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POTENCIAL DE MULTIPLICACAO IN VITRO DE CULTIVARES DE MORANGUEIRO!

RAFAEL UCKER BRAHM? & ROBERTO PEDROSO DE OLIVEIRA3

RESUMO - Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o potencial de multiplicagdo in vitro de dez cultivares de morangueiro: Aromas,
Burkley, Camarosa, Campinas, Dover, Milsai-Tudla, Oso Grande, SantaClara, Sweet CharlieeVilaNova. Utilizou-se protocol o similar ao doslaboratorios
comerciais. A desinfestacéo dos estol Ges foi realizada em solucBes a base de alcool e hipoclorito de sbdio; a cultura dos meristemas em meio semi-
solidoMScom1mgL*BAP,0,01mgL*ANAe0,1 mgL*AG,; eamultiplicacdo emmeioMScom 1 mgL*BAP a25+ 4°C, 20 uE m*s* efotoperiodo
de 16 horas. Partiu-se de 10 meristemas de cada cultivar, avaliando-se a taxa de multiplicacdo e os niveis de contaminagao, vitrificacdo e oxidacéo
durante as fases de estabel ecimento (30 dias) e de multiplicagéo (quatro subcultivos). O nimero estimado de plantul as obtidas por meristemafoi: 559
de‘Aromas’; 569 de‘Burkley’; 516 de* Camarosa’ ; 517 de* Campinas'; 3.907 de‘ Dover’; 1.841 de* Milsei-Tudla ; 943 de‘ Oso Grande'; 350 de* Santa
Clara ; 298 de* Sweet Charlie’, e 1.132 de* VilaNova . A quantificacdo dessa variabilidade genética éimportante para o planejamento da producéo de
matrizes de cada cultivar nos laboratdrios de micropropagagao.

Termos par aindexacao: Fragaria x ananassa, limpezade patégenos, micropropagacdo, producdo de mudas

IN VITRO MULTIPLICATION POTENTIAL OF STRAWBERRY CULTIVARS

ABSTRACT - Theobjective of thisresearch work wasto evaluate thein vitro multiplication potential of ten strawberry cultivars: * Aromas , ‘Burkley’,
‘Camarosd,  Campinas, ‘Dover’, ‘Milsa-Tudld , ‘ Oso Grande', ‘ SantaClara’, * Sweet Charlie’, and ‘ VilaNova . The proceduresused for thispurpose
were similar to those found in the protocol observed by commercial micropropagation laboratories. The disinfestation of the scions was made by
dipping them in an a cohol and sodium hypochl orite solution, the meristem culturing in asemisolid medium containing 1 mg of BAP, 0.01 mg of NAA,
and 0.1 mg of GA per liter and the scions multiplication in an MS medium containing 1 mg of BAP at 25° + 4° C, 20 uE m*s* and aphotoperiod of 16
hours. Each cultivar was represented by 10 scions and for each one the multiplication rate, the levels of contamination, the vitrification and the
oxidation were eval uated during the establishment ( 30 days) and multiplication phases ( 4 subcultures). The estimated number of seedlings per scion
fromeach cultivar was: 559for ‘ Aromas', 569for ‘Burkley’, 516 for ‘ Camarosa, 517 for  Campinas’, 3,907 for ‘ Dover’, 1,841 for ‘ Milsai-Tudla , 943 for
‘Oso Grande', 350for ‘ SantaClara’ , 298 for * Sweet Charlie', and 1,132 for * VilaNova' . The quantification of thisgenetic variability helpsintheplanning

of thematrical plants production of each cultivar which takes placein commercia micropropagation laboratories.
Index terms: Fragaria x ananassa, pathogen cleaning, micropropagation, runner plants production

INTRODUCAO

O morango é cultivado e apreciado nas mais variadas regides
do mundo. Produzido predominantemente em propriedades familiares,
destaca-se pela ata rentabilidade por area, podendo a producdo ser
destinada a0 mercado de frutas frescas e/ou a fabricacdo de doces e
conservas (Resendeet al., 1999).

A espécie cultivada, Fragaria x ananassa Duch., éum hibrido
entre espécies originarias daAmérica (Fragariavirginiana x Fragaria
chiloensis), obtidahamais de 300 anos naEuropa. Atualmente, algumas
cultivares também incluem genes de Fragaria ovalis.

