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RESUMO

O morangueiro é uma espécie de propagacgio vegetativa, o que
explica a disseminaggo de doengas, quando utiliza-se plantas infesta-
das. Uma forma de eliminar as viroses ¢ através da cultura de
meristemas. Uma das etapas mais delicadas do processo de
micropropagagcio ¢ a transferéncia das mudas para condicdes ex vitro.
Para garantir sucesso durante a aclimatizagdo, faz-se necessario
otimizar todas as fases do cultivo. Entre essas, encontra-se a etapa de
enraizamento. Esse trabalho foi realizado nos Laboratérios da UFRGS
e da UPF com o objetivo de quantificar o efeito da concentragio de
sacarose no meio de cultivo in vitro, na fase de enraizamento. Mudas
da cultivar Campinas foram selecionadas na etapa de multiplicaggo e
repicadas para o meio basico “MS” (Murashige & Skoog) acrescido
de 0,005 mg.L! de BAP (Benzinoaminopurina) e diferentes concen-
tragdes de sacarose (0; 15; 30; 45 ¢ 60 g.L'"). O delineamento experi-
mental foi o de blocos casualizados com nove repetigdes. Cada parce-
la constou de cinco plantas por frasco, perfazendo um total de 45 uni-
dades amostrais. Nessa etapa foram avaliadas as massas fresca e seca
das folhas e raizes (mg). A partir dessas foi calculado o contetido de
agua nos tecidos. Observou-se que na auséncia de sacarose ndo houve
desenvolvimento da raiz in vitro. Plantas produzidas na concentragao
de 45 g. L' de sacarose, apresentaram maior enraizamento. Dessa
forma, mudas de morangueiro Campinas apresentaram baixa capaci-
dade fotossintética, respondendo como plantas mixotréficas ou
heterotroficas.

Palavras-chave: Fragaria X ananassa Duch., biomassa, sacarose,
micropropagagio.

ABSTRACT

Sucrose concentration on in vitro rooting of strawberry
plants

The vegetative propagation of strawberry plants allows
dissemination of plant pathogens when infected plants are used. To
avoid such pathogen transmission, especially viruses, plant merystem
growing in vitro is usual. Transfer of micropropagated seedlings to
ex vitro conditions, however, is a delicate process. Successful plant
adaptation to ambient depends on optimum growing conditions
including the rooting phase. This research was conducted at the
Universidade Federal do Rio Grande do Sul and Universidade de
Passo Fundo (Brazil). The effect of sucrose concentration was
quantified in the culture medium over rooting of strawberry plants.
Seedlings of cv. Campinas were selected during multiplication and
transferred to an “MS” (Murashige & Skoog) basic medium amended
with BAP (0.005 mg L") and different sucrose amounts (0; 15; 30;
45, and 60 g L'). The experimental units were arranged according
to a randomized block design with nine replicates, each replicate
being a pot with five plants. The fresh and dry weight of leaves and
roots were determined and used to calculate the content of water in
plant tissues. While lack of sucrose resulted in no rooting, the
concentration of 45 g L' provided the best root growth. Therefore,
Campinas strawberry seedlings showed low photosynthetic capacity,
behaving as mixotrophic or heterotrophic plants.

Keywords: Fragaria X ananassa Duch., biomass, sucrose,
micropropagation.

(Aceito para publicacdo em 15 de fevereiro de 2.002)

a horticultura, a técnica de cultura

de tecidos tem encontrado aplicagdes
praticas e comerciais. O cultivo in vitro,
em especial a cultura de meristemas, pode
resultar na multiplicagdo mais eficiente,
com obtengdo de materiais de melhor qua-
lidade (Minami, 1991).

Uma das fases mais criticas na
micropropagagdo de morangueiro, € na
maioria das espécies vegetais, ¢ a transi-
¢do do meio heterotrofico para o
autrotrofico (Desjardins et al., 1987). Alta
taxa de sobrevivéncia, obtida em plantas
aclimatizadas ex vitro, depende do corre-

to tratamento providenciado durante o
processo da transigao in vitro para in vivo.

