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RESUMO

A tecnologia de encapsulamento de explantes cultivados in vitro compde uma das principais
ferramentas tecnoldgicas complementares a micropropagacao, com aplica¢do tanto para conservagao
quanto para a propagacéo in vitro. Diante desta possibilidade o presente trabalho objetivou avaliar a
composicdo da matriz de encapsulamento com fitorreguladores na regeneracdo de gemas axilares de
morangueiro cv. San Andreas. Gemas axilares obtidas a partir de brotagdes in vitro foram encapsuladas
em matriz de alginato de sédio 5,0% (p/v) constituido de meio MS suplementado com 3% de sacarose
e combinagdes de Zeatina (ZEA) a 0 e 18 uM ou Benzilaminopurina (BAP) a 0 e 18 uM e Giberelina
(GA3) a 0 e 1,44 pM. O tratamento controle constou de meio sem regulador de crescimento.
Posteriormente as unidades encapsulaveis foram individualmente resgatadas e gotejadas em solugédo
de Cloreto de Célcio (0,1 M), na qual permaneceram por 20 minutos para complexagdo. As sementes
sintéticas foram submetidas a trés lavagens em &gua destilada e esterilizada, descomplexadas e
inoculadas em meio de cultura (MS) mantidas por 30 dias a 25+2°C com fotoperiodo de 16 horas e
radiacdo fotossintética ativa de 45 umol m?2s™. As variaveis regeneragéo, comprimento da parte aérea
e de raiz foram avaliadas aos 30 dias de cultivo. Apos avaliacdo, as mudas foram lavadas e
transplantadas para bandejas de poliestireno e mantidas em casa de vegetacao por 30 dias. Avaliou-se
a sobrevivéncia do material vegetal. O uso do meio MS com ou sem regulador de crescimento na matriz
de alginato ndo interferiu na regeneracdo e sobrevivéncia dos explantes de morangueiro ‘San Andreas’
nas condicdes experimentais testadas in vitro e ex vitro.

Palavras-chave: Fragaria x ananassaDuch., matriz de alginato, micropropagagéo, conservagao in
vitro.

ABSTRACT

The technology of encapsulation of explants cultivated in vitro is one of the main technological tools
complementary to micropropagation, with application for both conservation and propagation in vitro.
In view of this possibility, the present study aimed to evaluate the composition of the encapsulation
matrix with phytoregulators in the regeneration of axillary buds of strawberry cv. San Andreas. Axillary
buds obtained from in vitro shoots were encapsulated in a 5.0% (w / v) sodium alginate matrix
consisting of MS medium supplemented with 3% sucrose and combinations of Zeatin (ZEA) at 0 and
18 UM or Benzylaminopurine (BAP) at 0 and 18 puM and Gibberellin (GA3) at 0 and 1.44 uM. The
control treatment consisted of medium without growth regulator. Subsequently, the encapsulating units
were individually rescued and dripped in a solution of Calcium Chloride (0.1 M), in which they
remained for 20 minutes for complexation. The synthetic seeds were subjected to three washes in
distilled and sterilized water, uncomplexed and inoculated in culture medium (DM) maintained for 30
days at 25 £ 2 ° C with a 16-hour photoperiod and active photosynthetic radiation of 45 pmol m-2 s -

1. The variables regeneration, shoot length and root were evaluated at 30 days of cultivation. After
evaluation, the seedlings were washed and transplanted to polystyrene trays and kept in a greenhouse
for 30 days. The survival of plant material was evaluated. The use of MS medium with or without
growth regulator in the alginate matrix did not interfere in the regeneration and survival of strawberry
explants 'San Andreas' under experimental conditions tested in vitro and ex vitro.

Keywords: Fragaria x ananassa Duch., alginate matrix, micropropagation, conservation in vitro.
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1 INTRODUCAO

O Brasil, segundo Reisser Junior et al. (2014), figuracomo um dos maiores produtores mundiais
de morango, o que contribui significativamente para a economia do pais. O cultivo de morangos tem
esse destaque devido a sua grande aceitacdo para 0 consumo in natura ou na forma de produtos
industrializados como doces, iogurtes, geleias e sorvetes (RICHTER et al., 2017) e também se insere
no mercado mundial como importante alternativa de diversificacdo agricola (LUNARDECZ, 2015).
Devido a necessidade de alta qualidade de produto para a comercializacdo, exigéncia do mercado
consumidor, é necessario que as mudas sejam de alto padrdo e em quantidade suficiente para atender
a demanda (DIAS et al., 2014). Na producdo de mudas de morangueiro é recomendado que sejam
adquiridas plantas matrizes oriundas da cultura de tecidos (ANTUNES e FILHO, 2005). Esta técnica
permite a producdo massal de mudas com alta qualidade genética e fitossanitaria, atendendo as
exigéncias e padrdes necessarios para a producdo de matrizes de morangueiro (DIAS et al., 2014).

