UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS

FACUDADE DE AGRONOMIA ELISEU MACIEL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA

Dissertacao

Qualidade de luz na micropropagacao de mirtileiro
‘Woodard’

Jéssica Gonsalez Cruz

Pelotas, 2017



Jéssica Gonsalez Cruz

Engenheira Agrbnoma

Qualidade de luz na micropropagacao de mirtileiro
‘Woodard’

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em  Agronomia, da
Faculdade de Agronomia — Eliseu Maciel da
Universidade Federal de Pelotas, como
requisito parcial a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias, area do conhecimento:
Fruticultura de Clima Temperado.

Orientadora: Prof&. Dré. Marcia Wulff Schuch

Coorientadora: Prof®. Dr2. Adriane Marinho de Assis

Pelotas, 2017



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacéo na Publicagéo

C955q Cruz, Jéssica Gonsalez
Qualidade de luz na micropropagacéo de mirtileiro
‘Woodard’ / Jéssica Gonsalez Cruz ; Marcia Wulff
Schuch, orientadora ; Adriane Marinho de Assis,
coorientadora. — Pelotas, 2017.
64 f. il

Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pos-
Graduacgdo em Agronomia, Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, 2017.

1. Vaccinium spp.. 2. Multiplicagdo. 3. Enraizamento. 4.
Cultivo in vitro. I. Schuch, Marcia Wulff, orient. Il. Assis,
Adriane Marinho de, coorient. lll. Titulo.

CDD : 634.38

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842




Banca Examinadora:

Prof?. Dr?. Marcia Wullf Schuch (Orientadora) — Universidade Federal de Pelotas.
Doutora em Agronomia, area de concentracdo em Fruticultura de Clima temperado
pela Universidade Federal de Pelotas (2000), e pos-doutorado pela Universidade de
Bologna, Italia (2008).

Prof?. Dr?. Aline Ritter Curti- Universidade Federal de Pelotas. Doutora em
Engenharia Florestal pela Universidade Federal de Santa Maria.

Dr?. Josiane Vergara Casarin- Doutora em Agronomia pela Universidade Federal de
Pelotas, area de concentragdo em Fruticultura de Clima Temperado.



A minha familia e namorado, com amor, dedico essa conquista.



Agradecimentos

A Ele que sempre me rege, me guarda, me governa, me ilumina.

A minha familia (pais e irm&os), minha estrutura, meu alicerce.

Mais do que agradecer, quero também dedicar essa conquista ao meu
companheiro, Welcsoner Cunha que participou efetivamente desta conquista. Nunca
esquecerei aquele 31/12/2015, um calor de 30 e tantos graus e |4 estdvamos na
casa de vegetacédo irrigando os experimentos antes de viajar para comemorar a
virada do ano. Este é s6 um exemplo dos muitos que poderia citar onde fostes minha
base forte, meu maior apoiador e incentivador para concluir o quanto antes este
processo. Essa conquista também é tua. Serei eternamente grata!

A equipe do laboratorio de propagacao de plantas frutiferas da Universidade
Federal de Pelotas, agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para a
execucao deste trabalho. Em especial ndo posso deixar de agradecer a Zeni Tomaz,
pos-doc deste laboratério que foi a primeira pessoa que me recebeu e auxiliou da
melhor maneira possivel. Em seguida, deixo registrado o carinho e eterna gratidao
ao “Meu time”, sem vocés: Andrio Copatti, Flavia Loy, Camila Schwartz, Laura
Sommer, Filipe Lessa, nada disso seria possivel. Vocés tornaram meus dias mais
leves e o trabalho muito mais facil. Deixo o agradecimento a minha caroneira e
amiga Juliana Padilha e a Mariana Larrondo pelos momentos de descontracdo e
amizade.

Em tempo, gostaria de ressaltar a ajuda do Andrio. Meu amigo, n&o tenho
palavras para agradecer toda dedicacao e auxilio que me deste na realizacdo deste
trabalho. Seja com uma palavra de incentivo até as iniUmeras vezes que tivesse que
ler e reler para me ajudar nas corre¢des. Minha gratiddo e amizade eterna.

Ao laboratorio de fisiologia vegetal desta mesma universidade, em especial ao
professor Sidnei Deuner, meus agradecimentos pelos ensinamentos e por ter me
auxiliado, bem como cedido os laboratoérios para avaliagdes dos experimentos.

Agradeco a orientacdo da professora Dra. Marcia Wullf Schuch e a
coorientagdo da professora Dra. Adriane Marinho. A vocés sou grata pelas
oportunidades de aprendizado, pelas orientacbes nas pesquisas e pela parceria
estabelecida neste processo.

Agradeco a Universidade Federal de Pelotas (UFPel), bem como a Faculdade

de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM) por ter me proporcionado a formacéo de



Engenheira Agronoma e por possibilitar a continuidade dos estudos no Programa de
pos-graduacdo em Agronomia (PPGA).

A Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
pela concesséo da bolsa de estudos.



Resumo

CRUZ, Jéssica Gonsalez. Qualidade de luz na micropropagacdo de mirtileiro
‘Woodard’. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em Agronomia.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, RS, Brasil, 2017.

Objetivou-se com o presente estudo verificar a influéncia dos fitorreguladores
2-Isopenteniladenina (2ip) e acido indolbutirico (AIB), aliados a qualidade de luz, na
multiplicacdo e enraizamento in vitro, de mirtileiro ‘Woodard’. Os experimentos foram
realizados de maio a novembro de 2016. No Laboratério de Micropropagacao de
Plantas Frutiferas, do Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel (FAEM), e algumas avaliacbes foram realizadas no Laboratorio de
Metabolismo Vegetal, do departamento de botanica do Instituto de biologia, da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), no municipio Capao do Ledo, RS. Foram
avaliadas variaveis referentes a porcentagem de sobrevivéncia, numero de
brotacbes, comprimento da maior brotacdo (cm) comprimento de parte aérea (cm),
namero de folhas (gemas), taxa de multiplicacdo (niUmeros absolutos), area foliar
(AF), numero de raizes, porcentagem de enraizamento (%) e comprimento da maior
raiz (cm). Os resultados obtidos demonstram que a presenca de 2ip associado a luz
branca fluorescente proporciona melhores resultados ao comprimento da parte
aérea dos explantes, além de proporcionar maior nimero de folhas e de brotacdes.
Com relacao as clorofilas e carotenoides, nota-se que os maiores valores ocorreram
na auséncia do fitorregulador. Os maiores indices de éarea foliar puderam ser
verificados na presenca de luz fluorescente branca. Na presenca de AIB foi
observado maior numero de brotacdes quando utilizado o filtro de luz azul e a
lampada fluorescente. Entretanto, para o nimero de folhas e de raizes, porcentagem
de enraizamento e area foliar foram obtidas maiores médias na condicdo de luz
fluorescente branca. Os carotenoides tiveram resultados superiores nos filtros azul e
vermelho. As variaveis comprimento da maior brotacdo (cm), comprimento da maior
raiz (cm), nimero de raizes e taxa de crescimento (%) apresentaram maiores
meédias na presenca de AIB. A presenca de 2-Isopenteniladenina (2ip), bem como a
presenca de Acido Indolbutirico (AIB) associado a luz branca fluorescente
proporciona melhores resultados a multiplicacdo e ao enraizamento in vitro de
mirtileiro ‘Woodard’ respectivamente.

Palavras-chave: Vaccinium spp., multiplicacdo, enraizamento, cultivo in vitro.



Abstract

CRUZ, Jéssica Gonsalez. Light quality in the micropropagation of blue-eyed
‘Woodard'. Dissertation (Master degree) - Postgraduate Program in Agronomy.
Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil, 2017 .

The objective of this study was to verify the influence of the 2-Isopentenyladenine
(2ip) and indolbutyric acid (IBA) phytorregulators, allied to the light quality, in the in
vitro multiplication and rooting of the Woodard myrtle. The experiments were carried
out from May to November of 2016. In the Laboratory of Micropropagation of Fruit
Plants, from the Department of Phytotechnology of the Faculty of Agronomy Eliseu
Maciel (FAEM), and some evaluations were carried out in the Laboratory of Plant
Metabolism, botanical department of the Institute of Biology, Federal University of
Pelotas (UFPel), in Capdo do Ledo, RS. Variables related to survival percentage,
shoot number, shoot length (cm), shoot length (cm), number of leaves (gems),
multiplication rate (absolute numbers), leaf area of roots, rooting percentage (%) and
length of the largest root (cm). The results obtained demonstrate that the presence of
2ip associated with white fluorescent light gives better results to shoot length of the
explants, besides providing a greater number of leaves and shoots. With regard to
chlorophyll and carotenoids, it is observed that the highest values occurred in the
absence of the phytoregulator. The highest indexes of leaf area could be verified in
the presence of white fluorescent light. In the presence of IBA a greater number of
shoots were observed when using the blue light filter and the fluorescent lamp.
However, for the number of leaves and roots, percentage of rooting and leaf area
were obtained higher averages in the condition of white fluorescent light. Carotenoids
had superior results on the blue and red filters. The variables length of the highest
sprouting (cm), length of the largest root (cm), number of roots and growth rate (%)
presented higher averages in the presence of IBA. The presence of 2-
Isopentenyladenine (2ip) as well as the presence of Indolbutyric Acid (IBA)
associated with fluorescent white light results in better multiplication and in vitro
rooting of Woody Goldfish, respectively.

Key words: Vaccinium spp., Multiplication, rooting, in vitro culture.
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1. Introducéo

O Brasil € um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com uma
producdo que supera os 40,0 milhdes de toneladas. A base agricola da cadeia
produtiva das frutas abrange 2,6 milhdes de hectares e gera 6,0 milhdes de
empregos diretos (ANDRADE,2017).

No ano de 2017, a estimativa € de que as frutas que ocuparam as maiores
areas foram: laranja (Citrus sinensis (L.)) (665.174 hectares), castanha de caju
(Anacardium orcidentale) (586.523 hectares), banana (Musa spp) (475.976 hectares)
e coco-da-baia (Cocos nucifera) (251.665 hectares). Os maiores rendimentos

meédios foram de maméo (Carica papaya) (48.333 kg ha'l) e maca (Malus

domestica) (35.284 kg ha'l). Produtividades entre 25.000 kg hal e 26.000 kg hat
foram obtidas para laranja, limao, meldo e abacaxi (CARVALHO, 2017).

A presenca brasileira no mercado externo, com a oferta de frutas tropicais e
de clima temperado durante boa parte do ano, é possivel pela extensao territorial do
pais, posicdo geogréafica e condi¢cdes de clima e solo privilegiadas. No entanto,
mesmo tendo uma ampla gama de espécies cultivadas, apresenta um rol das
principais frutas produzidas restrito, tanto nos ambitos mundiais, como nacionais
(ANDRADE,2017), logo, cabe ressaltar a importancia da insercdo de novas espécies
de frutas no mercado, como por exemplo as pequenas frutas.

No grupo das pequenas frutas estdo inseridas espécies tipicas de clima
temperado, como o morango (Fragaria x ananassa), a amora-preta (Rubus spp.), o
mirtilo (Vaccinium spp.), a framboesa (Rubus idaeus), a physalis (Physalis
peruviana) e a uva muscadinea (Vitis rotundifolia) (ANTUNES; HOFFMANN, 2012).
Estas representam uma oportunidade para o produtor diversificar a producéo e obter
bons lucros.