Para a formagdo das raizes é neces-
sario energia. Esta pode ser oriunda da
fotossintese ou de outra fonte de agt-
car. O carbono ex6geno no meio de cul-
tivo serve como fonte de energia, influ-

! Parte integrante da tese de Doutorado do primeiro autor, realizada no Departamento de Horticultura da UFRGS.
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enciando na fisiologia da planta, dife-
renciagdo e crescimento dos tecidos,
inducdo e diferenciacdo de 6rgdos. A
maioria das espécies forma raizes com
adi¢do de 20-30 g.L! de sacarose
(George, 1996).

De acordo com a capacidade
fotossintética, Grout (1988) agrupou as
plantas cultivadas em meio asséptico em
duas classes. Na primeira, plantas cujas
folhas formadas ndo desenvolvem ca-
pacidade fotossintética, se crescerem em
meio contendo sacarose (heterotroficas
e mixotroficas). Na segunda classifica-
¢do, encontram-se as plantas adaptadas
para condig¢des autotroficas in vitro que,
apesar das condigdes artificiais de cul-
tivo, podem apresentar uma significante
taxa fotossintética.

O tipo do sistema de raizes, obtido
no enraizamento in vitro, também deter-
mina o sucesso do transplante, sendo as
raizes mais curtas as mais adequadas,
uma vez que apresentam-se em fase de
crescimento ativo, facilitando a pega da
planta (Grattaplagia & Machado, 1990).

O sucesso da aclimatizagdo implica
em alto grau de sobrevivéncia das
plantulas e esta, muitas vezes, na depen-
déncia da etapa de pré-acondicionamen-
to in vitro. Ja a fase de enraizamento ¢
influenciada pelas modifica¢des na
constitui¢do do meio, a fim de estimu-
lar o estabelecimento das microestacas
e seu enraizamento (Debergh, 1991).
Drew (1987) observou que, reduzindo a
concentra¢do mineral do meio, houve
aumento na iniciagdo radicular de brotos
de Caryca papaya. Segundo
LewandoswskI (1991), 95% de plantulas
enraizadas in vitro, foram aclimatizadas
com sucesso dentro de 14 dias em casa
de vegetacao, utilizando a combinacdo
de ANA (0,001 mg.L") e AIB (0,005
mg.L'") em meio MS com a concentra-
¢do dos sais reduzidos a metade.

Aumento na porcentagem de
enraizamento com o incremento da con-
centracdo de sacarose tem sido relatado
para alguns protocolos de aclimatizagao
ex vitro. Riquelme et al. (1991), na Ar-
gentina, estudaram o efeito de varias
concentragdes de sacarose (0a 60 g.L ")
na etapa de pré-acondicionamento in
vitro de plantulas de morangueiro, ba-
tata, menta e videira. Resultados de-
monstraram que doses de 30 a 45 g.L!

Hortic. bras., v. 20, n. 2, jun. 2002.

foram as mais adequadas durante o pré-
acondicionamento in vitro e posterior
sobrevivéncia durante a fase de
aclimatizagdo.

Da mesma forma, plantulas de
Pelargonium zonale var. Rubin multi-
plicadas in vitro foram transferidas para
meios de enraizamento com e sem
sacarose. A adicdo de 20 g.L' de
sacarose no meio aumentou a quantida-
de de plantas enraizadas, bem como o
numero de raizes por planta
(Aldrufeu,1987).

A porcentagem de enraizamento e o
comprimento das raizes de Eriostemon
stardust e E. myoporoids aumentaram
significativamente quando foi alterada
a concentragdo de 25 g.L"! para 50 g.L"!
de sacarose, no meio de enraizamento
in vitro (Ault, 1984).

Plantas de quatro cultivares de as-
pargo desenvolvidas em meio com alta
concentragdo de sacarose, na fase de
enraizamento in vitro, produziram raizes
vigorosas e apresentaram altas taxas de
crescimento e sobrevivéncia quando
transplantadas para casa de vegetagdo
(Conner et al., 1992). Segundo
Grattaplagia & Machado (1990), a va-
riabilidade na resposta morfogenética in
vitro, que existe ndo apenas entre espé-
cies, mas também dentro de cada
genotipo, leva a necessidade de se defi-
nirem protocolos diferenciados.

