnicas de crioconservagéo e as mindsculas, armazenamento em
nitrogénio liquido.

Verifica-se que quando foi utilizada a técnica droplet, o nimero de explantes
oxidados foi superior quando comparada com o método cryoplate. Contudo, Sant et
al. (2008) e Guzman-Garcia, Bradai e Sanchez-Romero (2013) relatam que droplet
apresenta elevada aplicabilidade para uma grande variedade de espécies e tecidos,
0 que demonstra a importancia de se estudar e comparar métodos e espécies, pois
os resultados tendem a ser diferentes.

Na figura 21, verifica-se a interacao entre os fatores NL e tempos de contato do

explantes em solucéo crioprotetora (PVS:2), onde pode ser observado claramente, que
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no armazenamento em NL ocorreu uma maior taxa de oxidagcéo, nos tempos 30, 60,
90 e 120 minutos, com uma média de 14 explantes dos 18 do total por repeticdo. Essa
avaliacdo é de extrema importancia, pois o periodo de duracdo no qual os explantes
sdo tratados com as solugbes crioprotetoras (PVS2) determina a extensédo da
desidratacdo celular e a quantidade de componentes que irdo permear as ceélulas
(CHEN et al., 2011).

Figura 21 — Numero de explantes de morangueiro ‘Pircinque’ oxidados apos diferentes
tempos de exposi¢do em solucado PVS:2 (0, 30, 60, 90 e 120 minutos) e
armazenamento ou ndo em nitrogénio liquido (testemunha e nitrogénio
liquido). Lages/SC, 2018.
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J& o tratamento controle, sem o armazenamento dos explantes em NL, a menor
oxidacdo ocorreu na situacdo sem adicdo da solugcdo crioconservadora,
demonstrando que ndo somente o NL promove a liberacdo de compostos fendlicos,
mas também, que o PVS: favorece essa caracteristica indesejavel na conservagao
dos materiais vegetais. Um dos fatores que explica esses elevados indices de
oxidacdo € a utilizacdo destas solucbes de crioconservacdo, nas quais possuem
niveis de toxicidade distintos e que devem ser identificados de acordo com a espécie
em questao (REED, 2008).

A sobrevivéncia dos explantes apos as diferentes técnicas de crioconservacao
foi influenciada pelos trés fatores estudados: métodos, armazenamento em NL e
tempos de contato dos explantes em PVS:2 (Figura 22). Em estudos com manutencgao
de explantes da palmeira (Phoenix dactylifera L.), Salma et al. (2014) verificaram a
influéncia destes fatores para a espécie, embora ao final, ambos métodos de

crioconservacao (cryoplate e droplet) tenham apresentado resultados similares,
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demonstrando serem efetivas para a crioconservacao e recuperacdo dos materiais

vegetais ap0s a exposicao ao nitrogénio liquido.

Figura 22 — Numero de explantes sobreviventes de morangueiro ‘Pircinque’ apos
técnicas de crioconservacao (cryoplate e droplet), em tempos de PVS:2
(0, 30, 60, 90 e 120 minutos) e armazenamento ou N&o em nitrogénio
liquido (Test - testemunha e NL - nitrogénio liquido). Lages/SC, 2018.
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Independentemente do método estudado, 100% dos explantes (18 ao total) se
mantiveram com caracteristicas de sobrevivéncia, na auséncia do NL e solucéo de
PVS:2. Nos tratamentos testemunhas, droplet foi superior ao método cryoplate nos
tempos 30, 60, 90 e 120 min em contato com a solu¢éo crioconservadora. Porém, o
namero de explantes sobreviventes em condicdes de armazenamento em NL foi
significativamente inferior, com média de um explante por repeticdo em 0 e 30 min em
PVS2 e seguido de trés explantes nos tempos de 60, 90 e 120 min em PVSz,
independente dos dois métodos estudados.

Esse tempo de exposicdo ao PVS: varia muito entre as espécies e também,
entre tecidos (HOOI et al., 2010; SILVA et al., 2013), por isso, diversos estudos ja
demonstram esses resultados. Kaya et al. (2013) criopreservaram com sucesso 13
espécies de eucalipto utilizando a técnica droplet, sendo que em geral, o tempo de
exposicdo ao PVS:2 que proporcionou maior sobrevivéncia dos explantes foi 60
minutos, porém para 3 espécies 30 minutos foi considerado o tempo 6timo. Maslanka,
Panis e Bach (2013), em estudos com Galanthus elwsii, uma planta ornamental,
concluiram que os tempos 20 e 30 minutos ndo comprometeram a sobrevivéncia dos
explantes apos congelamento em nitrogénio liquido. O tempo de exposicao ideal

também foi estudado para Byrsonima intermedia A. Juss (SILVA et al., 2013), Malus
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domestica Borkh. (CONDELLO et al., 2011) e cana-de-acucar (BARRACO et al.,
2011), com resultados mais adequados de 30, 60 e de 20 a 40 minutos,
respectivamente. Ja em estudos com explantes de videira, quanto maior o tempo de
desidratacdo em PVS2 menor a capacidade de regeneracdo (MARKOVIC et al.,
2013), ja que, geralmente quanto mais prolongado o tempo de exposi¢cao, mais letal
as células (PANIS et al., 2011).

