BIOLOGICA CATARINENSE

Y 4
' Acta“

Acta Biolégica Catarinense
2020 Jan-Mar;7(1):57-74

Cultivo in vitro do cultivar italiano de morangueiro

Pircinque

In vitro cultivation of the Italian strawberry cultivar Pircinque

Samila Silva CAMARGO" ?; Aline MENEGUZZI* & Leo RUFATO*

RESUMO

Estudos sobre a multiplicagdo de cultivares de morangueiro recentemente
introduzidos no Brasil sdo necessdrios para verificar o potencial de produgao das
mudas. Verificaram-se dois meios de cultura (KNOP e MS) e componentes, no
estabelecimento e multiplicagao in vitro de Pircinque, a fim de otimizar o protocolo
de micropropagagdao para o cultivar. Pesquisaram-se concentragoes de PPM®
durante o estabelecimento e na multiplicagdo, niveis de sacarose, agar, carvao
ativado, Fe EDDHa, BAP e GA,. Além disso, foi avaliada a influéncia da “dupla
fase”, com combinagées do meio de cultivo, carvdo ativado e BAP. Concluiu-se que,
no estabelecimento, KNOP + 2 mL L' PPM possibilita maior sobrevivéncia dos
explantes, enquanto o meio de cultura MS favorece a multiplicagao deles. A adigao
dos seguintes componentes é indicada para a maior eficiéncia da técnica: 30 g L
sacarose; 6 g L* agar; 4 g L! carvao ativado; 0,1 g L' Fe EDDHA; 1 mg L BAP; e
0,250 mg L GA,. Apés cultivo em meio MS sélido, indica-se o uso da técnica de
“dupla fase”, com adigao de MS liquido com a combinagéo de 0,5 mg L* de BAP e
de 4 g L' de carvao ativado.

Palavras-chave: Fragaria x ananassa; meio de cultura; micropropagacgao.

ABSTRACT

Studies on the multiplication of strawberry cultivars recently introduced in Brazil
are necessary to verify the seedlings production potential. Two culture media
(KNOP and MS) and components were verified in the establishment and in vitro
multiplication of Pircinque, in order to optimize the micropropagation protocol
for the cultivar. Concentrations of PPM® during in vitro establishment and in
multiplication, levels of sucrose, agar, activated carbon, Fe EDDHa, BAP and GA,
were studied. In addition, the influence of the “double-phase” was evaluated, with
combinations of culture medium, activated carbon and BAP. It was concluded that
in the establishment, KNOP + 2 mL L' PPM allows greater survival of the explants,
while the medium of MS culture favors the multiplication of the explants. Addition
of the following components is indicated for the greater efficiency technique: 30
g L' sucrose; 6 g L* agar; 4 g L* activated carbon; 0.1 g L' EDDHAFe; 1 mg L' BAP
and 0.250 mg L' GA,. After culturing in solid MS medium, the use of the “double-
phase” technique with the addition of liquid MS with the combination of 0.5 mg L
of BAP and 4 g L of activated carbon is indicated.

Keywords: culture medium; Fragaria x ananassa; micropropagation.
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Os métodos mais empregados para a producao de mudas de morangueiro sao o sistema de
estoloes e o de micropropagacao. A técnica por estoldes € muito utilizada por viveiristas, por conta
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da facilidade de execucao, entretanto Biswas et al. (2010) enfatizam as limitacoes de tal método, por
causa da presencga de patégenos nos diferentes ciclos de cultivo. Ja a micropropagacao se mostra
uma alternativa viavel para a produgao massal de plantas, sendo o0 morangueiro uma das principais
espécies trabalhadas com essa técnica no Brasil e no exterior (OLIVEIRA & SCIVITTARO, 2009).

A composicao do meio de cultura tem importante funcdo nas respostas de crescimento das
células, ja que explantes cultivados in vitro tém exigéncias nutricionais especificas e requerem
meios nutritivos compostos por minerais, vitaminas e fontes de energia (BRAGA et al., 2009). No
Brasil, o protocolo adotado pelos laboratérios para 0 morangueiro é o uso do meio de cultivo MS
(MURASHIGE & SKOO0G, 1962), indicado por Dutra et al. (2012), entretanto, para cultivares oriundos
da Italia, o crescimento dos explantes ocorre em KNOP (KNOP, 1865). Nesse sentido, estudos de
protocolos quanto a composicao mineral basica do meio de cultura e a concentragao de reguladores
de crescimento sao necessarios, ja que influenciam o crescimento dos explantes in vitro.

O cultivar de morangueiro Pircinque, ja introduzido no Brasil, estda sendo estudado nas
condicoes do pais. Fagherazzi et al. (2017) compararam-no com outros cinco cultivares no Planalto
Sul Catarinense e concluiram que o morango italiano Pircinque € um cultivar promissor para o0s
produtores brasileiros da espécie.

