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L. INTRODUGAO

'9 0 morangueiro cultivado Fragardia x ananasséa Duch pro -
vem da hibridagao natural das especies Firagaria chdifoensdis Duch
de origem chilena e Fragaria virginiana Duch de origem norte ame
ricana SEOTT & LAWRENCE (48). O morangueiro & cultivado mundial
mente, notadamente nas regioes temperadas e subtropicais,e o fru
to @ considerado produto de grande aceitagao para o consumo 'in
natura'" e industrializado sob a forma de frutos congelados, ge -
leias, sucos e compotas.(/No Brasil sua distribuigao & ampla no
centro sul do pais, com exploragao atraves de mao-de-obra famili
ar propiciando renda aos pequenos produtores rurais com uma pro-

duggo nacional de cerca de 12,000 t/ano pelas estimativas de

1980,

0 sucesso da cultura do morangueiro esta intimamente rela-
cionado ao aspecto fitossanitario das mudas, devido a sﬁa propa-
gacao comercial ser exclusivamente via vegetativa atraves de es-
tolons, o que concorre para a perpetuacgao e transmissao de doen-
cas, principalmente viroticas, como o mosqueado, faixa de nervu-
ras e clorose marginal, que podem reduzir a produgEq em mais de

50%, principalmente quando associadas.
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As viroses sao eliminadas em parte pela termoterapia,

metodo de eficiéncia limitada diante de determinados virus; re -
centemente pesquisadores como ADAMS (1) e MULLIN et alii (40) u-
tilizando o m2todo de cultura de meristema 4in viinro de moranguei
ro, conseguiram obter plantas livres de virus com excelentes re-

sultados no vigor e produtividade destas 'novas' plantas,

Os objetivos deste trabalho sao:

a) testar as operagoes envolvidas no cultivo in vitho de

meristema do morangueiro;

b) testar meios de cultura para otimizar o desenvolvi-

mento LN v{itro dos meristemas;

¢) avaliar o comportamento de cultivares de moranguei-

ro diante da tecnicaj

d) testar condigoes de aclimatagao e producao de mudas

de morangueiro;

e) realizar testes preliminares de indexagao de virus

do morangueiro,



2. REVISAO DE LITERATURA

'A obtengao e multiplicagao de mudas com alta sanidade
podem ser consideradas como determinante no sucesso da cultura do
morangueirof BETTI (8) observou que mudas com sanidade comprova
da chegam a aumentar em ate 1007 a produgao de frutos em relagao
as produgoes obtidas com mudas comuns|da cultivar Campinas (IAC-

2712) ,

[Este aumento de produtividade esta relacionado com a
ausencia de patogenos nas mudas, principalmente de virus e varia
com o decorrer do cultivo de ano para ano, CONVERSE & MARTIN (16),
BETTI et alii (10), BARRITT & LOO (5), HORN & CARVER (28). Estu-
dos feitos por CARVALHO & COSTA (15) com amostras de moranguei -
ros de variedades cultivadas tradicionalmente no Estado de Sao
Paulo, mostraranm que todas elas sao portadoras de pelo menos o vi
rus do 'mosqueado’ €, Provavelmente de outros, sem apresentar sin

tomas perceptiveis na maioria das variedades cultivadas, KITAJI-

-H\.

MA et alii (32), |Devido as Plantas de morangueiro serem propag§
das vegetativamente existe tendéncia a acumular virus a medida do |

envelhec1mento do clone{ € certos virus, como o virus do mosquea

do do morangueiro ‘disseminam mais rapidamente do que o virus da

S )



faixa de nervuras do morangueiro{ conforme BETTI (7) em levanta-

——

mentos realizados entre 1970 e 1974 no Estado de Sao Paulo.

AERTS (2) atraves de um estudo amplo em diversos pai -
ses, listou 54 virus e 8 micoplasmas, que causam danos no moran-
gueiro, observando ainda que a agao de complexos virdoticos sao

—--—__-___-—_—‘———_________

mais danosas a planta, e os virus do 'mosqueado' e da 'clorose

e — — e ——

— e

marginal' sao os mais danosos na cultura do morangueiro.

- S
—

b T

Os meétodos utilizados para obtengao de mudas sadias cé&
sistem no uso de produtos quimicos (quimioterapia) como as tetra-
ciclinas e virazole, BOXUS et alii (12), NORRIS (44) e WALKEY (54),
Porém a quimioterapia n3o & eficiente na eliminagao de todas par
ticulas virais notadamente no estadio avangado de infecgao viral,
Outro processo & o uso de calor (termoterapia), que baseia-se em
tratar as mudas em agua quente (46°C) por 10 minutos, ou em cama
ras de circulagao de ar quente (37-38°C) por 1 a 4 semanas, QUAK
(46) e BOXUS et alii (12). Contudo os resultados deste tratameg
to dependem da cultivar, do estado fitossanitario das plantas,
principalmente no que se refere a presenga de virus, Algumas es
tirpes do virus do ‘encrespamento' e 'clorose marginal' s3ao difi

10 i b —n
ceis de serem eliminadas pela termoterapia, aléenm disto, este métg
do requer o minimo de 3 anos para se obter grande quantidade de

material com sanidade comprovada,

4 ; s o =
[ A cultura de meristema LN VLZh0o vem sendo 0 metodo ra-

pido e eficiente na obtencao de plantas sadias/ Os primeiros pes

quisadores a recomendarem a eliminagao dos virus em morangueiro,
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atraves da cultura de meristema foram BELKENGREN & MILLER (6) em
1962 e um ano mais tarde ja publicaram resultados com a metodolo
gia aplicada nas cultivares comerciais de Fragania x ananassa

Duch, MILLER & BELKENGREN (37

\As hipoteses que tentam explicar a auséncia de particu
las virais nos tecidos meristematicos estao relacionadas com o
rapido desenvolvimento do meristema, sua desconecgao vascular e
a inativagao das particulas virais durante o cultivo 4n vitro| de
acordo com KASSANIS & VARMA (31), MELLOR & STACE-SMITH (36), MAE
THEWS (34). |Portanto, quando se extrai uma pequena porgao de me
ristema (0,2 a 0,4 mm) geralmente havera ausdncia de particulas
viraisﬂ Holling & Stone, citados por LANGHANS et alii (33), es-
tudando o tam;nho do meristema do cravo para eliminar o virus
do 'mosqueado', retiraram meristemas com 5 tamanhos (0,1; 0,25;
0,50; 0,75 e 1,00 mm), destes 33, 60, 87, 89 e 100 por cento res
pectivamente, estavam infectados com virus. Atraves deste resul
tado,hnota—se que quanto menor o tamanho do meristema melhor se-

ra a obtengao de plantas livres de virus.

