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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduagdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil

MICROPROPAGACAO E ACLIMATIZACAO DE PLANTULAS DE
MORANGUEIRO DO CLONE IVAHE

AUTOR: Carlos Evandro Leite Ritter
ORIENTADOR: Jerébnimo Luiz Andriolo

Local e data da Defesa: Santa Maria, 27 de fevereiro de 2009

Este trabalho teve como objetivos testar diferentes concentracdes de sais e de sacarose no
meio de cultura e sistemas de aclimatizacdo para a producdo de mudas matrizes de morangueiro. Foi
conduzido um experimento no Laboratério de Melhoramento e Propagacdo Vegetativa de Plantas e
dois em abrigo telado, no Departamento de Fitotecnia da UFSM, entre fevereiro e novembro de 2008.
No primeiro experimento, foram comparadas as concentracdes de sacarose de 15, 30, 45 e 60g/L e
de sais de %, % e 1 MS, em esquema fatorial 3x4 no delineamento inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes de cinco plantulas. Foram realizadas duas avaliacées, uma na saida das plantulas
do laboratdrio e outra apds a aclimatizacéo. Na primeira avaliacéo foi determinada a sobrevivéncia de
plantulas, altura da parte aérea, nUmero de raizes, comprimento da maior raiz e nimero de folhas. Na
segunda avaliacdo essas determinacdes foram repetidas e foi também determinada a matéria seca
de planta. No segundo experimento, foi determinado o efeito das concentracdes de sais e sacarose
no crescimento inicial das plantas matrizes. Foram utilizadas seis plantulas de cada concentracéo de
meio empregadas no experimento anterior. Foi determinado o nimero de dias do transplante ao inicio
do estolonamento, o numero de folhas, numero de estolBes, didmetro da coroa e matéria seca de
plantas 30 dias ap6s a aclimatizacao. No terceiro experimento, foram comparados os sistemas de
aclimatizacdo constituidos por bandejas alveoladas de poliestireno de 128 células com substrato
organico, bandejas nao alveoladas de polietileno com areia e bandejas ndo alveoladas com uma
placa de poliestireno flutuante na solucdo nutritiva. O delineamento inteiramente casualizado foi
empregado, com quatro repeticdes de 10 plantulas. Foi determinada a sobrevivéncia de plantulas,
altura da parte aérea, nUmero de raizes, comprimento da maior raiz, nimero de folhas e matéria seca
de parte aérea e de raizes. No primeiro experimento, na primeira avaliagdo somente o nimero de
folnas mostrou diferenca significativa, sendo mais elevado na concentragdo 1 MS. Na segunda
avaliacdo, a altura da parte aérea foi maior na concentracdo 1 MS, sem diferenca de ¥ MS. No
segundo experimento, o comprimento da maior raiz foi superior no tratamento % MS, que néo diferiu
de %2 MS. A matéria seca e o nimero de folhas das plantas matrizes foram superiores quando as
plantulas foram enraizadas na concentracdo de sacarose de 45g\L e 1 MS de sais. Com relacao aos
sistemas de aclimatizacdo, a altura da parte aérea e o niumero de folhas foram mais elevados no
sistema de aclimatizacdo em bandejas alveoladas com substrato, enquanto a matéria seca da parte
aérea e das raizes foram superiores no sistema de bandejas ndo alveoladas com areia. Concluiu-se
que para o clone lvahé, a concentracdo de sais pode ser reduzida de 1 MS para % MS e que a
concentracdo de sacarose pode ser aumentada de 30 g/L para 45 g/L. Quanto aos sistemas de
aclimatizacdo, as bandejas alveoladas de poliestireno com substrato organico e as bandejas néo
alveoladas de polietileno com areia podem ser empregadas para aclimatizar plantulas do clone lvahé.

Palavras-chave: Viveiros, propagacdo, cultivo sem solo, Fragaria x ananassa, meio de cultura in
vitro, substrato.
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The objectives of this work were to test different salt and sucrose concentrations in the in vitro
medium and acclimatizing systems for production of strawberry stock plants. One experiment was
conducted at the Breeding and Plant Propagation Laboratory and two experiments inside a screen
house at the Department of Fitotecnia — UFSM, from February to October, 2008. In the first
experiment, sucrose 15; 30; 45 and 60g/L and salt ¥2; ¥ and 1 MS concentrations were compared, in
a 3x4 factorial randomized experimental design, with five replications of five plantlets. Two evaluations
were made, the first after plantlets were extracted from the in vitro medium and the second at the end
of the acclimatizing period. In the first evaluation, the rate of survival, shoot height, number of roots,
length of the bigger root and number of leaves of plantlets were determined. In the second evaluation,
the same evaluations were done and also dry matter. In the second experiment, the effect of sucrose
and salt concentrations on initial growth of stock plants was determined. Six plantlets of each in vitro
medium of the previous experiment were used. The number of days from planting to the beginning of
the stolon emission period, humber of leaves and stolons, crown diameter and dry matter were
determined 30 days after the acclimatizing period. In the third experiment, the acclimatizing systems
made up by 128 cells polystyrene trays using organic substrate, polyethylene trays filled with sand and
polyethylene trays filed with nutrient solution upon that plantlets floated were compared. The entirely
randomized experimental design was used, with four replications of 10 plantlets. The rate of survival,
shoot height, number of roots, length of the bigger root, number of leaves and shoot and root dry mass
were determined. At the first evaluation of the first experiment, only number of leaves differed
significantly, being higher in the 1 MS concentration. At the second evaluation, shoot height was
higher in 1 MS, without difference from % MS concentration. At the second experiment, the length of
the bigger root was higher in % MS, which did not differed from ¥ MS. Dry mater and number of
leaves of stock plants were higher by rooting plantlets in the 45 g/L sucrose and 1 MS salt
concentrations. About acclimatizing systems, shoot height and number of leaves were higher in the
128 cells polystyrene trays using organic substrate while shoot and root dry matter were higher in the
polyethylene trays filled with sand. It was concluded that for the clone lvahé, the salt concentration
may be reduced from 1 MS to ¥ MS and sucrose may be increased from 30 g/L to 45 g/L. About
acclimatizing systems, the 128 cells polystyrene trays using organic substrate and the polyethylene
trays filled with sand may be either used for acclimatizing plantlets of the Ivahé strawberry clone.