Entretanto, o cultivo continuo dos tecidos de morangueiro in vitro causa perda de vigor dos
explantes ap0s a permanéncia por longos periodos, 0s quais ndo se apresentam mais responsivos apos
sucessivos subcultivos (PASA et al., 2012), podendo ainda causar variacdo somaclonal (FONSECA et
al., 2013). Por este motivo, € recomendavel realizar no maximo cinco repicagens do morangueiro
durante a fase de multiplicacéo, para evitar a ocorréncia de variacdo somaclonal, levando a obtencdo
de plantas distintas das originais (DUTRA et al., 2012).

Neste contexto, a tecnologia de producdo de sementes sintéticas ou encapsulamento tem se
mostrado como importante ferramenta na micropropagacdo e conservacao in vitro de germoplasma.
Além de permitir a manutencao da identidade genética do material vegetal e a rapida multiplicacdo dos
propagulos, a técnica facilita a troca de germoplasma e a conservagéo de genétipos desejaveis a baixos
custos sob condi¢es in vitro, além de permitir o estabelecimento de propagulos diretamente no campo
(MARUYAMA et al., 1997; NASSAR, 2003; RECH FILHO, 2004; PEREIRA et al., 2008).

Propagulos ndo embriogénicos se tornaram alternativas adequadas aos embrifes somaticos para
encapsulamento, viabilizando protocolos de unidades encapsulaveis para conservacao e/ou preservacao
de explantes, utilizando desde microbrotos, gemas axilares até apices caulinares de Vitex trifolia e

Withania coagulans (AHMED et al., 2015; RATHORE; KHENI, 2017). Estudos que visem a
conservacdo de germoplasma in vitro, aliada a reducdo do risco de variacdo somaclonal devido as
constantes repicagens derivadas da manutencdo, sdo cruciais, bem como avaliar a constituicdo da
capsula para producdo de sementes sintéticas para cada gendtipo separadamente (FARIA et al., 2014).

Tem sido relatada a utilizacdo de osmorreguladores como sorbitol, manitol e fitorreguladores
como BAP, ABA e AGs adicionados na matriz de alginato buscando melhorar a conversao das unidades
encapsuladas em plantas (ARA et al., 1999; INOCENTE, 2002; NIEVES et al., 1998; SIQUEIRA,

%
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Na cultura do morangueiro alguns trabalhos foram realizados acerca do uso de reguladores de
crescimento no meio utilizado para encapsulamento de morangueiro (Rout et al., 2001; Lisek e
Orlikowsk, 2004, Awatef e Badr-Elden, 2013), demonstrando que o comportamento entre cultivares
de morangueiro encapsuladas pode variar, algumas respondem melhor quando adicionado BAP ao
meio, enquanto outras ndo exigem regulador de crescimento.

Neste contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar a composicdo da matriz de
encapsulamento com fitorreguladores na regeneracdo de gemas axilares de morangueiro cv. San
Andreas, visando analisar a aplicabilidade deste método alternativo para a micropropagacao e

conservagao da espécie.

2 MATERIAIS E METODOS

Gemas axilares foram obtidas a partir de brotagdes in vitro de morangueiro cultivar ‘San
Andreas’, cultivadas previamente em meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido
de BAP na concentragdo 1,0 mg L™ e subcultivados por 15 dias em MS isento de regulador de
crescimento. Das brotacfes desenvolvidas, gemas laterais foram excisadas e imersas em solugédo para
formar cépsulas de alginato de sodio a 2,5% (p/v), contendo macro e micronutrientes, vitaminas do
meio MS (exceto cloreto de clcio), sacarose (30 g L) e ZEA ou BAP isolados (184M) ou combinados
com 1,44 uM de GAs. O tratamento controle constou de meio sem regulador de crescimento. Para
complexacdo, as gemas isoladas foram resgatadas individualmente e gotejadas em solugdo com cloreto
de calcio (100 mM) na qual permaneceram por 20 min.

As capsulas formadas foram submetidas a dupla lavagem em agua deionizada esterilizada e
imersas em solugéo de nitrato de potassio KNOs (100 mM) por 15 min para descomplexacdo, seguido
de nova lavagem. Posteriormente, foram inoculadas em meio de cultura MS e mantidas em sala de
crescimento sob irradiancia de 43 umol m?2 s, fotoperiodo de 16 h e temperatura de 25 + 2° C por 15
dias. A metodologia de encapsulamento executada foi adaptada a partir da técnica definida por
Murashige (1978).

As variaveis avaliadas foram senescéncia, regeneracao e comprimento da parte aérea e de raiz,
obtidas aos 30 dias de cultivo in vitro. Foram consideradas regeneradas as sementes sintéticas que
apresentaram as capsulas rompidas, a partir do desenvolvimento das gemas axilares. Apds estas
avaliacGes, as mudas foram lavadas em agua corrente para retirada do excesso de meio de cultura e
transplantadas para bandejas de poliestireno com 72 células contendo substrato comercial, mantidas
em casa de vegetacdo por 30 dias, quando se avaliou a sobrevivéncia do material vegetal.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repetigdes

contendo cinco explantes por tratamento. Os resultados foram submetidos a analise de variancia e,
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quando o efeito foi significativo, realizou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Dados
expressos em percentagem (x) foram transformados para raiz quadrada do arco seno (x/100) 0,5. As
analises estatisticas foram realizadas com o programa SISVAR versdo 5.1 (FERREIRA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os fatores em estudo ndo influenciaram nas variaveis analisadas (Tabela 1). Em todas as
capsulas inoculadas em vitro verificou-se a emissdo de brotac6es. Ao final de 30 dias de cultivo ex

vitro foram observados percentuais de sobrevivéncia de até 96%.