MATERIAL E METODOS

Plantas de morangueiro da cultivar
Campinas foram mantidas em casa de
vegetacao. No periodo de outubro a no-
vembro, apds a emissdo dos estoldes,
foram coletadas as novas ramificagdes
e desinfetadas em camara de fluxo
laminar utilizando alcool 70% por 10
segundos e hipoclorito de sodio a 50%
de cloro ativo, por 10 minutos. As ge-
mas apicais foram retiradas em camara
de fluxo laminar, com auxilio de lupa
estereomicroscopica, pingas e bisturis
esterilizados.

Os explantes foram transferidos
para meio de isolamento composto por
meio basico de MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com 1
mg.L"' de Benzinoaminopurina (BAP),
1 mg.L"' de Acido Indol Butirico (AIB)
e 1 mg.L"! de Acido Giberélico (GA3)

com pH 5,7. Os tubos de ensaio com
os explantes foram mantidos inicial-
mente, no escuro até o inicio da
brotagdo, passando em seguida para luz
e temperatura controlada, 16 h luz/dia
entre 24 e 25°C.

As plantulas obtidas foram
transferidas para vidros com meio basi-
co MS suplementado com 2 mg.L"' de
BAP ¢ 0,5 mg.L" de GA,, constituin-
do-se a fase de multiplicagdo. As mu-
das oriundas da etapa anterior foram
subcultivadas em frascos com meio MS
acrescido de 0,005 mg.L' de BAPeb6 g
de agar, em diferentes concentra¢des de
sacarose (0; 15; 30; 45 ¢ 60 g.L'").

O delineamento foi de blocos
casualizados com 9 repeti¢cdes. Cada
parcela constou de um frasco com cin-
co explantes, perfazendo um total de 45
unidades amostrais. Apos trés semanas
na camara de crescimento foi avaliada
amassa fresca e seca das folhas e raizes
¢ a partir dessas variaveis, foi calculado
o contetdo de agua nos tecidos, pela
diferenca da massa fresca e seca e, divi-
dido pela massa fresca, tanto para a parte
aérea como para a radicular.

Os resultados foram submetidos a
analise de variancia. A significancia das
diferengas entre as médias foram avalia-
das pelo teste de regressdo, pelo
software Sistema de Analise Estatistica
(SANEST). O ponto de maxima das
equagdes quadraticas, foi obtido pela
formula: -b/-2c.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A variagao nas dosagens de sacarose
influenciou claramente a produgao de
biomassa, tanto na parte aérea como no
sistema da raiz (Figura 1). Na sua ausén-
cia ndo houve formagdo de raiz. Dados
semelhantes foram obtidos em moranguei-
1o, batata, menta e videira por Riquelme
et al. (1991), em rosa por Capellades et
al. (1991) e Dorion et al. (1991) e em as-
pargo por Conner ef al. (1992).

George (1996) relata que, para for-
magcao de raizes in vitro ha necessidade
de energia e carboidratos, sendo estes
fornecidos através da fotossintese (em
condi¢des autrotdficas) ou oriunda de
uma fonte exogena de agucar (em siste-
ma heterotroéficos ou mixotroficos).
Como o tratamento testemunha (sem
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sacarose) nao produziu raizes, os resul-
tados encontrados sugerem que as con-
di¢des encontradas no frasco de cultivo
: e na sala de crescimento, foram
CONCENTRAGOES DE ineficientes para promover quantidades
SACAROSE suficientes de fotossintese.

S A presenga de sacarose mostrou-se
fundamental para o desenvolvimento
das raizes in vitro, tendo em vista que,
na sua auséncia ndo houve
enraizamento. Estes resultados concor-
dam com Mc Cown (1988), segundo o
qual quando o suprimento de
fotossintatos ¢ insuficiente, ndo ha for-
macao de raizes in vitro.

Segundo Villegas (1990) a utiliza-
¢30 de carbono ativado no enraizamento

: — do morangueiro estimula a rizogénese
Figura 1. Mudas de morangueiro cv. Campinas em diferentes concentragdes de sacarose. ;5 vitro, em relagio & testemunha (au-
Porto Alegre, UFRGS, 1997.

séncia de carbono ativado). O mesmo
autor ressalta, com relac¢do a concentra-
¢do, que ao aumentar a quantidade de
. (@) sacarose no meio de cultivo de 0 para 2
g.L1, aumenta-se o tamanho das raizes,
no entanto o nimero permanece 0 mes-

D
o

wn
o

40 mo. Adams (1972) e Boxus (1974) tra-
y =-0,03% + 2,48x + 3,30 balhando com o cultivo in vitro de mo-
R?= 0,92 rangueiro, ja tinham observado este

( p=0‘ 0006) comportamento.