Key words: Nurseries, propagation, soilless cultivation, Fragaria x ananassa, in vitro growing media,
substrate.
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1 INTRODUCAO

No mundo, a produgéo de morangos é de 3,1 milhdes de toneladas por
ano, sendo que Estados Unidos (740800t; 41t ha™), Espanha (306000t; 38t ha™),
Japdo (200000t; 25t ha™) sdo os maiores produtores em volume de producdo e
produtividade respectivamente. No Brasil, a producdo esta em torno de 40 mil
toneladas anuais sendo os estados de Minas Gerais (32,3%), S&o Paulo (31,4%), e
Rio Grande do Sul (16,5%) os principais produtores com uma produtividade média
de 25t ha}(SANTOS; MEDEIROS, 2003). As propriedades que se dedicam ao
cultivo desta fruta sdo em sua grande maioria propriedades familiares, com area
cultivada de 0,5 a 1,0ha, devido a alta exigéncia em méo—de—obra para a conducao
da cultura (BRAHM; OLIVEIRA, 2004; REICHERT; MADAIL, 2003). No Rio Grande
do Sul, destaca-se como principal regido de producéo o Vale do Rio Cai, seguido da
regido serrana com uma produtividade média de 35t ha® (ANTUNES; DUARTE
FILHO, 2003). O maior atrativo que a cultura do morangueiro vem despertando esta
relacionado a sua maior rentabilidade (224%) em relacédo a outras culturas como o
milho (72%) e a soja (2%) (RONQUE, 1998).

A muda é um dos principais insumos da lavoura do morangueiro, estando
diretamente relacionada com a produtividade e a qualidade, sendo um ponto
fundamental para a obtencdo de uma melhor resposta as tecnologias empregadas
(OLIVEIRA; SCIVITTARO 2006). Um dos principais entraves para 0 aumento da
produtividade das lavouras de morangueiro no Brasil € o preco das mudas. Em sua
maioria sdo importadas do Chile e da Argentina. As mudas locais sao de baixa
qualidade fisiolégica e fitossanitaria e ndo atingem o padrdo de certificacdo. Além
disso, muitos produtores consideram o potencial de producéo das mudas importadas

maior, havendo controvérsias a esse respeito (OLIVEIRA et al., 2005).

Em plantas de propagacao vegetativa a producdo de mudas comerciais com
comprovada origem genética e com elevada qualidade fisiologica e fitossanitaria
deve ser feita partir da producdo de mudas matrizes pela cultura de tecidos
(BISOGNIN, 2007). Apesar da grande importancia das mudas na implantacdo de um
cultivo de morangueiro, pouca importancia tem sido dada a pesquisas nessa fase

(TESSARIOLI, 2003). Este trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento de
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tecnologias para a micropropagacao e a aclimatizacéo de plantulas para a produgao
de mudas matrizes de morangueiro de alta qualidade fisiologica. Os objetivos

especificos foram:

. Determinar o efeito de diferentes concentragdes no meio de
enraizamento na taxa de sobrevivéncia, na aclimatizacdo e no crescimento

inicial das plantas matrizes;

. Comparar substratos e sistemas de aclimatizagao das plantulas

e seu efeito na taxa de sobrevivéncia e crescimento das mudas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do morangueiro

O morangueiro Fragaria x ananassa Duch pertence a familia Rosaceae,
sendo a unica hortalica cultivada desta familia. O morangueiro hoje cultivado
originou-se do cruzamento das espécies Fragaria virginiana e Fragaria chiloensis,
oriundas respectivamente, da América do Norte e do Chile (MEZZALIRA, 1986).

A planta é propagada comercialmente pelo plantio de estoldes, emitidos pela
planta matriz, em condicbes de temperaturas elevadas e dias longos. Muitos
produtores utilizam os estoldes das plantas que produziram frutos no ano anterior.
No entanto essas mudas serdo menos produtivas, devido a ocorréncia de viroses e
doencas radiculares. Por isso, € necessaria a substituicdo anual das lavouras por

mudas compradas junto a viveiristas especializados (FILGUEIRA, 2000).

As mudas representam um dos itens que mais onera o custo de producado da
lavoura do morangueiro. No Rio Grande do Sul, esse custo é estimado em 9 até
30% do custo total dependendo do nivel tecnolégico adotado (EMBRAPA, 2003).
Para se obter elevadas produtividades e alta qualidade de frutos é indispensavel a
producdo de mudas com origem genética conhecida e alta qualidade fisiol6gica e
fitossanitaria (BISOGNIN, 2007). Essa producdo passa por varias etapas:
propagacdo das plantas basicas mantidas em jardim clonal, coleta dos explantes,
estabelecimento e multiplicacdo dos explantes in vitro, enraizamento e aclimatizagéo

das mudas matrizes e propagacéo das mudas matrizes (BISOGNIN, 2007).