A produggo mundial de morango é de 3,1 milhdes de toneladas
por ano (Oliveiradr. & Manica, 2003), sendo os Estados Unidos, Espanha,
Poldnia e Japdo os maiores produtores (Agrianual, 2003). A producdo
anual brasileira é de 40 mil toneladas, destacando-se os Estados de S&o
Paulo, Minas Geraise Rio Grandedo Sul (OliveiraJdr. & Manica, 2003).

Asprincipaiscultivares utilizadasno Brasil provém dos Estados
Unidos, destacando-sea‘'Aromas , ‘ Camarosa, ' Dover’, ‘Milsai-Tudld,
‘Oso Grande' e ‘Sweet Charlie’, ou dos programas de melhoramento
genético daEmbrapa ClimaTemperado (‘Blrkley’, ‘ SantaClara e‘ Vila
Nova') edo Instituto Agrondémico - IAC (* Campinas').

Varias doencas, causadas por diferentes espécies de fungos,
bactérias, virus, virdidesemicoplasmas, afetam aculturado morangueiro.
Em relacdo as viroses, estas podem ser causadas por um (inico ou um
complexo de virus transmitidos por pulgBes que atacam a cultura,
destacando-se o virus do mosqueado, virus da clorose marginal, virus
da faixa das nervuras, virus do encrespamento e virus do ondulado
(Secchi, 1992).

A implantag8o delavouras com mudas de qualidade é amelhor
medida que o agricultor pode adotar para o controle dessas doencas
(Betti et al., 2000). Com mudas sadias, o0s agricultores podem utilizar

menos ou até mesmo nenhum defensivo quimico, havendo aumento da
producdo e melhoria da qualidade dafruta. Além disso, a utilizacdo de
mudas sadli as consi ste no ponto de partida paraaobtencdo de um melhor
nivel de resposta a qualquer tecnologia empregada no processo
produtivo do morangueiro.

As mudas livres de patdgenos devem ser produzidas em
viveiros-telado, apartir dematrizes provenientesdaculturade meristemas
realizada em laboratdrios de micropropagacdo. No Brasil, existe quase
umadezenade laboratérios comerciais, distribuidosem vérios Estados,
porém produzindo quantidade insuficiente de matrizes para atender a
demanda nacional. Em consegiiéncia, mais de 80% das mudas de
morangueiro utilizadas no Rio Grande do Sul provém do Chile e da
Argentina

Embora a metodologia de micropropagacéo de cultivares de
morangueiro seja bastante conhecida, pouco se conhece sobre o
potencial de multiplicag8o in vitro das cultivares, o que é importante
parao planegjamento da producdo de matrizes em laboratoério.

Destaforma, o objetivo destetrabalho foi quantificar o potencia
demultiplicagdoin vitro das cultivares de morangueiro Aromas, Birkley,
Camarosa, Campinas, Dover, Milsei-Tudla, Oso Grande, Santa Clara,
Sweet CharlieeVilaNova

MATERIAL EMETODOS

Otrabalhofoi realizado nolaboratério de Culturade Tecidosda
EmbrapaClimaTemperado, Situado em Pelotas-RS, utilizando 10 cultivares
demorangueiro: Aromas, Burkley, Camarosa, Campinas, Dover, Milsai-
Tudla, Oso Grande, SantaClara, Sweet CharlieeVilaNova.

Estol 6es das cultivaresforam col etados em propriedadesrurais
selecionadas nos municipios de Pelotas e Turucu-RS, considerando-se
as melhores caracteristicas de sanidade e produtividade.
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TABELA 1 - Taxamédiade multiplicacdo por subcultivo de cultivares de morangueiro (Fragaria ananassa Duch.) durante a micropropagagéo.
Cultivar Subcultivo Taxa média

