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Resumo

OLIVEIRA, Bruna Andressa dos Santos. Substancias humicas e reguladores
de crescimento na micropropagacao de mirtileiro ‘Woodard’. 2020. 105f.
Dissertacao (Mestrado em Agronomia) - Programa de Pos-Graduacao em
Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2020.

O mirtileiro (Vaccinium sp.) é uma frutifera promissora para a regiéo sul do Brasil;
entretanto, a dificuldade na propagacdo de algumas cultivares pode
comprometer a expansdo da cultura, sendo necessarios estudos direcionados
ao aperfeicoamento no sistema de producdo de mudas. Diante disso, o objetivo
deste trabalho foi avaliar o uso de substéncias humicas e reguladores de
crescimento na micropropagacao de mirtileiro ‘Woodard’. O trabalho foi realizado
em quatro etapas. No primeiro estudo foram avaliados o uso de 2iP (2-
isopenteniladenina) e de concentracfes de substancias humicas na
multiplicagcdo in vitro. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema bifatorial (duas concentracdes (0; 100 mg L) de 2iP
e quatro concentracdes (0; 1; 2; 3 mg L) de substancias himicas), totalizando
oito tratamentos e cinco repeticbes com cinco explantes. Aos 60 dias avaliou-se:
sobrevivéncia, nimero de folhas, taxa de multiplicacdo, nimero de brotacées,
comprimento da maior brotacdo, comprimento da parte aérea, massa de matéria
fresca e massa seca de parte aérea. No segundo estudo foram avaliados o efeito
da presenca e auséncia de AIB (acido indolbutirico), bem como concentracdes
de substancias hdamicas no enraizamento in vitro de mirtileiro 'Woodard'. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema bifatorial
(duas concentracdes (0; 1 mg L) de AIB e quatro concentracdes (0; 1; 2; 3 mg
L-1) de substancias himicas), totalizando oito tratamentos e cinco repeticdes com
cinco explantes por repeticdo. Aos 60 dias avaliou-se: enraizamento, nimero de
brotacdes, comprimento da maior brotacdo, comprimento da parte aérea,
namero de raizes, comprimento da maior raiz, massa de matéria fresca e massa
seca de parte aérea. No terceiro estudo foram avaliados o uso de substancias
humicas e formas de aplicacdo na aclimatizagdo de mirtileiro 'Woodard'. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema bifatorial
(trés concentracdes (0; 1; 2 mg L) de substancias himicas e trés formas de
aplicacao (imersado por 24h, pulverizacdo a cada 7 dias e pulverizacao diaria)),
totalizando nove tratamentos com cinco repeticbes, sendo cada repeticao
constituida de uma embalagem articulada Sanpack® com 10 microestacas. Aos
60 dias foram avaliadas foram: sobrevivéncia, numero de brotacdes,
comprimento da maior brotacdo, comprimento da parte aérea, nimero de raizes,
comprimento da maior raiz, massa seca de parte aérea e raiz. No quarto estudo
foram avaliados o uso de substancias humicas e explantes oriundos de
diferentes meios de cultura na aclimatizacdo de mirtileiro 'Woodard'. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema bifatorial
(trés concentracdes de substancias humicas (Solohumics®) (0; 1; 2 mg L) e
explantes oriundos de diferentes meios de cultura (sem (0 mg L) ou com (1 mg
L-1) substancias himicas), totalizando seis tratamentos e quatro repeticdes com
uma embalagem articulada Sanpack® com 15 microestacas cada. Aos 60 dias
foram avaliadas: sobrevivéncia, niumero de brotagdes, comprimento da maior
brotagdo, comprimento da parte aérea, nUmero de raizes, comprimento da maior



raiz, massa seca de parte aérea e raiz. Assim, concluiu-se que para a
micropropagac¢éao de mirtileiro ‘Woodard’: a) a multiplicagéo in vitro de pode ser
realizada com o uso de 1 mg L de substancias himicas, sem a utilizacédo de
2iP (estudo 1); b) o enraizamento in vitro pode ser realizado com a utilizacéo de
3 mg L* de substancia hiumica e sem o uso de AIB (estudo 2); c) para a
aclimatizagdo, 2 mg L* de substancias himicas e pulverizagdo diaria sdo as
mais indicadas (estudo 3) e d) os explantes oriundos de meio de cultura com a
presenca de substancias humicas e, posteriormente, imersos por 24 horas na
concentragdo 2 mg L?! dessas substancias sdo os mais indicados para a
aclimatizacao (estudo 4).