2.2 Micropropagacéo

A técnica da cultura de tecidos baseia-se na totipoténcia que € o principio em
gue os seres tém a capacidade de regenerar organismos inteiros, idénticos a célula
doadora, a partir de células Unicas (ALVES et al., 2008). Uma das principais
aplicacoes da cultura de tecidos é a propagacéao fiel de um gendtipo. A propagacao

in vitro é também denominada de micropropagacdo devido ao tamanho dos
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propagulos utilizados, sendo a aplicagdo mais pratica da cultura de tecidos e
também aquela de maior impacto (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

As principais etapas no processo de propagac¢do in vitro sdo as seguintes
(MURASHIGE, 1977):

Estagio | — selecdo de explantes, desinfestacdo e cultura em meio
nutritivo sob condi¢gdes assépticas;

Estagio Il — multiplicacdo dos propagulos mediante sucessivas sub-

culturas em meio proprio para a multiplicacao;

Estagio Il — transferéncia das partes aéreas multiplicadas para meio de
enraizamento e subsequente transplante das plantulas obtidas para substrato
ou solo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O primeiro passo da micropropagacdo € a extracdo dos meristemas das
plantas basicas mantidas em jardim clonal. Meristemas apicais séo tecidos que tém
a capacidade de permanecer em estado embriondrio. Apds alteracdes
morfogenéticas, esses tecidos tém a capacidade de se diferenciar em outros tecidos
especializados como raizes, caules e folhas (CUTTER, 1978; CLARK, 1997).

O protocolo que vem sendo adotado pelos laboratérios que fazem a
micropropagac¢do do morangueiro é aquele indicado pela EMBRAPA (2007). Para a
extracdo dos meristemas sao selecionadas as melhores plantas com base no vigor e
na sanidade. S&o retiradas as pontas dos estoloes na base da coroa com o auxilio
de um bisturi, as quais sdo acomodadas em uma caixa gerbox para evitar
contaminacgdes e desidratacdo. A extracao deve ser feita no inicio da manha ou no
final da tarde, no maximo doze horas antes da desinfestacéo.

A primeira etapa a ser seguida logo apds a chegada das pontas de estoldes
no laboratdrio € uma pré-desinfestacdo. Devem ser lavadas em agua corrente e 0s
primérdios foliares externos retirados. O proximo passo é a desinfestacdo, que
consiste em mergulha-las em uma solucao de alcool 70%, por 15 s e em seguida em
solucéo de hipoclorito de sodio 1%, por mais 10 min. Apés esta desinfestacdo, séo
levadas para o interior de uma camara de fluxo laminar, onde os estoldes sao
lavados novamente com agua destilada autoclavada, por trés vezes, para remocao

dos residuos de cloro.
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Apébs a remocdo do excesso de cloro procede-se a extragdo dos meristemas
no interior de camara de fluxo laminar, com a utilizacao de pinc¢a e bisturi e de uma
lupa estereoscopica. O trabalho de extracdo dos meristemas deve ser feito sobre
uma placa de Petri, para diminuir os riscos de contaminacéo. As placas de Petri, as
pincas e os bisturis devem ser previamente esterilizadas em autoclave por 40 min,

na pressédo de 98 MPa e temperatura de 120° C.

O tamanho dos explantes é um dos principais fatores determinantes do
sucesso no estabelecimento. Quanto menor for o explante, maiores sado as chances
de se obter uma planta livre de patdgenos, mas menores sdo as chances de
estabelecimento. Recomenda-se empregar meristemas com tamanho préximo de
0,2 mm (MURASHIGE, 1977).

ApoOs a extracdo, os explantes devem ser inoculados, o mais rapido possivel,
em tubos de ensaio contendo meio de cultura, para minimizar os riscos de
contaminacdo. O meio utilizado geralmente é o MS acrescido de BAP (6-
benzilaminopurina), GA3 (acido gibirélico) e ANA (acido naftalenoacético). Os
explantes sdo mantidos na obscuridade por 48 horas, para minimizar a oxidagdo. Em

seguida permanecem por 28 a 30 dias sob luz artificial na camara de crescimento.

A etapa seguinte é a multiplicacdo dos explantes que tem como objetivo obter
um numero de plantas suficiente para a propagacdo das mudas, quando 0s
explantes estabelecidos na etapa anterior sdo repicados para um meio de
multiplicacdo que contém os sais do meio MS suplementados com BAP. Os
explantes devem apresentar tamanho entre 2 a 3 mm, contendo de 2 a 3 gemas.
Recomenda—se que sejam feitas no méximo cinco subculturas de 20 a 30 dias

devido ao risco de inducéo de variacdo somaclonal.

A Ultima etapa a ser realizada no laboratério € a transferéncia para o meio de
enraizamento, com 0 objetivo de individualizar as plantas para que ocorra o
alongamento e emissdo das raizes. Nessa etapa formam-se raizes adventicias nas
partes aéreas advindas da multiplicacdo o que vai permitir a transferéncia do
material para condicdes ex vitro (CALVETE et al., 2002). O meio de cultura utilizado
na etapa de enraizamento € o MS, sem adi¢do de reguladores de crescimento. Apés
guatro semanas de cultivo nesse meio as plantulas devem atingir altura maior do
que 30 mm (EMBRAPA, 2007).
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Devido a baixa capacidade fotossintética das plantas in vitro é necessario
adicionar ao meio de cultura uma fonte de carboidrato endégeno para suprir as
necessidades metabdlicas. Essa fonte € geralmente a sacarose (HAZARIKA, 2003).
A concentracdo de sacarose e nutrientes no meio de cultura influencia os processos
metabdlicos do crescimento e da diferenciacdo das plantulas (MALDANER et al.,
2007). Altas concentragOes de sacarose aumentam as reservas de carboidratos nas
folhas, causando um aumento na energia disponivel na aclimatizacdo, o que viria a
aumentar a porcentagem de sobrevivéncia e a matéria seca, com maior
desenvolvimento inicial das plantulas (SKREBSKI et al., 2004, CALVETE, 1998).