0 1 2 3 4 multiplicagdo

Aromas 0,9 3,7 5,0 3,0 cde 12,0 ab 4.9
Biirkley 1,0 4,5 5,1 4,0 be 6,2 ¢ 4,2
Camarosa 0,9 6,0 4.4 3,5bed 6,2 ¢ 472
Campinas 1,0 43 5,8 2,8 de 7,4 be 43
Dover 1,0 6,0 6,0 6,7a 16,2 a 7,2
Milsei-Tudla 1,0 7,2 3,8 5,8a 11,6 b 5,9
Oso Grande 1,0 5,0 5,0 4,1 be 9,2 be 4,9
Santa Clara 1,0 3,5 3,7 2,5de 10,8 be 473
Sweet Charlie 1,0 7,2 2.4 2,1e 8,2 bc 42
Vila Nova 1,0 5,8 4,0 4,0 be 12,2 ab 5,4
Média 1,0 53 4,5 3,9 10,0 5,0
CV (%) 1,4 11,6 11,3 16,3 15,1 8,7

M édias seguidas de mesmalletra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Na andlise estatistica, os valores

foram transformados em (x+0,5)*2.

A desinfestac8o dos estolGes foi realizada mergulhando os
ponteiros em solugdes compostas por dcool 70%, durante 10-15
segundos, e hipoclorito de sddio a1%, durante 10 minutos. Em seguida,
foram realizadas trés lavagens com &gua destilada e autoclavada, sob
condic¢des assépticas.

Dez meristemas (+0,2 mm) de cada cultivar foram isoladosem
camarade fluxo laminar, sob lupa estereoscdpicacom aumento de até
40 vezes, utilizando pingae bisturi. Em seguida, esses meristemasforam
inoculados (Subcultivo 0), individualmente, em tubos de ensaio (15
mm x 150 mm) contendo 6 mL de meio semi-solido composto pelossais
deMS (Murashige & Skoog, 1962) acrescido com0,5mg L detiamina,
0,5 mg L* de piridoxina, 0,5 mg L-*de &cido nicotinico, 2 mg Lt de
glicing, 30g L "t desacarose, 100 mg Lt demyo-inositol, 6 g L de agar,
1 mg L de BAP (6-benzilaminopurina), 0,01 mg L-* de ANA (&cido
naftalenoacetico) 0,1 mg L deAG, (acido giberélico). Apos aadicéo
de &gar, o pH do meio de culturafoi gjustado para5,9. A autoclavagem
foi realizadaaumatemperaturade 121°C a1,5 atm, por 15 minutos. Os
meristemasinoculados foram mantidos em camaraescura, por 36 horas,
paraevitar oxidagao. Posteriormente, foram conduzidosasalade cultura
com intensidade luminosade 20 uE m2 s?, temperaturade 25+ 2°C e
fotoperiodo de 16 horas.

Ap6s 30 dias, os meristemas foram transferidos para frascos
devidro (120 mm de alturax 50 mm de diédmetro) contendo 40 mL do
meio de cultura MS suplementado com 1 mg L* de BAP, sendo
inoculados cinco explantes de 2-3 mm por frasco. O gjuste do pH, a
autoclavagem e as condigdes de cultivo foram realizados da mesma
forma relatada anteriormente. Desta maneira, foram conduzidos trés
subcultivos de 30 dias e um de 40 dias, avaliando-se as taxas de
multiplicagdo e de contaminagdo dos explantes, os niveis de oxidagdo
e de vitrificag8o e o estado geral das plantulas. Os tratamentos foram
dispostos em delineamento i nteiramente ao acaso, com dez repeticoes,
sendo as unidades experimentai s constituidas por um frasco contendo
cinco explantes. As taxas de multiplicagdo das cultivares, nos
subcultivos 3 e 4, foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
probabilidade, mediante préviatransformagao dos dados para (x+0,5)"
2, A estimativa do nimero de pléantulas obtidas de cada cultivar foi
realizada multiplicando-se astaxas de multiplicacdo obtidas nos quatro
subcultivos.