—

{Quando certos virus nac sao eliminados pela cultura de
meristema realizada isoladamente, antes de se reiniciar esse pro
cesso, usa-se um pre-tratamento com calor para garantir a efici-
éncia na eliminagao dos virus, VINE (53), ADAMS (1), MULLIN et
alii (38), McGREW (35) e OEHL & HUGHES (45). \hal metodologia &

definida como uma acio conjugada que facilita a eliminagao dos vi

i . /



Nas condigoes de cultivo 4n vitro, o meio da cultura &
fundamental na regeneragao da planta, Conforme MURASHIGE & SKOOG
(42), @ necessario que o meio contenha macro e micronutrientes, vi
taminas e principalmente hormonios, que sao 0s responsaveis pela
diferenciagao e crescimento., SHABDE & MURASHIGE (49) pesquisan~
do a organogénese em Dianthus carycphyllfus L. bbservaram que o
balango de subst@ncias hormonais & o mecanismo fundamental que re
gula a iniciagao foliar e enraizamento nos cultivos 4n vditho de
meristemas, Segundo A. RODRIGUEZ et alii (3) em estudos com man
dioca, as citocininas (6-benzilaminopurina-BAP e 6-furfuril-amono-
purina-Kinetina) em altas concentracoes favorecem o desenvolvi -
mento de gemas e inibem o enraizamento; por outro lado; as auxi -
nas (acido naftaleno acético-ANA, acido indol acetico-AIA e aci-
do indol butirico-AIB) em baixas concentragces estimulam a dife-
renciagao em raizes, e as giberelinas (acido giberelico-GA3) em
niveis médios estimulam os primordios foliares do meristema. AS
SIS (4) observou que a suplementagao de citocinina (BAP) em 5
mg/l promoveu maior desenvolvimento de meristemas do morangueiro
e o uso de baixas concentragoes de BAP (ate 0,0l mg/l) foi o que
promoveu melhor enraizamento. TORREY (52) pesquisando a agao dos
fitohormonios no enraizamento das plantas pela acao endogena, ob
servou que existe maior concentragao de auxinas nas raizes das
plantas em geral, e que as citocininas estao concentradas nos te

cidos meristematicos.

A utilizagao de agar para tornar o meio liquido enm

semi-solido, favorece o desenvolvimento do meristema segundo VINE



(53)., O pH do meioc de cultura deve ser ajustado em torno de 5,7

a 5,9 de acordo com BOXUS et alii (12) e DRIESSEN (18),

As condigoes ambientais da sala de crescimento sao tam
bem fundamentais para o cultivo 4n V{tro e ja se estabeleceu al-
guns fatores considerados ideais como a intensidade luminosa em
torno de 2000 lux com controle de 16 horas de luz/dia, temperatu
ra de 25°C * 2° constante, conforme trabalhos realizados por MU-

RASHIGE (41), BOXUS et alii (12),

|Com relagao a extragao dos meristemas, HOOF (27), ob -
servou ser possivel obter 2 a 3 meristemas na extremidade de ca-
da estolpnggsemelhantes na qualidade, e que os meristemas situa-
dos na roseta (coroa) da planta adulta sao dificeis de serem ex-
traidos, além de apresentarem maior o-~arrencia de infecgoes in -
ternas+ Um tratamento quimico de desinfecgao dos estolous de-
ve ser realizado, conforme HARTMAN & KESTER (24). Pode-se usar
hipoclorito de sodio a 12 por 10 minutos e posterior eliminagao
do excesso de hipoclorito com agua destilada e autoclavada{DKﬂE
SEN (18), Todos os cuidados ao introduzir o meristema no tubo
de ensaio, sac importantes para evitar contaminagoes durante o

cultivo 4n vitro,

| . . ’ - .
\No cultivo 4n v{ifro ocorrem transformagoes na porgaome
ristematica e @ denominado organogenese; e segundo NARAYANASWAMY
|

(43) a primeira fase, caracterizada pela formagzo de "callus% tem

—
i

continuidade pela agao dos fitohormonios exogenos e endogenos e

outros fatores fisicos, variando com o genotipo e origem do teci



y
do, fCom o desenvolvimento desses callus, aumentando em massa e
emitindo grande quantidade de pequenas gemas, passa-se a denomi-

nar callus organoganicoq

Com a obia%ﬁgo de callus organogenico 4in vitro proveni
ente de meristema, é p&?sivel multiplica=-lo atraveés de técnica
conhecida como micropropagagao. As gemas do callus organogenico
se formam na base de cada foliolo através da agao dos regulado -
res de crescimento, especialmente as citocininas de acordo com
BOXUS et alii (12), aumentando portanto em nimero, e sao dividi-
dos e levados para a presenga do acido giberélico (GA3) quee pro
motor do alongamento( em estudos realizados com batata, JARRET
(29) e RESENDE (47). Uma vez alongado os tufos de parte aérea,
estes sao separados novamente e levados para o meio de enraiza -
mento| com baixo nivel de citocinina, ASSIS et alii (4), ou na pre
senga de auxinas TORREY (52),;possibilitando obter grande quanti
dade de plantulas, que podem ser armazenadas AN VALtAro para dis =