Tendo em vista tais aspectos e o fato de este ser o primeiro relato no Brasil, incluindo muiltiplos
fatores para o estabelecimento e a multiplicacao do cultivar italiano de morangueiro Pircinque, o
objetivo do presente trabalho foi verificar distintos meios de cultura no cultivo in vitro, aliados a
outros componentes, a fim de otimizar o seu protocolo de micropropagagao.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos compreenderam o estabelecimento e a multiplicacao in vitro do morangueiro
italiano Pircinque e foram conduzidos no Laboratério de Micropropagacao Vegetal (Centro de Ciéncias
Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa Catarina — CAV-Udesc), onde os frascos foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2°C e intensidade
luminosa de 27 ymol m2s?,

No estabelecimento, realizaram-se trés experimentos: comparacao de meios de cultivo KNOP e
MS, uso do biocida PPM® (Plant Preservative Mixture® - 5-cloro-2-metil-3-2H-isotiazolona e 2-metil-3-
2H-isotiazolona) e uso de cloreto de ferro (FeCl,.6H,0) componente do protocolo italiano com KNOP.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com seis repeticoes de 20 tubos
de ensaio. A assepsia dos estoloes foi feita em camara de fluxo laminar, com imersao em alcool
70% (um minuto), seguido de hipoclorito de sdédio (2,5%) e duas gotas de Tween 20® (15 minutos).
Realizou-se triplice lavagem em agua destilada e autoclavada, e os meristemas foram extraidos,
inoculados ao meio e permaneceram sob a auséncia de luz por sete dias.

No primeiro experimento, avaliou-se o meio de cultura (KNOP e MS). Além dos sais e vitaminas,
adicionaram-se 0,1 mg L* BAP, 0,01 mg L* AIB, 0,1 mg L* GA,, 0,1 g L* mio-inositol, 30 g L* sacarose
e 5,0 g L'* agar, com pH ajustado em 5,8+0,1.

Estudou-se, em um segundo momento, a influéncia do biocida PPM® (0 e 2 mL L?1). Em funcao
dos melhores resultados apresentados, como sequéncia do estudo anterior, o0 meio de cultivo
utilizado foi o KNOP.

No terceiro experimento, os tratamentos diferiram quanto a presenca de cloreto de ferro
(FeCl,.6H,0 - 125 mg L") no meio KNOP.

As variaveis analisadas foram: ndmero de explantes com contaminacoes fungica e bacteriana,
oxidacao e sobreviventes.

Na multiplicacao dos explantes, realizaram-se nove experimentos comparando os meios de
cultura KNOP e MS. Em ambos, além dos sais e das vitaminas caracteristicos, adicionaram-se
0,1 g L* mio-inositol, 30 g L* sacarose e 6,0 g L* agar.

Efetuaram-se diferentes estudos: 1 — concentracdes de sacarose (0; 15; 30 e 45 g L1);
2 — combinacbes de sacarose e/ou sorbitol: 30 g L sacarose; 20 g L sacarose + 10 g L sorbitol;
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10 g L* sacarose + 20 g L*sorbitol e 30 g L* sorbitol; 3 — concentracoes de agar (5; 6 e 7 g L?);
4 — concentracdes de carvao ativado (0; 2 e 4 g L*); 5 — fonte de ferro: Fe EDDHA e Fe EDTA
(0,1 g LY); 6 — auséncia e presenca de folhas (0; 2 e 4 folhas); 7 — concentracdes de BAP: 0; 1; 2 e
3 mg L?; 8 —concentracoes de acido giberélico (GA,-0;0,125; 0,250 e 0,375 mg L%); 9 — combinacgdes
de meio de cultivo, carvao ativado e citocinina BAP, a partir do sistema dupla fase. Neste Ultimo
experimento, os explantes foram cultivados durante 10 dias em meio de cultivo MS sélido e, ap6s
esse periodo, foi adicionado meio liquido, com 11 combinacdes: sem adicao de meio liquido;
MS sem regulador de crescimento; MS + 0,5 mg! BAP; MS + 0,5 mg BAP + 4 g L* carvao ativado;
MS + 1 mg* BAP; MS + 1 mg BAP + 4 g L* carvao ativado; KNOP sem regulador de crescimento;
KNOP + 0,5 mg L* BAP; KNOP + 0,5 mg L* BAP + 4 g L* carvao ativado; KNOP + 1 mg L* BAP; e
KNOP + 1 mg L* BAP + 4 g L* carvao ativado.

As variaveis analisadas apds 45 dias foram: comprimento do explante, brotacdes e raizes,
ndmero de brotacoes, folhas e raizes e intensidade de calos (escala — 0: sem calos; 1: < 1 cm;
2:11,5cm; e 3: > 1,5 cm). O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado, com seis repeticoes
de seis explantes cada, com 1,5+0,2 cm e quatro folhas iniciais.

Os dados qualitativos foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias,
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro; para os fatores quantitativos, realizou-
se analise de regressao polinomial. Os valores provenientes de contagem foram transformados em
[V(x+0,5)], os de porcentagem em [arcoseno/(x/100)] e a escala de intensidade de calos em log(x+1),
em que x é a média obtida de cada variavel.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verifica-se na tabela 1 que, para o estabelecimento de meristemas de Pircinque, os meios de
cultura, a presenca do biocida PPM® e do cloreto de ferro influenciaram a sobrevivéncia, a oxidagao
e as contaminacodes fungica e bacteriana dos explantes.

Tabela 1 — Sobrevivéncia, oxidacao e contaminacgodes fungica e bacteriana (%) de meristemas de Pircinque nos
meios de cultivo KNOP e MS, presenca de PPM® e cloreto de ferro. Legenda: " — nao significativo.

. Oxidacao Contaminacao
Fatores Sobrevivéncia
Fungo Fungo Bactéria
Meio KNOP 50,0 a* 32,0 B 12,0 ns 16,0 ns
Meio MS 26,0 b 70,0 A 10,0 10,0
0 mL L* PPM® 18,4 b 11,0 ns 11,0 ns 24,0 a
2 mL L* PPM® 26,0 a 10,0 11,0 19,0 b
Sem FeCl,.H,0 44,0 a 19,6 B 16,0 ns 19,0 ns
Com FeCl,.H,0 26,3 b 28,6 A 15,0 18,2

* Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Tanto para a variavel sobrevivéncia quanto para a oxidacao dos explantes, o melhor meio
de cultivo para o estabelecimento dos meristemas foi o KNOP. A maior oxidacao dos explantes e,
consequentemente, a menor sobrevivéncia deles podem ser justificadas pela concentracao de sais
presentes em ambos 0s meios de cultivo, em que o MS se caracteriza por altas concentracoes
ibnicas, quando comparado ao KNOP.