Diante do exposto, se torna importante verificar a duragéo do tratamento dos
explantes em solugdes crioprotetoras (PVSz), uma vez que determina a extensao de
desidratacdo celular (CHEN et al., 2011; NOGUEIRA et al., 2013) e o quanto 0s
explantes mantém a capacidade de manutencdo de multiplicacédo posterior. Com base
nisso, Panis et al. (2011), verificaram que nos tratamentos com PVS2, o tempo varia
consideravelmente entre as espécies, mas geralmente prolongados periodos de

exposicao sao, eventualmente, letais para células.

6.4 CONCLUSOES

Explantes de morangueiro ‘Pircinque’ apresentam altas taxas de oxidacgao
guando armazenados em nitrogénio liquido.

Independente do tempo de contato da solucao crioprotetora com os explantes
de ‘Pircinque’ as taxas de oxidagao sao superiores a 76%.

O contato com PVS2nos tempos 60, 90 e 120 minutos favorece a sobrevivéncia

dos explantes apds a crioconservacao, independentemente do método usado.
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7 DIFERENTES AMBIENTES PARA EMISSAO DE ESTOLOES E FERTILIZANTE
DE LIBERACAO LENTA NO DESENVOLVIMENTO EX VITRO DE ‘PIRCINQUE’.

RESUMO

Devido a grande demanda e interesse dos consumidores por frutos de morangueiro,
a exigéncia por materiais de elevada qualidade fisiologica e sanitaria tem se tornado
cada vez maior. Além disso, por se tratar de uma espécie que exige a necessidade de
renovacdo anual das lavouras de producdo de frutas, a problematica se torna de
elevada relevancia. Diante do contexto, buscou-se verificar a influéncia de diferentes
ambientes de cultivo, assim como, do fertilizante de liberagdo lenta (Osmocote®), no
crescimento de mudas de morangueiro italiano ‘Pircinque’. Na primeira etapa do
estudo, foram avaliadas diferentes condicGes de cultivo das mudas, em estufa, telado,
campo aberto, B.O.D. (camara de germinacao) e sala de crescimento, sendo os dois
altimos citados, com temperatura e fotoperiodo controlados. Apds um periodo de trés
meses de cultivo, de acordo com cada ambiente estudo, nos estoldes coletados foram
realizadas as extracfes de meristemas para posterior cultivo in vitro. Em um segundo
momento, na etapa de aclimatizacdo de mudas micropropagadas de morangueiro cv.
Pircinque, estudou-se também quatro doses de fertilizante de liberacdo lenta,
chamado Osmocote®: 0, 5, 10 e 15 g planta, adicionadas ao substrato comercial
Agrinobre - TNMIX®. Com base nos resultados obtidos no primeiro estudo, concluiu-
se que o cultivo em estufa de plantas de morangueiro ‘Pircinque’, favorece o
crescimento e desenvolvimento das mudas, assim como, a posterior extracdo de
meristemas para uso na técnica de micropropagacdo. Além disso, na etapa de
aclimatizacao, verificou-se que a adicdo de Osmocote® (fertilizante de liberacédo lenta)
nao € necessaria para o crescimento e desenvolvimento da parte aérea e sistema

radicular de mudas micropropagadas de morangueiro ‘Pircinque’.

7.1 INTRODUCAO

O cultivo do morangueiro € de grande importancia para a agricultura familiar
tanto no aspecto econdmico e social, como também cultural em algumas regides
(SPECHT e BLUME, 2011). Isso ocorre principalmente por ser a principal fruta dentre

0 grupo das pequenas frutas e o grande interesse comercial € dado pelo mercado
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diversificado, tanto para a comercializacdo in natura como para 0 processamento na
forma de geleias, doces, iogurtes, sucos, licores dentre outras utilidades que buscam
0 aproveitamento das caracteristicas marcantes dos frutos, como o aroma, a
coloracéo e o sabor (DUARTE FILHO, et al., 2007).

