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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo disponibilizar um protocolo de superacdo da
dorméncia dos aquénios, introdugdo in vitro e desenvolvimento inicial de plantulas de
morangueiro cultivar San Andreas, a utiliza¢do de 4cido sulfurico a 80% durante 20 minutos
que obteve €xito na quebra de dorméncia dos aquénios. J4 em consideracao ao crescimento
de segmentos nodais em hormonio Ga3 onde o delineamento experimental foi inteiramente
casualizado com 4 tratamentos, 5 repeti¢des e 4 explantes por unidade experimental. Apos 45
dias de cultivo, os segmentos nodais das mudas germinadas foram cortados no tamanho de 5
x 5 mm e isolados em tubos de ensaio onde posteriormente ndo foram encontradas a
necessidade da utilizagdo de reguladores de crescimento para alongamento de plantulas de
morangueiro da variedade san andreas, para o alongamento das brotagdes, nao foram
observadas interacdes entre as concentracdes de Ga3 comparadas em relagdo ao controle e
conclui-se 0 Ga3 ndo € necessario para esta variavel.

Palavras-chave: Hormdnio; tratamentos; aquénios;

Abstract

The present work aimed to provide a protocol for overcoming achene dormancy, in vitro
introduction and initial development of strawberry seedlings cultivar San Andreas, using 80%
sulfuric acid for 20 minutes, which was successful in breaking achene dormancy. Taking into



account the growth of nodal segments in Ga3 hormone, the experimental design was
completely randomized with 4 treatments, 5 replications and 4 explants per experimental unit.
After 45 days of cultivation, the nodal segments of the germinated seedlings were cut to a
size of 5 x 5 mm and isolated in test tubes where the need for the use of growth regulators for
elongation of strawberry seedlings of the san andreas variety was subsequently found, for
shoot elongation, no interactions were observed between Ga3 concentrations compared to the
control and it is concluded that Ga3 is not necessary for this variable.

Keywords: Hormone; treatments; achenes;

Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo proporcionar un protocolo para superar la latencia del
aquenio, la introduccién in vitro y el desarrollo inicial de plantulas de fresa cultivar San
Andreas, utilizando 4cido sulftrico al 80% durante 20 minutos, el cual logréo romper la
latencia del aquenio. Teniendo en cuenta el crecimiento de segmentos nodales en la hormona
Ga3, el diseno experimental fue completamente al azar con 4 tratamientos, 5 repeticiones y 4
explantes por unidad experimental. Luego de 45 dias de cultivo, los segmentos nodales de las
plantulas germinadas fueron cortados a un tamafio de 5 x 5 mm y aislados en tubos de ensayo
donde posteriormente se comprobd la necesidad del uso de reguladores de crecimiento para el
alargamiento de plantulas de fresa de la variedad san andreas, Para el alargamiento de los
brotes no se observaron interacciones entre las concentraciones de Ga3 respecto al control y
se concluye que Ga3 no es necesario para esta variable.

Palabras clave: Hormona; tratos; aquenios;



INTRODUCAO

O morangueiro ¢ uma planta que nos ultimos anos ganhou muito destaque em todos os
segmentos de sua producdo. O Brasil produz anualmente aproximadamente 5.084 ha de
morangueiro e cerca de 200.000 toneladas da fruta (FAOSTAT, 2023).

A cultivar de morango San Andreas apresenta frutos de alta qualidade, além de ser
uma cultivar de dias neutros, insensivel ao fotoperiodo, pouco vigorosa e de elevada
producao nos periodos de verdo. Sua produgdo chega a cerca de 700 a 900 gramas de frutas
por planta. Esta cultivar oferece resisténcia moderada a doengas como oidio, antracnose,
murcha de verticillium e resisténcia ao ataque de 4acaro rajado e apresenta bom
desenvolvimento em cultivo fora de solo. (EMBRAPA, 2016).