Em relacao ao uso do PPM®, ele propiciou maior sobrevivéncia dos meristemas estabelecidos
em KNOP e menor ocorréncia de contaminacoes bacterianas. Em contrapartida, para as variaveis
oxidacao e presenca de fungos, nao ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos. A menor
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taxa contaminante e, por conseguinte, a maior sobrevivéncia dos explantes sao decorrentes dos
ingredientes ativos presentes no composto PPM®. Diferentemente, Lima (2012) verificou, para
Protium heptaphyllum, que o PPM® a 1 e 2% nao foi eficaz para o controle de microrganismos, pois
a taxa de contaminacao ficou em torno de 85%.

Constatou-se que a presenca do nutriente FeCl,.H,O proporcionou maior ocorréncia de
explantes oxidados e 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 oxidacao de explantes, e os dois primeiros sao constituintes de enzimas que
sao liberadas quando os tecidos sao lesados.

Na figura 1, verificam-se a analise de regressao polinomial, o comprimento do explante, o
comprimento médio de brotacdes, o nimero de folhas e a intensidade de calos, em funcao dos
diferentes meios de cultura e concentracées de sacarose neles.
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Figura 1 — Comprimento do explante e de brotacoes (cm), nimero de folhas e intensidade de calos de Pircinque,
em funcao do meio de cultivo e concentracao de sacarose.

Para as variaveis da figura 1, observou-se um comportamento de curva de regressao similar
em que o MS com 30 g L* de sacarose foi favoravel para o crescimento do explante e de brotacbes
e gerou maior intensidade de calos na base dos explantes, entretanto ndo atuou negativamente no
desenvolvimento deles. A melhor concentracdo (30 g L*) do 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, em que se recomenda a adicdo de 25 g L* da fonte de
acdcar.

Na figura 2 sdao demonstradas as regressdes para as varidveis do sistema radicular dos
explantes de Pircinque: comprimento médio de raizes, comprimento da maior raiz e nimero 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.
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Figura 2 — Comprimento da maior raiz, comprimento médio de raizes (cm) e nimero de raizes de morangueiro
Pircinque in vitro, em funcao do meio de cultivo e concentracao de sacarose.

Calvete et al. (2009) concluiram que a sacarose influenciou também a aclimatizacao de explantes
de morangueiro e, diferentemente do obtido no presente estudo, indicaram que a concentragao
de 45 g L* foi mais eficiente no desenvolvimento do sistema radicular. Na figura 2, constata-se
0 contrario, pois em concentracdo maior que 30 g L* houve uma tendéncia de queda da curva,
acarretando menor desenvolvimento radicular, tanto em comprimento quanto em ndmero de raizes.
Nesse sentido, Besson et al. (2010) afirmam que a concentracao interfere na formacao das raizes e
no crescimento da planta, uma vez que o aumento de aclicares ocasiona a diminuicao da absorcao
de sais e agua.

A utilizacao dos diferentes meios de cultivo combinados com a adicao de sacarose e/ou
sorbitol resultou em uma interacao estatistica para esses fatores para todas as variaveis estudadas
(figuras 3 e 4). Em relacao ao uso de diferentes fontes de carboidrato, Flores et al. (2013) também
verificaram que concentracdes distintas de sacarose e sorbitol influenciaram significativamente o
crescimento das plantas in vitro.

Para os dados referentes a parte aérea, verifica-se, na figura 3, que tanto para comprimento
do explante quanto para comprimento e ndmero médio de brotacdes o meio MS se destacou em
relacao ao protocolo italiano (KNOP), sendo influenciado, ainda, pela combinacao entre sacarose
e/ou sorbitol. O comprimento principal dos explantes foi superior em MS + 30 g sacarose, porém
nao diferindo de MS + 20 g sacarose + 10 g sorbitol. Mais uma vez, para o comprimento médio e o
nuimero de brotacoes, a adicao isolada de sacarose (30 g) possibilitou resultados mais satisfatérios,
contudo sem diferir significativamente dos tratamentos KNOP + 10 g sacarose + 20 g sorbitol ou
somente de 30 g de sorbitol.
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Figura 3 — Comprimento do explante e de brotacoes (cm) e nimero de brotacdes de morangueiro Pircinque in
vitro, em funcao do meio de cultivo e combinacao de sacarose e sorbitol. *Significativo pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro; letras mailsculas comparam meios de cultura, e mindsculas, combinagdes entre
sacarose e sorbitol.

No mesmo sentido, Flores et al. (2013) concluiram que os explantes cultivados em meio
contendo somente sorbitol como fonte de carboidrato apresentaram menores taxas de crescimento.
Isso ocorre em virtude da reducao do potencial osmético e, consequentemente, da dificuldade de
absorcao de agua e de nutrientes por parte dos explantes. Alam et al. (2010) explicam que, por
causa das condi¢cées herméticas dos frascos, ha impedimento de trocas gasosas entre o ambiente
interno e o externo, o que nao favorece a atividade fotossintética das plantas in vitro, e, nesse caso,
faz-se necessario adicionar ao meio uma fonte de carbono, sendo a sacarose o0 acticar mais utilizado
na micropropagacao.