Plantios de espécies como amora-preta, mirtilo e framboesa podem
representar alto retorno em pequenas areas, existindo ainda grandes empresas
empenhadas em produzir e exportar estas frutas. Existe ainda grande procura por
produtos a base destas frutas por parte dos consumidores, incentivados por
pesquisas que apontam seu valor como alimento funcional (ANTUNES, 2013).

Dentre as frutas com alto potencial nutracéutico, podemos destacar o mirtilo,
muito apreciado pelo seu sabor exético, pelo valor econdbmico e por suas

propriedades medicinais antioxidantes que conferem a denominacao de “fonte da
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longevidade”. Este representa uma alternativa para as pequenas propriedades,
devido o mercado bastante promissor.

O mirtileiro, nativo da América do Norte, pertence a familia Ericaceae e ao
género Vaccinium, cresce naturalmente em algumas regides da Europa e América
do Norte, onde também é cultivado em grande escala (MADAIL; SANTOS, 2004). No
Brasil, as plantagdes de mirtileiro estdo concentradas nos Estados do Rio Grande de
Sul, Santa Catarina, e também no Parana, Sao Paulo e Minas Gerais. Apesar de ndo
estarem disponibilizadas estatisticas oficiais atualizadas, estima-se que a area
plantada com mirtilos no Brasil seja de 400 hectares aproximadamente. A producao
de mirtilos no Brasil ocorre principalmente em pequenas propriedades, com poucos
empreendimentos em grande escala. Por se tratar de uma cultura pouco difundida
no Pais, o pacote tecnoldgico utilizado pelos produtores brasileiros tem sido
adaptado de outros paises e adequado as condi¢des locais (CANTUARIAS-AVILES,
2014).

A lucratividade na comercializacdo dessa frutifera pode alcancar valores
bastante significativos, na ordem de sete reais o quilo (LAZZAROTTO, 2014). A
exportacao, ocorre principalmente no Hemisfério Sul, uma vez que este tem elevada
oferta mundial de frutos na meia-estacao, colhidos entre dezembro e marco, e séo
exportados aos EUA, Europa e paises asiaticos na entressafra do Hemisfério Norte
(CANTUARIAS-AVILES, 2014). Na maioria das plantas frutiferas, a producéo
comercial de mudas € realizada por propagacdo vegetativa, que, além de
proporcionar mudas de qualidade, fixa caracteristicas agronbmicas desejaveis de
forma eficiente (BASTOS et al., 2005). Com o mirtileiro ndo € diferente; no entanto o
resultado pode ser variavel de acordo com as cultivares. Assim, a multiplicacdo pode
ser feita por estaquia ou por micropropagacdo. A propagacdo por estacas, ou
estaquia, € um método muito importante e bastante difundido na multiplicacdo de
plantas, apresentando grande aplicacdo na fruticultura (HOFFMANN, 1994).

O uso da micropropagacédo, além da producdo de grande quantidade de
plantas em curto periodo de tempo, permite a obtencdo de mudas com qualidade
fitossanitéria, plantas livres de doencas e a propagacdo de espécies dificeis de
serem multiplicadas por outros métodos. Outra vantagem do ponto de vista pratico
da micropropagacao esta relacionada ao enraizamento e ao rejuvenescimento obtido
pelos sucessivos subcultivos e pelo uso de reguladores de crescimento
(GRATTAPAGLIA; MACHADO,1998).
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No que diz respeito a micropropagacdo de mirtileiro, o meio de cultura
utilizado nas fases de multiplicacdo e enraizamento in vitro € o WPM- ‘Wood Plant

Media’ (LLOYD; MCCOWN, 1980), acrescido de 100 mg. LL de mio-inositol, 30 g. L~
! de sacarose e 6g. L-* de agar.

Além do meio de cultura, na micropropagacao a qualidade da luz, ou seja, o
comprimento de onda especifico, a densidade de fluxo de fétons e o fotoperiodo
influenciam a morfogénese das plantas cultivadas in vitro (LIAN et al., 2002). O
mirtileiro é altamente influenciado pela intensidade da luz, embora os efeitos da
gualidade de luz ndo tenham ainda sido previamente elucidados. Fontes de luz
artificiais comumente utilizadas para o cultivo de mirtilo, bem como outras espécies
de plantas sdo lampadas fluorescentes, lampadas de sédio de alta pressao,
lampadas incandescentes e lampadas de haletos metalicos, todas com baixa
qualidade e comprimentos desnecessarios para melhorar o crescimento e o
desenvolvimento de plantas (ISUTSA et al. 1994; CAO; HAMMERSCHLAG, 2000;
GRUPTA; JATOTHU, 2013).

Como alternativa as fontes de luz utilizadas tradicionalmente, foram
introduzidos na propagacédo de plantas os diodos emissores de luz (LEDs), mais
especificamente no cultivo de plantas micropropagadas (NHUT et al., 2003). Estes
vém despertando o interesse de pesquisadores, que realizaram estudos sobre a
gualidade da luz fornecida por LEDs em crisantemo (Chrysanthemum Spp.) (SILVA,;
DEBERG, 1997), bananeira (Musa Spp.) (DUONG et al.,, 2002) e copo-de-leite
(Zantedeschia aethiopica) (CHANG et al., 2003).

Na busca pelo aprimoramento das informagdes sobre a qualidade de luz, ao
invés do uso de LEDs como fonte de energia luminosa, um novo artificio para a
modificacdo do espectro luminoso das luzes brancas frias pode ser adotado,
mediante o uso de filtros coloridos de acetato celulose, do tipo Lee Filters (Walworth
Ind. Estate, Andover, England).

Diante do exposto, este trabalho serd apresentado em dois capitulos. O
primeiro estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do fitorregulador 2-
Isopenteniladenina (2ip) associado a aplicacdo de diferentes espectros luminosos,
enquanto no segundo estudo o objetivo foi avaliar os efeitos do fitorregulador Acido
Indolbutirico (AIB) também associado a qualidade de luz. A modificacdes do
espectro luminoso citada, foi obtida atraves da utilizacdo de filtros coloridos de

acetato celulose azul (niamero 118 Light blue), vermelho (nimero 106 Primary red), e
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luz fluorescente branca em ambos o0s experimentos, de multiplicacdo e de
enraizamento in vitro de mirtileiro ‘woodard’ respectivamente.
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2. Revisao bibliografica
2.1 Origem e botanica

O mirtilo pertence a familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e género
Vaccinium. E nativo de bosques do Norte da Europa e América do Norte, Estados
Unidos, Canada, onde é denominado “blueberry". Ha relatos do consumo pelo
homem destes frutos desde a pré-historia (SEVERO et al., 2008).

O género Vaccinium compreende cerca de 400 espécies, sendo 40% nativas
do Sudoeste da Asia, 25% da América do Norte e 10% das Américas Central e do
Sul com o restante espalhadas pelo mundo (DARNEL, 2006). A maior parte da
producdo de mirtilos origina-se de cultivares derivadas principalmente de quatro
grupos: Highbush, Lowbush, Habbiteye e de seus hibridos (ROWLAND et al., 2012).

Galleta; Ballington (1996) relatam que Coville iniciou a domesticagao do mirtilo
em 1906. Este pesquisador estudou desde a germinacdo da semente até a
maturacdo da fruta. Verificou que a espécie requer solo acido (pH 4,5 a 5,2) e
drenagem permanente. No entanto, no final do século XIX, em Maine, Rhode Island,
New York e Michigan, Card iniciou o programa de Rhode Island em 1898,
selecionando as melhores plantas nativas para estudo de propagacéo e capacidade
de transplante. Foi entdo que em 1906 Coville iniciou os trabalhos de selecdo e
propagacédo de plantas que produziam frutas maiores e sua primeira selecao foi
‘Brooks’, que era do tipo Highbush. Apds, em 1911, o mesmo cruzou ‘Brooks’ com
‘Russel’, selecao do tipo Lowbush, realizada em 1909 e este foi seu primeiro
cruzamento de sucesso com mirtilo. Quando Coville faleceu em 1937, cerca de
70.000 hibridos ja haviam sido produzidos e 15 cultivares lancadas (GALLETA,
1975).

As primeiras introducdes do mirtilo no Brasil datam de 1983, através da
Embrapa Clima Temperado (Pelotas — RS), que implantou uma colecéo de cultivares
oriundas da Universidade americana da Florida, sendo que, a pratica comercial
iniciou em 1990 na cidade de Vacaria (RS) (MADAIL; SANTOS, 2004).
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2.2 Descricdo botanica

O mirtileiro € um arbusto de habito ereto (Highbush e Habbiteye) ou rasteiro
(Lowbush) (RODRIGUES et al., 2007). Seu crescimento é basitdnico, ou seja, 0
crescimento ocorre nas gemas basais e esse fator define o porte da planta.

Esta cultura adapta-se as mais variadas condi¢cdes climaticas, que vao desde
as regides com 300 horas de frio abaixo de 7,2 °C, até regi6es com mais de 1.100
horas. Porém, a falta de frio causa brotacdo e floracdo deficiente e, por
consequéncia, producdo deficiente (RASEIRA; ANTUNES, 2004). Quando
comparado com outras frutiferas, esta apresenta a particularidade de exigir solos
com pH &cido (4,8 a 5,2), sendo que em solo com pH superior as plantas néo se
desenvolvem e apresentam sérios problemas de deficiéncia de Fe (STRIK, 2007).

Na regido de Pelotas/ RS, a floragdo do mirtileiro ocorre em meados de
agosto ao inicio de setembro. A colheita vai da segunda quinzena de dezembro a
janeiro. A frutificacdo se da em ramos de um ano de idade e a colheita deve ser feita
semanalmente, ou preferencialmente duas vezes por semana. A colheita deve ser
efetuada quando a epiderme da fruta esta escura (azulada), estes sao considerados
macios e, portanto, inadequados para transporte em longas distancias, seu peso
meédio pode variar entre 1,0 a 1,2 g, enquanto o diametro varia de 1,1 a 1,5cm. Na
colecdo da Embrapa Clima Temperado, o teor de sélidos soluveis tem sido superior
a 12° Brix, podendo chegar a 13,9°Brix (RASEIRA; ANTUNES, 2004).

Galletta e Ballington (1996) classificam os tipos de mirtilo, comercialmente
plantados, em cinco grupos importantes, descritos a seguir:

Highbush: (arbusto alto) S&o plantas de dois ou mais metros de altura. A
necessidade em frio hibernal das plantas deste grupo estd geralmente entre 650 e
850 horas.

Half high: (arbusto de médio porte): Este grupo tem plantas de 0,5 a 1,0 m de
altura. Presentemente, este grupo envolve hibridos de V. angustifolium e V.
corymbosum. Tem menor exigéncia em frio do que o grupo anterior.

Southern highbush: (arbusto de porte alto, originario do sul dos Estados
Unidos da América (EUA): Neste grupo também predomina a espécie V.
corymbosum. Este grupo também é conhecido como "highbush" de baixa
necessidade em frio (GALLETTA; BALLINGTON, 1996). Tem melhor desempenho

nos planaltos, solos pobres em matéria organica, melhor resisténcia a doengas. Mas
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sd0 mais exigentes em agua, qualidade de solo, drenagem e quantidade de matéria
organica que as cultivares do tipo "rabbiteye" (VILELLA, 2003).