Tabela 1. Emisséo de brotos (EB), comprimento de brotos, comprimento de raiz, senescéncia (SN) e sobrevivéncia (SB) de
morangueiro ‘San Andreas’ apés 30 dias de encapsulamento (cultivo in vitro) e sobrevivéncia ap6s 30 dias no substrato em
casa de vegetacdo (cultivo ex vtitro). Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2020.

EB Comprimento (cm) SN SB

Tratamentos (%) (%) (%)
Brotos Raiz

MS (controle) 100ns 3,27 ns 3,62 ns 25,3ns  96,27ns
18uM ZEA 100 3,58 4,72 18,0 93,27
18uM BAP 100 2,59 3,29 30,0 89,99
18uM ZEA + 1,44 uM GA; 100 3,51 3,86 24,0 86,53
18uM BAP + 1,44 uM GA; 100 3,43 3,16 24,0 79,97
C.V. (%) 0 62,15 61,97 112,09 14,59

*Médias das colunas néo diferiram estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

A conversao dos brotos encapsulados em plantulas é o aspecto mais importante da tecnologia
de semente sintética (STANDARDI e PICCIONI, 1998). No presente estudo, a formacéo de plantulas
foi alcancada independente do tratamento.

Sugere-se que a utilizacdo da matriz de encapsulamento contendo somente o meio de cultivo
MS é suficiente para induzir boa taxa de rebrota das gemas axilares de morangueiro. Estes dados estdo
de acordo com Lisek e Orlikowsk (2004), os quais também ndo observaram a necessidade de
reguladores de crescimento no meio utilizado para encapsulamento de morangueiro.

Entretanto, Rout et al. (2001) relataram que capsulas de alginato preparadas com meio MS sem
regulador de crescimento apresentaram baixa porcentagem de brotacdo e crescimento mais lento do
que as sementes sintéticas contendo meio MS com reguladores de crescimento. Do mesmo modo,
Awatef e Badr-Elden (2013), ao testarem diferentes concentracGes de BAP adicionadas ao meio MS +
alginato na matriz de encapsulamento, obtiveram como melhor resultado a utilizagio de 2 mg L de
BAP na rebrota de morangueiro cultivar Camarosa ap0s seis semanas de cultivo in vitro. Estes dados

demonstram que o comportamento entre cultivares de morangueiro encapsuladas pode variar, algumas
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respondem melhor quando adicionado BAP ao meio, enquanto outras ndo exigem regulador de
crescimento.

Cada espécie apresenta suas exigéncias nutricionais especificas que podem ou ndo ser atendidas
pela composicdo do meio MS, com macro e micronutrientes, além de vitaminas (DEZAN et al., 2012).

Para os explantes da cultivar San Andreas, apenas 0 meio MS para constituicdo da capsula foi
o0 suficiente para a protecdo e a disponibilizacdo de nutrientes. Essa disponibilizacdo de nutrientes
pela capsula facilita o crescimento e sobrevivéncia do explante e possibilita sua germinacdo (SINGH
etal., 2010).

Para o uso das unidades encapsulaveis, um dos fatores considerados limitantes é a converséo
delas em plantas (ADRIANI et al., 2000). Neste trabalho, foi possivel estabelecer a composicdo de
capsulas de alginato para a cultivar de morangueiro ‘San Andreas’ e ainda alcangar resultados
satisfatérios apOs a aclimatizacdo, obtendo-se plantas completas. Assim, o uso da técnica de
encapsulamento de estruturas vegetativas, pode contribuir para manutencéo e troca de recursos vegetais
de morangueiro.

A matriz de encapsulamento serve como reservatorio de nutrientes e atua como endosperma
natural para o desenvolvimento dos brotos (PICCIONI, 1998). E formada pela combinagéo de alginato
de sddio e cloreto de célcio. As concentracGes de alginato de sddio de 2,5% a 4% e cloreto de célcio
0,1 M, utilizadas neste estudo, foram consideradas adequadas para a formacéo de esferas, permitindo
capsulas firmes, de tamanho ideal e uniformemente esféricas (KUMAR et al. 2010; SUNDARARAJ
et al. 2010; SHARMA e SHAHZAD 2012), reduzindo assim os efeitos do estresse salino resultante da

exposicdo dos segmentos nodais a solucdo de alginato de sédio (SINGH et al. 2009).

4 CONCLUSAO
O uso do meio MS na matriz de alginato de sodio € suficiente para induzir a rebrota de gemas
encapsuladas in vitro e para a sobrevivéncia dos explantes de morangueiro da cultivar ‘San Andreas’

em ambiente ex vitro, ndo havendo necessidade de adicionar regulador de crescimento.
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