tribuigao de germoplasma na forma clonal, de acordo com HENSHAW
/

(25) e MULLIN & SCHLEGEL (39).|

'Na transferencia destas plantulas desenvolvidas in vitho
para as condigoes {n vivc, devem-se considerar cuidados com o
substrato (solo desinfectado), com a umidade para nao ocorrer dis
secagao e a intensidade luminosa que deve favorecer o desenvolvi-
mento foliar, BOXUS et alii (12). 0 uso de solugao nutritiva na
transfereéncia para o substrato & fundamental para a nutrigao das
plantas, MURASHIGE (41). Tao logo que a planta se adapte s condigoes

da casa de vegetagao, devera passar aos 'telados' para a indexa-



¢ao conforme metodologia descrita por BETTI & COSTA (9), CARVA -
LHO & COSTA (15), utilizando plantas indicadoras (Fragardia vesca
L.) e afidios vetores. Com a identificagao dos Elonss Tivres de
virus pode-se fazer a manutengao e distribuigao de mudas num pro
cesso integrado entre a instituigao de pesquisa e os viveiristas,

de acordo com HOLLINGS (26).IH
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratsrio de
Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da Escola Supe

rior de Agricultura de Lavras, Minas Gerais, nos anos de 1984/85,

3.1, Cultivares

Foram utilizados nesta pesquisa cinco cultivares: Mon-
te Alegre, Lassen, Tioga, Aiko e Konvoy-Cascata. As duas primei
ras cultivares (de estado fitossanitario desconhecido) sao prove
nientes de produtbreg da regiao de Pouso Alegre, estado de Minas
Gerais. As demais cultivares sadias sao provenientes do Centro
Nacional de Pesquisa de Fruteiras de Clima Temperado, CNPFT =

EMBRAPA - Pelotas, RS,

As mudas de estolons foram Plantadas na casa de vegeta
¢ao em sacos plasticos (20 x 30 cm), contendo mistura de terra e
composto organico, com adubagao fosfatada (80Q g/m’ de P,05) con
forme SOUZA (50). O0s tratos culturais constaram de regas perio-

dicas e adubagao nitrogenada de cobertura em intervalos de 14 di



1:1

as de acordo com CAMARGO (13), SOUZA et alii (51), DECKER (17) e
FILGUEIRA (22), para promover maior desenvolvimento vegetativo
(produgao de estolons) os quais foram utilizados para fornecimen
to de meristemas para o cultivo 4n v{tto. Tratamentos fitossani
tarios foram realizados de acordo com GALLO et alii (23) e CARDO

SO (14) como no controle de afidios e doengas fangicas.

Para estimular a produgao de estolons, no periodo de a
bril a setembro, meses de dias curtos, as plantas foram submeti-
das as condigGes de dias longos, atraves de iluminagao artifici-
al com lampadas incandescentes de 60W, pois varios cultivares de

morangueiro respondem ao fotoperiodo, DURNER (19),
3.2, Remogao dos meristemas

Quando as mudas das cultivares apresentaram numero de
estolons suficientes, a porgao terminal (2 a 3 cm) dos estolons
(Figura 1) foi removida e devidamente acondicionada em placas
de petri umedecidas e levadas para o laboratdorio onde foram de -
sinfectadas com hipoclorito de sodio a 1%, por um periodo de 10
minutos, e enxaguadas trés vezes com agua destilada e autoclava-
da com a finalidade de remover o desinfectante., A remogao do me
ristema foi realizada na cabine de fluxo laminar previamente es-
terilizada com alcool 70%, numa placa de petri umedecida e auto-
clavada, com o auxilio de uma lupa estereoscopica com aumento de
ate. 40 vezes, utilizando uma pinga de ponta média e bisturis ci-

rirgicos. As folhas que envolvem a porgao terminal do estolonfo
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FIGURA 1 - Estolon da planta de morangueiro utilizada para a re-

mogao do meristema
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ram retiradas cuidadosamente até se localizar o meristema conten

do os dois primordios foliares (Figura 2).

0 tamanho do meristema foi determinado com o auxilio
de uma escala milimetrica de preciszo, colocada ao lado da por -
¢ao meristematica. O corte do meristema foi realizado sempre u-
tilizando-se outra lamina da que tenha sido manipulada em contac
to com o tecido do estolon, para evitar a disseminagao de patoge
nos. O tamanho do meristema (Figura 2) foi sempre inferiora 0,4
mm, ApOs a remogao, o meristema foi imediatamente colocado em tu
bo de ensaio (18 x 150 mm) contendo meio de cultura. Os tubos de
ensaio contendo um meristema foram levados para a sala de cresci
mento em ambiente com luz e temperatura controlada, onde permange

ceram até posterior desenvolvimento,
3.3, Meio de cultura e condigoes ambientais

Foi utilizado o meio de cultura basico de MURASHIGE &
SKOOG (42) com os respectivos componentes e concentragoes apre -
sentados ne Quadro 1, Para melhor operacionalidade na prepara -
¢ao dos diferentes meios de cultura, solugoes estoques de todos
0s componentes do meio de cultura basico, fitohormonios, vitami-
nas e glicina foram preparados previamente e armazenados em gela
deira a 4°C, exceto a sacarose e o agar,que foram adicionados no
momento de preparo de cada meio. A adigao de solventes foi ne -
cessaria na preparagao de solugoes estoques de hormonios. As au

xinas e giberelinas foram dissolvidas com auxIlio de 2-3 ml de
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FIGURA 2 - Meristema de

morangueiro contendo primdrdios foliares
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QUADRO 1 - Composigac do meio de cultura de Murashige e Skoog
(MS) modificado, com vitaminas, carboidrato, agar e a

minoacido

Concentragao final

zzizgiz Compostos do meio de cultura
) (ng/1)