Um dos aspectos atualmente limitantes a produtividade do morangueiro no
Brasil € a escassez de mudas de elevada qualidade fisioldgica e sanitaria e a fase de
producdo de mudas é crucial dentro da cadeia produtiva, pela necessidade de
renovacgao anual das lavouras de producgéo de frutas, sendo assim, 0os gastos com a
aguisicdo de mudas podem representar até 45% do custo de producao (OLIVEIRA et
al., 2010). E, diante deste contexto, a micropropagacao ¢ muito utilizada, por ser
pratica e eficaz para a producdo de plantas em larga escala de plantas de
morangueiro, em funcdo de permanecerem em um ambiente controlado e livre de
doencas (BARBOSA et al., 2013; CALVETE et al., 2009).

A técnica de cultivo in vitro esta relacionada com a qualidade da muda matriz,
de onde sdo extraidos os estoldes para retirada dos meristemas, sendo assim, o
ambiente e as condi¢des onde sdo mantidas essas mudas poderéo afetar diretamente
0 sucesso da micropropagacdo e consequentemente, as caracteristicas finais dos
materiais obtidos. Para isso, o desenvolvimento de um processo de producéo
eficiente, para qualquer cultura, deve ser iniciado pela compreensdo das etapas
iniciais de desenvolvimento das plantas e da influéncia que os aspectos climéticos
exercem sob os mesmos (FEITOSA et al., 2017). Um exemplo disto, é a producéo de
mudas em ambiente protegido, que auxilia na reducdo danos causados por estas
intempéries climéaticas nos tecidos celulares de plantas em estado juvenil (COSTA et
al., 2017), promovendo ainda, melhores condi¢des para o desenvolvimento da planta,
aumento da produtividade e qualidade (REGO et al., 2012).

Além da propagacdo das mudas, que propicia a utilizacdo de material
propagativo sadio e vigoroso, na atividade agricola, varios sdo os fatores que
corroboram para que o produtor consiga o nivel de qualidade que o consumidor
requer, aliado a alta produtividade, sendo que a disponibilidade adequada de
nutrientes as plantas durante a fase de desenvolvimento é essencial para 0 sucesso
econdmico na producéo (FREITAS et al., 2011).

Um dos entraves na aclimatizacdo de mudas muitas vezes ocorrem em funcéo
da utilizacdo de substratos com baixos teores de nutrientes e este fato, também é

aliado as perdas de nutrientes que ocorrem por lixiviagdo, devido ao manejo intenso
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da irrigacdo, necessitando assim, da adicdo de fertilizantes, a fim de acelerar o
processo de formacédo da muda (FERREIRA et al., 2008).

Uma alternativa € a utilizacdo de fontes de fertilizante que apresentem liberacao
lenta ou controlada dos nutrientes, permitindo a disponibilidade continua e, portanto,
menor possibilidade de deficiéncia, dispensando aplicacdes parceladas de outras
fontes, reduzindo os custos operacionais (MENDONCA et al., 2008). De acordo com
Ferreira et al. (2008), o Osmocote® a base de 14-14-14, de N-P20s-K20, é uma boa
opcdo, jA que os nutrientes sdo liberados pela acdo do binbmio umidade e
temperatura, por um periodo de trés meses (FERREIRA et al., 2008). Ao mesmo
tempo em que contem fontes de nitrogénio, fosforo e potassio, o Osmocote®
apresenta ainda em sua formulagéo fontes de célcio, boro, magnésio, enxofre, cobre,
ferro, manganés, molibdénio e zinco (LANA et al., 2002; MASSAD et al., 2016).

Dessa forma, buscou-se verificar a influéncia de diferentes ambientes de
cultivo, assim como, do fertilizante de liberacédo lenta (Osmocote®), no crescimento

de mudas de morangueiro ‘Pircinque’.

7.2 MATERIAL E METODOS

7.2.1 Experimento 1 — Ambientes de cultivo de mudas de morangueiro ‘Pircinque’

visando a extracao de meristemas para cultivo in vitro.

A localizacdo de execucdo do estudo foi determinada de acordo com o0s
tratamentos avaliados, sendo todos eles, no Centro de Ciéncias Agroveterinarias, da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC), em Lages/SC.