A concentragdo de sacarose no meio de enraizamento pode influenciar a
aclimatizacdo (DEBERGH, 1988). O efeito dessa concentracédo foi determinado no
morangueiro por Calvete et al., (2002), indicando que a concentracdo de 45 g/L
estimulou o desenvolvimento do sistema radicular. Quando essa concentracdo foi
aumentada para 60 g/L ocorreu um aumento da matéria seca das plantulas. Em
Nefhoroleps biserrata, ocorreu aumento no comprimento e diametro das folhas
qguando a concentracdo de sacarose foi aumentada de 15 g/L para 45 g/L, enquanto
na auséncia da sacarose houve inibicdo da regeneragdo de brotos e folhas
(AMBROSIO; MELO, 2004). Cada espécie e cada clone de uma mesma espécie
podem requerer uma concentracdo especifica de meio de cultura (JONES, 1987,
HAZARIKA, 2003).

2.3 Adaptacdes das plantas as condi¢cdes  in vitro

A plantula cultivada in vitro tem a morfogénese afetada, podendo levar a
conseqiéncias negativas no crescimento e no desenvolvimento, tendo como
resultado uma diminuicdo das taxas de estabelecimento e de multiplicagao
(CAMPOSTRINI; OTONI, 1996).

As plantulas oriundas da micropropagacao apresentam variacdo em tamanho,
forma e estagio de desenvolvimento (KOZAI; KITAYA, 1995). Essas plantulas
apresentam pouca lignina, com células de paredes pouco espessadas, com
abundéncia de espacos intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido e

reduzida quantidade de esclerénquima e colénquima (DONNELLY et al., 1985).
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As raizes adventicias desenvolvidas em meio de cultura apresentam sistema
vascular pouco desenvolvido, tendo como conseqiéncia uma pequena porcentagem
de sobrevivéncia dessas raizes durante a aclimatizacao (ZIV, 1995). As raizes
formadas in vitro ndo se apresentam totalmente funcionais quando transferidas para
0 meio in vivo, sendo fracas e com poucos pélos absorventes, geralmente morrendo

logo apos a transferéncia (PIERIK, 1990).

Além de ndo realizar a fotossintese eficientemente, as plantulas in vitro
possuem folhas com menor quantidade de cera epicuticular do que as plantas
crescidas em condic¢des naturais (BAKER, 1974; SUTTER; LANGHANS, 1979). Isso
aumenta a perda de agua pela transpiracdo a qual, aliada ao reduzido nimero de
estdbmatos e a ma estruturacéo do colénquima, pode levar a desidratacdo e morte da
plantula (CAMPOSTRINI; OTONI, 1996).

2.4 Aclimatizacéo

A etapa de aclimatizacdo compreende a transferéncia das plantulas das
condicdes assépticas da cultura de tecidos para um ambiente externo, normalmente
uma casa de vegetacao, para o crescimento e desenvolvimento. Essa transferéncia
deve ser feita sob condigBes controladas para aumentar a0 maximo a sobrevivéncia
das plantulas (FORTES; PEREIRA, 2003).

O sucesso da aclimatizacdo depende que as plantulas que cresceram em
condigbes heterotroficas controladas em sala de cultivo passem a crescer em
condicdes autotréficas no ambiente natural (ZIMMERMAN, 1988).

A fase de aclimatizacéo é critica, devido a mudanca drastica no ambiente. No
meio in vitro a transpiragéo € reduzida ou nula, o carbono tem origem heterotréfica, a
disponibilidade de nutrientes é elevada e o meio € asséptico. Ao ser a plantula
aclimatizada, ocorre uma mudanca brusca para outra condicdo de demanda
evaporativa mais elevada, carbono autotrofico, absor¢cdo de nutrientes dependente
do crescimento e da atividade radicular e possibilidade de ataque de
microorganismos, muitos destes patogénicos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A transpiracdo é apontada como o processo determinante da sobrevivéncia nos
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primeiros dias apds a aclimatizagcdo, sendo que € necessario manter nessa fase

temperaturas amenas e a umidade do ar elevada (SOUZA et al., 2006).

Existem algumas técnicas que interferem no crescimento das plantulas na
fase de aclimatizacdo. Dentre elas, o enraizamento in vitro (PASQUAL; LOPES
1991) e as caracteristicas do substrato (NORMAH et al., 1995). A perda de vigor e a
subsequente morte devido a desidratacdo sdo os problemas mais graves que
ocorrem durante a aclimatizacdo de plantulas oriundas da cultura de tecidos
(SUTTER; HUTZELL, 1984).

O substrato deve proporcionar & planta fixacdo mecénica do sistema
radicular, estabilidade da parte aérea, suprimento de agua e nutrientes (SILVEIRA et
al., 2002). Os substratos utilizados na aclimatizacdo podem facilitar ou dificultar a
sobrevivéncia das plantulas e a emisséo e crescimento de raizes (FACHINELLO et
al., 1995; CALVETE et al., 2000; SETUBAL; NETO, 2000). Substratos com elevado
espaco de aeracdo e alta capacidade de retencdo de &gua favorecem a
aclimatizacao das plantulas (CALVETE, 1998).

Para a escolha de um determinado substrato, deve-se considerar também o
custo e a disponibilidade. Para a aclimatizacdo de plantulas de morangueiro da cv.
Campinas, Calvete et al,. (2000) testaram diferentes misturas de substratos e
obtiveram plantulas mais desenvolvidas quando utilizaram casca de arroz queimada
e turfa preta. Esses substratos apresentaram maior retencdo de agua e

proporcionaram maior sobrevivéncia, crescimento e qualidade nas mudas.