A NH4NO; 1.650,0

B KNO, 1.900,0
H3BO; 6,2
KH,PO, 170,0

¢ KI 0,83
Naz}‘IOOu «. Hai0 0,25
CoCl, . & H:0 0,025

D CaCl, . 2 H,y0 440,0
MgSOy . 7 H,0 370,0

. MnSOy . 4 H20 22;3
ZnS0y . 7 H20 - 8,6
CuSO0y . 5 Hz0 0,025
Na; EDTA 37,25

& FeSO, . 7 Hy0 27,85

; . Tiamina 0,5

Vitaminas
Piridoxina 0,5
Acido nicotinico 0,5
Mio-inositol 100,0

Carboidrato Sacarose 30.000,0
Egar 8.000,0

Aminoacido Glicina 2,0
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solugao de NaOH a 0,5 N e as citocininas com 2-3 ml de solugao de

HC1 a 0,5 N,

O pH de todos os meios de cultura foi ajustado para 5,7
¥ 0,1, utilizando-se solugao de NaOH ou HCL. Apos o ajuste do pH,
o meio de cultura foi acrescido de agar a 0,87, dissolvido por a
quecimento e distribuido nos tubos de ensaio (10 a 15 ml/tubo),
tampados com papel aluminio e autoclavados a uma temperatura de

120°C a 1 atm” por 20 minutos.

Cada tubo de ensaio recebeu um meristema e foi coloca-
do em porta tubos e estes levados para a sala de crescimento, on
de permaneceram a uma temperatura de 24°C * 2°C e com iluminagao
de intensidade aproximada de 3.000 lux, utilizando-se combinagao

de l3mpadas Gro-Lux e Branca Fria, com regime de 16 horas luz/dia.

0 processo de produgao de plantulas completas in vitro
foi dividido em tr®s fases: isolamento, multiplicagio/alongameg

to e enraizamento,
3.4, Fase de isolamento

Esta fase, compreendeu o periodo desde a rgmquo do me
ristema ate um periodo de aproximadamente 40 dias de cultivo 4n
vitro, Avaliou-se o comportamento das cultivares e a melhor Epg
ca de repicagem dos callus formados para o meio de multiplicagao/
alongamento, sendo que parte do material (1/3) foi conservada nes

te meio como fonte de material para manutengao {n vitro, Utili-



17

zou-se nesta fase o meio de cultura composto do meio basico, su-
plementado com 1 mg/l de BAP, 0,01 mg/l ANA e 0,1 mg/1l de GAgj.
Preparado o meio, colocou-se 10 ml em cada cugo de ensalio (18 x
150 mm), utilizando quantidade superior a dez tubos por varieda-
de como medida de garantia contra possiveis perdas por coutamiﬁg
gao ou oxidag3o dos meristemas. Avaliou-se o desenvolvimento dos
meristemas de cada cultivar em duas epocas, determinando-se taxas
de crescimento atraves de observacgoes visuais periodicas, empre-
gando-se um sistema de notas onde: O - meristema nao desenvolvi
do; 1 - inicio da formagao de callus (2 mm ¢); 2 - callus desen-
volvido (4 mm ¢); 3 - formagao de callus organogenico (6 mm ¢); e

4 = callus organogeénico (10 mm 0).
3.5, Fase de multiplicagao/alongamento

A fase de multiplicagao e alongamento simultaneo das
pequenas gemas, advindas do callus organogenico obtido da fase an
terior, compreendeu o periodo até a obtencao de tufos de parte aé
rea com desenvolvimento adequado, transcorrendo 40 dias pos repi

cagem,

Com base nas pesquisas do principio da agao alongadora
dos tecidos vegetais pela agao do GA3, descrito por varios pes
quisadores, JARRET (29), RESENDE (47) e MURASHIGE & SKO0OOGC (42) u
tilizou-se tres niveis de GA; em combinagao com citocinina, su -
plementando o meio basico com as seguintes composigoes: MB + 5mg/l
BAP; MB + 5mg/l BAP + 0,lmg/l GA; e MB + 5mg/l BAP + 1,0 mg/1 GA,.

Os callus organogenicos formados na primeira fasede isolamento
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foram divididos ate ficarem com o diametro de 3 mm e transferi -
dos para tubos de ensaio contendc os meios de multiplicaggo/alog
gamento num minimo de 10 tubo: por cultivar. éara a avaliagao
realizada 40 dias apds o inicio desta fase utilizou-se um siste-
ma de notas onde: 1 - sem desenvoivimento (3 mm ¢); 2 - forma -
gao de callus organogenico (6 mm ¢); 3 - callus organogenico (10

mm ¢); 4 - formagao de "roseta" (16 mm ¢); 5 - "roseta" (20mm ¢).
3.6, Fase de enraizamento

As plantulas com parte aérea e auséncia de raizes, ad-
vindas de gemas axilares do callus organogénico formando a "rose

t&"

foram separadas em partes, contendo no minimo, tres folhas,

geralmente unifoliadas, e repicadas para cinco meios de cultura,
utilizando-se controle (MB); MB + 0,005 mg/l BAP; MB + 0,01 mg/l
BAP; MB + 0,1 mg/1l AIB e MB + 1,0 mg/l AIB., Apos 30 dias as plan

tulas foram avaliadas pela formagao ou auséncia de raizes. Foram

repicadas 30 plantulas em cada tratamento.
3.7, Aclimatagao e tranmsplantio

As plantas jovens com raizes e folhas desenvolvidas fo
ram transferidas para tres substratos: solo esterilizado; solo
esterilizado + vermiculita (2:1), vermiculita. Sendo regadas i-
nicialmente com solugao nutritiva contendo os sais de MURASHIGE
& SKOOG, Durante a fase de aclimatagao as plintulag permanece -

ram em bandejas coém tubetes na sala de crescimento sob cobertura
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plastica transparente, temperatura controlada e alta umidade, re
cebendo regas constantes, Foi avaliada a percentagem de mudas de
senvolvidas apos 12 dias, e transplantadas para casa de vege-
tagao em sacos de polietileno (13 x 28 cm), com substrato descri
to anteriormente para as plantas fornecedoras de estolons, rece-

bendo os tratos culturais necessarios.