Mudas de morangueiro ‘Pircinque’ foram padronizadas de acordo com o
comprimento e numero de folhas (aproximadamente 10 cm e duas folhas ao total)
foram plantadas em vasos com capacidade de 0,45 litros em substrato comercial para
plantas Agrinobre - TNMIX®, com irrigacdes manuais, de acordo com a exigéncia das
plantas. Foram determinados diferentes ambientes de cultivo da cultivar Pircinque, em
estufa, telado, campo aberto, B.O.D. (cAmara de germinacao) e sala de crescimento
do Laboratorio de Micropropagacdo Vegetal pertencente a Universidade. A estufa
apresentava caracteristicas de cobertura com filme de polietileno, diferentemente do

telado, com a presenca de sombrite® a 50% de luminosidade e o tratamento chamado
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campo, simulou as condicbes em campo aberto e sem coberturas. Ja as avaliagdes
em B.O.D. e sala de crescimento foram caracterizadas por condi¢cdes controladas de
temperatura e fotoperiodo, de 25 = 2°C e 16 horas, respectivamente, ambas
localizadas em Laborat6rio de Micropropagacgédo Vegetal, do CAV/UDESC.

Na primeira etapa do estudo, as plantas foram cultivadas durante trés meses
nas diferentes condi¢des, de outubro a dezembro de 2017, e foram avaliadas a partir
das seguintes varidveis: numero de flores, folhas e estolées e comprimento final (cm).
Utilizou-se um delineamento inteiramente casualizado, com cinco repeticbes por
tratamento, com duas mudas cada.

Apoés esse periodo, os estoldes coletados, de acordo com cada ambiente
estudo, foram levados para o Laborat6rio de Micropropagacdo para a extracdo de
meristemas para posterior cultivo in vitro. Para o estabelecimento in vitro, antes da
inoculacdo ao meio de cultura, a assepsia dos estoldes foi realizada em camara de
fluxo laminar, apenas com a flambagem do material em bico de Bunsen, sem adi¢éo
de esterilizantes quimicos e os meristemas foram assepticamente extraidos, com o
auxilio de lupa estereoscoépica binocular. Os mesmos foram inoculados em tubos de
ensaio com 10 mL de meio de cultura KNOP modificado (KNOP, 1865 — Apéndice A)
que, além dos sais e vitaminas caracteristicos, foram adicionados 0,1 mg L de BAP,
0,01 mg L* de AIB, 0,1 mg L de GAs, 0,1 g L* de mio-inositol, 30 g L** de sacarose
e 5,0 g L de 4gar, onde antes da inclusdo deste, ajustou-se o pH das solugées em
5,8 £ 0,1. Posteriormente, os tubos de ensaio permaneceram em condi¢cdes de
obscuridade por quatro dias, em sala de crescimento (fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 * 2°C e intensidade luminosa de 27 ymol m2s?), a fim de reduzir a
oxidacao fendélica dos mesmos.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com cinco
repeticdes e as variaveis estudas foram o nimero de meristemas com contaminacao
bacteriana, oxidados e sobreviventes. Para ambos os estudos, os dados foram
submetidos a analise de variancia com aplicacdo do teste F e as médias, quando
significativas estatisticamente, comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, sendo os valores provenientes de contagem foram transformados na

raiz quadrada de x+0,5 [\(x+0,5)], onde x é a média obtida de cada variavel.
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7.2.2 Experimento 2 — Fertilizante de liberacdo lenta no crescimento ex vitro de

mudas micropropagadas de morangueiro ‘Pircinque’.

O experimento foi conduzido no Centro de Ciéncias Agroveterinarias, da
Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC). Foram utilizadas mudas
de morangueiro ‘Pircinque’ oriundas da técnica de propagagao in vitro, ja
aclimatizadas por trés meses. As mesmas foram plantadas em caixas de acrilico preto,
com a parte da frente transparente, a fim de observar o crescimento e
desenvolvimento tanto da parte aérea quanto do sistema radicular. Esta parede
transparente foi coberta por lona preta, com objetivo de evitar a incidéncia de luz no
interior da caixa e consequentemente, nas raizes.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com um unico
fator sendo estudado: quatro doses do fertilizante de liberagéo lenta (Osmocote®): 0,
5, 10 e 15 g planta®, adicionadas ao substrato comercial Agrinobre - TNMIX®. Foram
utilizadas cinco repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo uma caixa de acrilico
com uma muda cada.

As caixas de acrilico com as mudas foram mantidas em camara de fitotron, com
temperatura de 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas, radiacdo de 450 pmol m? st e
isenta umidade relativa do ar, sendo a irrigacéo realizada manualmente, conforme a
necessidade do material vegetal.