Da mesma forma, o sistema radicular dos explantes de Pircinque, em condicdes in vitro, foi
influenciado pela interacao dos fatores de meio de cultivo e combinacdes de sacarose e sorbitol
(figura 4). O ndmero 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. Em consequéncia disso, a intensidade de
calos foi maior nesse tratamento, em que a presenca e o tamanho dos calos foram favorecidos em
detrimento do maior crescimento radicular e, também, do desenvolvimento da parte aérea.
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Figura 4 — Comprimento (cm) e ndmero de raizes e intensidade de calos em morangueiro Pircinque, em funcao
do meio de cultivo e combinacao de sacarose e sorbitol. *Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro; letras mailsculas comparam meios de cultura, e mintisculas, combinagdes entre sacarose e sorbitol.
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As duas unicas varidveis em que nao ocorreu interacao entre os fatores foram o comprimento
da maior raiz e o comprimento médio de raizes (tabela 2), e KNOP e MS nao acarretaram diferencas
significativas para ambas as variaveis. Entretanto a maior concentracao de agar (7 g L*) propiciou
explantes com raizes de menor comprimento, diferentemente das concentragdes de 5 e 6 g L.
Verifica-se, com isso, que o agar pode ter sido um limitante na absorcao dos nutrientes, dificultada
pelo contato entre explante e meio de cultura, o que reduziu, consequentemente, o crescimento
médio de raizes.

Tabela 2 — Comprimento de raizes (cm) de explantes de Pircinque em diferentes meios de cultivo (KNOP e
MS) e concentracoes do agente solidificante (5, 6 e 7 g L*). Legenda: ™ — nao significativo; CV — coeficiente de
variacao.

Fatores COmpr_imen?o da COmprimenPo médio
maior raiz das raizes
Meio KNOP 2,22 ns 1,69 ns
Meio MS 2,39 1,83
5¢g Ltagar 2,17 ab* 1,73 ab
6 g Ltagar 2,77 a 2,00 a
7 g L*agar 1,99 b 1,56 b
Média 2,30 1,76
CV (%) 19,16 32,36

* Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
De acordo com a tabela 3, nota-se que houve interacao entre os fatores para todas as variaveis
relacionadas ao crescimento da parte aérea dos explantes.

Tabela 3 — Comprimento do explante e de brotacdes (cm) e nimero de brotacoes e folhas de Pircinque em
meios de cultivo KNOP e MS e concentracoes de agar (5,6 e 7 g L?). Legenda: CV — coeficiente de variagao.

Comprimento das

Comprimento do explante brotagées Numero de brotacoes Numero de folhas
Agar (g LY KNOP MS KNOP MS KNOP MS KNOP MS
5 3,54 Aa* 362 Ab 1,25 Aa 1,25 Ab 1,83 Aa 1,84 Ab 393 Bab 4,46 Ac
6 362 Ba 421 Aa 1,17 Ba 225 Aa 1,79 Ba 231 Aa 4,04 Ba 555 Aa
7 354 Ba 404 Aa 108 Ba 208 Aa 1,75 Ba 231 Aa 3,74 Bb 516 Ab
Média 3,76 1,51 1,97 4,48
CV (%) 5,70 16,03 9,80 6,69

*Médias seguidas de mesma letra, mintscula na coluna e maidscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey, em
nivel de 5% de probabilidade de erro.

Para as variaveis comprimento do explante e das brotacdes e nimero de brotacdes, 0 meio
de cultura KNOP com 5 g L' de agar e o MS com 6 ou 7 g L* de agar favoreceram o crescimento da
parte aérea das plantas de morangueiro cultivar Pircinque in vitro. Ja para a avaliacao do nimero de
folhas, o tratamento mais satisfatério foi com o meio MS com 6 g L* de agar, gerando uma média
de 5,55 folhas por explante.

O mesmo ocorreu para o nimero de raizes e para a intensidade de calos nos explantes, como
demonstrado na tabela 4, em que o KNOP com 5 g L* de agar e o MS com 6 ou 7 g L de agar
favoreceram a emissao de um maior nimero de raizes €, em consequéncia disso, esses mesmos
tratamentos acarretaram uma elevada calogénese na base dos explantes.
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Tabela 4 — Numero de raizes e intensidade de calos in vitro de morangueiro Pircinque em diferentes meios de
cultivo (KNOP e MS) e concentracdes de agar (5,6 e 7 g L*). Legenda: CV — coeficiente de variacao.

Numero de raizes

Intensidade de calo

Agar (g LY KNOP MS KNOP MS
5 2,22 Aa* 256 Ab 1,36 Aa 1,33 Ab
6 266 Ba 343 Aa 1,26 Bab 1,39 Aab
7 235 Ba 379 Aa 120 Bb 1,48 Aa
Média 2,83 1,22
CV (%) 19,27 8,84

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, ndao diferem entre si pelo Teste de Tukey,
em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Em geral, para as diferentes variaveis, a concentracao de agar mais adequada foi a de 6 g L1,
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 referidos autores destacam que o
aumento da concentracao de agar promove a elevacao do potencial osmético do meio de cultivo, o
que possivelmente dificulta a difusao dos nutrientes para os explantes e, consequentemente, reduz
seu desenvolvimento.