3.8, Testes de indexagao

Atraves da utilizagao da planta teste Fragardia vedca
var. Semperflorens Duch (Serr.) e dos afidios vetores Chaetosiphon
jragaefolii (Cockerrel) e Pentatrichopus 4ragaefolii, foram rea-
lizados testes preliminares com as plantas advindas da cultura de
meristema da cultivar Lassen devidamente identificadas com o mes
mo clone mantido 4n v{fr0. Simultaneamente testou-se as plantas
fornecedoras de meristemas provenientes de plantios comerciais .enm
telados individuais, onde foram colocados pulgoes provenientes de
colonias mantidas em plantas sadias, e permaneceram em livre con
tacto, entre a planta a ser testada e a planta teste indicadora.
ApOs uma semana procurou-se observar os sintomas, atraves de mu-
dangas caracteristicas nas folhas da planta teste, de acordo com
metodologia proposta por CARVALHO & COSTA (15) e BETTI & COSTA

(9).
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1, Condugao das plantas em casa de vegetagao

Um fator que mostrou ser fundamental no controle da ca
pacidade vegetativa foi o fotoperiodo (Figura 3)., 0 uso da ilu-
minagao artificial foi altamente eficiente para reduzir a flora-
gao e induzir a produgao de estolons, dos quais retiraram-se os

meristemas para o cultivo {n vitro.

0 manejo adequado das plantas em casa de vegetaggo,pel
mitiu a obtengao de 2 a 9 estolons por planta, variando conforme
a cultivar, sendo as cultivares Monte Aleére, Konvoy-Cascata e
Lassen de maior produgao de estolons (5 a 9 estolons/planta)e os
cultivares Aiko e Tioga com menor producao (2 a 4 estolons/plan~

ta) a partir de um periodo inicial de plantio de 4 meses.

Outros cuidados, como a rega diaria e adubagoes perio-

dicas foram importantes para o desenvolvimento vegetativo das
. -t -

plantas, observando que o morangueiro & uma planta sensivel a au

séncia de agua, principalmente em temperatura elevada (>28°C).



.

-

A

:‘;:"- ~ i?

AN Gl

FIGURA 3 - Vista interna da casa de vegetagao com as cultivares

de morango sob iluminagao natural e artificial no pe

riodo noturno
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4.2, Remogao dos meristemas
0 estadio de desenvolvimento dos estﬁlons foi importan
te para o sucesso da remogéo dos meristemas, sendo adequado,
quando na porgao terminal do estolon estiver presente apenas uma
pequena folha (Figura 1) antes da emissao de raizes. 0 inicio
da remogao do meristema deve ser realizado com um menor aumento
(10x) e com o decorrer da operagao deve-se aumentar atée 40 vezes

na lupa estereoscopica,

A presenca de pilosidades no estolon foi generalizada,
e o numero de meristemas encontrados variou entre 1 a 3 por esto

lon, semelhante para todas cultivares em estudo.
4.3. Desenvolvimento {n vitrc¢ do meristema do morangueiro

Em todas cultivares de morangueiro estudadas, o proces
so de desenvolvimento {n vitro do meristema, foi caracterizado
por estadios distintos, desde o inicio da formagao de callus até
o desenvolvimento completo em plantulas com raizes e parte aérea

normais.,

O desenvolvimento inicial foi lento e as primeiras trans
formagoes puderam ser observadas a partir da primeira semana com
a formagao de callus e pela acentuagao da coloragao verde, Trani
corridas mais duas semanas (aproximadamente aos 21 dias apos o b4

solamento) ja se observou a presenga de uma massa de callus nao
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friavel, granulada e de cor verde intenso envolvendo o meristema.
Quando atingiu-se 6 semanas de cultivo in vitho pode-se observar
a diferenciagao de tecidos, com a emissao de inimeras brotagoes
advindas da massa de callus. Observagdes semelhantes sio apre-
sentadas por BOXUS et alii (12) e KARTHA et alii (31), denomina-

do callus organogénico,

As brotagoes advindas do callus organogenico ao recebe
rem suplementagao com meios de cultura com maior concentragao de
BAP e GA; desenvolveram-se em uma estrutura expandida com a for-
magao de tufos de parte aerea, denominada de "roseta", que se de
senvolvefam depois de transcorrer 10 semanas (70 dias) de culti-

vo in vithro (Figura 4).

Quando repicou-se estas "rosetas", dividindo-as em plan
tulas sem ralizes e em meio de cultura adequado para a regenera -
¢ao em planta completa, comegou a ocorrer rapidamente (20 a 30
dias) a emissao de railzes, dando formacao a plantas com letamen-

) p
te desenvolvidas, aptas ao desenvolvimento 4n viZtrho sob condi -
3
coes naturais, uma vez tomados os devidos cuidados de aclimata -

cao.

A Figura 5 mostra os diversos estadios de desenvolvi-
mento {h V4iZA0 do meristema do morangueiro, Estes estadios po -
dem ser definidos em tres fases distintas, caracterizando todo o
processo de desenvolvimento em fungao da variagao dos fitohorm§
nios nos meios da cultura basicos, sendo; fase de isolamento, de

multiplicagao/alongamento e enraizamento.

]
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FIGURA 4 - "Roseta" onde se obtem tufos de parte aerea
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FIGURA 5
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1 2

Estadios de desenvolvimento 4in v.itxo de meristema de
morangueiro, Da esquerda para a direita: iniciagao e
crescimento do callus organogénico, "roseta", plantu-

la e plantula enraizada
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4,3,1, TFase de isolamento

Na fase de isolamento observou-se o desenvolvimento de
cada cultivar em duas épocas, com 0s resultados apresentados no

Quadro 2,

Pode-se observar que um maior periodo de cultivo, au-
mentou consideravelmente a formagao do callus de um diametro me-
dio de aproximadamente 3 mm para 5 mm. Aumentando assim a quan-
tidade de gemas presentes nesta estrutura intermediaria de callus
organogenico, Organogénese semelhante foi encontrada por BOXUS
(11) em cultivos de apices caulinares de morangueiro, utilizando
~se a combinagao auxina-citocinina, e por EARLE & LANGHANS (20)

em Crysantemum,

Das cultivares observadas, a 'Lassen' apresentou um iﬂ
dice medio de callus, equivalente a aproximadamente 6 mm de did-
metro em media, sensivelmente superior Zs demais cultivares, que
apresentaram medias em torno de 4,5 mm de diametro. Tal fato po
de estar relacionado ao vigor fisiologico da cultivar, e/ou a as

pectos ainda nao esclarecidos.