Ap0s dois meses de avaliagfes, as variaveis analisadas foram: massa fresca
das mudas (g), indice de clorofila (unidades SPAD), niumero de folhas e raizes,
comprimento da maior raiz (cm) e comprimento médio de raizes (cm). Para avaliagédo
do teor de clorofila foi utilizado o medidor portatil: SPAD-502-PLUS, da Minolta®, que
realiza uma medicédo de absorbancia da folha em duas regides de comprimento de
onda - nas regides vermelhas e proximas do infravermelho e a partir dessas duas
transmitancias, o equipamento calcula o valor SPAD proporcional a quantidade de
clorofila presente na folha.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de
probabilidade de erro e também, andlise de regressédo. Os valores provenientes de
contagem foram transformados na raiz quadrada de x+0,5 [V (x+0,5)], onde x é o dado
obtido de cada variavel.
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7.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.3.1 Experimento 1 — Ambientes de cultivo de mudas de morangueiro ‘Pircinque’

visando a extracdo de meristemas para cultivo in vitro.

Para todas as quatro variaveis estudadas na primeira etapa (nimero de flores,
folhas e estolées e comprimento final das mudas), durante o crescimento das mudas
em diferentes ambientes de cultivo, houve diferencas estatisticas significativas entre
0s tratamentos, sendo o destaque sempre para a manutencdo das mudas em estufa
(Tabela 16). Esses resultados satisfatérios para a manutencdo em estufa agricola
podem ser atribuidos a fatores micrometeoroldgicos (COSTA et al., 2017), os quais

segundo Costa et al., (2012), podem ser luminosidade e radiacéo fotossintética ativa.

Tabela 16 — Numero de flores, folhas e estolées e comprimento final (cm) de mudas
micropropagadas de morangueiro ‘Pircinque’ em diferentes ambientes
(campo, telado, estufa, B.O.D. e sala de crescimento). Lages/SC, 2018.

Numerode Numerode Numerode Comprimento

flores folhas estoloes final (cm)
Campo 5,0 ab 7,8 b 4,5 C 14,6 Cc
Telado 5,0 ab 7,1 b 4,6 C 14,9 c
Estufa 6,3 a 10,2 a 20,4 a 29,9 a
BOD 3,9 b 7,3 b 10,3 b 21,8 b
Sala crescimento 1,1 c 5,0 C 0,0 d 11,6 d
CV (%) 18,53 17,32 8,76 8,47

Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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O numero de flores e folhas ao final da avaliagdo apresentaram comportamento
similar, sendo em geral, superiores nas condi¢cdes de estufa e quando as mudas foram
mantidas em sala de crescimento, os totais de flores e folhas por repeticdo, foram
significativamente inferiores. Da mesma forma ocorreu para as variaveis nimero de
estoldes e comprimento final das mudas, onde as plantas mantidas em estufa
apresentaram crescimento vegetativo e desenvolvimento de estoldes em maior
namero, seguidos dos tratamentos: B.O.D.; campo e telado; e sala de crescimento.

Costa et al. (2017), em estudos com pimenteira, também verificaram que o
ambiente de cultivo estufa agricola, propiciou as melhores médias de crescimento
para as avaliacdes de altura das plantas. Os mesmos autores relatam que tal fato
pode ser explicado pelo maior armazenamento de energia interna no ambiente, em
funcéo do filme de polietileno, o que atua diretamente no metabolismo das plantas e
resulta maior crescimento das mesmas.

Na Tabela 17, verificam-se as variaveis avaliadas em laboratério, apés a
extragcdo dos meristemas dos estoldes coletados das mudas de morangueiros

‘Pircinque’ mantidas em diferentes ambientes de cultivo.

Tabela 17 — Porcentagem de meristemas com contaminacdo bacteriana, oxidados e
sobreviventes de morangueiro ‘Pircinque’ extraidos de plantas cultivadas
em diferentes ambientes (campo, telado, estufa, B.O.D. e sala de
crescimento). Lages/SC, 2018.

Contaminacao

b . Oxidacéao Sobrevivéncia
acteriana
Campo 50,0 a* 50,0 a 50,0 b
Telado 25,0 B 50,0 a 75,0 a
Estufa 16,7 Bc 41,7 a 58,0 ab
B.O.D 14,3 Bc 42,8 a 57,1 ab
Sala crescimento 0,0 C 0,0 b 0,0 C
CV (%) 4,43 5,94 8,79

Fonte: préprio autor, 2018. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

N&o ocorreram contaminagdes fungicas no cultivo in vitro dos meristemas,
entretanto, como j& esperado, os maiores indices de presenca de bacterioses
ocorreram no campo, em detrimento das condicdes com menor protecdo, como
existente em telado, estufa ou laboratorio, e assim, maior presenca de micro-

organismos contaminantes. Além disso, esta relacionado com ocorréncias de chuvas,



122

e as estufas, de acordo com Costa et al., (2015), propiciam condi¢cdes mais adequadas
de protecdao, a partir do filme de polietileno, uma vez que ndo ocorre excedente hidrico.