[x8]
o

A analise de variancia dos resulta-
dos de massa fresca e seca das partes

Massa fresca da raiz (mg)
(9%
o

10 - acrea e da raiz comprova o efeito quan-
0* _ ' titativo da sacarose sobre a produgdo da
' ] biomassa da raiz (Figura 2 e 3). O au-
15 30 45 60 mento da produgdo da biomassa da raiz
sacarose (g.L™) foi crescente entre as dosagens usadas
até 45 g.L!, concordando com as obser-
vagdes de Dorion ef al. (1991) e
Riquelme et al. (1991). Entretanto, au-
(b) mentando a dose para 60 g.L! houve
10 redugdo na massa fresca, conforme pode
5 9 S ser observado pela aplicagdo da analise
g 8 e de regressdo (R?>=0,92) na Figura 2a.
N 7 Esta reducdo sugere menor acumulo de
E 6 . agua na dosagem mais elevada, tendo
g 5 _— em vista que o incremento da massa seca
8 4 L (Figura 2b) ¢ linear (R?=0,93).
b y=0,14x + 1,16 o .
@ 3 5 Nao houve diferengas na massa fres-
3 R"=0.93 ca da raiz, quando se adicionou 15 ou
@ 2 _ > q
= (p=0,0001) 30 gramas de sacarose por litro de meio
0e de cultura. Estes dados demonstram que
0 15 30 45 60 o comportamento do morangueiro cv

Campinas ¢ diferente da maioria das
sacarose (g.L") espécies micropropagadas que, confor-
me George (1996) enraizam satisfatoria-
mente com 20 a 30 g.L' de sacarose no
meio de cultivo.

Figura 2. Efeito de diferentes niveis de sacarose na massa fresca (a) e seca (b) da raiz,
durante o enraizamento in vitro. Porto Alegre, UFRGS, 1997.
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Pela equagdo da curva quadratica, o
ponto maximo de crescimento
corresponde a dose de 41,3 g.L! de
sacarose, 0 que proporcionaria o peso de
54,5 mg de massa fresca. Os niveis de
agucar para formar raizes variam com a
espécie. Lane (1978), citado por George
(1996), observou que o enraizamento de
magca in vitro foi dependente da sacarose.
Concentragdes abaixo de 20 g.L! e aci-
ma de 52 g.L!' de sacarose reduziram a
formagdo de raizes.

Calcula-se o aumento de 2,48 mg no
peso da matéria fresca da raiz para cada
grama de sacarose adicionada ao meio.
Doses crescentes de sacarose promove-
ram acréscimos de 0,14 mg na massa
seca por grama de sacarose. O aumento
da dosagem de 15 para 60 g.L' de
sacarose dobrou o peso da matéria seca
do sistema da raiz de 4,3 para 8,7 mg
(Figura 2b). Niveis crescentes de
sacarose resultaram em aumento da
biomassa in vitro, de forma semelhante
tanto para a parte aérea como para a raiz.
Para a adi¢do de um grama de sacarose
calcula-se o aumento de 4,4 mg de mas-
sa fresca, até o maximo de 208,7 mg,
com a dose de 37,08 g de sacarose (Fi-
gura 3a). A planta, na auséncia de
sacarose, ndo acumulou energia e por
isto ndo teve capacidade de realizar ati-
vidade metabolica. Ao incorporar 15
g.L! de sacarose no meio de cultivo [po-
tencial osmético = -0.112 MPa segun-
do George (1996)], as plantulas tiveram
energia e em consequéncia apresenta-
ram grande massa fresca aérea. Esta si-
tuagdo pode afetar a sobrevivéncia ex
vitro, se a plantula ndo tiver condigdes
energéticas apropriadas. Entretanto,
aquelas plantulas de morangueiro que
cresceram em meio com 45 g.L! de
sacarose [potencial osmotico = -0.300
MPa segundo George (1996)], acumu-
laram no tecido mais massa seca com
menor conteudo de agua. Isto pode fa-
vorecer maior sobrevivéncia das
plantulas ex vitro. Por outro lado,
plantulas desenvolvidas em meio com
60 g.L"! de sacarose [potencial osmoético
=-0.461 MPa segundo George (1996)],
pode inibir o desenvolvimento da parte
aérea (Figura 3a).