4.,3.2., Fase de multiplicag¢iao/alongamento

Os resultados observados na fase de multiplicagao/alon
gamento, onde avaliou-se o desenvolvimento de cada cultivar em
tres condigoes de meios de cultura, estao apresentados no Quadro

3.



QUADRO 2 - Desenvolvimento comparativo de cinco cultivares de morangueiro em duas epo -

cas durante a fase de isolamento do meristema

. ' . ' . -~ ) . ~
. N? de meristemas Avaliagao* Avaliagao*

Cultivares . - o

. ] avaliados periodo I periodo II
Lassen : 10 2,6 3,4
Tioga ’ 10 1,4 2,3
Konvoy~Cascata 10 1,4 2,5
Aiko 10 1,5 2,3
Monte Alegre 10 1,2 2,2
Média ' B 1,6 2,5

* Pefiodo I = 30 dias pos repicagem.

II= 40 dias pos repicagem.

* Nota media: - meristema nao desenvolvido;

- inicio da formagao de callus (2 mm );

0

1

2 - callus desenvolvido (4 mm ¢);

3 - formagao de callus organogénico (6 mm ¢);
4

= callus organogenico (10 mm ¢).

A



QUADRO 3 - Desenvolvimento comparative de cinco cultivares de mo
rangueiro, 40 dias pos replicagem, em tres meios de cul
tura, com diferentes concentragoes de GAs

N? de N
Meios de cultura Cultivares callus JJ{t%f
avaliado B
Lassen 10 1,9
Tioga 10 1,4
MB + BAPS Konvoy-Cascata 10 Lis 5
Aiko 10 1,6
Monte Alegre 10 145
Lassen 10 3,3
Tioga 10 ,
MB + BAP5 + 0,1 .GA3 Konvoy-Cascata 10 25
Aiko 10 2,8
Monte Alegre 10 2,6
Lassen 10 3,6
Tioga 10 Zid
MB + BAP5 + 1,0 GA; Konvoy-Cascata 10 2,
Aiko 10 246
Monte Alegre 10 2;5

1/ Notas* medias:

* Notas apresentadas

=

g

3
4
5

formagao "roseta" (16 mm ®)

"roseta" (20 mm ¢).

na Figura 6,

Sem desenvolvimento (3 mm ¢);
formagao callus organogénico (6 mm $);

callus organogenico (10 mm ¢);



CALLUS ORGANOGENICO

fNoicES
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FIGURA 6 - Tndices comparativos do desenvolvimento {in vitro de mo

rangueiro durante a fase de multiplicagﬁo/alongamento:

1 - sem desenvolvimento (3 mm ¢); 2 - formagao do cal
lus organogenico (6 mm $); 3 - callus organogenico (10
mm ¢); 4 - formagao "roseta" (16 mm $); 5 - "roseta"

(20 mm ¢)
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O estudo do comportamento dos cultivares in vitro indi
cou, como na fase de isolamento, um desenvolvimento mais rapido
da cultivar Lassen atingindo em média diametro de aproximadamen-
te 12 mm, quande cultivada em meio basico suplementado com BAP +
CA3, e menor diametro (6 mm) na ausencia de GA; (Figura 7). As
demais cultivares apresentaram desenvolvimentos semelhantes, po-
rem com tamanho inferior 2 media observada para a cultivar Lassen

(Figura 8),.

Os meios de cultura que apresentaram as mailores taxas
de desenvolvimento foram aqueles suplementados com GA3, em combi
nagao com BAP ao nivel de 5,0 mg/l, promovendo a formagao de "ro

seta" onde se agrupam tufos de parte aéerea (Figura 4), importan-

tes na produgao em larga escala de mudas de morangueiro,

A menor formagao de callus e a diferenciagao em "rose-
ta" se deve, primeiro pela ausencia de auxinas no meio de cultu-
ra, concordando com observagoes de MURASHIGE (41), e segundo, pe
la agao provavelmente sinergistica do BAP e GA:; que promoveu a-
longamento rapido e vigoroso das gemas do callus organogenico,

de acordo com observagbes de RESENDE (47) em batata,

A manutengao das '"rosetas" por maior periodo em meios
da cultura contendo elevada concentragao de BAP (5,0 mg/1) promo
veu a clorose podendo resultar ate na morte das plantulas. Para
a manutengao do material {n viitnro deve - se retirar as folhas ve;
lhas e retornar no meio de isolamento contendo 1,0 mg/1 BAP, e a

pos aproximadamente 2 semanas o material rejuvenece .-pela emissao

"
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FIGURA 7 - Desenvolvimento medio comparativo da cultivar Lassen
em treés meios de cultura, sendo a esquerda: MB + 5 mg/1
BAP; centro: MB + 5 mg/l BAP + 0,1 mg/1 GA3; direita:

MB + 5 mg/l BAP + 1,0 mg/l GA,
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FIGURA 8 - Desenvolvimento medio comparativo entre os cinco cul-

tivares de morangueiro, aos 80 dias de cultivo em meio

basico com 5 mg/l BAP + 1,0 mg/1 GAj
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de gemas axilares que aparecem da parte inferior do peciolo das
folhas velhas, crescendo rapidamente, emitindo novas gemas, Pe-
lo controle dos niveis de BAP torna-se possivei obter milhares de
plantas de um Unico meristema dentro de um ano de cultivo 4r ud-

tho,

4.,3.,3. Fase de enraizamento

Como se comentou anteriormente, a presenga de citocini
na (BAP) em diversos niveis & importante para o cultiveo 4n uitho
do morangueiro. Os resultados obtidos nesta fase, onde avaliou-
se o desenvolvimento de raizes das plantulas sem raizes (Figura