Em geral, ndo houve diferencas significativas para os explantes com niveis de
oxidacao, ja que em quando mantidas em sala de crescimento, as mudas ndo emitiram
estoldes, logo, ndo ocorreram contaminacbes, oxidacdo e consequentemente,
sobrevivéncia dos meristemas. Ressalta-se a importancia de avaliagcdo da taxa de
oxidacdo dos meristemas ap0s o0 estabelecimento in vitro, ja que de acordo com
Anicezio (2012), se caracteriza pelo escurecimento do explante lesado, em funcéo da
liberacdo de compostos fendlicos e que podera, provavelmente, afetar a qualidade da
muda final.

Os estoldes extraidos de mudas de morangueiro ‘Pircinque’ mantidas em telado
proporcionaram uma maior sobrevivéncia dos meristemas estabelecidos in vitro,
porém néo diferindo dos tratamentos: B.O.D. e estufa; e seguidos de campo e sala de
crescimento, mais uma vez demonstrando que as plantas mantidas nessa ultima
condicdo, ndo apresentam caracteristicas de crescimento e desenvolvimento
adequados, possivelmente devido a falta de ventilacdo e renovacédo de ar que
diferencia esse ambiente dos outros quatro estudados. Esse resultado esta
relacionado também, com as elevadas temperaturas existentes no ambiente de
cultivo, sendo que, este fator pode contribuir para o maior abortamento floral e por
consequéncia, menores médias de geracao de frutos (COSTA et al., 2017) e no caso
do presente estudo, a ndo producado de estolbes. Sendo assim, altas temperaturas
podem causar perdas significativas na producdo de muitas espécies, em funcao da
reducdo no numero de sementes e ainda, aumento da abscisdo das flores
(ERICKSON e MARKHART, 2002).

7.3.2 Experimento 2 — Fertilizante de liberacdo lenta no crescimento ex vitro de

mudas micropropagadas de morangueiro ‘Pircinque’.

Todas as variaveis estudadas, massa fresca das mudas, indice de clorofila
(unidades SPAD), numero de folhas e raizes, comprimento da maior raiz e
comprimento médio de raizes, influenciaram significativamente o crescimento das
mudas (p<0,05).

Em relacdo as variaveis da parte aérea das mudas de morangueiro (Figura 23),

verificaram-se comportamentos distintos em fungéo da dose de Osmocote®. A massa
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fresca das mudas (g) foi superior as demais com a nao utilizacdo do adubo, tendo um
decréscimo com o aumento da dose do mesmo. Similar a esta variavel, e em
consequéncia desta, o numero de folhas foi superior nas condi¢cdes sem o uso do
Osmocote®, porém, nao diferindo estatisticamente da dose mais baixa (5 g planta™).
Logo, o tratamento testemunha, sem a adicao do fertilizante, proporcionou um maior

desenvolvimento das mudas.

Figura 23 — Massa fresca (g), indice de clorofila (unidades SPAD) e numero de folhas
de morangueiro ‘Pircinque’ plantadas em substrato com diferentes doses
de Osmocote® (g planta™l). Lages/SC, 2018.
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Diferentemente, Freitas et al. (2011), em pesquisas com mudas
micropropagadas de abacaxizeiro, verificaram que o Osmocote®, proporciona
acréscimos nas principais caracteristicas da parte aérea, sendo a dosagem de 13 g
planta, que proporcionou maior incremento no comprimento da planta, no nimero de
folhas e no peso da matéria seca da parte aérea. Os mesmos autores destacam a
importancia da variavel altura da muda, ja que esta é uma caracteristica biométrica
para a indicacdo do tamanho ideal para o plantio definitivo no campo.

Em estudos com bananeiras micropropagadas, Martins et al. (2011),

observaram maior desenvolvimento vegetativo das mudas com a adicdo de
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Osmocote®, com incrementos meédios maiores em altura (24,4 cm), diametro do colo
(3,5 cm) e numero de folhas vivas (7,5 folhas). Nomura et al. (2008) trabalhando com
a mesma cultura, cultivar Nanicdo, concluiram que as mudas aclimatizadas em
substrato pobre em nutrientes, acrescido de fertilizante de liberacdo lenta, também
apresentaram maiores valores de crescimento em altura, diametro do colo e massa
seca da parte aérea, quando comparadas com mudas que receberam fertilizante de
liberagdo normal de nutrientes aclimatadas no mesmo substrato.