A luminosidade é outro fator de extrema importancia durante a aclimatizagéo.
Em bananeira foi observado 100% de sobrevivéncia das plantulas na condicdo de
50% de sombreamento, além de apresentar as maiores médias de comprimento,
diametro e nimero de folhas (PEREIRA, 2005).

S&0 escassos os resultados de pesquisas sobre aclimatizagdo de plantulas
oriundas de cultura de tecidos, especialmente em escala de produgdo comercial
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Micropropagacdo e aclimatizacdo de plantulas de morangueiro sob

diferentes concentracdes de sais e de sacarose  do meio MS

Esse experimento teve inicio em 15 de agosto de 2008 e foi concluido em 13
de outubro de 2008 no Laboratorio de Melhoramento e Propagacédo Vegetativa de
Plantas em um abrigo coberto com filme de polietileno de 150 ym, localizados no
Departamento de Fitotecnia da UFSM. Foram utilizadas plantulas de morangueiro do
clone Ivahé provenientes de cultivo in vitro sendo avaliadas as concentracdes do
meio MS de Y2 MS, % MS e 1 MS e de sacarose de 15, 30, 45 e 60g/L combinadas

entre si.

Foi empregado o delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial 3x4, com cinco repeticdes. Foram realizadas duas avaliagdes uma
apds o enraizamento in vitro e outra apos aclimatizagcdo. Cada repeti¢éo in vitro foi
de um frasco de 150mL com 30mL de meio de cultura, contendo cinco explantes no
seu interior. As repeticdes ex vitro constaram de cinco plantulas em bandejas

alveoladas de 128 células com substrato organico comercial.

Os frascos permaneceram por 30 dias em sala de cultivo. Ao final desse
periodo foram avaliadas a altura da parte aérea, o niumero de folhas, o nimero de
raizes e o comprimento da maior raiz. Apos 30 dias do inicio da aclimatizacdo foram
avaliadas a altura da parte aérea, o numero de folhas, o nimero de raizes, o
comprimento da maior raiz, a taxa de sobrevivéncia e a matéria seca da parte aérea
e das raizes. Os dados foram submetidos a analise da varidncia e as médias com
diferencas significativas pelo teste F a 5% de probabilidade de erro foram analisadas
por regressdo polinomial sendo que as variaveis que nao apresentaram grau de
equacdao significativo foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro.
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3.2 Crescimento inicial das plantas matrizes

O experimento foi realizado em um abrigo coberto com filme de polietileno de
150um, localizado no Departamento de Fitotecnia da UFSM. Foram utilizadas
bancadas constituidas por telhas de fibrocimento com 4m de comprimento, 1m de
largura, canais de 0,06m de altura e 0,18m de distancia, apoiadas sobre suportes a

0,80m de altura do solo, com declividade de 1%.

As telhas foram revestidas com filme transparente de polietileno de baixa
densidade com espessura de 100um. Os canais das telhas foram preenchidos com
brita basaltica média, com tamanho de particulas entre 15mm e 20mm. Para
armazenar a solucdo nutritiva foi instalado um reservatorio de material anticorrosivo
com capacidade para 500L proximo a extremidade inferior das telhas (ANDRIOLO et
al., 2007).

Foram empregadas sacolas plasticas contendo 3,5dm® do substrato organico
comercial (Plantmax® PXT), fertirrigado com uma solu¢do nutritiva completa por
meio de tubos gotejadores distribuidos sobre as sacolas, com um gotejador para
cada planta. A bancada foi coberta com filme opaco de polietieno de baixa

densidade de coloracéo preta para diminuir as perdas de agua por evaporacao.

O plantio foi feito no dia 13 de outubro de 2008, com seis plantas por
concentracdo do meio de enraizamento do experimento anterior, no delineamento
inteiramente casualizado. Foram anotados o numero de dias do transplante ao inicio
do estolonamento, o niumero de estolées, o niumero de folhas e o diametro de coroa.
O experimento foi encerrado 30 dias mais tarde, quando foi determinada a matéria
seca das plantas matrizes. Os dados foram submetidos a analise da variancia e as
médias com diferencas significativas pelo teste F a 5% de probabilidade de erro
foram analisadas por regressdo polinomial sendo que as variaveis que nao
apresentarem grau de equacdao significativo foram comparadas pelo teste de Tukey

a 5% de probabilidade de erro.
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3.3 Sistemas de aclimatizacdo e seu efeito na taxa  de sobrevivéncia e

crescimento

O experimento foi conduzido no periodo entre 4 de fevereiro e 6 de marco de
2008 em um abrigo coberto com filme de polietiieno de 150um, localizado no
Departamento de Fitotecnia da UFSM. Embora a época preferencial para a
aclimatizacdo de mudas matrizes de morangueiro ocorra no inicio da primavera, o
experimento foi conduzido no verdo porque nessa época as condigdes ambientais
sdo menos favoraveis a sobrevivéncia das plantulas. No verdo, a radiacdo solar, as
temperaturas do ar e o déficit de saturacdo do ar sdo elevados. O sistema de
aclimatizacdo que for eficiente nessas condigbes também podera sé-lo nas demais
épocas do ano. Foram comparados nessa época trés sistemas de aclimatizacdo. Os
dois que apresentaram resultados superiores foram testados novamente em um

novo experimento realizado em junho de 2008.