Rabbiteye -"olho de coelho" (espécie hexaploide): As plantas deste grupo
podem alcancar de dois a quatro metros de altura. Algumas das caracteristicas da
espécie V. ashei sdo: vigor, longevidade, produtividade, tolerancia ao calor e a seca,
problemas com fungos e variacdes de solo, baixa necessidade em frio, produzindo
frutos &cidos, firmes e de longa conservacao.

Entre as limitacdes dessa espécie, estao o fato de desenvolver a cor completa
das frutas antes do ponto ideal de colheita e de alcancar a melhor qualidade em
termos de sabor, tendéncia a rachar a pelicula em periodos umidos, longo periodo
até alcancar o maximo de produtividade, cor escura da pelicula correlacionada com
frutas mais doces e auto-esterilidade. Muitos desses defeitos ja foram solucionados
através de melhoramento genético. Por exemplo, as cvs, Beckyblue e Premier
produzem frutas de tamanho, cor e qualidade competitivas com as cultivares do
grupo "highbush" (GALLETTA; BALLIGTON, 1996).

Lowbush (arbusto de pequeno porte): As plantas tém menos de meio metro
de altura. A maioria delas pertence a espécie V. angustifolium, embora esteja neste
grupo, o mirtilo do Canada (V. myrtilloides e V. boreale), (GALLETTA; BALLIGTON,
1996). No Brasil, os mirtileiros originam-se predominantemente do grupo rabbiteye,
do qual as variedades mais plantadas séo Aliceblue, Bluebelle, Bluegem, Briteblue,
Climax, Delite, Powderblue e Woodard, e do grupo souttherm highbush, onde as
variedades mais plantadas s&o Misty, O’Neal, Georgiagem (CANTUARIAS- AVILES,
2010).

A cultivar Woodard, objeto deste estudo, € originaria de Tifton, Geodrgia, sendo
oriunda do cruzamento ‘Ethel’ e ‘Callaway’.

Os frutos tém boa aparéncia, possuem uma pelicula azul-clara, sao
considerados macios, o que torna inadequado transportes a longas distancias. A
maturacdo € pouco mais tardia que ‘Climax’ (Cultivar do mesmo grupo) (RASEIRA,
ANTUNES, 2004).
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Figura 1: Mirtileiro do grupo Rabbiteye. Imagem demonstrativa de seu porte ereto e habito arbustivo.
Fonte: Flavia Loy. Centro Agropecuario da Palma, area didatica experimental da Universidade
Federal de Pelotas, 2016.

2.3 Propagacédo de mirtileiro

As principais técnicas para a obtencdo de mudas de mirtileiro sdo: propagacao
por sementes, estaquia (herbacea, lenhosa e semilenhosa) e micropropagacao
(MAINLAND, 2006). No entanto, de acordo com Wagner Junior et al., (2004) as
dificuldades nas técnicas de propagacao tém limitado a disponibilidade de mudas e
também é um dos principais fatores que restringem a expansao da cultura.

Apesar do grande numero de sementes por fruto, a propagacdo comercial
através de sementes ndo € utilizada, uma vez que neste processo ocorre
segregacdo genética, que origina descendentes com caracteres distintos aos da
planta-méde (HOFFMANN et al., 1995), visto que ha alogamia no processo de
reproducao e isto ndo é desejado.

A estaquia é uma técnica que também possui limitagdes, por ser um processo
gue confere resultados diferentes de acordo com as cultivares, baixo rendimento e
ndo ha garantia de sanidade. Além disso, existem alguns problemas que necessitam
ser superados, especialmente no que se refere a pouca producdo de ramos
adequados nas plantas matrizes e a dificuldade de enraizamento (HOFFMANN et
al., 1995). Recomenda-se que no mirtileiro tipo Highbush, a propagacéo seja por



20

meio de estacas lenhosas, obtidas durante o periodo de repouso hibernal ou até
mesmo de descartes da poda, enquanto para as cultivares do grupo Rabbiteye, mais
indicadas as condi¢des do Rio Grande do Sul, melhores resultados s&o obtidos com
estacas herbaceas (SANTOS; RASEIRA, 2002).

A micropropagacéao, sob condicfes adequadas de assepsia, nutricdo e fatores
ambientais, possibilita a propagacdo em larga escala de plantas de qualidade
superior (CID, 2001; OLIVEIRA, 2000), como ja realizado para propagar diversas
espécies frutiferas, arboreas, ornamentais, medicinais e aromaticas. No entanto, a
técnica é influenciada por varios fatores como o genoétipo, reguladores de
crescimento, meio de cultivo, concentracdes de sacarose, luz, temperatura, dentre
outros (REIS et al., 2009).

2.4 Meio de cultura e reguladores de crescimento

A expressao cultivo in vitro de plantas, significa cultivar plantas dentro de um
frasco de vidro em um ambiente artificial. Esta forma de cultivar plantas tem duas
caracteristicas fundamentais: a assepsia e o controle dos fatores que afetam o
crescimento sendo que, este processo ocorre através da utilizacdo de um fragmento
(explante) de uma planta mae, se obtém uma descendéncia uniforme, com plantas
geneticamente idénticas, denominadas clones. O explante mais utilizado para a
micropropagacao sdo as gemas vegetativas das plantas, as quais sao inseridas em
frascos que permanecem em estantes com iluminacdo artificial em uma sala de
crescimento, onde a temperatura fixa oscila entre 21 e 24°C e as horas de luz sdo
controladas, o meio de cultura, por sua vez é composto por uma mistura de sais
minerais, vitaminas, horménios reguladores de crescimento, acucar, agua e agar. A
composicdo do meio depende da espécie vegetal e da finalidade do processo de
micropropagacao (CASTILLO, 2004). Além das formulacdes basicas dos meios de
cultura, no caso do mirtilo, 0 meio basico € o WPM- Wood Plant Medium (LLOYD;
MCCOWNM, 1980; SILVA, 2006).

Para o sucesso da propagacao de culturas in vitro, o uso de reguladores de
crescimento € de suma importancia. Estes sdo adicionados ao meio de cultura em
concentracOes especificas e desempenham um papel fundamental no crescimento e
na morfogénese em cultura de tecidos (PIERIK, 1990; FLORES et al., 1998).

O tipo de citocinina e sua concentragdo sao 0s principais fatores que
influenciam o sucesso da multiplicagédo in vitro. Testes com combinacgdes de
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citocinina com outros reguladores de crescimento sdo comuns nos meios de cultura
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). O 2ip esta entre as citocininas mais utilizadas
e tem sido muito eficiente na multiplicacdo de partes aéreas e inducdo de gemas
adventicias em diversas espécies (HU; WANG, 1983).

Na fase de enraizamento in vitro, o tipo de meio de cultura, de auxina e suas
concentracfes sdo as variaveis que, em geral, variam conforme a espécie e a
cultivar. As auxinas compreendem uma grande familia de substancias que tém em
comum a capacidade de promover o crescimento e a divisdo celular em cultura de
tecidos (KRIKORIAN, 1991) e tém sido utilizadas na estimulacdo de raizes
adventicias. Dentre elas, o AIB tem sido usado por ndo causar fitotoxicidade aos
explantes em uma larga faixa de concentracdo e ser eficiente em uma grande
variedade de espécies (HARTMANN et al., 1997).

Para o preparo deste meio, s&o utilizadas solugdes-estoque armazenadas em
frascos de vidro ambar. O pH do meio de cultura é normalmente ajustado para 5,0
com hidréxido de sédio (NaOH 0,1 N) ou, acido cloridrico (HCI 0,1N) antes da adicédo
do agar. Apds o preparo 0s meios sdo autoclavados a temperatura de 121°C e 1,5
atm de presséo, por 20 minutos.

O material vegetal € manuseado em ambiente asséptico proporcionado pela
utilizacdo de camera de fluxo laminar higienizada com &lcool (etanol) 70%. Os
instrumentos como pincas e bisturis, que anteriormente ao uso devem ser
autoclavados a temperatura de 121°C e 1,5 atm de pressado, por 20 minutos e
durante o uso sédo periodicamente flambados, esterilizados com etanol 92,8 %. O
manuseio dos explantes é realizado sobre placas de Petri também autoclavadas.

Apss 0 manuseio, os frascos, contendo os explantes, sdo transferidos para sala de

crescimento com 16 horas de fotoperiodo, com intensidade luminosa de 299 Im m-2

(243 nm de comprimento de onda) na luz branca fluorescente e temperatura de 25°+
2°C. Os frascos de vidro utilizados como recipientes de cultivo sdo fechados com
papel aluminio e selados com filme plastico de PVC. Cada experimento tem um
periodo especifico, no qual as explantes ficam em sala de crescimento, apds seu
desenvolvimento séo avaliadas (FERRI, 2008).

Trabalhos de micropropagacdo com a utilizacdo de fitorreguladores também
foram realizados por outros pesquisadores como, Rocha et al.,, (2010), que
pesquisaram a influéncia de Diodos emissores de luz e concentracbes de BAP na

multiplicacéo in vitro de morangueiro e observaram que concentracdes de BAP no
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meio de cultura entre 0,82 e 1,22mg L-1, dependendo da fonte de luz,
proporcionaram maior multiplicacdo in vitro de brota¢gdes. Além disso, Pasa et al.,
(2012) ao pesquisarem sobre a qualidade de luz e fitorreguladores na multiplicacéo e
enraizamento in vitro da amoreira-preta‘’Xavante’, verificaram que utilizacdo de BAP
aumenta o numero de brotacdes, gemas e folhas da amoreira preta ‘Xavante’. Erig;
Schuch (2006), observaram em seu experimento de multiplicacéo in vitro de mirtilo,
gue houve interacdo entre o tipo de citocinina e a qualidade de luz no nimero médio
de gemas, onde, o maior numero médio de brotos (1,27) foi obtido utilizando-se a

zeatina.

2.5 Qualidade daluz na micropropagacao

A luz é a fonte de energia para o processo de fotossintese, sendo que o0s
pigmentos, como as clorofilas sdo importantes na captacdo da energia luminosa e
em sua transformacéo em energia quimica (NHUT et al., 2003).

A qualidade de luz influencia na multiplicagdo e no enraizamento (IACONA,
MULEO, 2010) de explantes in vitro. Segundo Erig; Schuch (2005), ela também afeta
a eficiéncia biologica dos fitorreguladores adicionados ao meio de cultura, bem como
o balanco hormonal nos tecidos. Consequentemente, esta surge como uma
ferramenta na manipulacdo da inducdo de balancos fisiol6gicos favoraveis a
respostas especificas no crescimento das plantas.

Entre os diversos componentes do ambiente, a luz é primordial para o
crescimento das plantas, ndo s por fornecer energia para a fotossintese, mas,
também, por fornecer sinais que regulam seu desenvolvimento por meio de
receptores de luz sensiveis a diferentes intensidades de qualidade espectral e
estado de polarizacdo. Dessa forma, modificacées nos niveis de luminosidade aos
qguais uma espécie esta adaptada podem condicionar diferentes respostas
fisiologicas em suas caracteristicas bioguimicas, anatdbmicas e de crescimento
(ATROCH et al., 2001).