Em contrapartida, o indice de clorofila, em unidades SPAD, apresentou um
comportamento positivo em funcdo das maiores doses do fertilizante de liberacéo
lenta, com teores superiores de clorofila com a adi¢édo 15 g planta. Este resultado é
interessante, para compreender as respostas das mudas, j4 que a quantificacdo da
clorofila foi distinta em funcéo dos tratamentos estudados, haja vista que ira ter relacao
com o aumento de produtividade e atividade fotossintética (DISCROLL et al., 2006).

A influéncia do adubo Osmocote® sobre o sistema radicular foi similar para as
trés variaveis estudadas: numero, comprimento médio e da maior raiz (Figura 24). O
tratamento testemunha, assim como, a dose de 5 g planta, proporcionaram um maior
namero de raizes e, além disso, raizes de maior comprimento (com médias de 3,5
raizes por muda, raizes maiores com 14,5 cm e raizes secundarias com 7 cm). Sendo
assim, as duas doses mais altas avaliadas (10 e 15 g planta! de Osmocote®),

prejudicaram o crescimento e desenvolvimento radicular das mudas.
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Figura 24 — Numero de raizes, comprimento da maior raiz e médio de raizes (cm) de
mudas de morangueiro ‘Pircinque’ plantas em substrato com diferentes

doses de Osmocote® (g planta!). Lages/SC, 2018.
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Freitas et al. (2011) também concluiram que com o aumento das dosagens de
Osmocote®, houve reducdo da matéria seca das raizes de mudas micropropagadas
de abacaxizeiro, com um comportamento linear, sendo que as plantas que nao
receberam o fertilizante apresentaram as maiores médias. Em contrapartida,
Mendonga (2004), ao avaliar o comprimento e massa seca de raiz em mudas de
maracujazeiro-amarelo, obteve um resultado positivo quanto a utilizagdo do adubo de
liberacao lenta (Osmocote®).

Diante dos resultados apresentados, verifica-se que a utilizacdo destes
fertilizantes pode, além de facilitar 0 manejo no viveiro, manter constantes os niveis
dos elementos essenciais para as mudas durante todo o periodo de crescimento
(JOSE et al., 2009). Entretanto, de acordo com os mesmos autores, por um lado
promovem o crescimento das mudas, por outro, dosagens elevadas deste adubo
tendem a desequilibrar essa raz&o, ocasionando reducao na qualidade das mudas.

Esse € um cuidado bastante importante que precisa ser observado com a
cultura do morangueiro, pois € considerada pouco tolerante a salinidade, a qual reduz

0 crescimento, o desenvolvimento e consequentemente, a produtividade (PARANJPE
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et al., 2003). Sendo assim, corroborando aos resultados apresentados neste estudo,
Andriolo et al. (2009) e Paula et al. (2008), concluiram que mediante a utilizacéo deste
tipo de adubo soluvel, podem haver efeitos negativos do estresse salino para a cultura

do morangueiro.

7.4 CONCLUSOES

O cultivo em estufa de plantas de morangueiro ‘Pircinque’, favorece o
crescimento e desenvolvimento das mudas, assim como, a posterior extracdo de
meristemas para uso nha técnica de micropropagacao, proporcionando maior
sobrevivéncia dos explantes apds estabelecimento in vitro.

A adicdo de Osmocote® (fertilizante de liberacéo lenta) ndo é necessaria para
o0 crescimento e desenvolvimento da parte aérea e sistema radicular de mudas

micropropagadas de morangueiro ‘Pircinque’.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Pensando no grande interesse do consumidor, aliado ao retorno econémico
gue a producdo de morangos pode gerar ao produtor, a busca por mudas homogéneas
e de qualidade e que estas sejam produzidas em um menor periodo de tempo, torna-
se interessante o estudo especifico da propagacdo dessa espécie, a fim de
potencializar a cadeia produtiva da cultura.

A técnica de micropropagacado é aliada as linhas de pesquisa que buscam
otimizar e acelerar a producao de mudas de morangueiro, tornando-se uma alternativa
promissora, ja que possibilita a propagacéao clonal destes materiais, podendo ainda,
reduzir problemas de contaminacdes por viroses.

Neste cenario, a obtencdo de um protocolo especifico para novas cultivares
que estdo sendo introduzidas no Brasil e, além disso, a utilizagdo de novas técnicas,
mais praticas e com menor custo de producdo de mudas, torna-se necessario nao
somente para a comunidade cientifica, tendo como objetivo também de gerar um
retorno aos produtores de morango e viveiristas.

Sendo assim, com esta tese de doutorado buscou-se estudar a propagacéao in
vitro da cultivar italiana de morangueiro ‘Pircinque’, na qual foi recentemente
registrada e protegida no Brasil, como um complemento a outros estudos que ja estéao
sendo realizados no pais, que visam verificar a adaptabilidade deste material vegetal,
nas nossas condic¢des, as quais sdo muito adversas as da Italia.