Observou-se aumento da matéria
seca com o incremento da concentracdo
de sacarose (Figura 3b). Na auséncia de
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250
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Massa fresca da parte aérea
(mg)
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Massa seca da parte aéra aérea
(mg)

0 15
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R>=0,48
(p=0,0268)
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*
y =0,34x + 13,92

R?=0,86
(p=0,0001)
30 45 60

Figura 3. Efeito de diferentes niveis de sacarose na massa fresca (a) e seca (b) na parte aérea
do morangueiro, na fase de enraizamento in vitro. Porto Alegre, UFRGS, 1997.

sacarose o peso da massa seca alcanga-
do pelas mudas de morangueiro foi de
10,2 mg, enquanto a 60 g.L! foi 33,9
mg. Maior conteudo de sacarose no
meio de cultivo corresponde a maior
concentragdo de carboidratos (ou de re-
servas) no tecido foliar. Em conseqiién-
cia, as folhas tém capacidade de perma-
necer mais tempo na planta.

Para promover fotoautotrofismo nas
plantas in vitro, Debergh (1991) sugere
a omissao de sacarose no meio. Entre-
tanto, os resultados aqui encontrados
ndo confirmam esta hipdtese. Langford
& Wainwright (1987) afirmam que o
cultivo fotoautotrofico de células e or-
gdos in vitro tem sido buscado por mui-
tos pesquisadores, mas poucos resulta-
dos foram encontrados neste sentido.
Provavelmente, seria necessario modi-
ficar a intensidade de luz e concentra-

¢do de CO,. Esta afirmag@o baseia-se em
trabalhos realizados com morangueiro
por Arai et al. (1991), Yue et al. (1993)
e Desjardins ef al. (1987).

Por outro lado, um aumento na con-
centragdo de sacarose do meio de culti-
vo de 3 para 5% promoveu aumento de
massa, em folhas de rosa
micropropagadas sob condigdes
heterotrotéficas ou mixotroficas
(Capellades et al.,1991).

Constatou-se relagdo de dependén-
cia entre o conteudo de agua e a dosa-
gem de sacarose no meio, com R?= 0,88
para a parte aérea e R>= 0,95 para as
raizes (Figura 4). A medida que aumenta
a concentracdo de sacarose diminui a
porcentagem de agua nos tecidos para
cada grama de sacarose adicionada ao
meio de enraizamento, correspondendo
aum decréscimo de 3,12% de dgua nos
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Figura 4. Conteudo de agua nos tecidos da raiz (a) e da parte aérea (b) em diferentes con-
centragdes de sacarose, na fase de enraizamento in vitro de morangueiro cv. Campinas.

Porto Alegre, UFRGS, 1997.

tecidos das raizes (Figura 4a) e de 1,84%
na parte aérea (Figura 4b).

Nas plantas oriundas das altas con-
centragdes de sacarose ocorreu alto con-
teudo de matéria seca. Conforme
Salisbury & Ross (1994), maior matéria
seca de plantas in vivo significa maior
acumulo de fotossintetizados e maior
absor¢do de minerais. Capellades et al.
(1991) e Hdider & Desjardins (1994)
sugerem que, in vitro nao ha fotossintese
em presenca de altas concentragdes de
sacarose, devido ao acimulo de amido
ou a inibi¢do da enzima Rubisco. Os au-
tores esclarecem, porém, que em plantas
cultivadas in vitro sob altas concentra-
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¢Oes de sacarose, a sintese reduzida dos
acucares favorece o actimulo de
carboidratos no tecido. Além disso, como
ja foi mencionado, pode ter ocorrido efei-
to osmotico no meio de cultivo in vitro.