Verifica-se que nao houve interacao entre os fatores na multiplicacao in vitro de Pircinque;
dessa forma, ambos foram analisados isoladamente (tabela 5). Para os meios de cultura, ndao foram
observadas diferencas para as variaveis comprimento médio de raizes e intensidade de calos, e
esta ultima nao foi influenciada, também, pela utilizacao de carvao ativado. Similarmente, Villa et al.
(2014) observaram que a adicao de carvao ativado ao meio de cultura nao promoveu a formacao de
calos na base dos explantes de amoreira-preta “Ebano” e porta-enxerto de videira “P1103".

Tabela 5 — Comprimento do explante e comprimento médio de raizes (cm), nimero de raizes e intensidade
de calo de Pircinque em diferentes meios de cultivo e em concentracdes de carvao ativado (0, 2 e 4 g L?).
Legenda: "™ — nao significativo; CV — coeficiente de variacao.

Comprimento de Comprimento médio de

Numero de raizes Intensidade de calo

explante raizes

Meio KNOP 4,48 b* 3,35 ns 3,06 b 1,11 ns
Meio MS 5,05 a 3,33 3,84 a 1,17

0 g L*carvao 3,19 b* 1,33 c* 2,32 b 1,08 ns
2 g L*carvao 5,41 a 4,00 b 4,02 a 1,17
4 g L *carvao 5,69 a 4,69 a 4,03 a 1,17
Média 477 3,34 3,45 1,14
CV (%) 16,72 23,98 18,24 12,45

* Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o fator meio de cultivo, o MS promoveu explantes de maior comprimento € nimero de
raizes. Em relacao a utilizacao de carvao ativado, independentemente do meio de cultura, a adicao
de 4 g L resultou em um maior desenvolvimento in vitro de Pircinque, porém a concentragao 2 g L*
nao diferiu estatisticamente para o comprimento do explante e para o nimero de raizes. Estudos
contrarios, no entanto, mostram que a adicao in vitro de carvao ativado pode reduzir a biomassa de
explantes de frutiferas de clima temperado (VILLA et al., 2014). 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 cultivar Camarosa e relataram um aumento do ndmero e do
tamanho das raizes com o componente.
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De acordo com Thomas (2008), o crescimento e o desenvolvimento das plantas podem ser
favorecidos com o uso de carvao ativado no meio de cultura, pois ele possui caracteristicas fisicas
que permitem a maior adsorcao de algumas substancias, fazendo efeito de antioxidante, por meio
da adsorcao irreversivel de compostos toxicos, e diminuindo o acumulo de exsudatos, assim como
aumentando a disponibilidade de vitaminas e melhorando o efeito de alguns fitorreguladores ao
longo do tempo de cultivo.

No presente estudo, as concentracoes de carvao ativado apresentaram interacao com os dois
meios de cultivo trabalhados para as variaveis comprimento médio de brotacoes, comprimento da
maior raiz e ndmero de brotacdes e folhas (tabela 6).

Tabela 6 — Comprimento médio de brotagdes, comprimento da maior raiz (cm) e nimero de brotacoes e folhas
em Pircinque, em funcdo do meio de cultivo e da concentracédo de carvao ativado (0, 2 e 4 g L*). Legenda: CV
— coeficiente de variacao.

Comprlmeqto das Comprlment.o da maior Numero de brotacoes Nimero de folhas
brotacoes raiz
KNOP MS KNOP MS KNOP MS KNOP MS

OglL* 1,00 Ba* 2,22 Ab 1,00 Ab 205 Ab 1,714 Ba 257 Aa 3,41 Bb 4,20 Ab
2gl* 100 Ba 211 Ab 844 Aa 700 Aa 1,71 Ba 226 Ab 3,87 Ba 4,26 Ab
4g|?t 1,00 Ba 2,78 Aa 894 Aa 6,44 Ba 1,71 Ba 277 Aa 398 Ba 5,86 Aa

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

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, nao diferem entre si pelo Teste de Tukey,
em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Constata-se que os meios MS + 4 g L'Y; KNOP + 2 ou4 gLt ouMS + 2 g LY MS + O ou
4 g Lt e MS + 4 g L* proporcionaram brotagdes de maior comprimento; raiz principal mais longa;
maior nimero de brotacoes e de folhas, respectivamente. Todavia o meio de cultura MS, em geral
para as quatro distintas variaveis, foi superior quando comparado ao KNOP, mostrando-se mais uma
vez adequado para a utilizacao no protocolo de multiplicacao desse cultivar italiano de morangueiro.
Villa et al. (2014), em comparacao a outro meio de cultura, identificaram que as concentracoes de
vitaminas do meio MS influenciaram de maneira positiva o crescimento das raizes, até o ponto de
maximo.

Resultados antagbnicos foram encontrados por Guson et al. (2012), que notaram que
concentragoes acima de 0,1375 g L* de carvao ativado inibiram a formacao 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 nimero de folhas,
possivelmente por compensar, com maior estimulo, o crescimento das folhas preexistentes ou do
sistema radicular (VILLA et al., 2014).

De acordo com a andlise de variancia demonstrada na tabela 7, houve interacao entre os
fatores estudados (meio de cultura e fontes de ferro) para as variaveis relacionadas a parte aérea,
em que, para todas essas variaveis, o meio de cultivo MS associado ao Fe EDDHA como fonte de
ferro foi mais eficiente para o desenvolvimento dos explantes. Assim como neste estudo, Christensen
et al. (2008) relataram o incremento do ndmero de brotagdes em hibisco, além do conteudo de
clorofila, area foliar e da massa seca dos explantes, com a utilizacao de Fe EDDHA em relagao
as mesmas dosagens de Fe EDTA. Similarmente, em pesquisas com aveleira propagadas in vitro,
Garrison et al. (2013) verificaram que os explantes mantidos em meio de cultivo com Fe EDDHA
apresentaram maior comprimento, concentracao de clorofila e folhnas mais largas do que aqueles
multiplicados em Fe EDTA.
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Tabela 7 — Comprimento do explante, comprimento de brotacdes (cm) e ndmero de brotacoes e folhas de
Pircinque em diferentes meios de cultivo e distintas fontes de ferro. Legenda: CV — coeficiente de variacao.