Diversas caracteristicas sdo utilizadas para avaliar as respostas de
crescimento de plantas a intensidade luminosa. Entre essas, a altura da planta é
uma das mais usadas, visto que a capacidade em crescer rapidamente em altura
guando sombreadas é um mecanismo importante de adaptacdo das espécies que

procuram por uma taxa luminosa maior, além da area foliar, que permite analisar a



23

tolerancia da planta a sombra, por correlacionar-se diretamente com a area da
superficie fotossintetizante atil (ENGEL, 1989). Poucos estudos tém sido realizados
buscando compreender o efeito da qualidade da luz no crescimento e
desenvolvimento dos tecidos de plantas cultivadas in vitro. Logo, entende-se a
necessidade do desenvolvimento de novas técnicas e pesquisas com relacdo ao
assunto.Para tanto, neste trabalho o artificio de modificacdo do espectro luminoso foi
realizado através de filtros de acetato de celulose da marca Lee Filters, nas cores:
azul (numero 118 Light blue), e vermelho (numero 106 Primary red) (Walworth Ind.
Estate, Andover, England). Em outros trabalhos foram verificados diferentes
resultados, como por exemplo os de Erig; Schuch (2005), estes verificaram que na
framboeseira (Rubus idaeus L.) ‘Batum’ a multiplicagdo € aumentada com a

utilizacédo da luz verde e a luz vermelha incrementa o nimero médio de brotos.

2.6 Area foliar e produtos de fotossintese

O indice de area foliar (IAF) € uma medida necessaria para a maioria dos
estudos agronémicos e fisiolégicos envolvendo crescimento vegetal (BLANCO;
FOLEGATTI, 2003) e na avaliacdo de varias praticas culturais (FAVARIN et al.,
2002; TAVARES-JUNIOR et al., 2002). Segundo Adami et al.(2008), a determinac&o
de area foliar pode ser realizada por métodos diretos ou indiretos, destrutivos ou
nao-destrutivos. Os métodos diretos sdo aqueles que utilizam medicdes realizadas
diretamente nas folhas. Os métodos indiretos baseiam-se na correlacdo conhecida
entre a variavel medida e area foliar.

Os métodos destrutivos exigem a retirada da folha ou outras estruturas, o que
muitas vezes ndo € possivel devido a limitacdo do numero de plantas na parcela
experimental. Nos métodos nao-destrutivos, as medidas sdo tomadas na planta, sem
necessidade de remocao de estruturas, preservando sua integridade e permitindo a
continuidade das medi¢cBes na mesma planta. Existem na literatura varios métodos
de determinacdo de area foliar, sendo os mais utilizados: o método por discos
foliares, o método de dimensdes foliares e 0 método por equipamento medidor LI-

cOoR®, o ultimo destaca-se e, portanto foi utilizado neste trabalho (ADAMI, 2008).

A éarea foliar € uma caracteristica para se analisar a tolerancia a sombra das
diferentes espécies, pois ela estd diretamente correlacionada com a area da

superficie fotossintetizante Gtil (ENGEL, 1989). Um dos fatores ligados a eficiéncia
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fotossintética de plantas e, consequentemente, ao crescimento e a adaptabilidade a
diversos ambientes é o conteudo de clorofila e carotenoides. De forma geral, a
clorofila e os carotenoides tendem a aumentar com a reducdo da intensidade
luminosa (FERRAZ; SILVA, 2001).

O conteudo de clorofila nas folhas frequentemente é utilizado para estimar o
potencial fotossintético das plantas, pela sua ligacdo direta com a absor¢do e
transferéncia de energia luminosa. Uma planta com alta concentracdo de clorofila e
capaz de atingir taxas fotossintéticas mais altas, pelo seu valor potencial de
captacdo de “quanta” na unidade de tempo. Entretanto, nem sempre esta relagéo
existe, pois a etapa bioquimica da fotossintese (fase do escuro) pode limitar o
processo (CHAPPELLE; KIM,1992). Para que a energia luminosa produza seu
efeito, depende da sua absorcdo por determinadas substancias, que s&o o0s
pigmentos vegetais. Os sistemas de pigmentos sdo moléculas que contém um grupo
cromofdrico responsavel pelas suas cores, sendo 0s principais pigmentos vegetais
as clorofilas, fito cromos, flavinas carotenoides e a antocianina. Dentre estes, 0
grupo das clorofilas € o mais importante, por estar envolvido diretamente na
fotossintese, junto com alguns carotenoides em menor escala (ENGEL; POGGIANI,
1991).



3. CAPITULO I

Qualidade da luz e fitorreguladores na multiplicagcédo in vitro de mirtileiro
‘Woodard’
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3.1 Introducéao

O mirtileiro (Vaccinium spp.) € uma espécie frutifera de clima temperado, que
apresenta grande importancia comercial em paises da Europa e nos Estados
Unidos, este € muito apreciado pelo seu sabor exotico e, principalmente por suas
propriedades nutracéuticas. A cultura do mirtileiro no Brasil encontra-se em fase de
intensa expanséo, no entanto, ainda busca-se um sistema de producao eficiente e
competitivo, que garanta seu ingresso no mercado mundial (RASEIRA; ANTUNES,
2004), sendo este um dos principais entraves para o desenvolvimento desta cultura
a producgao de mudas.

A producdo de mudas de mirtileiro pode ser realizada por meio de sementes
ou propagacao vegetativa. Fachinello et al. (2005), afirmam que as principais
limitacbes do uso comercial da propagacdo sexuada sdo a juvenilidade, o vigor
elevado e a variabilidade genética, mesmo entre plantas originadas da mesma
planta-matriz. Portanto, a forma mais utilizada para a propagagéo de mirtileiro no
Brasil é a estaquia, mas os resultados sdo varidveis, em funcdo da -cultivar
(FACHINELLO et al., 1995). Fator verificado no trabalho de Fischer et al. (2008), que
em sua pesquisa relacionada ao efeito do acido indolbutirico e da cultivar no
enraizamento de estacas lenhosas de mirtilo, encontraram resultados variaveis,
obtendo, dependendo da cultivar, de 55,5% a 92,5% de enraizamento.

Outro método de propagacdo vegetativa € a micropropagacao, técnica que
permite a obtencdo de grande quantidade de plantas utilizando pequena quantidade
de material vegetal original, e restringe ou minimiza as limitacfes que a baixa oferta
de mudas de mirtileiros constitui para a expansao da cultura (CASTILLO et al.,
2004). Além disso, possibilita o rejuvenescimento do material vegetal (TITON et al.,
2003), que pode aumentar o vigor e auxiliar no desenvolvimento vegetativo das
plantas (SOUZA et al., 2011).

Durante o processo de micropropagacéo, varios fatores podem influenciar no
potencial regenerativo de uma espécie, como 0 gendtipo utilizado, os tipos e
dosagens de reguladores vegetais, 0s tipos e tamanhos de explantes, os meios de
cultura utilizados e as condi¢6es de cultivo (BERED et al.,1998).

O meio de cultura mais utilizado na micropropagacédo de mirtileiro, segundo
Tetsumura et al. (2008), € o WPM (Wood Plant Medium) de Loyd & McCown (1980).
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No processo de estabelecimento in vitro de mirtileiro, comumente se observa
gue alguns explantes apresentam ativo crescimento, emitindo brotos alongados com
varias gemas, fato verificado por Eccher; Noé (1989) em Vaccinium corymbosum.

Os explantes podem ser submetidos a tratamentos para estimular uma maior
proliferacdo de brotacdes laterais durante a multiplicagéo in vitro (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998), um exemplo € a quebra da dominancia apical e inducdo de
proliferacdo de gemas axilares na multiplicacdo in vitro, onde as citocininas séo
indispensaveis, e 0 seu tipo e concentracado sdo os fatores que mais influenciam o
sucesso nesta fase (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). As citocininas comumente
utilizadas sdo o 2ip (2-isopenteniladenina) e a zeatina, como demonstram 0s
trabalhos de Gonzales et al., (2000); Esquivel (1991); Jaakola et al., (2001); Debnath
Mcrae (2001) e Popowich; Filipenya (1997), estes sdo adicionados ao meio de
cultura.

Na micropropagacéo varios fatores podem influenciar na propagacédo de uma
espécie, a intensidade e a qualidade espectral da radiacdo sdo exemplos estes
desempenham um papel fundamental no desenvolvimento morfoldgico das plantas,
visando uma melhor eficiéncia do aparato fotossintético na captacéo e na utilizagédo
da energia radiante. As respostas morfofisioldgicas das plantas ndo dependem
apenas da presenca, atenuacdo ou auséncia da luz, mas também da qualidade
espectral da radiacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004) e neste sentido preconiza-se a
avaliacao da resposta das plantas sob diferentes condicdes de luz.

A luz € um fator ambiental de fundamental importancia para as plantas, devido
a acao direta ou indireta na regulacédo do crescimento e desenvolvimento vegetal. As
adaptacbes sofridas pelas plantas na maquinaria fotossintética em resposta as
condi¢cBes de luminosidade ambiental refletem em seu crescimento global (ENGEL;
POGGIANI,1991).

Em funcdo desses aspectos, a andlise de area foliar deve ser levada em
consideracdo, uma vez que as folhas assumem fungbes muito importantes nas
plantas, tais como a interceptacéo e absorcéo da luz para realizacdo da fotossintese,
trocas gasosas e transpiracdo (FAHN, 1974). A magnitude da area foliar (AF) € um
indicativo de produtividade (FAVARIN et al.,, 2002), além de ser requerida para a
maioria dos estudos agronémicos e fisiologicos (BLANCO; FOLEGATTI, 2003). A
anatomia foliar pode ser grandemente influenciada pela radiagéo recebida durante o

crescimento, uma vez que a folha € um 6rgéo plastico e



28

sua estrutura interna adapta-se as condicdes externas do ambiente (HANBA et al.,
2002; SCHLUTER et al., 2003).

Um dos fatores ligados ao crescimento, adaptabilidade de plantas a diversos
ambientes e consequentemente a eficiéncia fotossintética € a clorofila, presente em
todos os vegetais verdes. Segundo Kramer; Kozlowski (1979), a clorofila é
constantemente sintetizada e destruida (foto- oxidacdo) em presenca de luz, mas
sob intensidades luminosas muito altas a velocidade de decomposicdo € maior,
sendo o equilibrio estabelecido a uma concentragdo mais baixa de luminosidade.

Apesar da confirmacdo dos efeitos da qualidade espectral sobre as plantas,
as respostas sdo muito varidveis em funcao da espécie (KIM et al., 2004). Portanto,
a utilizacao de reguladores do crescimento de plantas depende do conhecimento de
guais faixas do espectro estdo envolvidas nas respostas de crescimento de cada
planta (MCMAHON; KELLY, 1995). Podem-se estabelecer diferentes condi¢bes de
cultivo pela manipulagdo da intensidade e qualidade espectral através da utilizacao
de filtros coloridos, sendo que a utilizagdo de filtros com cores diferenciadas modifica
a intensidade e a composicdo da luz transmitida para as plantas (OREN-SHAMIR et
al., 2001).

Na cultura de tecidos de plantas, a fonte de luz geralmente utilizada na sala
de crescimento € a lampada fluorescente branca-fria (KIM et al., 2004), citada em
90% dos trabalhos cientificos (KODYM; ZAPATA-ARIAS, 1999). Poucos estudos tém
sido realizados buscando compreender o efeito da qualidade da luz no crescimento
e desenvolvimento dos tecidos de espécies lenhosas cultivados in vitro (MORINI;
MULEO, 2003).