Os resultados desse experimento
evidenciaram a importancia de aumen-
tar a concentragdo de sacarose in vitro
e, estabelece-se a dosagem de 45 g.L!
de sacarose em meio de “ MS”, como a
melhor concentragdo para a producdo de
biomassa de mudas de morangueiro cv
Campinas. Entretanto, as mudas obtidas
in vitro apresentaram baixa capacidade
fotossintética, respondendo como plan-
tas mixotroficas ou heterotroficas.
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RESUMO

Avaliou-se os efeitos de regimes de agua no solo e doses de
nitrogénio (N) sobre a producao e qualidade de bulbos de uma culti-
var de alho suscetivel ao pseudoperfilhamento. O estudo foi condu-
zido na Embrapa Hortalicas, Brasilia, ¢ os tratamentos consistiram
da combinagdo de trés tensdes de agua (15; 35 e 70 kPa) e trés doses
de N (20; 100 e 500 kg.ha!). Maior desenvolvimento vegetativo,
produtividade total e massa média de bulbos foram obtidos para ten-
soes entre 15 ¢ 19 kPa e doses de N entre 52 ¢ 97 kg.ha''. A produti-
vidade comercial foi maximizada para a tensdo de 15 kPa, sendo
contudo reduzida linearmente com o aumento da dose de N. A por-
centagem de bulbos pseudoperfilhados foi influenciada pela tensio
de agua, dose de N e pela interacao dos fatores, tendo sido minimizada
para a tensdo de 70 kPa e 20 kg.ha' de N. As porcentagens de bul-
bos chochos e de perda de massa entre 60 ¢ 120 dias apds a colheita
aumentaram linearmente com as doses de N, mas ndo foram afeta-
das pela tensdo. Assim, para maximizar a produtividade comercial
de cultivares suscetiveis ao pseudoperfilhamento deve-se realizar a
irrigagdo em regime de alta freqiiéncia, mesmo favorecendo maior
porcentagem de pseudobulbos, e minimizar a aplicagdo de N.

Palavras-chave:A/lium sativum, bulbo chocho, irrigacdo, nitrogé-
nio, tensdo de agua no solo, pseudoperfilhamento.

ABSTRACT

Production and quality of garlic crop under soil water
regimes and nitrogen levels

The study was carried out at Embrapa Hortaligas, Brasilia, Brazil,
in order to evaluate the effects of three soil water tensions (15; 35
and 70 kPa) and three nitrogen (N) levels (20; 100 and 500 kg.ha'')
on yield and quality of garlic bulbs of a secondary growth susceptible
cultivar. Greater vegetative growth, total yield and average bulb
weight were obtained under tensions between 15 and 19 kPa and N
levels between 52 and 97 kg.ha'. The marketable yield was
maximized for 15 kPa tension, and it was linearly reduced with
increasing N levels. The percentage of bulbs with secondary growth
was affected by the water tension, N and the interaction of both
factors, with minimum value obtained for the combination of 70
kPa tension and 20 kg.ha' of N. The percentages of dry bulbs and
mass loss between 60 and 120 days after harvest increased linearly
with N, however, they were not affected by water tension treatments.
Hence, to maximize marketable yield of cvs. susceptible to secondary
growth both high frequency irrigation regime is recommended,
despite favoring secondary growth, and minimum N application.

Keywords: Allium sativum, dry bulb, irrigation, nitrogen, soil water
tension, secondary growth.

(Aceito para publicacido em 31 de janeiro de 2.002)

O alho é uma das hortali¢as de maior
relevancia econdmica e social no
Brasil, sendo cultivada principalmente por
pequenos agricultores. Nos ultimos dez
anos, a area média cultivada foi de 14,8
mil hectares, sendo cerca de 20% na re-
gido de cerrados 1, principalmente nos es-
tados de Goias e Minas Gerais. No mes-
mo periodo, a produtividade média foi de
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4,8 t ha! (IBGE, 2000).

O alho ¢ cultivado na estagdo fria,
por ser muito influenciado por
fotoperiodo e temperatura, o que coin-
cide com a época mais seca do ano nas
regides Sudeste e Centro Oeste. Assim,
para suprir as necessidades hidricas da
cultura e garantir a obteng@o de produ-
tividade elevada e de boa qualidade, a

irrigacdo ¢é pratica obrigatoria nas prin-
cipais regides produtoras, especialmente
em Minas Gerais e Goias. Em Santa
Catarina e Rio Grande do Sul ¢ freqiien-
te a ocorréncia de estiagens durante o
ciclo da cultura, e muitos agricultores
ja utilizam a pratica da irrigagdo a fim
de possibilitar incrementos significati-
vos de produtividade (Pola & Biasi,
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