9a) sao apresentados no Quadro 4,

Observa-se que a auséncia de fitohormdnios no meio de
cultura favoreceu o enraizamento das plantulas do morangueiro,
tal fato, esta de acordo com BOXUS et alii (12), e provavelmente
e devido a presenga endogena dos fitohormdonios necessirios ao en
raizamento TORREY (30). 0 inleie do desenvolvimento de railzes

(Figura 9b) se deu a partir do 109 dia de cultivo,

Os meios de cultura com baixas concentragoes de BAP pro
moveram enraizamento em torno de 60,07, com emissao de raizes

mais longas e vigorosas do que na presenga de AIB ou ausencia de

BAP.

Quanto a presenga da auxina (AIB), mesmo sendo indica-

da para o enraizamento de certos cultivos 4n vi£fro, como no en-

]
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FIGURA 9 - Plantulas obtidas 4n vitho:

b - plantulas enraizadas

a - plantulas sem raiz;
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QUADRO 4 - Avaliagao do efeito do BAP e do AIB no enraizamento do morangueiro cultivado

in vditro
NO de N9 de Rendimento
Meios de cultura plantulas plantulas i (7)
avaliadas enraizadas® :
M.B. 30 25 83,3
M.B. + BAP 0,005 mg/1 30 19 63,3
M.B. + BAP 0,01 mg/1 30 18 60,0
M.B. + AIB 0,1 mg/1 30 i 167 40,0
M.B. + AIB 1,0 mg/1 30 14 46,6

* Avaliagao 30 dias pos repicagem. w
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raizamento de pereira por FEIT(IANO & ASSIS (21); no caso o mo -
rangueiro apresentou percentagens de enraizamento inferiores, a
502 nos dois niveis testados, nao sendo portanto eficiente o uso

de AIB no enraizamento de plantulas de morangueiro {n vitac,

4.4, Fase de aclimatacac

A fase de aclimatagao corresponde o desenvolvimento das
plantulas produzidas Ln vithc transplantadas para tubetes (Figu-
ra 10) contendo tres substratos cujos resultados sao apresenta -

dos no Quadro 5,

A mistura de vermiculita com solo foi o substrato que
mais favoreceu a sobrevivéncia das plantulas 4N Vivo (927), cer-
tamente pela maior retengao e manutengao de agua proxima 3s rai-

zes das plantulas.

O uso isolado de vermiculita proporcionou um rendimen-
to intermediario, provavelmente devido a presenga de espagos va-
zios entre as estruturas que compae este substrato e pela carac~-
teristica da vermiculita fixar nutrientes, como o nitrogeénio dis

ponivel as plantulas.

0 solo, em uso isolado apresentou menor rendimento, de
apenas 537, provavelmente devido a menor retengao de agua e difi

culdade de penetragao das raizes devido a compactagao,

O transplantio das plantulas para os sacos de polieti~-

leno foili bem sucedido ois houve a emissao de novas ralizes,e si
sy P ’ —
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FIGURA 10 - Bandeja com tubetes contendo plantulas de moranguei-

ro de diversas cultivares, aclimatadas apos 12 dias

de cultivo



QUADRO 5 - Rendimento do processo de aclimatagao

VALlio em tres substratos

das mudas de morangueiro produzidas 4n

Rt N de ' Rendimento
Substratos plantulas plantulas { (%) 2
transplantadas sobreviventes* )
Vermiculita 60 47 78
Solo/vermiculita (2:1) 60 55 92
Solo . 60 32 53

* Avaliagao 12 dias pos transplantio.

8¢



39

multaneamente na parte aérea houve emissao de novas brotagoes,e
em 3 a 4 meses ja produziram estolons dando formagao a novas mu-
das, A Figura 11 compara o vigor da cultivar Lassen proveniente
de cultivo comercial com sanidade desconhecida, com uma planta

da mesma cultivar produzida por cultura de meristema <n v.ithc.

4.5, Testes de indexagao

Os resultados preliminares do teste de plantas adultas
da cultivar Lassen, proveniente de cultivos comerciais, com plan
tas indicadoras, expressaram a presenga de virus, através de sin
tomas como redugao no tamanho de foliolos, crespeira e sensibili
zagao com murcha da planta indicadora em estagio mais avangado
(Figura 12), enquanto que dois clones da cultivar Lassen produzi
dos 4n vitno, tambem testados pela mesma metodologia, nao apre -
sentaram nenhum sintoma de sensibilizagao nas plantas indicado -

ras utilizadas (Figura 13),

Estes testes preliminares permitem observar em concor-
dancia com pesquisas realizadas por CARVALHO & COSTA (15), BETTI
& COSTA (9), ASSIS et alii (5), que cultivares comerciais apos
cultivo consecutivo apresentam infecgao viral, e a técnicade cul
tura de meristema 4n v{ino permite a "limpeza" deste material que
uma vez indexado e confirmada a auséncia de virus pode ser micro
propagado 4n v{Zn0 em grande quantidade, produzindo milhares de
Plantas matrizes para distribuigao a viveiristas e posteriormen-

te aos produtores,com ganho na produtividade destas ‘'novas' mudas.