Palavras-chave: Vaccinium sp. Pequenas frutas. Acidos hamicos.
Biostimulantes.



Abstract

OLIVEIRA, Bruna Andressa dos Santos. Humic substances in ‘Woodard'
blueberry micropropagation. 2019. 105I. Qualification (Master Degree) —
Program of Post-Graduation in Agronomy. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2019.

The blueberry (Vaccinium sp.) is a promising fruit for the southern region of Brazil;
however, the difficulty in propagating some cultivars can compromise the
expansion of the crop, and studies aimed at improving the seedling production
system are necessary. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
use of humic substances and growth regulators in the blueberry
micropropagation ‘Woodard'. The work was carried out in four stages. In the first
study, the use of 2iP (2-isopentenyladenine) and concentrations of humic
substances in in vitro multiplication were evaluated. The experimental design was
completely randomized, in a bifactorial scheme (two concentrations (0; 100 mg
L-Y) of 2iP and four concentrations (0; 1; 2; 3 mg L) of humic substances),
totaling eight treatments and five repetitions with five explants. At 60 days it was
evaluated: survival, number of leaves, multiplication rate, number of shoots,
length of the largest shoot, length of the aerial part, mass of fresh matter and dry
mass of aerial part. In the second study, the effect of the presence and absence
of IBA (indolbutyric acid) was evaluated, as well as concentrations of humic
substances in the in vitro rooting of blueberry 'Woodard'. The experimental design
was completely randomized, in a bifactorial scheme (two concentrations (0; 1 mg
L-Y) of IBA and four concentrations (0; 1; 2; 3 mg L) of humic substances),
totaling eight treatments and five repetitions with five explants per repetition. At
60 days it was evaluated: rooting, number of shoots, length of the largest shoot,
length of the aerial part, number of roots, length of the largest root, mass of fresh
matter and dry mass of aerial part. In the third study, the use of humic substances
and forms of application in the acclimatization of blueberry 'Woodard' were
evaluated. The experimental design was completely randomized, in a bifactorial
scheme (three concentrations (0; 1; 2 mg L) of humic substances and three
forms of application (immersion for 24 hours, spraying every 7 days and daily
spraying)), totaling nine treatments with five repetitions, each repetition consisting
of a Sanpack® tray with 10 micropiles. At 60 days, the following were evaluated:
survival, number of shoots, length of the largest shoot, length of the aerial part,
number of roots, length of the largest root, dry mass of aerial part and root. In the
fourth study, the use of humic substances and types of culture medium in the
acclimatization of blueberry 'Woodard' were evaluated. The experimental design
was completely randomized, in a bifactorial scheme (three concentrations of
humic substances (Solohumics®) (0; 1; 2 mg L) and types of culture medium
(without (0 mg L) or with ( 1 mg L) humic substances), totaling six treatments
and four repetitions with a Sanpack® tray with 15 micropiles each 60 days were
evaluated: survival, number of shoots, length of the largest shoot, length of the
shoot, number of shoots roots, length of the largest root, dry mass of shoot and
root. Thus, it was concluded that for the blueberry micropropagation "Woodard':



a) the in vitro multiplication of can be performed with the use of 1 mg L* of humic
substances, without using 2iP (study 1); b) in vitro rooting can be performed using
3 mg L humic substance and without using IBA (study 2); c¢) for acclimatization,
2 mg L of humic substances and daily spraying are the most recommended
(study 3) and d) explants from culture medium with the presence of humic
substances and, subsequently, immersed for 24 hours in the concentration 2 mg
L of these substances are the most suitable for acclimatization (study 4).

Keywords: Vaccinium sp. Small fruits. Humic acids. Biostimulants.
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1 Introducéo

A fruticultura é um importante segmento do agronegécio brasileiro, sendo
0 pais um dos trés maiores produtores mundiais de frutas, com cerca de 41
milhdes de toneladas colhidas em 2018 (IBGE, 2020).

Dentre as espécies frutiferas, um grupo que tem merecido atencao
especial por parte de produtores, comerciantes, consumidores e pesquisadores
€ o0 das pequenas frutas, por propiciar alto retorno financeiro em pequenas areas,
além do valor como alimento funcional. Nesse grupo estdo o mirtileiro (Vaccinium
spp.), a amoreira-preta (Rubus spp.), a framboeseira (Rubus idaeus), o
morangueiro (Fragaria spp.) e a physalis (Physalis sp) (LEITZKE, 2007;
ANTUNES; PERES, 2013).