Comprimento do COmprlmer]to das Numero de brotacoes Numero de folhas
explante brotacoes
KNOP MS KNOP MS KNOP MS KNOP MS

Fe EDTA 2,75 Ba* 446 Ab 1,00 Ba 2,04 Ab 1,71 Ba 257 Ab 3,86 Ba 4,62 Ab
Fe EDDHA 2,83 Ba 533 Aa 1,00 Ba 3,00 Aa 1,714 Ba 290 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

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maiudscula na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey,
em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Da mesma forma que nas variaveis da parte aérea, com a analise do sistema radicular se
observaram resultados mais satisfatérios no meio de cultura MS com Fe EDDHA, quando comparado
com o Fe EDTA (tabela 8).

Tabela 8 — Comprimento (cm) e nimero das raizes e intensidade de calo de explantes de morangueiro Pircinque
em diferentes meios de cultivo e distintas fontes de ferro. Legenda: CV — coeficiente de variagao.

Comprimento da maior Comprimento médio de
raiz raizes

KNOP MS KNOP MS KNOP MS KNOP MS
Fe EDTA 1,00 Ba* 2,33 Ab 100 Ba 196 Ab 1,71 Ba 2,88 Ab 1,00 Bb 1,30 Ab
Fe EDDHA 1,00 Ba 3,96 Aa 1,00 Ba 2,75 Aa 1,71 Ba 3,52 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

Niumero de raizes Intensidade de calo

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e mailscula na linha, ndao diferem entre si pelo teste de Tukey,
em nivel de 5% de probabilidade de erro.

O enraizamento in vitro dos explantes de morangueiro foi beneficiado no meio de cultivo MS
com o uso de Fe EDDHA; por outro lado, a intensidade de calos foi superior quando comparada
aos outros tratamentos estudados. Vale ressaltar que essa formagao de calogénese na base dos
explantes pode ser prejudicial, ja que é capaz de dificultar o desenvolvimento da parte aérea e,
principalmente, do sistema radicular.

Ao estudar a influéncia dos dois meios de cultura e o nimero de folhas iniciais dos explantes,
verificou-se que nao ocorreu interacao entre os fatores para as variaveis comprimento de brotacoes
e comprimento médio de raizes, nimero de brotacoes, folhas e raizes e intensidade de calo (tabela
9). A presenca ou auséncia de folhas nao influenciou o crescimento dos explantes, entretanto mais
uma vez, para os meios de cultivo, ocorreram diferencas estatisticas significativas, em que o MS foi
mais favoravel para o desenvolvimento de Pircinque.
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Tabela 9 — Comprimento de brotacoes e raizes (cm), nimero de brotacoes, folhas e raizes e intensidade de

calos em Pircinque em diferentes meios de cultivo e nimero de folhas. Legenda: " —

coeficiente de variacao.

nao significativo; CV —

Comprimento das Comprimento Nuamero de Nimero de Numero de Intensidade de
brotacoes médio das raizes brotacoes folhas raizes calo

KNOP 1,17 b* 1,00 b 1,85 b 3,47 b 1,76 b 1,35 b

MS 1,77 a 1,28 a 2,37 a 4,85 a 2,49 a 1,48 a

0 folha 1,37 ns 1,25 ns 2,02 ns 4,03 ns 2,13 ns 1,34 ns
2 folhas 1,52 1,11 2,17 4,23 2,05 1,44
4 folhas 1,53 1,05 2,14 4,22 2,19 1,41
Média 1,47 1,14 2,11 4,16 2,12 1,41
CV (%) 19,61 21,74 10,31 9,27 13,07 5,92

* Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em contrapartida, ao ser estudado o comprimento do explante principal e da maior raiz (cm),
ocorreu interacao entre os dois fatores avaliados (tabela 10) e, para ambos, o meio de cultivo MS
destacou-se em relacao ao meio de cultura KNOP; no fim da avaliagcao, a parte aérea mais longa foi
aquela onde se deixaram duas ou quatro folhas na instalacao do experimento e, para o comprimento
da maior raiz, nao 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). Legenda: CV — coeficiente de variacao.

Comprimento do explante Comprimento da 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

* Médias seguidas de mesma letra, mindscula na coluna e maidscula na linha, nao diferem entre si pelo teste de Tukey,
em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Tais resultados podem ser justificados pelo fato de que a presenca de folhas auxilia a iniciacao
radicular e esse estimulo nao pode ser atribuido a fotossintese, ja que o processo fotossintético é
muito baixo durante o enraizamento; por isso, acredita-se que as folhas produzem alguma substancia
que promova o enraizamento (GRIMALDI et al., 2008).

Ao avaliar a multiplicagao dos explantes de morangueiro nos dois meios de cultivo e nas
quatro concentracoes distintas de BAP, vé-se que os dois fatores influenciaram isoladamente o
comprimento dos explantes e o nimero de folhas (tabela 11).
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Tabela 11 — Comprimento do explante (cm) e nimero de folhas de Pircinque em dois diferentes meios de
cultivo (KNOP e MS) e concentragdes de BAP (0, 1, 2 e 3 mg L%). Legenda: "™ — ndo significativo; CV — coeficiente
de variacao.