O cultivo in vitro representa uma importante estratégia para o desenvolvimento de
mudas de qualidade e isentas de doencas. De acordo com Fontes (2003) as biofabricas
expandiram seu trabalho na clonagem de variedades melhoradas de morangueiro. O cultivo in
vitro desta cultura é uma rotina em inumeros laboratorios comerciais de pesquisas e
distribuicdo de mudas certificadas em diversos paises do mundo. O primeiro registro da
micropropagacdo do morangueiro foi publicado em 1974 pelo pesquisador belga P. Boxus.
Nesta época o objetivo da pesquisa concentrou-se na redugdo do tempo para a obtengdo de
plantas por multiplicagdo massal a partir de brotagdes axilares (DEBNATH, 2008). No final
da mesma década, pesquisadores da Embrapa Clima Temperado em Pelotas/RS, publicaram
as primeiras pesquisas de cultivo in vitro do morangueiro no Brasil (FORTES, 2003). O
estabelecimento de protocolos de produ¢do de mudas in vitro ¢ uma ferramenta de
fundamental importancia para o melhoramento utilizando a biotecnologia (transformacao
genética e edicdo gendmica), uma vez que estas modificagdes necessitam dos protocolos de
producdo de plantas in vitro para o desenvolvimento dos materiais modificados
geneticamente. O presente trabalho teve como objetivo disponibilizar um protocolo de
superacdo da dorméncia dos aquénios, introducdo in vitro e desenvolvimento inicial de

plantulas de morangueiro cultivar San Andreas.
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MATERIAL E METODOS

As pesquisas foram realizadas nos Laboratorios didaticos, Campus da Universidade
Federal da Fronteira Sul — UFFS, de Laranjeiras do Sul - PR. Os materiais vegetais utilizados
foram aquénios de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) oriundos de plantas
estabelecidas em casa de vegetacdo. As culturas foram realizadas em placas de Petri de 10 cm
de diametro ¢ 2 cm de altura, contendo 30 mL de meio de cultura (murashige e skoog) e
vedadas com filme plastico ou em tubos de ensaio contendo 5 mL do mesmo meio. Todas as
culturas in vitro respectivas a cada experimento foram mantidas em camara de germinacao do
tipo BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio), sob luz fluorescente branca fria com
densidade de fluxo fotossintético de 40 umol/m/s, fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 +
2°C. O meio de cultura teve o pH ajustado em 5,8 e foi autoclavado durante 20 min a 120° e

1,5 atm.

SUPERACAO DA DORMENCIA E INTRODUCAO IN VITRO

O processo de superacao de dorméncia utilizado foi adaptado de CHAPIESKI et al
2017 e consistiu na escarificagdo quimica dos aquénios com acido sulftrico (80%), durante
10 min e posterior triplice lavagem em agua destilada autoclavada. Para o experimento de
desinfestagdo, os aquénios preparados na etapa anterior receberam um pré-tratamento em
etanol 70% durante 3 minutos e em seguida tratamentos com hipoclorito de s6dio de 0, 2,4 e
6% por 20 minutos e posterior enxague triplice em agua deionizada estéril. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com 5 repeti¢des por tratamento e 10 aquénios por
unidade experimental. Ao final do periodo de cultivo de 28 dias, foram avaliadas as
porcentagem de germinacdo e contaminagdes fungicas e ou bacterianas. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, quando significativos e as médias comparadas pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de significancia utilizando o programa estatistico Assistat 7.7 beta.

DESENVOLVIMENTO E ALONGAMENTO DAS PLANTULAS
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As sementes foram desinfetadas de acordo com o melhor resultado obtido na etapa
anterior e isoladas em placas-de-Petri contendo o meio de cultura MS e mantidas em camara
de BOD. Apds 45 dias de cultivo, os segmentos nodais oriundos das plantulas germinadas
foram cortados no tamanho de 5 x 5 mm e isolados em tubos de ensaio contendo o meio de
cultura MS acrescido de acido giberélico (Ga3). Os tratamentos comparados foram os
seguintes: TO. Controle (Sem Ga3), T1. 1 mg.L-1, T2. 2 mg.L-1, T3. 3 mg.L-1. Apos 28 dias
do inicio do cultivo, as plantulas foram avaliadas de acordo com o numero de segmentos
nodais induzidos e tamanho médio das plantulas. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado com 4 tratamentos, 5 repeticdes e 4 explantes (segmentos nodais)

por unidade experimental.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo aos resultados referentes, ao experimento de assepsia € germinagao e
contamina¢cdo de aquénios, o teste de tukey ( analise de varidncia) descrito na tabela 1,
revelou diferencas estatisticamente significativas entre os tratamentos comparados, para as
duas variaveis analisadas, o teste de tukey ao nivel de 5% de significancia demonstrou que os
melhores resultados de germinagdo foram obtidos com as concentracdes de 2 e 4 % de
hipoclorito de sodio. nas quais 78% e 66% do aquénios germinaram respectivamente.