Com relacdo a escolha da cultivar, esta € realizada a partir de estudos
fenologicos da cultura que podem tornar disponiveis informacfes necessarias para
determinar quais cultivares sdo mais adaptadas as condicGes edafoclimaticas locais
(SILVA et al., 2006). NeSmith (2006), ao estudar a fenologia de variedades de mirtilo
em diferentes locais, concluiu que a depender da cultivar, do acimulo de horas de
frio do local e do ano de avaliacdo, o periodo de florescimento pode variar em até 24
dias. Partindo deste pressuposto, e a partir de pesquisas, pode-se constatar que a
cultivar ‘Woodard’ esta entre as principais cultivares existentes no Brasil e com
melhor adaptacao, além de Aliceblue, Bluebelle, Bluegen, BriteBlue, Climax, Delite e
PowderBlue (HOFFMANN; ANTUNES, 2006).
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Neste contexto, considerando que a qualidade da luz surge como uma
ferramenta na manipulacdo da inducdo de balancos fisioldgicos favoraveis a
respostas especificas no crescimento das plantas e que os estudos em busca da
compreensdo com relacdo aos efeitos da qualidade da luz no crescimento e
desenvolvimento dos tecidos de espécies lenhosas cultivados in vitro sdo escassos,
0 objetivo deste trabalho é avaliar os efeitos de fitorreguladores e da qualidade de

luz na multiplicacao in vitro de mirtileiro ‘Woodard’.

3.2 Material e métodos

O trabalho foi conduzido de agosto a novembro de 2016. No Laboratério de
Micropropagacdo de Plantas Frutiferas, do Departamento de Fitotecnia da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), e no Laboratorio de Metabolismo
Vegetal, do departamento de botanica do Instituto de biologia, da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), no municipio Capdo do Ledo, RS. Foram utilizadas
plantas matrizes de mirtileiro ‘Woodard’ cultivadas in vitro pertencentes ao
laboratorio da Universidade.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3x2 (trés tipos de espectro de luz (filtros de acetato de celulose
vermelho, azul e luz branca) e duas concentracdes de 2ip (2-isopenteniladenina)

(sem 2-IP e 100 mg Lt de 2-1P, totalizando seis tratamentos, com quatro repeticoes

por tratamento. Cada repeticéo constituiu-se de um frasco com cinco explantes.

A variagao no tipo de luz foi fornecida por meio do uso de filtros coloridos de
acetato celulose, do tipo Lee Filters (Walworth Ind. Estate, Andover, England), com
as seguintes especificacdes: azul (nUumero 118 Light blue) com transmitancia de 79

Im m™ (64,2 nm de comprimento de onda), e vermelho (nUmero 106 Primary red)

com 26 Im m™ (21,13 nm de comprimento de onda), bem como de lampada
fluorescente branca fria, com 299 lux.

Como explante, foram utilizados segmentos nodais de mirtileiro cultivados em
meio nutritvo WPM (Wood Plant media — Lloyd; McCown, 1980), adicionado de
sacarose (30 g L'l), mio-inositol (100 mg L'l), 2-isopeniladenina (2ip) (100mg L'l),
conforme o tratamento e agar (6 g L'l). O pH foi ajustado para 5,0 antes da adicéo

do agar. O meio de cultura foi distribuido em frascos de vidro com capacidade para
200 mL, contendo 30 mL de meio cada, os mesmos foram vedados com papel
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aluminio e selados com filme plastico de PVC e posteriormente autoclavado a 120
°C e 1, 5 atm por 20 minutos.

O meio de cultura foi confeccionado no dia 31 de agosto de 2016, a
distribuicAo do mesmo nos frascos e a devida instalacdo do experimento foi
realizada no dia 2 de setembro de 2016. Apos ter autoclavado o meio de cultura foi
foi feita a distribuicdo dos explantes nos frascos de cultivo.

Posteriormente, em sala de crescimento, os frascos foram separados entre 0s
tratamentos que consistiam em envolvé-los com os filtros luminosos com a cor do
seu respectivo tratamento. Estes frascos com os filtros de luz foram mantidos em
sala de crescimento com 16 horas de fotoperiodo, além da temperatura de 25 t20C,

os quais foram conduzidos até este momento no laboratério de microprogacdo de
plantas frutiferas.

Figura 2: Frascos envolvidos com os filtros de luz, com a cor do seu respetiv tratamento. Fonte:
Acervo da autora. Sala de crescimento do laboratério de propagacéo de plantas da Universidade
Federal de Pelotas, 2016.

Apéds 60 dias, foram avaliados: porcentagem de sobrevivéncia, nimero de
brotagbes, comprimento da maior brotagdo (cm) e da parte aérea (cm), nimero de
folhas (gemas), taxa de multiplicacdo (nUmeros absolutos) e area foliar (AF).
Posteriormente os explantes foram submetidos a analise de area foliar e extracdo e
guantificacdo de pigmentos fotossintéticos (Clorofila a, Clorofila b, Clorofilas totais e
Carotenoides).

No laboratorio de Metabolismo Vegetal, a avaliacdo de area foliar foi realizada

por um integrador de area foliar da marca LI-COR®, modelo LI 3100 (Figura 3-a). A
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extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b e
carotenoides) foram obtidas pela aplicacdo do método de Arnon (ARNON, 1945).
Para tanto, em sala escura para evitar a fotodegradacdo, amostras de
aproximadamente 100 mg de tecido foliar fresco foram maceradas em almofariz com
auxilio de pistilo com acetona 80% (Figura 3-b), onde apds verter o contelldo em um
pequeno tubo de polipropileno com formato cilindrico e fundo cénico, com tampa
acoplada denominado tubo de eppendorf de 2,0 mL, os mesmos foram centrifugados
a 3.000 rpm por 10 min (Figura 3-c). Completou-se o volume para 10 mL em tubo
falcon com acetona 80%. As absorbancias para carotenoides, clorofilas a e b foram
lidas em espectrofotbmetro a 470, 663 e 647 nm, respectivamente (Figura 3-d),
sendo as leituras utilizadas em férmulas, segundo Lichtenthaler (1987). O resultado
foi corrigido de acordo com o volume final do extrato e peso fresco utilizado, e a

guantidade de clorofila a, b, total ou carotenoides totais presentes no material
vegetal foi expressa em mg g'l.

Verificaram-se os dados quanto ao atendimento dos pressupostos da andlise
de variancia, por meio da aplicacdo dos testes de Barlett (homogeneidade) e
Shapiro-Wilk (normalidade). Atendendo esses requisitos, os dados foram avaliados
guanto a significancia dos efeitos dos tratamentos pelo teste F, constatando-se
significancia estatistica as médias dos tratamentos foram comparadas pelos testes
de Waller-Duncan (p<0,05%) para as diferentes qualidades de luz e pelo teste T

(p<0,05%) para presenca ou auséncia de regulador de crescimento 2ip.
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Figura 3: AvaliagBes de quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos. a) Integrador de area foliar. b)
Tecido foliar fresco sendo macerado em almofariz com auxilio de pistilo e com acetona 80%. c)
Centrifuga. d) Espectrofotdbmetro. Fonte: Acervo da autora. Laboratério de Metabolismo Vegetal da
Universidade Federal de Pelotas, 2016.
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3.3 Resultados e discussao

Para as variaveis porcentagem de sobrevivéncia (97,27%) e comprimento da
maior brotacdo (média de 1,57) ndo foram observadas diferencas significativas entre
os tratamentos. Ocorreu interagcdo entre os fatores qualidade de luz e
fitorreguladores apenas para o fator comprimento de parte aérea (Tabela 1).

Na auséncia de 2ip, apenas o filtro de luz vermelho foi o que proporcionou
comprimento de parte aérea menor, no entanto ndo diferiu estatisticamente da luz
fluorescente branca. Entretanto, na presenca de 2ip, as médias obtidas para os
explantes envoltos pelo filtro vermelho bem como os expostos a luz fluorescente
foram superiores ao filtro azul, enquanto na auséncia deste fitorregulador,

destacaram-se o filtro azul e lampada fluorescente (Tabela 1).

Tabela 1 — Comprimento de parte aérea de mirtileiro ‘Woodard’ em meio de cultura

(WPM), com (100 mg L'l) e sem a adicdo de 2-isopenteniladenina (2ip) e diferentes
filtros de luz. Pelotas/RS, 2017.

Filtro azul Filtro vermelho Lampada fluorescente
Tratamento

1

Sem 2ip 0,78a *  0,65b* 0,69 ab*
Com 2ip 0,65b 2,17 A 2,18 A

I Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Waller-
Duncan (p<0,05); * na coluna significativo pelo teste de T (p<0,05).

Pasa et al. (2012), ao trabalharem com amoreira preta ‘Xavante’ observaram
o contradrio na presenca de citocinina benzilaminopurina (BAP) visto que os
explantes submetidos a luz azul foram o0s que apresentaram comprimento das
brotagcbes superior e na auséncia deste fitorregulador, destacou-se a luz vermelha.
Camargo et al. (2015), verificaram com Oncidium baueri Lindl, que os explantes

mantidos sob luz verde, sem BAP, e também em luz verde e vermelha com 2mg L1
de BAP foram os que apresentaram as maiores meédias, corroborando com este
trabalho no qual foram observados maior comprimento de parte aérea na presenca
de citocinina e com filtro de luz vermelho.

Para os fatores avaliados niamero de brotagbes, numero de folhas, taxa de
multiplicacdo, clorofila a, clorofila b, clorofilas totais e carotenoides totais apenas
foram observados diferencas com relacdo a adicdo ou auséncia de 2ip no meio de
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cultivo WPM. Por outro lado, em relacdo a area foliar, apenas os filtros de luz
surtiram diferencas nas microestacas de mirtileiro ‘Woodard’ (Tabela 3).

Quanto ao numero de brotacdes e de folhas no meio de cultivo WPM
acrescido de 100 mg L™ 2ip as médias foram superiores (Tabela 2). De acordo com

Muleo; Morini (2006), o aumento da concentracdo de citocininas nos tecidos
promove o crescimento de gemas laterais, reduzindo o efeito inibitdrio das auxinas,
de acordo com a hipotese de que a dominancia apical é regulada pela razéo
auxina/citocinina. No entanto, Erig; Schuch (2006), ndo observaram na multiplicacéo
in vitro de mirtilo maior numero médio de brota¢8es utilizando 2ip no meio de cultura.
Diferentemente de Camargo et al. (2015) que pesquisando Oncidium baueri Lindl,

observaram que o uso de 2,0mg Ll de BAP e do filtro azul, assim como o

tratamento testemunha (sem filtro e sem BAP), favorecem a emissdo de maior
namero brotacdes, coincidindo com este trabalho, o qual na presenca de 2ip
apresentou um aumento no namero de brotacdes na luz branca fluorescente. Além
disso, Camargo et al. (2015), puderam observar que 0s explantes com maior nimero

de folhas foram verificadas na auséncia de BAP e na concentracdo de 2,0mg L'l, e

ainda, sem a necessidade de uso de filtros modificadores da luz natural, e desta
forma difere dos resultados encontrados neste trabalho, o qual o maior nimero de
folhas foi verificado na presenca de citocinina.

Tabela 2 — Numero de brotaces, Numero de folhas, Taxa de Multiplicacédo, Clorofila
a, Clorofila b, Clorofilas Totais e Carotendides Totais de mirtileiro ‘Woodard’ em meio

de cultura WPM, com (100mg L'l) e sem a adicdo de 2-isopenteniladenina (2ip) e
diferentes filtros de luz. Pelotas/RS, 2017.

