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Apresentação

O morango é, dentre as espécies do grupo de pequenas frutas, a 
mais apreciada e rentável e cuja produção no Brasil tem aumentado 
significativamente nos últimos anos. Possui forte inserção na 
agricultura familiar e pode ser destinado tanto para o mercado de 
frutas frescas quanto para a indústria.

Sua propagação é realizada vegetativamente por meio de estolões 
ou via micropropagação. Embora a propagação por estolões ainda 
seja utilizada, permite a transmissão de vírus, os quais causam 
redução de vigor de plantas. Em contrapartida, a obtenção de 
material básico, a partir de matrizes oriundas da cultura de 
meristemas, proporciona a obtenção de mudas de alta qualidade 
genética e sanitária.

Embora o protocolo de micropropagação tenha sido definido desde 
o final da década de 1970 pela Embrapa Clima Temperado, não há 
uma descrição passo a passo do processo. Desta forma, a Embrapa 
Clima Temperado disponibiliza o presente documento contendo, 
resumidamente, a descrição do protocolo de micropropagação de 
morangueiro.

Clênio Nailto Pillon
Chefe Geral

Embrapa Clima Temperado
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O morango (Fragaria ananassa) é produzido e apreciado nas 
mais variadas regiões do mundo, sendo a espécie do grupo de 
pequenas frutas de maior apreciação e grande retorno econômico 
(ROCHA et al., 2009). A sua produção no Brasil tem aumentado 
significativamente nos últimos anos e, segundo a EMATER (2012), 
já superou as 130 mil toneladas, numa área de aproximadamente 
3,7 mil ha. Esta produção é quase toda voltada para o mercado 
doméstico, sendo cerca de 70% destinada ao consumo in natura 
e 30% industrializada de diversas formas (ANTUNES; REISSER 
JUNIOR, 2007).

As principais cultivares utilizadas no Brasil provêm dos 
Estados Unidos, destacando-se ‘Camarosa’ e ‘Oso Grande’ 
(ANTUNES,2003).

Esta espécie é produzida predominantemente em propriedades 
familiares, destacando-se pela alta rentabilidade por área, podendo 
sua produção ser destinada ao mercado de frutas frescas e/ou à 
fabricação de doces e conservas (OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2009).

O morangueiro é propagado vegetativamente por meio de estolões 
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ou via micropropagação. Embora a propagação vegetativa por 
estolões ainda seja muito difundida, esta permite a transmissão 
de vírus entre gerações, os quais causam redução de vigor de 
plantas.

As viroses podem ser causadas por um único ou um complexo de 
vírus transmitidos à cultura, destacando-se o vírus do mosqueado, 
vírus da clorose marginal, vírus da faixa nas nervuras, vírus do 
encrespamento e vírus ondulado (SECCHI, 1992). A implantação 
de lavouras com mudas de qualidade é a melhor medida que o 
agricultor pode adotar para o controle dessas doenças (BETTI et 
al., 2000).

A micropropagação apresenta como vantagens a produção 
de mudas em larga escala e curto espaço de tempo, além da 
possibilidade de produzir mudas livres de doenças. 

A utilização de mudas sadias consiste no ponto de partida para 
a obtenção de um melhor nível de resposta a qualquer tecnologia 
empregada no processo produtivo do morangueiro. Estas mudas 
devem ser produzidas em viveiro-telado, a partir de matrizes 
provenientes da cultura de meristemas realizada em laboratórios 
de micropropagação.

A cultura de meristemas é a técnica empregada para a produção 
de mudas de alta qualidade genética e sanitária. Consiste na 
excisão de ápices meristemáticos, estrutura que possui pequenas 
dimensões (0,1- 0,3 mm), e está anatomicamente localizada em 
regiões pouco vascularizadas, possibilitando assim o isolamento 
de vírus. Diversos trabalhos foram realizados demonstrando que as 
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viroses da cultura não são transmitidas por meio da utilização deste 
método. Segundo Assis (1978), a cultura de meristemas pode ser 
empregada isoladamente ou combinada com a termoterapia.