Com relagdo a % de contaminacdo as concentracdes de controle ¢ de 2%, foram
responsaveis por 17,5 e 18% de contaminagdo fungica e bacteriana nos aquénios observados,
para esta mesma variavel as concentracdes de 4 e 8 % de hipoclorito de s6dio demonstraram
ser ideais para a assepsia dos aquénios. Nestes tratamentos ndo foram observadas
contaminagoes.

Tabela 1. Resultados da superagdo da dorméncia expressa em germinacido (%) e
contaminagdes (%) em aquénios de Fragaria x ananassa Duch. cv. San Andreas ap6s 28 dias
de cultivo em meio de cultura MS, em funcao das concentragdes de hipoclorito de sddio.

tratamentos % germinagao % de contaminagao
0 0,00 ¢ 97,50 ¢

2 78,00 a 18,00 b

4 66,00 ab 0,00 a

8 48,00 b 0,00 a

CV (%) 30,15 82,75
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médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(0,05)

Segundo ZAROWNI, (2017) A concentragao de hipoclorito de s6dio ndo demonstrou
diferenca significativa para o nimero de plantas germinadas, porém apresentou diferenca
significativa entre os tratamentos com relagdo a contaminagao fungica, obtendo resultados
parecidos aos encontrados no experimento, onde as concentracdes de hipoclorito e a
escarificagdo quimica feita através de porcentagem de hipoclorito a 8% demonstrou também
resultados positivos para assepsia de aquénios.

Levando em consideracdo a porcentagem de contaminacdo da testemunha com 0% de
hipoclorito obteve 97,50 % de presenca de contaminagdes, resultados semelhantes a
encontrados por SOUZA (2011), que em seu experimento resultou no tratamento 0, com
100% de contaminagdo em sementes de Myrcianthes pungens € em outras porcentagem como
2,4, 6 ¢ 8 nao houve diferencga significativa do uso de hipoclorito de s6dio segundo o
mesmo.

Segundo CHAPIESKI (2017) utilizacao de acido sulftrico a 80% foi eficiente assim
como no experimento realizado, o mesmo também utilizou esta porcentagem de 80%,
entretanto durante 10 minutos obteve €xito na quebra de dorméncia dos aquénios.

TRINDADE et al., (2007) também utilizou o mesmo método com imersdo de
aquénios em dacido sulfurico em periodos de tempo diferentes, porém utilizou diferentes
porcentagens sendo elas 5, 10 e 15 % do acido juntamente ao alcool 70%, obtendo uma

média de germinacao de 22%.

Tabela 2. Efeito do hormdnio Ga3 expressas em numero de segmentos nodais e tamanho de

parte aérea em aquénios de Fragaria x ananassa.Duch.

tratamentos numero de -
: tamanho de brotagdes
mg -1 segmentos nodais
0 1.26a 28a
1 1.84a 28a
2 0.80 a l4a
3 242a 28a i

CV (%) 72.50 50.67
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médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey

(0,05)

Como pode ser observado na tabela acima (tabela 2) os resultados referentes ao
experimento de alongamento utilizando o acido giberélico de aquénios,o teste de tukey(
anadlise de varidncia), ndo revelou diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos.

O crescimento de segmentos nodais em hormonio Ga3, segundos dados de
DEVELOPMENT (2020), nao foram encontradas a necessidade da utilizacao de reguladores
de crescimento para alongamento de plantulas de morangueiro da variedade San Andreas,
onde a formagdo das plantulas foi alcangado até em tratamentos sem a utilizacdo do
hormonio, isso explica o resultado do trabalho realizado recentemente ter chegado a mesma
conclusao, apesar de diferentes porcentagem de acido giberélico.

Em contrapartida e BADR-ELDEN (2013), obtiveram resultados significativos da
utilizagdo dos reguladores, porém na cultivar Camarosa, utilizando 2 mg L-1 de BAP na
rebrota do morangueiro no periodo de seis semanas de cultivo in vitro, assim demonstrando a

diferenca existente entre as necessidades de cultivo de cada cultivar.

CONCLUSOES

A superacdo da dorméncia utilizando 4cido sulfurico, seguido de desinfeccdo de
aquénios de morangueiro com hipoclorito de sédio a 8 % por 20 minutos foi satisfatoria para
a introducdo in vitro do morangueiro. O meio de cultura MS foi suficiente para a eficiéncia
do cultivo e desenvolvimento das plantas apds a germinagdo, ndo havendo necessidade do

uso de reguladores para cultivar San Andreas.
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