Tratamento Sem 2ip Com 2ip
Numero de brotacdes 1,145 bz, 2,412 a
Numero de folhas 8,818 b 20,600 a
Taxa de Multiplicagéao 1,764 b 4,120 a
Clorofilaa (mg g™t) 1,678 a 0,779 b
Clorofila b (mg g™) 0,932 a 0,488 b
Clorofilas totais (mg g™*) 2,611 a 1,267 b
Carotenoides totais (mg g'l) 165,44 a 84,98 b

Y médias seguidas da mesma letra minlUscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de T (p<0,05).

Avaliando a resposta das brotacdes de morangueiro ‘Akihime’ cultivadas sob
diferentes fontes de luz, Nhut et al. (2003) verificaram que o comprimento das
brotagdes cultivadas sob os LEDs vermelhos (7,9 cm) foi superior ao comprimento

das brotacdes mantidas sob as lampadas fluorescentes (6,5 cm). Heo et al. (2006)
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mostram em seu trabalho com a qualidade da luz no porta-enxerto de videira ‘Teleki
5BB’ que as brotacdes cultivadas in vitro sob o LEDs vermelhos apresentaram o
dobro do comprimento daquelas mantidas sob as lampadas fluorescentes.

De modo geral, as brotacfes de maior comprimento sao as mais desejaveis,
nao so por facilitarem a separacdo dos explantes multiplicados, como também por
enraizarem mais facilmente quando induzidas em meio de cultura apropriado,
podendo assim dispensar uma fase de cultivo para alongamento das brotagdes
(ROCHA et al., 2010).

Com relacdo a Clorofila a, Clorofila b e Clorofilas totais, nota-se que os
maiores valores ocorrem na auséncia do fitorregulador (Tabela 2), fato que evidencia
que a qualidade de luz n&o influenciou no resultado. Oliveira et al. (2007),
pesquisando Annona glabra L, observaram que aos nove dias de tratamento, as
plantas cultivadas na presenca de citocininas apresentaram teores de clorofila “a +
b” praticamente iguais sendo, em média, 17,44%; 30,82% e 39,67% superiores em
relacdo aos resultados obtidos nas plantas submetidas aos tratamentos sem adi¢éo
de citocinina.

Quanto ao teor de carotenoides totais, este foi superior na auséncia de 2ip. O
inverso ocorreu com Oliveira et al. (2007), que relatam que o teor de carotenoides
totais em Annona glabra L foi afetado positivamente pela presenca de citocinina no
meio de cultura durante todo o periodo de inducao da senescéncia foliar. Com nove
dias, as plantas cultivadas na presenca de cinetina (KIN), zeatina (ZEA), thidiazuron
(TDZ) e 6- benzilaminopurina (BAP) (citocininas) apresentaram teores de
carotenoides superiores em 101,79%; 83,23%; 73,65% e 47,30%, em relacdo as
plantas cultivadas em meio sem adicao de citocinina, respectivamente. Para Sing et
al. (1992), com relagéo a cultura anterior (Annona glabra L), a maior atividade dessa
fonte de citocinina decorre de sua maior capacidade de conjugacdo com acucares,
tornando-as mais resistentes a clivagem enzimatica. Em experimento com cenouras
(Daucus carota. L.), Bevilaqua et al. (1998) relataram que a concentracdo de cinetina

(citocinina) mostrou efeito linear nos conteudos de clorofila a+b, nas folhas, com
aumento dos teores a medida que se aumentou a dose de cinetina até 100 mg L.

A analise de quantificacdo da area foliar demonstrou diferencas entre os
diferentes filtros de luz, onde podemos destacar as microestacas oriundas do
tratamento com lampada fluorescente, seguida pelo filtro azul e pelo vermelho,

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3 — Area foliar de mirtileiro ‘Woodard’ em meio de cultura WPM, com (100mg

L'l) e sem a adicdo de 2-isopenteniladenina (2ip) e diferentes filtros de luz.
Pelotas/RS, 2017.

Tratamento Filtro azul Filtro vermelho Lampada fluorescente

Area foliar (cm?) 3,327 ab:, 2197 b 4,517 a

Y Mmédias seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Waller-
Duncan (p<0,05).

Muitos estudos com o uso de malhas coloridas foram realizados com plantas
medicinais e floriferas, como Ocimum gratissimum, Artemisia vulgaris (L.),
Catharanthus roseus (L.) e Anthurium spp, no entanto, a maioria deles foi feito em
ambiente protegido (MARTINS et al. (2009), OLIVEIRA et al (2009), MELO et al.
(2009), SHIGUEAKI et al. (2009)). Os resultados de Martins et al. (2009) coincidem
com o obtido neste experimento, uma vez que as plantas de Ocimum gratissimum
submetidas ao sombreamento com malha azul tiveram maior area foliar (cm?2) que as
plantas cultivadas sob outras coloracdes de malhas.

Em condig¢8es in vitro também foram encontrados trabalhos, um exemplo é o
de Heo et al. (2002), estes utilizaram tubos fluorescentes associados com diodo
emissor de luz nas cores azul, vermelho e vermelho distante e determinaram
caracteristicas de crescimento em agerato (Ageratum houstonianum Mill.), cravo-de-
defunto (Tagetes erecta L.) e salvia (Salvia splenders F.). Concluiram que
caracteristicas qualitativas ou quantitativas do crescimento e morfogénese séo
influenciadas pela qualidade de luz. Os LEDs foram usados como luz suplementar
na iluminacdo convencional de agerato, cravo-de-defunto e salvia, provocando o
aumento do crescimento e da morfogénese das plantas cultivadas in vitro com baixo
consumo de energia. A partir desses estudos, verifica-se uma variacao

interespecifica no cultivo in vitro sob LEDs.
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3.4 Concluséao

A presenga de 100mg L de 2-Isopenteniladenina (2ip) associado a luz branca

fluorescente proporciona melhores resultados a multiplicacéo in vitro de mirtileiro
‘Woodard’, nas condicdes avaliadas.



4. CAPITULO I

Qualidade da luz e fitorreguladores no enraizamento in vitro de mirtileiro
‘Woodard’

38
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4.1 Introducgéao

A fruticultura brasileira direcionada para os mercados interno e externo tem
proporcionado ao pais negocios que envolvem alguns milhdes de ddélares, milhares
de empregos, inclusao social de homens e mulheres ao longo da cadeia produtiva,
aproveitando-se do cenario mercadolégico altamente promissor. A cultura do mirtilo
no Brasil ainda encontra-se em fase de desenvolvimento, ocasido em que se busca
um sistema de producgdo eficiente e competitivo, para inserir o Pais no rol dos
grandes produtores mundiais. Os primeiros experimentos para a implantacdo do
cultivo de mirtilos no Pais datam de 1983, realizados pela Embrapa Clima
Temperado (Pelotas, RS), que introduziu uma colecéo de cultivares oriundas da
Universidade da Florida (Estados Unidos), sendo que a pratica comercial iniciou-se
em 1990, na cidade de Vacaria (RS) (RUFATO; ANTUNES, 2016).

O mirtileiro (Vaccinium spp.) € uma espécie frutifera originaria de regiées da
Europa e América do Norte, onde € muito apreciada por seu sabor exatico, pelo
valor econémico e por seus poderes medicinais, sendo considerada como “fonte de
longevidade”, devendo-se especialmente ao alto conteudo de antocianinas contidas
nos pigmentos de cor azul-purpura. Esta substancia favorece a visdo, oferece
enormes beneficios a pele, aos vasos sanguineos, aos casos de varizes,
hemorroidas, problemas circulatérios, transtornos cardiacos, feridas externas e
internas, edema, artrites e artroses. Por suas propriedades nutracéuticas e,
principalmente, pelas oportunidades de negdécio que a fruta apresenta, tem
despertado a atencdo de técnicos e produtores de frutas do Brasil (RUFATO;
ANTUNES, 2016).

Os Estados Unidos da América, juntamente com o Canad& s&o responsaveis
pela producdo de cerca de 87% dos mirtilos produzidos no mundo, enquanto o
continente Europeu é responsavel pela producdo de cerca de 12% da producéo
mundial (FAOSTAT, 2014). O Brasil apresenta potencial de produ¢édo durante quase
todo o ano, o que economicamente € relevante se considerar que a producéo
brasileira dessas frutas ocorre de dezembro a fevereiro, periodo de entressafra dos
Estados Unidos e Unido Européia, os principais centros consumidores. No entanto,
esse fato ndo é devidamente explorado e um dos motivos disso, é a falta de mudas

em quantidade e em qualidade, pois a cultura é altamente rentavel.
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Na maioria das plantas frutiferas, a propagacédo é realizada pelo método de
estaquia, que, além de proporcionar muda de qualidade, fixa as caracteristicas
agronémicas desejaveis de forma eficiente (BASTOS et al., 2005). A propagacao do
mirtilo se da basicamente através de estaquia, embora com resultados varidveis e
insatisfatorios (MAINLAND, 1966). Embora esses métodos tradicionais sejam
comumente usados, a propagacao vegetativa in vitro, também denominada de
micropropagacdo em funcdo do tamanho dos propagulos utilizados, é a aplicacao
mais pratica da cultura de tecidos, especialmente quando se trata de plantas de
dificil propagacdo por métodos convencionais (MOREIRA, 2001), permitindo a
obtencédo de inUmeras plantas isentas de virus, geneticamente uniformes e em curto
espaco de tempo (PASQUAL et al., 1991), representando um método alternativo de
propagacao vegetativa para essas espécies.

O meio de cultura mais utilizado na micropropagacdo de mirtileiro in vitro,
segundo Tetsumura et al. (2008), tem sido o WPM (Wood Plant Medium) de Loyd &
McCown (1980), que de acordo com Bered et al. (1998) pode influenciar no potencial
regenerativo da espécie, bem como no gendtipo utilizado, nos tipos e dosagens de
reguladores vegetais, nos tipos e tamanhos de explantes e nas condi¢des de cultivo.

No processo de micropropagacao, as fases de multiplicacdo e enraizamento
sdo de fundamental importancia, uma vez que séo indispensaveis para a obtencéo
das novas plantas. O controle dessas fases € dependente de varios fatores, como
caracteristicas intrinsecas da espécie, disponibilidade de luz, meio nutritivo utilizado
e balanco hormonal, dentre os quais o Ultimo € um dos fatores mais relevantes para
0 sucesso dessa técnica. De acordo com Schuch et al. (2005), além das formulacdes
bésicas dos meios de cultura normalmente utilizados, o emprego de fitorreguladores
€ imprescindivel para que se obtenha sucesso na propagacao de culturas in vitro. Na
fase de enraizamento, uma das maneiras de favorecer o adequado balanco
hormonal € a aplicacdo exdgena de auxinas, tais como o AlB, que elevam seu teor
nos tecidos. Embora o acido indolacético (AlA) seja considerado a principal auxina
envolvida no processo de enraizamento, o AIB é o mais utilizado, pelo fato de essa
auxina nao causar fitotoxicidade aos explantes em uma larga faixa de concentracéo
(IACONA; MULEO, 2010). A vantagem deste tipo de enraizamento € o melhor
controle das condi¢cdes em que se trabalha e, com isso, a obtencdo de um alto
percentual de enraizamento, sendo uma das etapas mais dificeis da propagacéao. O

tipo de meio de cultura, de auxina e suas concentragdes
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sdo as variaveis que, em geral mais influenciam no enraizamento, e variam
conforme a espécie e a cultivar (FETT NETO et al., 1992).