No processo normal de isolamento de meristemas algumas etapas 
são seguidas. Dentre estas, há a etapa de diferenciação dos 
meristemas, que varia de 45 a 60 dias, dependendo da cultivar. 
Após este período, o material diferenciado é transferido para 
meio de multiplicação, seguido do enraizamento e aclimatização, 
processos que estão descritos a seguir.

O Laboratório de Cultura de Tecidos da Embrapa Clima Temperado 
tem trabalhado com micropropagação de morangueiro desde 1979, 
e chegou a produzir até 80 mil matrizes por ano. Atualmente o 
objetivo é a produção de material básico para atender ao programa 
de melhoramento genético da Embrapa Clima Temperado.

O protocolo a seguir descreverá a micropropagação utilizada para 
a cultura do morangueiro na Embrapa Clima Temperado:

Protocolo

Origem do material vegetal

Para produção de mudas de morangueiro isentas de viroses, as 
fontes de explantes podem ser: plantas em casa de vegetação 
(Figura 1A), campo (Figura 1B), ou plantas estabelecidas in vitro 
(Figura 1C).
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Fotos: Natália Dias Gomes da Silva.
Figura 1: Plantas de morangueiro, cultivadas em casa de vegetação (A), a campo 
(B), e in vitro (C). 

•	 Plantas no campo ou em casa de vegetação:

Porções terminais de brotações são coletadas com aproximadamente 
5 cm de comprimento (Figura 2A), são retiradas as folhas, e os 
segmentos são acondicionados em recipiente com água destilada 
(Figura 2B).
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Fotos: Natália Dias Gomes da Silva.
Figura 2: Coleta dos explantes para posterior inoculação in vitro. Porção terminal da 
brotação (A), retirada das folhas e segmentação do ramo seguida de imersão em água 
destilada (B). 

Posteriormente, são levados ao laboratório onde passam pelo 
processo de desinfestação. Inicialmente o material permanece 
imerso em álcool 70% por 10 segundos, seguido de imersão em 
solução de hipoclorito de sódio 1%, adicionado de três gotas de 
detergente comercial por 10 minutos, sob agitação constante. 
Após isso, os explantes são lavados por três vezes em água 
destilada e autoclavada, em câmara de fluxo laminar.

O ápice caulinar de aproximadamente 0,1 a 0,3 mm é extraído 
com auxílio de pinça e bisturi utilizando-se lupa estereoscópica 
(Figura 3). Posteriormente, é inoculado em meio de cultura MS 
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com 1 mg L-1 de 
BAP (6-benzilaminopurina); 0,01 mg L-1 de ANA (ácido naftaleno 
acético); 0,1 mg L-1 GA3 (ácido giberélico); 0,8 g L-1 de carvão 
ativado; 30 g L-1 de sacarose e 7,5 g L-1 de ágar, sob condições 
de escuro durante 30 dias. O pH do meio de cultura é ajustado 
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em 6,2 antes da autoclavagem. A composição do meio MS está 
descrita na Tabela 1.

Decorrido o tempo de desenvolvimento no escuro, os meristemas 
são mantidos sob intensidade luminosa de 45-55 µmol m-2 s-1, 
25±3 ºC e fotoperíodo de 16 horas. O desenvolvimento dos ápices 
caulinares até a primeira multiplicação é de aproximadamente 60 
dias.

NOME COMPOSTO FÓRMULA
CONCENTRAÇÃO
FINAL (g L-1)

Nitrato de amônio NH4NO3 1,65
Nitrato de potássio KNO3 1,90
Sulfato de magnésio MgSO4.7H2O 0,37
Sulfato de manganês MnSO4.H2O 0,0169
Sulfato de zinco ZnSO4.7H2O 0,0086
Sulfato de cobre CuSO4.5H2O 0,00025
Cloreto de cálcio CaCl2.2H2O 0,441
Ácido bórico H3BO3 0,0062
Fosfato de potássio KH2PO4 0,17
Iodeto de potássio KI 0,00083
Molibdato de sódio Na2MoO4.2H2O 0,025
Cloreto de cobalto CoCl2.6H2O 0,000025
Sódio EDTA Na2.EDTA 0,03725
Sulfato de ferro FeSO4.7H2O 0,02785
Cloridrato de tiamina C12H18Cl2N4OS 0,0005
Cloridrato de piridoxina C6H12ClNO2 0,0005
Ácido nicotínico C6H5NO2 0,0005
Glicina C2H5NO2 0,002
Mio-inositol C6H12O6 0,1
Sacarose C12H22O11 30
Ágar 7,5