Comprimento do explante Numero de folhas
KNOP 1,85 b* 3,13 b*
MS 2,74 a 4,60 a
0 2,78 a* 3,85 ns
1 2,64 a 4,10
2 1,98 b 3,88
3 1,77 b 3,64
Média 2,29 3,87
CV (%) 15,15 19,46

* Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacao aos dois meios de sustentacao, a composicao basica do MS mais uma vez
favoreceu o crescimento dos explantes, influenciando o maior crescimento e a quantidade de folhas,
quando comparado ao KNOP. Todavia a concentracao de BAP s6 foi significativa para o comprimento
do explante, em que a auséncia ou o uso de 1 mg L! proporcionou partes aéreas mais alongadas;
por sua vez, 2 e 3 mg L* de BAP propiciaram tamanho mais reduzido e, assim, as concentracdes
mais elevadas do regulador de crescimento podem ter dificultado o desenvolvimento da parte aérea
(VILLA et al., 2014).

A Anova para comprimento e ndmero de brotos e intensidade de calos foi significativa para
a interacao dos meios de cultura e as concentracdes de BAP (figura 5). Percebe-se que o0 meio de
cultivo MS com 1 mg L*de BAP favoreceu a formacao de maior niimero e comprimento de brotacoes,
visto que as citocininas sao utilizadas para quebrar a dorméncia apical dos brotos e aumentar a
taxa de multiplicacao, sendo essa maximizacao um dos objetivos da micropropagacao (ROCHA et al.,
2010; SIVPARSAD & GUBBA, 2012).
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Figura 5 — Comprimento médio (cm) e ndmero de brotacdes e intensidade de Pircinque em diferentes meios
de cultivo (KNOP e MS) e concentracoes de BAP (0, 1,2 e 3 mg L?).

A concentracdo de valores proximos a 1 mg L* corrobora aquela indicada por Dutra et al.
(2012) no protocolo de multiplicagao de morangueiro, cultivado em meio MS. Rocha et al. (2010), em
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pesquisas com morangueiros in vitro, observaram comportamento quadratico quanto ao aumento
da concentracao de BAP para o comprimento das brotacoes, e estas sendo as maiores, obtidas no
meio de cultura sem BAP. Em compensacao, no cultivar trabalhado no presente estudo, a adicao de
1 mg L* foi mais eficiente.

Verifica-se que, tanto no KNOP quanto no MS, conforme aumentou a concentracao da citocinina,
houve uma tendéncia de aumento de calogénese; entretanto esse excesso de BAP no meio de cultura
pode afetar negativamente o crescimento das brotagdes. A andlise de variancia para as variaveis
do sistema radicular dos explantes também indicou interacao entre os fatores meio de cultura e a
concentracao de BAP (figura 6) e, novamente, o meio de cultivo MS, com a adigdo de 1 mg L de BAP,
favoreceu o desenvolvimento do sistema radicular, assim como da parte aérea, sendo superior ao
KNOP nas trés varidveis analisadas: comprimento médio e da maior raiz e nimero de raizes.

y MS =-0,1125x2- 0,1075x + 2,1675
A R?=0,65

3 e Y MS = -0,175x2- 0,149 + 2,766
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2 .
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Figura 6 — Comprimento médio de raizes e maior raiz (cm) e nimero de raizes de Pircinque em diferentes meios
de cultivo (KNOP e MS) e concentracdes de BAP (0, 1, 2 e 3 mg L?).

Em pesquisas similares, Flores et al. (2015) demonstraram que 0s resultados obtidos com
essa citocinina foram significativamente superiores aos do controle, uma vez que as plantas
apresentaram um aumento consideravel no nimero de segmentos nodais, crescimento dos brotos
e, especialmente, em relacédo ao enraizamento. Em contrapartida, alguns estudos confirmaram a
inibicao da formacao de raizes em meio de cultura com BAP, e uma das estratégias adotadas para
minimizar esses efeitos é a transferéncia dos brotos para um meio nutritivo isento desse regulador
de crescimento (SIVPARSAD & GUBBA, 2012).

Contudo constata-se que o enraizamento in vitro da cultura do morangueiro nao € uma das
etapas limitantes no processo de propagacao, visto que nao ha necessidade de uma fonte de auxina
para estimular a emissao de raizes, que ocorre durante a multiplicacao, com adicao da citocinina.
Alam et al. (2010), da mesma forma, ressaltaram que muitas vezes a multiplicacao in vitro de brotos
ocorre concomitantemente ao enraizamento, ndo sendo necessaria a adicao de suplementos ao
meio para induzir a regeneracao de raizes.

Exceto para as varidaveis comprimento da maior raiz € nimero de raizes in vitro de explantes
de Pircinque, nao houve interacao entre os fatores meios de cultivo e concentragées de GA,, como
demonstrado na tabela 12.
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Tabela 12 — Multiplicagao in vitro de explantes de morangueiro Pircinque em dois diferentes meios de cultivo
(KNOP e MS) e concentracbes de GA, (0, 0,125, 0,250 e 0,375 mg L*). Legenda: "™ — nao significativo; CV —
coeficiente de variacao.