Ha demonstracdes de que a qualidade da luz influéncia a eficiéncia biolégica
dos fitorreguladores adicionados ao meio de cultura, bem como o balan¢go hormonal
nos tecidos. Consequentemente, a qualidade da luz surge como uma ferramenta na
manipulacéo da indugéo de balancos fisiologicos favoraveis a respostas especificas
no crescimento das plantas (MORINI; MULEO, 2003). E sabido, que habitualmente &
utilizada na cultura de tecidos como fonte de luz, na sala de crescimento, a lampada
fluorescente branca-fria (KIM et al., 2004). Neste sentido, buscando compreender o
efeito da qualidade da luz no crescimento e desenvolvimento dos tecidos de
espécies cultivados in vitro, outros pesquisadores realizaram alguns trabalhos de
avaliacdo do uso dos LEDs como fonte de luz alternativa as lampadas tradicionais
usadas na sala de cultivo in vitro de plantas, como por exemplo 0 morangueiro
(ROCHA et al., 2010) e orquidea (SKIN et al., 2008), entre outras.

Heo et al. (2002) utilizaram tubos fluorescentes associados com diodo
emissor de luz nas cores azul, vermelho e vermelho distante e determinaram
caracteristicas de crescimento em agerato (Ageratum houstonianum Mill.), cravo-de-
defunto (Tagetes erecta L.) e sdalvia (Salvia splenders F.). Concluiram que
caracteristicas qualitativas ou quantitativas do crescimento e morfogénese séo
influenciadas pela qualidade de luz. Rocha et al. (2013), trabalhando com a
amoreira-preta Tupy, obtiveram diferenca no numero de raizes formadas nas
brotacdes cultivadas sob os LEDs vermelhos (6,03 raizes por brotacdo) e lampadas
fluorescentes (4,67 raizes por brotacdo). Esse resultado difere dos obtidos por
Chang et al. (2003), que trabalhando no enraizamento de brotacdes de lirio,
obtiveram o maior nimero de raizes (4 raizes por brotac&o) nas brotacdes cultivadas
sob lampada fluorescente e sob os LEDs vermelhos apenas 1,7 raizes por brotacao.

De acordo com Rocha et al. (2010) e Skin et al. (2008), os LEDs tém
contribuido para o aumento da quantidade de clorofila e carotendides. As clorofilas e
0s carotenoides sdo pigmentos presentes nos vegetais, capazes de absorver a
radiacao visivel, desencadeando as reac¢fes fotoquimicas da fotossintese, processo
essencial para a sobrevivéncia vegetal e por isso denominado metabolismo primario
(SEIFERMAN-HARMS,1987). Conforme o pigmento, diferente € a faixa espectral
absorvida para desencadear o processo fotossintético. A clorofila tem absorcéo

maxima na faixa do azul e vermelho, onde esta o espectro de agéo para a
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fotossintese (HALL; RAO, 1980). Os pigmentos acessorios, como 0s carotenoides,
absorvem na faixa do azul e ultravioleta (WELBURN, 1994). As respostas
morfofisiolégicas das plantas ndo dependem apenas da presenca ou auséncia da
luz, mas também da variacdo da intensidade e qualidade luminosa (MARTINS,
2006).

Segundo Monteiro et al. (2005), a &rea foliar € um indicador de grande
importancia, sendo utilizada para investigar adaptacdo e os efeitos do manejo da
planta, além de ser usada para a determinacdo do indice de &rea foliar, que pode
estimar a produtividade, o crescimento e o desenvolvimento das folhas. A
luminosidade € um dos principais fatores que limita o desenvolvimento vegetal.
Considerando a folha, o principal érgéo fotossintetizante das plantas, a luz interfere
diretamente no crescimento da mesma (LULU; PEDRO JUNIOR 2006). Zhang et al.
(2009) observaram em brotos de Momordica grosvenori, cultivados in vitro com 25,

50, 100, ou 200 pmol m'2s'1, gue a intensidade de luz mais alta (200 pmol m'2s'1)

promoveu um aumento na massa seca e fresca total das plantulas.Portanto, surge a
necessidade de avaliar a influéncia da qualidade luminosa (utilizando filtros coloridos
de acetato celulose, do tipo Lee Filters), no enraizamento, bem como na producéo
de pigmentos fotossintéticos de microestacas de mirtileiro. Assim, o objetivo deste
trabalho, foi verificar a influéncia das condi¢cbes luminosas, bem como do

fitorregulador AIB no enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Woodard’.
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4.2 Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micropropagacdo de Plantas
Frutiferas, do Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
(FAEM), e no Laboratério de Metabolismo Vegetal, do departamento de botanica do
Instituto de biologia, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), no municipio
Capao do Ledo, RS. Foram utilizadas plantas matrizes de mirtileiro ‘Woodard’
cultivadas in vitro pertencentes ao laboratério da Universidade. Os mesmos foram
conduzidos de maio a julho de 2016.

Os tratamentos foram constituidos da cultivar de mirtileiro ‘Woodard’, com ou
sem AIB), com diferentes filtros de luz (vermelho, azul e luz branca). O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, os tratamentos foram arranjados
em um esquema fatorial 3x2, totalizando seis tratamentos, com quatro repeticdes
por tratamento. Cada repeticéo constituiu-se de um frasco com cinco explantes.

Neste experimento de enraizamento in vitro de plantas de mirtileiro da cultivar
“Woodard’, foram utilizados como explantes, segmentos nodais com 2 gemas. O
meio de cultura utillizado foi WPM (Wood Plant media — Lloyd; McCown, 1980),

adicionado de sacarose (30 g L'l), mio-inositol (100 mg L'l), acido indolbutirico (AIB)

(0,5mg L-1) e agar (6 ¢ L'l). O pH foi ajustado para 5,0 antes da adicdo do agar. O
meio de cultura foi distribuido em frascos de vidro com capacidade para 200 mL,

contendo 30 mL de meio cada, autoclavado a 120°C e 1,5 atm de presséo, por 20
minutos.

O meio de cultura foi confeccionado no dia 24 de maio de 2016, a distribuicdo
do mesmo nos frascos e a devida instalagdo do experimento foi realizada no dia 2 de
junho de 2016. Os mesmos foram separados por tratamentos e envolvido com o filtro
com a cor do seu respectivo tratamento. Estes frascos com os filtros de luz foram
mantidos em sala de crescimento com 16 horas de fotoperiodo, com intensidade

luminosa de 299 Im m™ (243 nm de comprimento de onda) na luz branca
fluorescente, 79 Im m-2 (64,2 nm de comprimento de onda) no filtro de luz azul e 26
Im m™2 (21,13 nm de comprimento de onda) no filtro de luz vermelha, além da
temperatura de 25 * 20C, onde permaneceram por aproximadamente 60 dias até a
avaliacao.

E importante frizar que neste trabalho a variacdo no tipo de luz foi fornecida

por meio da modificagdo do espectro luminoso das lampadas fluorescentes brancas
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frias tradicionalmente utilizadas, fazendo uso de filtros coloridos de acetato celulose,
do tipo Lee Filters (Walworth Ind. Estate, Andover, England), com as seguintes
especificagdes: azul (numero 118 Light blue), e vermelho (nUmero 106 Primary red).

Apoés 60 dias em sala de crescimento, os explantes foram avaliados quanto a
porcentagem de sobrevivéncia, numero de brotacdes, comprimento da maior
brotacdo (cm), comprimento de parte aérea cm), numero de folhas (em numeros
absolutos), numero de raizes, porcentagem de enraizamento (%) e comprimento da
maior raiz (cm). Posteriormente a essas avaliacbes, 0s mesmos explantes foram
submetidos a analise de area foliar e extracdo e quantificacdo de pigmentos
fotossintéticos (Clorofila a, Clorofila b, Clorofilas totais e Carotenoides).

A avaliacdo de éarea foliar foi realizada por um integrador de area foliar da
marca LI-COR®, modelo LI 3100. Os foliolos foram passados pelo aparelho, um a
um e os valores de é&rea foliar foram devidamente anotados em uma tabela.

O processo de extracdo e quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos
(clorofilas a, b e carotenoides) foram realizados posteriormente, onde a extragao foi
feita pelo método de Arnon (ARNON, 1945). Para tal, em sala escura para evitar a
fotodegradacao, amostras de aproximadamente 100 mg de tecido foliar fresco foram
maceradas em almofariz com auxilio de pistilo com acetona 80%, onde apés verter o
conteado em eppendorf de 2,0 mL, foram levados para centrifugar a 3.000 rpm por
10 min. Completou-se o volume para 10 mL em tubo falcon com acetona 80%. As
absorbancias para carotenoides, clorofilas a e b foram lidas em espectrofotdmetro a
470, 663 e 647 nm, respectivamente, sendo as leituras utilizadas em férmulas,
segundo Lichtenthaler (1987).

O resultado foi corrigido de acordo com o volume final do extrato e peso
fresco utilizado, e a quantidade de clorofila a, b, total ou carotenoides totais
presentes no material vegetal foi expressa em mg g'l.

Verificaram-se os dados quanto ao atendimento dos pressupostos da analise
de variancia, por meio da aplicacdo dos testes de Barlett (homogeneidade) e
Shapiro-Wilk (normalidade). Atendendo esses requisitos, os dados foram avaliados
guanto a significancia dos efeitos dos tratamentos pelo teste F, constatando-se
significancia estatistica as médias dos tratamentos foram comparadas pelos testes
de Waller-Duncan (p<0,05%) para as diferentes qualidades de luz e pelo teste T
(p<0,05%) para presenca ou auséncia de regulador de crescimento AIB.
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4.3 Resultados e discussao

A variavel porcentagem de sobrevivéncia ndo apresentou diferencas
significativas entre os tratamentos, apresentando 100% de sobrevivéncia em todos
os tratamentos. A qualidade de luz teve efeito significativo no nimero de brotacdes
por explante. O numero de brotacdes foi superior quando utilizado o filtro de luz azul

e a lampada fluorescente, que nao diferiram estatisticamente (Tabela 4).

Tabela 4 — Namero de brotacdes, folhas e raizes, taxa de enraizamento, area foliar
e carotenoides totais em microestacas de mirtileiro ‘Woodard’ cultivadas em meio
WPM e filtros de luz. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS, 2017.

Tratamento Filtro azul Filtro vermelho Lampada fluorescente
Numero de brotacfes 1,295 al, 0,900 b 1,594 a
Numero de folhas 12,114 b 10,350 b 16,943 a

Area foliar (cm?) 3,869 b 2,844 b 7,811 a
Numero de raizes 0,286 b 1,100 b 2,793 a
Carotenoides totais (mg g'l) 146,44 a 160,95 a 99,87 b
Porcentagem de enraizamento 500D 15,00 b 70,00 a

(%)

1 Médias seguidas da mesma letra mindscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Waller-
Duncan (p<0,05).

Trabalhando com o porta-enxerto de videira ‘Teleki 5BB’, Heo et al. (2006)
ndo observaram diferencas no niumero de brotacfes formadas por explante cultivado
sob os LEDs vermelhos (4,5 brotacfes), lampadas fluorescentes (4,0 brotacdes) e
LEDs azuis (3,9 brotagdes). Avaliando a multiplicacdo in vitro de framboeseira da
cultivar Batum, cultivadas sob folha de filtro de luz de cor amarela, azul, vermelha e
verde colocadas sobre os frascos, Erig; Schuch (2005), obtiveram o maior nimero

de brotacbes formadas com os explantes cultivados sob o filtro verde e filtro
vermelho (3,55 e 3,14 brotacdes explante'l, respectivamente). Estes resultados

diferem dos resultados deste trabalho, uma vez que o maior nimero de brota¢des do
presente experimento foi verificado na presenca de luz branca fluorescente. O
numero de brotagcbes € de suma importancia por facilitarem a separacdo dos
explantes multiplicados (ROCHA et al., 2010).