O dongamento e 0 enraizamento das plantulasforam realizados
in vitro, utilizando meio de cultura semi-solido MS basico sem
reguladores de crescimento. Para esta fase, foram utilizadas todas as
plantulas maiores que 5 mm, as quais foram individualizadas. Ap6s 25
dias, as plantulas que se desenvolveram, foram transplantadas em
bandejas deisopor de 72 células, contendo substrato comercial Plantmax
HT®. As bandejas foram dispostas em tunel pléstico no interior de
casade vegetacdo com controle de temperatura (25-30°C) e deirrigagao.
Gradativamente, acoberturaplasticafoi sendo removidaaté compl etar
aaclimatizagao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Independentemente da cultivar, houve desenvolvimento de
plantulasapartir de 98% dos meristemasintroduzidos, eataxamédiade
multiplicacdo foi de 5,0 pléantulas por subcultivo aolongo do experimento
(Tabelal). Esteresultado, a0 se comparar com os obtidos por Céardenas-
Navarroet al. (1992), evidenciao adequado ajuste do meio edas condi¢des
de cultura e a facilidade da micropropagacdo do morangueiro, fatores
estesdecisivosparaviabilizar amultiplicagdo comercial dematrizes. Ainda
assim, a quantidade de matrizes produzidas no Pais, que é de
aproximadamente 760 mil por ano (Farias, 1997), é insuficiente para
atender ademandanaciona . No Rio Grande do Sul, por exemplo, maisde
80% das mudas utilizadas so importadas e ainda existem agricultores
utilizando mudas provenientes dalavoura, emboraDaniels& Assis(1983)
tenham demonstrado que a possibilidade de infecgdo das plantas por
virus é de até 60% durante um ciclo de produgdo no campo.

No presente trabalho, verificou-se efeito pronunciado da
cultivar no desenvolvimento in vitro das plantulas de morangueiro
(Tabela 1, subcultivos 3 e 4). As taxas médias de multiplicagdo por
subcultivoforam: ‘ Dover’ (7,2); ‘ Milsei-Tudla (5,9); ‘VilaNova' (5,4);
‘Aromas (4,9); 'Oso Grande' (4,9); ‘Campinas (4,3); ‘ SantaClara’ (4,3);
‘Burkley’ (4,2); ‘Camarosa’ (4,2), e' Sweet Charlie’ (4,2). Esseefeitodo
gendtipo nataxade multiplicacéo jahaviasido descrito por Boxuset a.
(1977), ao trabal harem com producéo de mudas de algumas cultivaresde
morangueiro sob condi¢desin vitro, e por Cardenas-Navarro et al. (1992)
eTessarioli Neto (2001), ao trabal harem sob telado.

Destacadamente, a cultivar Dover apresentou o maior
potencial de multiplicagéo in vitro, possibilitando aobtencéo de 3.907
matrizes por meristemainicial, apdstrés subcultivos de 30 diaseum de
40 dias (Figural). Isto ficou evidenciado pel os resultados do teste de
Tukey, a 5% de probabilidade, ao se compararem as taxas médias de
multiplicagcdo das cultivares nos subcultivos 3 e 4 (Tabela 1). Desta
forma, para esta cultivar, existe necessidade de introduc&o de um
ndmero menor de meristemas para se atingir o mesmo nimero final de
matrizes. Ortigoza (1999) e Tessarioli Neto (2001) jahaviam citado o
destacado potencial de producéo de mudas dessa cultivar em
experimentos no campo, aqual chegou aproduzir até 50% mais mudas
do que outras cultivares.

Além da cultivar Dover, as cultivares ‘Milsei-Tudla (1.841
matrizes) e ‘VilaNova (1.132) apresentaram os maiores potenciais de
multiplicaco in vitro, enquanto os menores ocorreram com as cultivares
‘Burkley’ (569); ‘ Campinas (517); ‘Camarosd (516); ‘ SantaClara (350), e
‘Sweet Charlie’ (298) (Figural). Esse desempenho foi conseqiiénciadas
taxas médias de multiplicacdo nos subcultivos 3 e 4, queforam de 6,7 e
16,2 para‘Dover’; 5,8e11,6 para‘Milsei-Tudla, e4,0e 12,2 para* Vila
Nova’, respectivamente (Tabela 1). Desta forma, as cultivares mais
rusticas, destinadas exclusivamenteaindistria(‘Birkley’,  SantaClara
e 'Vila Nova'), necessariamente ndo apresentam maior potencial de
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FIGURA 1- NUmero estimado dematrizesdedez cultivaresde morangueiro
(Fragaria ananassa Duch.), micropropagadas ao longo
de quatro subcultivos.

multiplicagdo in vitro do que as cultivares de duplafinalidade - mesae
industria (' Aromas’, ‘ Camarosa’, ‘ Campinas, ‘Dover’, ‘ Oso Grande',
‘Sweet Charlie’ e'Milsai-Tudla).