Para o cultivo no Sul do Brasil o mirtileiro € uma das culturas mais
promissoras, devido as condicfes edafoclimaticas favoraveis a adaptacdo de
varias cultivares, além de ser muito apreciado pelo sabor exoético, valor
econdmico e ampla divulgacao dos frutos como fonte da longevidade (SHARPE,
1980; RUFATO; ANTUNES, 2016). No entanto, para a expansao nas areas de
producao é fundamental o uso de mudas de qualidade.

Uma alternativa para aumentar a disponibilidade de mudas é o uso da
micropropagac¢ao (DAMIANI; SCHUCH, 2009), que além de possibilitar a
produgao de grande quantidade de plantas em curto periodo de tempo, permite
a obtencao de mudas livres de doencgas e a propagacgao de espécies dificeis de
serem multiplicadas por outros métodos. Outra vantagem do ponto de vista
pratico esta relacionada a restauracdo da capacidade de enraizamento,
resultado do rejuvenescimento obtido pelos sucessivos subcultivos e pelo uso
de reguladores de crescimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Na micropropagacdo, varios fatores podem influenciar o potencial
regenerativo da espécie, como 0 genotipo, os tipos e tamanhos de explantes, os
tipos e as concentracfes de reguladores de crescimento, os meios de cultura e
as condicdes de cultivo (BERED et al.,1998). Conforme Schuch e Erig (2005), o
uso de reguladores de crescimento, juntamente com as formulac¢des basicas dos
meios de cultura é imprescindivel para que se obtenha éxito na propagacéo de

algumas culturas in vitro.
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Quanto aos reguladores de crescimento, 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).
Segundo Schuch et al. (2008), este regulador € comumente utilizado para
espécies de mirtilo por promover desenvolvimento superior quando comparado
a outras citocininas.

Outro regulador comumente usado € o &cido indolbutirico (AIB), do grupo
das auxinas (HARTMANN et al., 1997). Esta substancia tém a capacidade de
promover o crescimento e a divisdo celular em cultura de tecidos (KRIKORIAN,
1991), bem como na estimulacdo de raizes adventicias (TAIZ; ZEIGER, 2004).
Apesar de ser utlizado isoladamente ou em combinagdo, no meio de
enraizamento (GATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), é um reagente quimico com
custo elevado (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014).

Visando reduzir o periodo de desenvolvimento da muda e,
consequentemente, os custos de producédo, algumas alternativas inovadoras
podem ser adotadas, como as substancias humicas. Constituidas pelas fracdes
acidos humicos, acidos falvicos e huminas, tais substancias sdo compostos
organicos com condensados produzidos pela acdo microbiana durante o
processo de degradagdao (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014). Possibilitam o
aumento na absor¢do de nutrientes e no crescimento vegetal (VAUGHAN;
MALCOLM, 1985; CHEN; AVIAD, 1990; NARDI et al., 2002) e tém sido utilizadas
na estimulacao de raizes adventicias (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Considerando a importancia da propagacao de mirtileiro e a escassez de
estudos com a cultivar Woodard em relacdo as etapas da micropropagacao,
além da inexisténcia de informacdes sobre o uso de substancias humicas e
reguladores de crescimento, torna-se justificAvel o desenvolvimento de
pesquisas que envolvam estes aspectos, principalmente, no que se refere a
avaliacao da sua eficiéncia.

Com base nesses aspectos, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar o uso de
substancias humicas e reguladores de crescimento na micropropagagcdo de
mirtileiro ‘Woodard’. Para tanto, foram elaborados quatro capitulos,

apresentados a seguir.
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Capitulo I. Substancias humicas e 2-isopenteniladenina na multiplicacao
in vitro de mirtileiro 'Woodard'

Capitulo Il. Substancias humicas e acido indolbutirico no enraizamento in

vitro de mirteiro 'Woodard'

Capitulo lll. Concentracbes e formas de aplicacdo de substancias

hamicas na aclimatizacdo de mirtileiro 'Woodard'

Capitulo IV. Concentrac6es de substancias humicas e explantes oriundos
de diferentes meios de cultura na aclimatizagédo de mirtileiro 'Woodard'
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2 Reviséo bibliografica

2.1 Importancia socio econdmica da fruticultura

A fruticultura € uma atividade de grande importancia social e econémica.
Os trés maiores produtores mundiais sdo China, india e Brasil (ABRAFRUTAS,
2019) que, juntos, respondem por 45,9% do total mundial e tém suas produc¢des
destinadas principalmente aos seus mercados internos (DOSSA; FUCHS, 2017).