O numero de folhas, bem como a area foliar foram influenciados pela
gualidade de luz, tendo efeito significativo, onde em ambas as variaveis destacando-
se a luz fluorescente branca que diferiu estatisticamente dos filtros de luz azul e

vermelho (Tabela 4). Plantas de Platycodon grandiflorum cultivadas in vitro
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apresentaram maior area foliar e numero de folhas sob LED de espectro azul,
guando comparada a LED de espectro vermelho e lampadas fluorescentes (LIU et
al., 2014). Estes dados diferem do observado neste trabalho, assim pode-se
constatar que a dependéncia das condi¢cdes luminosas no cultivo in vitro variam
entre as espécies.

O nuamero de raizes e a porcentagem de enraizamento tiveram efeitos
significativos com relacdo a qualidade de luz destacando-se a luz fluorescente
branca que diferiu estatisticamente dos filtros (Tabela 4). Alvarenga et al. (2015)
observaram, em explantes de Achillea millefolium L., cultivadas in vitro sob LED’s de
espectros azul, vermelho, branco, verde e lampadas fluorescentes branca fria, que
as plantulas cultivadas, sob lampada LED com espectro azul, obtiveram maior
namero e comprimento de raizes e maiores acumulos de matéria seca da parte
aérea, raizes e total. Em um experimento de enraizamento in vitro de amoreira-preta
‘Xavante’, Pasa et al. (2012), na auséncia de AIB no meio de cultura, verificaram que
a luz azul propiciou um maior numero médio de raizes (2,06), sendo o menor valor
observado quando as plantas foram mantidas no escuro (1,07). Por outro lado, na
presenca de AIB, ndo houve diferencas entre os niveis de qualidade de luz, o que
coincide com o resultado deste experimento. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Da Rocha et al., (2007) em seu experimento de micropropagacao
de porta-enxerto de prunus cv. Mr.S. 2/5, onde os diferentes filtros de luz né&o
influenciaram as varidveis de percentagem de enraizamento e namero de raizes
formadas.

Com relacdo aos pigmentos fotossintéticos ndo foram observadas diferencas
estatisticas significativas aliados a qualidade de luz, referentes a clorofila a (média
1,18), clorofila b (média 0,34) e clorofilas totais (média 1,83), apenas foram
observados resultados significativos para os carotenoides. Os quais apresentaram
resultados superiores nos filtros azul e vermelho, diferindo apenas com relagéo a luz
branca oriunda da lampada fluorescente (Tabela 4). Os resultados semelhantes
foram obtidos por Lee et al. (2007), pois em sua pesquisa com Withania somnifera,
foram observados maiores teores de pigmentos fotossintéticos em plantulas sob
uma combinacdo de LEDs azul e vermelha, quando comparada a lampadas com
espectro do vermelho e vermelho distante.

O fato de encontrar resultados positivos com a utilizagdo de filtros azul e

vermelho esté diretamente relacionado com as condi¢des de estresse que estes
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podem ter propiciado para a planta, visto que os carotenoides sdo pigmentos
acessorios que absorvem melhor na faixa do azul e ultravioleta protegendo a planta
nessas situacdes estressantes (OREN-SHAMIR et al., 2001). Resultados contrarios
foram observados por Yia et al. (2014) em Cordyceps militaris que, quando cultivada
sob LED vermelho, teve uma reducdo no conteddo de carotenoides, quando
comparado aos LEDs branco, azul e combinacdes de azul e vermelho. Assim, o
mirtileiro, aparentemente, ajusta sua sintese de pigmentos e, consequentemente,
sua atividade fotossintética em funcéo da qualidade de luz.

Vale salientar, que a nao significancia dos resultados observados para os
valores de clorofilas pode estar ligada ao fato de que sob espectro de luz vermelha
ocorre um desequilibrio de energia que interfere no funcionamento dos
fotossistemas | e Il e, consequentemente, na producdo de clorofila nesses
fotossistemas (TENNESSEN; SINGSAAS; SHARKEY, 1994). Soma-se a isso o fato
de que, sob as condi¢Oes de luz azul, que apresenta altas quantidades de energia,
poderia comprometer a atividade dos fotossistemas. Esses resultados podem estar
associados a uma defesa da planta, para evitar prejuizos no aparato fotossintético
(COELHO, 2016). Assim, esses resultados indicam que o mirtileiro da cultivar
‘Woodard’ se adapta, cromaticamente, no sentido de melhorar o seu desempenho
fotossintético.

A utilizagdo de reguladores vegetais é uma alternativa para aumentar a taxa
de sucesso na propagacdo da planta. Dentre eles, destacam-se as substancias
pertencentes ao grupo das auxinas, sobretudo o acido indol-3-butirico (AIB), que é
considerado um dos melhores estimuladores do enraizamento (DIAS et. al, 2011).
Podendo se afirmar com os resultados obtidos nesse trabalho com o uso do AIB,
segundo os dados da Tabela 5, onde o comprimento da maior brotacdo(cm), o
comprimento da maior raiz (cm), o numero de raizes, bem como a porcentagem de
enraizamento(%) diferiram estatisticamente na auséncia e presenca de AIB, se

destacando na presenca deste hormonio vegetal.
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Tabela 5 — Comprimento da maior brotagéo e da maior raiz, nimero de raizes, e
porcentagem de enraizamento alcangcadas sem e com a adicdo de AIB (Acido

indolbutirico) (0,5mg L'l) em meio de cultivo WPM. Influéncia no enraizamento in
vitro de mirtileiros ‘Woodard’. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS, 2017.

Tratamento Sem AIB Com AIB
Comprimento da maior brotacdo (cm) 1,433 b 2,397 a
Comprimento da maior raiz (cm) 0,163 b 0,466 a
Numero de raizes 0,791 b 2,055 a
Porcentagem de enraizamento (%) 30,00 b 65,45 a

1/ Médias seguidas da mesma letra minidscula na linha n&o diferem entre si pelo teste de T (p<0,05).

Segundo Grattapaglia; Machado (1998), as auxinas estao presentes em mais
de 80% dos meios de enraizamento, podendo ser adicionadas sozinhas ou em
combinacao. Entretanto, o tipo e a concentragdo empregada sao as variaveis que
mais influenciam o processo. A relagcdo concentracdo de auxina e tempo de
exposicdo do explante pode ser determinante para o desenvolvimento do
enraizamento in vitro (NEGASH et al., 2000; BOSA et al., 2003). Kotsias; Roussos
(2001) realizaram experimentos com Citrus limon e a maior porcentagem de
enraizamento (80%) e maior numero de brotos foi obtido quando a base desses

permaneceram por 5 segundos imersos em 1000 mg L1 de AIB.

Em plantulas de Achillea millefolium, foi observada melhor resposta para
comprimento e biomassa seca de raiz em plantulas sob o espectro luminoso azul
(ALVARENGA et al., 2015). Para Jatropha curcas e Protea cynaroides, houve maior
formacéo de raizes sob LEDs com espectro vermelho (DAUD et al., 2013; WU; LIN,
2012). Combinacao de LEDs com espectro azul (30%) e vermelho (70%) induziram
a maior biomassa seca de morango cultivado in vitro (NHUT et al., 2003). Em
Saccharum officinarum foi observado melhor resultado, para biomassa seca total,
guando se utilizou combinagéo de LEDs azul (30%) e vermelha (70%) (MALUTA et
al., 2013). No entanto, no presente trabalho com relacdo ao enraizamento o espectro
de luz ndo influenciou de forma proporcionar respostas significativas, diferentemente
dos trabalhos citados anteriormente.

Por outro lado, o enraizamento foi afetado significativamente pela presenca de
AIB. Quando néo se utilizou o fitorregulador, verificou-se menor nimero de formacao
de raizes, indicando a necessidade deste regulador para a formacdo do sistema
radicular. Estes resultados corroboram com os obtidos por outros autores, que
apontam a necessidade da utilizagdo de auxina no meio de cultura para induzir a

formacao e a iniciagéo de raizes adventicias em porta-enxertos de Prunus
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(FOTOPOULOS; SOTIROPOULOS, 2005; VIAGANO et al., 2005, MANSSERI-
LAMRIOUI et al., 2011). Estes autores observaram a nao formacao de raizes ou
porcentagem de enraizamento muito baixa, aproximadamente 5%, em meio de

cultura sem AIB.
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4.4 Conclusao

A presenca de Acido indolbutirico (AIB) na concentracdo de 0,5mg L-1,

associado a luz branca fluorescente proporciona melhores resultados ao

enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Woodard’, nas condicfes avaliadas.
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5 Consideracgdes finais

Os resultados revelados neste trabalho contribuiram significativamente para
aumentar o conhecimento relacionado a micropropagagao e desenvolvimento
vegetativo de mudas de mirtileiro da cultivar ‘Wodard’ (Vaccinium Spp).
Principalmente com relacdo a manipulacdo de luminosidade, que possibilitou a
observacdo das diferencas como por exemplo, no primeiro experimento, o qual
pode-se verificar maiores indices de area foliar de microestacas de mirtileiro
‘Woodard’ na qualidade de luz fluorescente branca seguido do filtro de luz azul. Ja
com relacdo ao segundo experimento, mesmo este sendo de enraizamento, foi
observado maior numero de brotacdes quando utilizado o filtro de luz azul e a
lampada fluorescente. Além disso, o0s carotenoides também tiveram resultados
superiores nos filtros azul e vermelho. Isso demonstra a importancia deste
experimento, onde o uso da modificacdo do espectro luminoso pode acarretar
mudancas na planta, sendo mais um método que contribui de forma eficiente para o
desenvolvimento da planta, e portanto, abre espaco para que mais pesquisas sejam
realizadas acerca deste tema.

E evidente que o uso de fitorreguladores proporciona melhores resultados
guando adicionados ao meio de cultura, o que se confirmou nesta pesquisa, onde a
presenca de citocininas (2ip), associado a luz branca proporcionou maior
comprimento da parte aérea dos explantes (cm). Também pode-se observar na
presenca de citocininas maior namero de folhas e de brotacdes. Com relacdo ao
fitorregulador &cido indolbutirico (AIB), destacaram-se em sua presenca as variaveis
comprimento da maior brotacdo (cm), comprimento da maior raiz (cm), numero de
raizes e porcentagem de enraizamento(%).

Os resultados deste trabalho abrem espaco para que novos experimentos
sejam realizados a fim de confirmar os efeitos que a qualidade de luz pode
proporcionar. Soma-se a isso, o fato de que os espectros de luz obtidos com os
filtros possuem comprimentos de onda inferior ao que se deseja para ocasionar
mudancas na morfologia da planta, logo, dando uma sequéncia a este trabalho seria
interessante o uso de LEDs no intuito de comparar resultados com a utilizacdo de
filtros de luz, quantificando tanto os pigmentos fotossintéticos, como também

verificando as modificagbes que podem causar na planta. Além disso, na sequéncia
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deste, a ideia era de realizar uma avaliacdo do crescimento dos explantes
cultivados, agora ex vitro com o uso de substrato e telados coloridos.
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