Aspléntulas cultivadasin vitro ndo apresentaram formagdo de
calos, o que € desejavel para minimizar a ocorréncia de variantes
somaclonais (Roca & Mroginski, 1991). As matrizes produzidas néo
apresentaram sintomas visuai s de variagdo somaclonal, 0 que, em parte,

deve ter sido proporcionado pelo nimero reduzido de subcultivos.

Aproximadamente 1% das pl&ntul as apresentaram sintomas de
oxidacdo e/ou de vitrificagdo, o que pode ser considerada uma
porcentagem satisfatériadentro de um sistemade producdo de matrizes.
A ocorrénciade baixastemperaturas externas ao ambiente de cultivo (<s
gue 10°C), dificultando o seu controle na sala de crescimento, pode ser
atribuida como uma das causadoras do maior nivel de vitrificagcdo das
plantulas das cultivares estudadas no quarto subcultivo (Tabela 2).

Independentemente da cultivar e do subcultivo, aporcentagem
médiade contaminagdo obtidaao longo do experimento foi inferior a1%
(Tabela2). Esses niveisreduzidos de contaminagdo podem ser atribuidos
aos explantes terem sido coletados de plantas cultivadas sobre pléstico
em época de pouca umidade e ao elevado nivel de assepsia empregado
durante a micropropagagao.

A eficiénciado processo de aclimatizago das pléantulasfoi em
torno de 97%, sem haver variagdo entre as cultivares. As matrizes
apresentaram crescimento vigoroso em casa de vegetacdo, evidenciando
a eficiéncia do sistema utilizado para alongamento, enraizamento,
pegamento e desenvolvimento das plantas.

Em sintese, adotando-se a metodol ogia descrita e assumindo-
se 0s mesmos indices de eficiéncia obtidos durante o processo de
micropropagacao, pode-se estimar como sendo necessarios,
respectivamente, 17; 18; 19; 19; 3; 11; 29; 34; 5 e 9 meristemas das
cultivaresAromas, Birkley, Camarosa, Campinas, Dover, Milsei-Tudla,
Oso Grande, Santa Clara, Sweet Charlie e VilaNova para producdo de
10.000 matrizes de morangueiro.

TABELA 2 - Porcentagem de perda de explantes por subcultivo (SC) de cultivares de morangueiro (Fragaria ananassa Duch.) por contaminag&o de
fungos e/ou bactérias (C), vitrificagéo (V) e oxidacdo (O) durante amicropropagagao.

Cultivar SC 0 SC 1 SC2 SC3 SC4 Média
CV O C V O C V O C V O C V O C V O

Aromas 00 10 0 0 3 0 0 3 0 0 0 00 0 0 0 3

Biirkley 00 0 00 0 00 1 00 0 03 0 01 0

Camarosa 00 10 00 2 00 3 00 0 21 0 0 0 3

Campinas 00 0 00 2 1 0 2 00 0 02 0 0 0 1

Dover 00 0 00 0 00 0 00 0 04 0 01 0

Milsei-Tudla 00 0 00 0 00 3 00 0 2 5 0 11 1

Oso Grande 00 0 00 0 00 1 00 0 03 0 01 0

Santa Clara 00 0 00 0 00 4 00 0 09 0 0 2 1

Sweet Charlie 00 0 00 0 30 3 00 0 09 0 1 2 1

Vila Nova 00 0 00 0 00 1 00 0 00 0 0.0 0

Média 00 2 0 0 1 0 0 2 0 0 0 0 4 0 0 1 1
CONCLUSOES strawberry. In: REINERT, J; BAJAJ, Y.PS. (Ed.) Applied and

1) As cultivares de morangueiro apresentam variabilidade
genética pronunciada quanto ao potencial de multiplicagdo in vitro.

2) A cultivar Dover apresentao maior potencial demultiplicagdo
invitro, seguidapor ‘Milsei-Tudld, * VilaNova , ‘ Aromas , ‘ Oso Grande’,
‘Campinas’, ‘ SantaClara, ‘Burkley’, * Camarosa e Sweet Charlie'.

3) O sistemade micropropagagao avaliado proporcionaniveis
elevadosde multiplicagdo de vériascultivares demorangueiro, comnivels
minimos de contaminagdo e oxidagdo das plantul as.
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