O sistema de bandejas nao alveoladas de polietileno com areia (Figura 1) foi
constituido por bandejas de tamanho 55x34x15cm, contendo no fundo uma camada
de 5cm de brita de tamanho de particulas entre 15 e 20mm. Sobre a brita foi
colocada uma tela de polietiieno e sobre esta uma segunda camada de 5cm
composta por areia grossa. A densidade aparente da areia foi de 1.6086, a
capacidade de retencdo de agua foi de 198,6mL dm™ e a granulometria situou-se
entre as classes de diametros de 2; 1; 0,5; 0,25 e 0,106 x 10m. As plantulas foram
retiradas dos frascos empregados na fase in vitro e transplantadas na areia no

espacamento de 5 x 5¢cm.
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Figura 1: Sistema de aclimatizacdo de plantulas de morangueiro em bandejas ndo alveoladas de
polietileno com areia. Santa Maria, UFSM, 2008.

O sistema de aclimatizacdo em bandejas alveoladas foi feito em bandejas de
poliestireno expandido de 128 células, também empregadas na producédo de mudas
de hortalicas, com o substrato organico comercial Plantmax® PXT. Uma plantula foi

transplantada em cada célula.

O sistema hidroponico em bandejas ndo alveoladas com uma placa de
poliestireno flutuante na solucdo nutritiva (Figura 2) foi composto por bandejas de
tamanho 55x34x15cm, contendo uma camada de solucdo nutritiva de 5cm de altura
entre o fundo da bandeja e a ldmina liquida. O suporte das plantas foi constituido por
uma placa de poliestireno expandido de 1,5cm de espessura com orificios de 2,5cm
de diametro, espacados de 3cm. As plantulas foram retiradas dos frascos de cultivo
in vitro, envolvidas individualmente em fitas de espuma de poliuretano de 3cm de
largura e acomodadas nos orificios da placa de poliestireno. Foram feitas adigbes de
solucdo nutritiva sempre que necessarias para repor 0os volumes de solugdo nutritiva
consumida e manter a altura da lamina liquida.

Figura 2: Sistema de aclimatizacdo de plantulas de morangueiro em bandejas ndo alveoladas com
uma placa de poliestireno flutuante na solug&o nutr itiva.
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Antes da retirada das plantulas da camara de crescimento, as tampas dos
frascos foram abertas por 48 horas. Em seguida, foram transferidas do meio de
cultura in vitro para os sistemas de aclimatizagdo. A aclimatizagao foi feita em abrigo
coberto com filme de polietieno de 150um, localizado no Departamento de
Fitotecnia da UFSM. Nas duas aclimatiza¢des, as plantas permaneceram por uma
semana em camara Umida instalada no interior do abrigo de polietileno. Essa
camara foi constituida por um tanel de 0,60m de altura coberto com tela de
sombreamento de cor preta, com reducéo de 75% na radiacao solar global incidente.
Um sistema de nebulizagéo foi instalado na parte superior interna do tunel, que foi
acionado por cinco minutos durante o dia em intervalos de uma hora, através de um
programador horario. Durante a noite o sistema permaneceu desligado. Ao final do
periodo, as plantulas foram retiradas da camara umida e mantidas sobre bancadas a
0,80m, também sob reducéo de 75% na radiacdo solar global incidente por meio de
tela de sombreamento, ai permanecendo por mais sete dias. Em seguida, a tela de
sombreamento foi retirada e as plantas permaneceram por mais 14 dias até
completar a fase de aclimatizacdo. Nesses dois ultimos periodos as mudas foram
fertirrigadas durante o dia por microaspersdo, em cinco periodos diarios de 15min,
controlados por um programador horario. Os volumes excedentes a capacidade
méaxima de retencdo de 4gua da areia foram drenados através de um orificio feita na
parte inferior das bandejas. Foi empregada a soluc&o nutritiva completa descrita por
Andriolo, (2007).

Os sistemas de aclimatizacéo por bandejas alveoladas de poliestireno de 128
células com substrato organico e por bandejas ndo alveoladas de polietileno com
areia foram utilizados no experimento que foi realizado entre os dias 2 de junho e 2
de julho de 2008, sendo que foram utilizadas 4 repeticdes de 10 plantas no

delineamento inteiramente casualizado.

Foi determinada a taxa de sobrevivéncia, nimero de folhas, altura da parte
aérea, comprimento da maior raiz, nimero de raizes e matéria seca da parte aérea e
das raizes. Os resultados foram submetidos a analise da variancia e as médias com
diferencas significativas comparadas pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Micropropagacéo e aclimatizacao de plantulas de morangueiro sob diferentes

concentracOes de sais e sacarose do meio MS

Neste experimento foram realizadas duas avaliacbes, uma apos a saida das
plantulas do laboratdrio e outra apés a aclimatizacédo. Na primeira avaliacdo somente
o numero de folhas mostrou diferenca significativa, sendo que o melhor tratamento
no gque se refere a concentragdo de sais do meio MS foi 1 MS, o qual ndo diferiu de
% MS (Tabela 1). Nao foram observadas diferencas significativas nas demais
variaveis, cujos valores médios foram de 3,51 cm, 3,05 cm e 3,17 cm para altura da
parte aérea, de 9,75, 8,50 e 8,98 raizes por planta para o niumero de raizes, 2,64
cm, 2,57 cm e 2,37 cm para comprimento da maior raiz, respectivamente para %
MS, % MS e 1 MS. A taxa de sobrevivéncia foi de 100% em todos os tratamentos.
Para as concentracfes de sacarose nao foram observadas diferencas significativas
e nao ocorreu interagdo com as concentragdes de sais. Resultados semelhantes

sobre a interagéo foram observados por Cuello et al., (1992).

De acordo com os resultados obtidos para o numero de folhas, a
concentracdo de sais do meio pode ser diminuida para ¥2 MS. Segundo Moreira et
al., (2006), a sobrevivéncia no campo ap0s o plantio aumenta com nimero de folhas,
pois as folhas séo responséveis pela captacdo da radiacdo solar e producdo de
matéria organica atraves da fotossintese. Outro argumento para a diminuicdo de sais
do meio de cultura é devido a sobrevivéncia que nao diferiu entre os tratamentos.
Obter elevadas taxas de sobrevivéncia é importante, pois os custos laboratoriais e
de mé&o-de-obra na micropropagacéo sao elevados (FIOR; KAMPF, 1999).