Baseado nisso, todos os capitulos apresentados nesta tese possibilitaram a
obtencdo de um protocolo basico, com todas as informacdes necessarias para a

propagacéao in vitro de morangueiro ‘Pircinque’, conforme destacadas abaixo.

Matrizeiro de mudas para estabelecimento in vitro
e Manutencdo das plantas matrizes em estufa para obtencdo de estoldes e

posteriormente, extracdo de meristemas.

Estabelecimento in vitro
¢ Inoculacdo de meristemas em meio de cultivo KNOP sdlido.
e KNOP + 0,1 mg L* BAP, 0,01 mg L't AIB, 0,1 mg L* GAs, 0,1 g L mio-
inositol, 30 g L sacarose e 5,0 g L de 4gar + 2 mL L' PPM.
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Multiplicacdo e enraizamento in vitro
e Biorreatores de imerséo temporéria
e Meio de cultivo liquido MS (37,3 mg L't de Fe EDDHA, 0,25 mg L! de GAse
30 g L de sacarose), em contato com os explantes cinco vezes ao dia, por
15 minutos.
e Multiplicagdo: MS + 1 mg L de BAP
e Enraizamento: MS + 0,05 mg L* de BAP + 1 mg L de AIB

Aclimatizacéao
e Apenas uso de substrato comercial TNMIX®.
e N&o €& necessaria a adicdo de fertilizante de liberacdo lenta para o

crescimento da parte aérea e sistema radicular de mudas.
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10 ANEXOS

ANEXO A - Certificado de registro da cultivar de morangueiro ‘Pircinque’, a partir de
cadastro ao Ministério da Agricultura, Pecuédria e Abastecimento
(MAPA). Lages/SC, 2018.

. Ministéno da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - Google Chrome - ad

>

(@ extranet.agricultura.gov.br/php/snpc/cultivarweb/detalhe_cultivar.php?codsr=35316
[F&X Ministério da Agricultura, Pecuria e Abastecimento

ULTIVAR:

?iz|
S
gﬁ
=

NOME CIENTIFICO:

Fragaria ananassa Duchesne ex Rozier
ITUACAO:

DATA DO REGISTRO:

3 gg

MANTENEDOR (REQUERENTE):

UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA- UDESC
ENDERECO: AV. LUIZ DE CAMOES, 2090

CEP: 8852000 - LAGES - SC

FONE: (49) 2101-9100

DESCRITORES

E|

Imprimir || Fechar
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APENDICE A — Comparac&o dos nutrientes dos meios de cultivo KNOP (KNOP, 1865)
modificado e MS (Murashige e Skoog, 1962). Lages/SC, 2018.

| KNOP (KNOP, 1865) modificado

MS (Murashige & Skoog, 1962)

Macronutrientes do meio de cultivo KNOP

Macronutrientes do meio de cultivo MS

Solugdo  Composi¢do  Concentracdo (mg L™ Solugdo  Composi¢do  Concentracdo (mg L™
A Ca(NOs), 500 A NH,NO; 1650
B KNOs 125 B KNO; 1900
C MgS0O,.7H,0 125 C CacCl,.2H,0 440
D KH,PO, 250 G MgS0,.7H,0 370
E FeCl;.6H,0 125 H KH,PO, 170

Micronutrientes do meio de cultivo MS

Micronutrientes do meio de cultivo MS

Solugdo  Composicdo  Concentragdo (mg L™) Solugdo  Composicdo  Concentracéo (mg L™)
MnSO,.H,0 16,9 MNnSO,.H,0 169
ZnS0,.7H,0 8,6 ZnS0,.7H,0 8,6

HsBO; 6.2 HsBOs 6.2

D Kl 0,83 D Kl 0,83
Na,M0O,.2H,0 0.25 Na,M0O,.2H,0 025
CUS0,5H,0 0,025 CuS0,.5H,0 0,025
CoCl,.6H,0 0,025 CoCl,.6H,0 0,025
FeS0,.7H,0 2738 FeS0,.7H,0 278
Na,EDTA.2H,0O 37,3 Na,EDTA.2H,0 37,3

Vitaminas do meio de cultivo MS

Vitaminas do meio de cultivo MS

Solugdo Composicdo  Concentraciio (mg L) Solugdo  Composi¢do  Concentracdo (mg L™
Glicina 2 Glicina 2
£ Acido Nicotinico 0,5 £ Acido Nicotinico 0,5
Piridoxina 0,5 Piridoxina 0,5
Tiamina 0,5 Tiamina 0,5