De acordo com os dados do IBGE (2019), no Brasil foram produzidas
cerca de 41 milhdes de toneladas de frutas em 2018. Além disso, a fruticultura
gera cerca de cinco milhBes de empregos, 0 que representa 16% do total de
vagas no agronegocio brasileiro (ABRAFRUTAS, 2019; KIST et al., 2018).

Atualmente, o pais encontra-se em 23° no ranking dos exportadores
globais (KIST et al., 2018). No ano de 2019, a fruticultura brasileira alcancou a
marca de 16% de aumento em volume exportado, com mais de 980 milhdes de
toneladas de frutas, comparados a 848 milhdes em 2018 (ABRAFRUTAS, 2020).
Os maiores importadores das frutas brasileiras sdo os paises baixos
(327.071.385 kg), o Reino Unido (143.262.238 Kg), os Estados Unidos
(56.145.003 Kg) e a Espanha (99.760.478 Kg) (KIST et al., 2018).

Com relacdo as frutas mais exportadas, podem ser citadas: manga
(Mangifera indica L.) (221.913.863 Kg), meldo (Cucumis melo L.) (251.641.687
KQg), uva (Vitis sp.) e limdes e lima (Citrus sp.) (47.323.288 Kg), com aumento de
30%, 27%, 19% e 10% respectivamente. Entretanto, melancia (Citrullus lanatus),
banana (Musa sp.) e abacate (Persea americana) também apresentaram
crescimento consideravel nesse volume (ABRAFRUTAS, 2020).

A diversidade edafocliméatica no Brasil possibilita o cultivo de espécies
com diferentes exigéncias e origens. Dessa forma, além do vasto mercado
interno, possui elevado potencial de atingir mercados consumidores no mundo
todo, com a oferta de frutas de clima tropical e temperado durante boa parte do
ano (HOFFMANN; SEBBEN, 2003; ANDRADE, 2017). Em relacdo a area de
plantio, merecem destaque Sao Paulo (540.623 ha), Bahia (308.913 ha) e Rio
Grande do Sul, com 148.928 de hectares colhidas em 2016 (KIST et al., 2018).

No caso da producéao gaucha, o Estado € o maior produtor nacional de
uva (Vitis sp.) (49.733 ha), péssego (Prunus persica) (12.574 ha), figo (Ficus

carica) (1.590 ha), pera (Pyrus communis) (810 ha), nectarina (Prunus persica),
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kiwi (Actinidia deliciosa), amora (Rubus spp.), mirtilo, azeitona (Olea europaea)
(231 ha) (CONTE, 2017; IBGE, 2015), entre outras. A producéo diferencia-se
pela possibilidade de colheita em épocas de entressafra e tal fato permite a
obtencdo de bons precos e viabiliza o comércio para o0 consumo de mesa em
todo o Brasil.

Algumas caracteristicas, como a diversidade de solos e a existéncia de
regides com diferentes condi¢cfes climéticas, somadas a pluralidade de etnias
tém favorecido o cultivo de um grande namero de espécies no Rio Grande do
Sul, proporcionando oferta de frutas durante todos os meses do ano (CONTE,
2017). Além disso, a producédo tem crescido consideravelmente, pois muitos
estdo deixando o plantio das culturas mais tradicionais para se dedicar a
fruticultura (FRUTICULTURA, 2019).

Uma alternativa aos produtores rurais € o cultivo do mirtileiro, devido ao
seu alto valor de venda no mercado, tanto como frutasin natura, como
processadas na forma de geleias, sucos, sobremesas e outros (PASA et al.,
2014). Inclusive, na América do Sul, muitos paises beneficiam-se da
possibilidade de producédo durante a entressafra europeia e norte-americana,
assim ocorrendo uma maior exportacdo da fruta (FACHINELLO, 2008;
CANTUARIAS-AVILES, 2014); consequentemente, o Brasil tem grande
potencial para ampliar a producdo de mirtilos visando a exportacdo
(FACHINELLO, 2008; HOFFMANN; ANTUNES, 2004).