Comprimento

médio de Intensidade de

Comprimento Comprimento Numero de Nimero de

do explante das brotacoes brotacoes folhas raizes calos
Meio KNOP 3,65 b* 1,31 b 2,00 b 4,10 b 1,00 b 1,38 ns
Meio MS 4,44 a 2,21 a 2,52 a 6,27 a 1,08 a 1,41
0 mg L*GA, 3,55 c 1,65 ns 2,18 ns 4,85 b 1,05 ns 1,46
0,125 mg L' GA, 4,08 b 1,75 2,29 5,27 a 1,06 1,33
0,250 mg L* GA, 4,17 ab 1,83 2,22 5,17 ab 1,06 1,40 ab
0,375 mg L* GA, 4,38 a 1,80 2,37 5,43 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

* Significativo pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacao aos meios de cultivo, para todas as varidveis explanadas na tabela 12, exceto
intensidade de calos (na qual nao houve diferenca significativa entre os tratamentos), o0 MS possibilitou
um maior crescimento e desenvolvimento dos explantes de Pircinque. Além disso, a adicao do acido
giberélico influenciou o comprimento dos explantes, assim como o ndmero de folhas e a intensidade
de calos. Em geral, para essas trés variaveis, as concentracoes de 0,250 e 0,375 mg L* de GA,
foram satisfatorias, porém com resultados positivos também com apenas 0,125 mg L* de GA, para
o numero de folhas ou, ainda, na auséncia de GA, para a intensidade de calos.

Em contrapartida, quando se estudou o comprimento da maior raiz e o nimero médio de
raizes, notou-se a interacao entre ambos os fatores para essas variaveis (figura 7).
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Figura 7 — Comprimento da maior raiz (cm) e nimero de raizes de Pircinque em diferentes meios de cultivo
(KNOP e MS) e concentracoes de GA, (0, 0,125, 0,250 e 0,375 mg L*).

Por meio da analise de regressao demonstrada na figura 8, constata-se que o desenvolvimento
radicular no meio de cultivo MS com a adicao de acido giberélico foi favorecido quando comparado
ao uso de KNOP com ou sem a presenca de GA,. Para ambas as variaveis analisadas, houve uma
tendéncia de aumento no comprimento e no nlimero de raizes até 0,250 mg L* de GA, adicionado ao
meio MS e, apds esse ponto da curva, queda do desenvolvimento do sistema radicular de explantes
de morangueiro Pircinque.

Na figura 8, verificam-se as variaveis comprimento do explante, comprimento de brotagdes e
nimero de brotagdes e folhas no experimento de combinacdes de citocinina e carvao ativado em
meios de cultivo liquido, em que, em geral, houve resultados satisfatérios quando se compara com
0 meio de cultura tradicional (sélido).
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Figura 8 — Comprimento do explante, comprimento de brotacdoes (cm) e nimero de brotacdes e folhas de
Pircinque em diferentes meios liquidos e combinagdes de citocinina e carvao ativado. * Significativo pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro; letras mailsculas comparam meios de cultura, e mindsculas,
combinacdes de citocinina e carvao ativado.

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. Ja o comprimento médio das novas brotacoes 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
da avaliacao do crescimento das brotacdes formadas durante a fase de multiplicacao, ja que esta é
uma variavel determinante na qualidade do material destinado a fase de enraizamento.

Em relacao ao nimero médio de brotacoes, os destaques dos tratamentos foram para o uso
de KNOP com 1 mg de BAP, independente do carvao 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 nimero médio de folhas, os
tratamentos com maior destaque foram MS + 0,5 mg de BAP com carvao e MS ou KNOP, também com
carvao, 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 brotacoes 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 a do sistema convencional.

Similarmente, outros autores verificaram que o uso do sistema de cultura dupla fase foi eficiente
na micropropagacao e destacam esses resultados positivos em virtude da reducao da manipulacao
em subcultivos (subdivisao e individualizacao), custos de producao e contaminacao microbiolégica
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2012).

As variaveis relacionadas ao sistema radicular dos explantes de morangueiro Pircinque
cultivados em sistema dupla fase sao demonstradas na figura 9, em que, para as quatro variaveis
estudadas, os tratamentos que em geral se destacaram foram: MS + 0,5 mg ou 1 mg BAP +
4 g carvao de ativado. Além dos resultados satisfatérios demonstrados para essas variaveis,
Scherwinski-Pereira et al. (2012) e Fermino Junior et al. (2014) confirmam que a presenca da
citocinina estudada (BAP) possibilita maior proliferacao de brotos, assim como maior comprimento
da parte aérea desses brotos regenerados.
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Figura 9 — Comprimento de raizes (cm), nimero médio de raizes e intensidade de calos de Pircinque em
diferentes meios liquidos e combinagdes de citocinina e carvao ativado. * Significativo pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro; letras mailsculas comparam meios de cultura, e mindsculas, combinagdes de
citocinina e carvao ativado.

De acordo com os resultados demonstrados nas figuras anteriores, observa-se que o0 sistema
dupla fase é uma opcao satisfatéria de cultivo in vitro, ja que apresenta a fase semissélida como
suporte, constituida por meio de cultura facilmente disponivel para os tecidos (SANDHYARANI et al.,
2011) e, posteriormente, 0 meio de cultura liquido, que aumenta o contato dos explantes com o meio
de cultura.

CONCLUSAO

O meio de cultivo MS demonstra maior eficiéncia no cultivo de explantes de Pircinque, exceto
na etapa de estabelecimento, em que a maior sobrevivéncia dos meristemas € obtida em meio KNOP
com uso de PPM®,

A adicao de diferentes componentes ao meio de cultivo MS favorece a multiplicacao de
explantes de Pircinque, assim como o uso da técnica dupla fase, com adicao de uma pequena lamina
do meio de cultura MS liquido, apés a manutencao em meio sélido.
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