Os valores para o numero e comprimento da maior raiz discordam
parcialmente de Pereira et al., (1999), trabalhando com morangueiro, esses autores
constataram que essas variaveis aumentaram com a diminuicdo da concentracdo de
sais do meio MS. Essas diferencas podem ser atribuidas ao genétipo, pois a
resposta in vitro ndo se deve somente ao meio empregado e as condi¢cdes de
crescimento, mas também as diferencas existentes entre os genaotipos (CASTRO;

ANDRADE 1995). Resultados semelhantes foram encontrados por Sobrosa e
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Corder, (2003) em Eucaliptus grandis os quais obtiveram diferentes respostas dos

genaotipos para a formacgao de gemas e raizes in vitro.

Na segunda avaliacéo, feita ao final do periodo de aclimatizacéo, as variaveis
que apresentaram diferencas significativas foram a altura da parte aérea e o
comprimento da maior raiz. Para a altura da parte aérea, o melhor tratamento foi 1
MS, que nao diferiu de ¥ MS. Para comprimento da maior raiz, o melhor tratamento
foi de % MS, que nao diferiu de %2 MS (Tabela 1). Nao foram observadas diferencas
significativas para o numero de folhas, nimero de raizes e matéria seca por planta,
cujos valores médios foram de 7,81; 7,86 e 7,98 folhas/planta, de 20,56; 20,81 e
20,68 raizes/planta de 1,12, 1,05 e 1,18 g/planta, para ¥2 MS, % MS e 1 MS,
respectivamente. A sobrevivéncia foi de 100% nas trés concentracdes. Para as
concentracfes de sacarose nao foram observadas diferencas significativas e néo
ocorreu interagdo com as concentracdes de sais. Na primeira avaliagdo o niumero de
folnas se mostrou superior na concentracdo de 1 MS sendo que na segunda
avaliacdo esta variavel ndo mostrou diferencas entre as concentracdes de sais. Um
dos possiveis motivos pode ser devido a um maior crescimento do sistema radicular
verificado nas concentracdes de %2 MS e % MS que pode ter ocasionado um maior
aporte de nutrientes as plantas.

Tabela 1: Efeito dos sais do meio de enraizamento a ntes da aclimatizacdo (I) e no final da
aclimatizacdo (F) no numero de folhas (NF), altura  da parte aérea (AP) e no comprimento da
maior raiz (CR) das plantulas. Santa Maria, UFSM, 2  008.

Sais MS NF AP(cm) CR(cm)

I F I F I F
Yo MS 5,97ab* 7,81a 3,51a 4,68b 2,64a 5,82ab
Y2 MS 5,89b 7,85a 3,05a 4,98a 2,57a 6,01a
1 MS 6,56a 7,98a 3,17a 5,07a 2,37a 5,45b
CV(%) 9,39 6,75 17,95 10,45 12,52 15,97

* Médias ndo seguidas de mesma letra diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia.
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Os resultados encontrados concordam com Pereira et al.,, (1995) que
trabalhando com diferentes concentragbes de sais no enraizamento de plantulas de
morangueiro obtiveram melhor desenvolvimento das raizes e da parte aérea quando
utilizaram %2 MS. Corroboram também os resultados de Fereira et al., (1996), que
trabalhando com duas cultivares de morangueiro, em diferentes concentragcdes de
sais do meio MS, concluiram que os meios contendo baixas concentracfes de sais

favoreceram o enraizamento.

4.2 Crescimento inicial das plantas matrizes

Neste experimento, em que foi avaliado o crescimento inicial da plantas
matrizes, ndo ocorreu interacdo significativa entre a concentracdo de sais e de
sacarose. O maior crescimento foi obtido com a concentragdo de sais de 1 MS
(Tabela 2). Para o diametro de coroa e numero de estolBes por planta e nimero de
dias do transplante ao inicio do estolonamento, ndo foram observadas diferencas
significativas e os valores foram de 9,58 cm, 10,48 cm e 11,13 cm para diametro de
coroa, de 4,95, 5,33 e 5,45 para o numero de estoldes e 17,58, 16 e 16,4 dias para o
inicio de estolonamento, respectivamente para 2 MS, % MS e 1 MS. A
sobrevivéncia foi de 100% nas trés concentracdes. Quanto a concentracdo de
sacarose, 0 maior numero de folhas e matéria seca da planta foi obtido nas
concentracbes de 45 e 60g\L, as quais nao diferiram entre si (Tabela 3). Uma
explicagdo para a obtencdo de um maior numero de folhas pode ser o aumento do
teor de carboidratos das folhas. Os resultados encontrados para matéria seca
confirmam aqueles de Calvete et al., (2002), que encontraram maiores valores de
matéria seca quando a concentracao de sacarose do meio de cultura foi aumentada.
Um teor de matéria seca mais elevada vai acarretar um acumulo maior de
fotossintatos e favorecer a absorc¢éo de nutrientes (SALISBURY; ROSS 1994).
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Tabela 2: Efeito dos sais do meio de enraizamento 3 0 dias apés aclimatizacdo na matéria seca
de plantas (MS) matrizes de morangueiro do clone Iv  ahé. Santa Maria, UFSM, 2008.

Sais MS MS (g/planta)
Y2 MS 2,04b*

Y2 MS 2,54a

1 MS 2,79a

CV (%) 14,22

* Médias ndo seguidas de mesma letra diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia.