Tabela 1. Composição do meio de cultura MS.
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Foto: Natália Dias Gomes da Silva.
Figura 3: Ápice meristemático utilizado para a produção de plantas isentas de 
viroses.

•	 Plantas estabelecidas in vitro:

As plantas que já estão in vitro são multiplicadas em 
meio de cultura MS, acrescido de 1 mg L-1 de BAP;  30 g L-1 de 
sacarose e 7,5 g L-1 de ágar, com o pH do meio de cultura ajustado 
em 6,2 antes da autoclavagem. A multiplicação é realizada até 
a obtenção da quantidade de plantas desejada. O tempo médio 
entre as repicagens de gemas apicais e axilares (Figura 4) é de 
aproximadamente 20 dias; posteriormente passarão para a fase 
de enraizamento. A taxa de multiplicação normalmente obtida em 
plântulas de morangueiro por subcultivo é de cinco a sete explantes, 
em média, dependendo da cultivar. Para a cultura do morangueiro 
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é recomendável realizar no máximo cinco repicagens, durante a 
fase de multiplicação, por meristema, para evitar a ocorrência de 
variação somaclonal, levando à obtenção de plantas distintas das 
originais.

Fotos: Natália Dias Gomes da Silva.
Figura 4: Passos da repicagem dos explantes de morangueiro. Explantes 
desenvolvidos (A); tufo de brotações formadas a partir de apenas um segmento 

(B); segmentação das brotações cultivadas in vitro (C).

Durante a fase de enraizamento, os explantes são transferidos de 
meio de cultura, passando para meio MS suplementado com 0,05 
mg L-1 de BAP; 30 g L-1 de sacarose e 7,5 g L-1 de ágar. Durante 
esta fase, os explantes são expostos a condições de escuro (Figura 
5), onde permanecem por quatro dias. Concluído este período as 
plantas retornam para intensidade luminosa 45-55 µmol m-2 s-1 e 
fotoperíodo de 16 horas, por mais 30 dias.
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Foto: Natalia Dias Gomes da Silva.

Figura 5: Explantes de morango submetidos ao escuro durante o enraizamento. 

Com esta etapa do processo de micropropagação concluída, os 
explantes são cuidadosamente lavados em água corrente para a 
remoção do meio de cultura, visando à aclimatização.

Em casa de vegetação, as plantas são transplantadas para bandejas 
de isopropileno com 72 células (Figura 6). O tempo médio para 
aclimatização é de 30 dias, e a umidade relativa do ambiente deve 
ser cuidadosamente controlada. Após este período o material já 
pode ser encaminhado para o viveirista.
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Foto: Natália Dias Gomes da Silva.

Figura 6: Aclimatização de mudas de morangueiro, oriundas da cultura de tecidos.

Ao final do processo de produção das matrizes recomenda-
se a indexação, visando o monitoramento da presença de 
patógenos. A indexação para viroses pode ser realizada via testes 
sorológicos, como o ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent 
Assay); moleculares, como o PCR (Polymerase Chain Reaction); 
por microscopia eletrônica; ou pela enxertia de tecido da planta 
matriz a ser testada em folhas de clones sensíveis de Fragaria 
vesca e F. virginiana.

Para evitar que haja misturas de cultivares, cuidados devem ser 
tomados durante a multiplicação de matrizes em laboratório, 
o que exige rigoroso controle da posição e identificação dos 
frascos na sala de cultivo. Como é difícil diferenciar cultivares 
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de morangueiro nos estádios in vitro e durante a aclimatização, 
o controle da fidelidade genética pode ser realizado por meio de 
marcadores RAPD (OLIVEIRA et al., 2005).
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