’



FIGURA 11
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Comparagao do vigor de uma planta proveniente de cul

tivo comercial (esquerda) de sanidade desconhecida,
com uma planta proveniente do cultivo 4{n vitro (di -

reita)



FIGURA 12

—
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Planta adulta de morangueiro cultivar Lassen (direi-
ta) proveniente de cultivo comercial, testada com

planta indicadora (esquerda) apresentando caracteris

ticas de sensibilizagao
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FIGURA 13 - Planta adulta de morangueiro cultivar Lassen, prove-

niente de cultivo de meristema {n vifr0 apresentando

caracteristicas de auséencia de virus.
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5. CONCLUSOES

Esta pesquisa mostrou a viabilidade da obtengao de gran
de quantidade de mudas de morangueiro, das diversas cultivares:
Lassen, Tioga, Konvoy-Cascata, Aiko e Monte Alegre via cultura

de meristema {n viLinro,

0 desenvolvimento {n vitro de todas cultivares estuda-
das foi caracterizado por tres fases: isolamento do meristema,

multiplicagao/alongamento e enraizamento das plantulas.

Na fase de isolamento do meristema ocorreu a formagao
de callus e inicio de produgao de brotagoes (callus organogeni -
E6) ., favorecida pela maior permanéncia no meio de cultura com au
xina-citocinina-giberelina, Na fase de multiplicagao/alongamen-
to a combinagac giberelina-citocinina produziu maior desenvolvi-
mento nas brotagoes iniciais da fase anterior. O enraizamento
das plantas apresentou maior rendimento quando repicadas para o
meio basico sem fitohormonios, ou com baixas concentragoes de ci

S

tocinina (BAP).

A cultivar Lassen apresentou os maiores indices de de-

senvolvimento nas’‘duas primeiras fases, seguida das demais culti
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vares que tiveram desenvolvimento semelhante. Na fase de enrai-

zamento todas as cultivares tlveram O mesmo comportamento.

Durante a aclimatagao, a umidade foi fundamental para
a sobrevivencia das plantulas, e o substrato solo/vermiculicta

(2:1) apresentou maior rendimento na obtengac das mudas, A tran

| w

ferencia das plantas para o solo em casa de vegetagao foi reali-

zada com sucesso aos 12 dias apos o inicio da aclimatagao,

Os testes preliminares de indexagao - atraves de planta
indicadora, com transmissao por afidios vetores, mostraram que
os clones produzidos 4in vitro nao sensibilizaram a planta indica
dora, e a planta fornecedora de meristema sensibilizou a planta

indicadora, caracteristica de presenga de virus,






6. RESUMO

Mudas de morangueiro de cinco cultivares, Lassen, Tio-
ga, Konvoy-Cascata, Aiko e Monte Alegre foram obtidas 4n vi{txo a
través da tecnica de cultura de meristema, no Laboratorio de Cul
tura de Tecidos da Escola Superior de Agricultura de Lavras, no

periodo de 1984/1985,

0 t;ébélho iniciou~se com a produgao de estolons das mu -
das na casa de vegetagao para obtengao de meristemas, retirados
sempre com tamanho inferior a 0,4 mm, O desenvolvimento {nm vitro
de todas cultivares estudadas foi caracterizado por tres fases,

cada uma requerendo meio de cultura especifico,

Na fase de isolamento utilizou-se o meio de cultura com
posto do meio basico de MURASHIGE & SKOOG (MS) suplementado com
1,0 mg/1 de BAP, 0,1 mg/l de GA; e de 0,01 mg/l de ANA. Nesta fa
se o meristema desenvolveu-se em callus,chegando a iniciar a or-

ganogenese, emitindo brotagoes.

Na fase de multiplicagao/alongamento a combinagao gibe
relina-citocinina (0,1-1,0 mg/l GA; e 5,0 mg/l BAP) promoveu 0

maior desenvolvimento das brotagoes dos callus obtidos na fase ante-
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rior.

Na fase de enraizamento, a utilizagao de meio basico na
ausencia de fitohormonios, apresentou taxas de rendimento de 83,3%
na emissao de raizes das plantulas avaliadas., Baixas concentra-
goes de citocinina (0,005 e 0,01 mg/l BAP), produziram raizes em
63,3 e 60,0%7 das plantulas. E o uso de AIB (0,1 e 1,0 mg/l), te

ve rendimento de 40,0 e 46,67, respectivamente,

O comportamento da cultivar Lassen foi de maior desen-
volvimento que as demais cultivares nas duas primeiras fases, e

desenvolvimento semelhante a partir da fase de enraizamento,

A aclimatagao foi realizada com controle de umidade,
fundamental para a sobrevivéncia das plantulas, 0 transplantio
foli realizado em trés substratos, e o substrato sclo/vermiculita
(2:1) apresentou maior sobrevivencia das plantulas (92%), enquan
to que o uso de vermiculita teve rendimento de 78%, e solo este-

rilizado 53%,.

Testes preliminares de indexagao foram realizados com
planta indicadora (Fragaria vesca var, SemperglLorens Duch), uti-
lizando afidios vetores, Testou-se a cultivar Lassen, provenien
te de cultivos comerciais, que produziu sensibilizacao da planta
teste, caracteristica da presenga de virus, enquanto que dois ¢lo

nes produzidos {n v{ZA0 n3o sensibilizaram a planta teste.
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7. SUMMARY

Complete strawberry plantlets of the cultivars Lassen,
Tioga, Konvoy-Cascata, Aiko and Monte Alegre were regenerated 4n
veZhe in a sequential procedure from a single meristem isolated
from shoot tip. During the development £n v{ifho the meristem
whent through three stages: culture initiation, growth/prolife-
ration and rooting., The medium in each stage that provided the
best development was for culture initiation: MURASHIGE - SKOOG
(MS) basal components suplemented with 1,0 mg/l.of BAP, 0,1 mg/1l
of GA; and 0,01l mg/l of NAA; growth/proliferation stage: MS
supplemented with 5,0 mg/l of BAP and 0,1-1,0 mg/l of GA;; and

rooting stage: MS basal components only.

Adaptation of young plants to normal conditions of
culture had the best survival rate when plants were transplanted
on a mixture of soil/vermiculite (2:1), keep under constant

moisture,

A preliminary test with an indicator host and aphids
showed that plants obtained through meristem did not sensitize
the indicator, whereas the meristem donor plant did sensitize

the indicator.
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