Tabela 3: Efeito da sacarose do meio de enraizament o 30 dias apos aclimatizagdo no niumero
de folhas e matéria seca (MS) em plantas de morangu eiro do clone Ivahé. Santa Maria, UFSM,
2008.

Sacarose (g/L) N. de Folhas MS (g/planta)
15 7,80b 2,22b

30 8,20b 2,15b

45 8,93ab 2,86a

60 10,07a 2,53ab
CV(%) 12,46 14,22

* Médias ndo seguidas de mesma letra diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de significancia.

Estes resultados sugerem que a concentracdo de sacarose no meio de
enraizamento pode ser aumentada de 30g/L para 45¢g/L, pois esta concentracéo
apresentou um maior numero de folhas no periodo inicial de crescimento das mudas
matrizes o que pode vir a ter um reflexo na producédo e na qualidade de mudas

matrizes de morangueiro do clone Ivahé.
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4.3 Sistemas de aclimatizacdo das plantulas e seu e feito na taxa de

sobrevivéncia e crescimento

No experimento realizado em fevereiro, o sistema com solucdo nao circulante
apresentou morte de todas as plantulas provavelmente esta mortalidade foi
consequéncia da morte das raizes por excesso de agua. O morangueiro é sensivel
ao déficit e ao excesso de agua, ressaltando a importancia do manejo da irrigacao
(MCNIESH et al., 1985). Nos dois outros sistemas dentre as variaveis determinadas
somente a matéria seca da parte aérea e matéria seca de raizes apresentaram
diferenca significativa (Tabela 4). As demais variaveis ndo apresentaram diferencas
significativas sendo que as médias foram de 8,06 e 7,83 para folhas por planta, 4,81
cm e 5,55 cm para altura da parte aérea, 4,28 cm e 4,04 cm para comprimento da
maior raiz, 13,33 e 15,10 para numero médio de raizes por planta respectivamente
para os sistemas bandejas nao alveoladas com areia e bandejas alveoladas com

substrato organico. Em ambos os sistemas a sobrevivéncia foi de 65%.

Tabela 4: Matéria seca da parte area e matéria seca das raizes de plantulas de morangueiro
para aclimatizacdo em dois substratos no més de fev  ereiro de 2008. Santa Maria, UFSM, 2008.

Sistema MS P. Aérea MS Raizes
Areia 0,86* 0,59*
Substrato 0,77 0,50
CV(%) 4,49 5,00

* Médias com diferenca significativa pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

Na aclimatizacdo feita em junho, as variaveis, comprimento da maior raiz e
namero de raizes foram mais elevadas no sistema bandejas alveoladas com
substrato organico. Quanto a matéria seca de raizes e da parte aérea, foram
superiores no sistema bandejas nédo alveoladas com areia (Tabela 5). As demais
variaveis nao apresentaram diferencas significativas, com médias de 6,89 e 7,28

para numero medio de folhas por planta, 5,82 cm e 6,03 cm para altura da parte
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aérea e sobrevivéncia de 87% e 97%, respectivamente para o sistema bandejas néo
alveoladas e de bandejas alveoladas.

Tabela 5: Nimero de raizes (NR), comprimento da mai  or raiz (CR), Matéria seca da parte aérea
(MSPA) e Matéria seca das raizes (MSR) de plantulas de morangueiro do clone Ilvahé para a
aclimatizacdo em dois substratos no més de junho de 2008. Santa Maria, UFSM, 2008.

Sistema NR CR MSPA MSR
(cm) (g\planta) (g\planta)
Areia 10,88* 3,31* 0,89* 0,24*
Substrato 13,75 3,93 0,63 0,13
CV(%) 584 11,45 9,68 5,23

* Médias com diferenca pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

Estes resultados concordam com Pio et al. (2005) os quais em mudas de
jabuticabeira compararam o0s substratos Plantmax e areia e encontraram valores
mais elevados para comprimento da parte aérea e de raizes quando utilizaram
substrato Plantmax, enquanto o numero de folhas ndo diferiu quando a areia foi

empregada.

Com relacéo aos sistemas de aclimatizacéo por bandejas nao alveoladas com
areia e bandejas alveoladas com substrato organico, ambos podem ser empregados
a depender da situacdo de producdo. Embora o sistema por bandejas né&o
alveoladas com areia tenha obtido maior matéria seca, o numero e comprimento
das raizes foram superiores nas bandejas alveoladas. Além disso, o substrato
organico apresenta elevada capacidade de retencdo de agua, a qual pode vir a ser
um fator que contribui para a diminuicdo das perdas de agua pela evapotranspiracao
durante o periodo inicial de desenvolvimento (SKREBSKY et al.,, 2006). Outra
caracteristica favoravel deste material é a relacdo entre macro e microporos, a qual
mantém um adequado volume de aeragdo na capacidade maxima de retengcdo de
agua. Outra caracteristica importante deste sistema é o emprego das bandejas
alveoladas que permitem maior facilidade de manejo, porque estédo individualizadas.

Outro argumento a favor do sistema bandejas alveoladas se deve aos melhores
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resultados apresentados para o sistema radicular, pois uma plantula com um
sistema radicular bem desenvolvido tem a sobrevivéncia e crescimento favorecidos
(PIO et al. 2002).
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7. CONCLUSOES

A concentracdo de sais pode ser reduzida de 1 MS para % MS e a de
sacarose aumentada de 30 para 45 g/L para manter elevada a taxa de
sobrevivéncia na aclimatizacdo e obter maior crescimento inicial das

plantas matrizes do clone Ivahé.

Os sistemas de bandejas alveoladas empregando substrato organico e
bandejas ndo alveoladas com areia permitem obter altas taxas de
sobrevivéncia e elevado crescimento na aclimatizagdo de plantulas de

morangueiro do clone Ivahé.
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