Nas ultimas duas décadas ocorreu um rapido crescimento da area de
cultivo e da producédo de frutos de mirtilo no mundo. De 1990 a 2014, a area
plantada aumentou de 47.418 ha para 95.195 ha, enquanto a producéo de frutos
subiu de 135.547 toneladas em 1990 para 525.620 toneladas em 2014
(FAOSTAT, 2017). No Brasil, a producdo esta estimada em cerca de 300
toneladas, concentradas nas cidades de Vacaria, Pelotas, Erechim e Caxias do
Sul - RS, Palmas - PR, Barbacena - MG e Campos do Jordéao - SP, totalizando
uma area de aproximadamente 118 ha. No Rio Grande do Sul, a regido de
Vacaria € a pioneira no cultivo de mirtileiro e a referéncia na producdo (RUFATO,;
ANTUNES, 2016).
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2.2 Pequenas frutas

Segundo Barbieri e Vizzoto (2012), ndo existe uma definicdo botanica do
que seriam as frutas vermelhas, tampouco as pequenas frutas. Tais termos
fazem parte da linguagem informal para designar frutas com coloracao
avermelhada ou arroxeada e de tamanho pequeno. Embora algumas
apresentem coloracédo avermelhada e dimensdes reduzidas, os dois termos néo
sao sinbnimos e nem todas as pequenas frutas sdo, ao mesmo tempo, frutas
vermelhas.

No grupo das pequenas frutas, o mirtileiro, a amoreira-preta, a
framboeseira, 0 morangueiro e a physalis (LEITZKE, 2007) representam uma
oportunidade para o fruticultor diversificar a producdo e obter bons lucros.
Apresentam como caracteristica geral a exigéncia de mao-de-obra; porém, com
a possibilidade de obtencdo de retorno econdmico, mesmo em areas de
agricultura com base familiar (PAGOT; HOFFMANN, 2003). Além disso, existem
empresas bem organizadas e conhecedoras do mercado internacional
empenhadas em produzir e exportar estas frutas (ANTUNES; PERES, 2013).

Essas frutiferas podem ser cultivadas visando o consumo in natura ou a
industrializacdo, para a producdo de doces, geleias, sucos e néctares, o que
segundo Pagot e Hoffmann (2003), agrega valor ao produto e auxilia na
viabilizagao da agricultura.

De acordo com Antunes e Peres (2013), ha uma grande procura por
produtos a base dessas frutas pelos consumidores, incentivados especialmente
por seu valor como alimento funcional. Para ser considerado como tal, o alimento
deve propiciar efeito benéfico, relevante na melhoria do estado de saude, bem-
estar e na reducado do risco de doencas (SOUSA et al., 2007). Cada espécie
possui teores caracteristicos de compostos fendlicos, constituidos
essencialmente por antocianinas, flavondis, proantocianidinas (elagitaninos e
galtaninos), acidos fendlicos, catequinas e isoflavonoides, reconhecidos por sua
capacidade antioxidante (LILA; RASKIN, 2005).

A difusédo da informacao, o aumento da oferta, o interesse do consumidor,
a atratividade em sabor e visual, bem como as estratégias de marketing sdo os
principais fatores que tém impulsionado produtores de frutas a ingressarem
neste ramo da fruticultura (PAGOT; HOFFMANN, 2003). Outro aspecto € o

desenvolvimento de tecnologias que ajudam a reduzir as perdas pds-colheita e
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a elaborar produtos diferenciados, no intuito de valorizar a producéo local e
viabilizar um maior periodo de atividade durante o ano em agroinddstrias,
maximizando a rentabilidade do produtor e reduzindo os precos do produto para
o consumidor (ANTUNES; PERES, 2013).

2.3 Mirtileiro (Vaccinium sp.)

2.3.1 Origem e descricao botanica
O mirtileiro (Figura 1) é uma frutifera de clima temperado nativa de

bosques do Norte da Europa e América do Norte, onde € denominado “blueberry"

(SEVERO et al., 2008), sendo cultivada também na Asia, Africa, Austrélia,

Ameérica do Sul (BRAZELTON; STRIK, 2007).

Figura 1. Frutos e folhas de mirtileiro.
Fonte: Aline Ramm, 2019.

Pertencente a familia Ericaceae, € classificada dentro da subfamilia
Vaccinioideae, na qual encontra-se o género Vaccinium (TREHANE, 2004), que
compreende cerca de 400 espécies, sendo 40% nativas do Sudoeste da Asia,
25% da América do Norte e 10% das Ameéricas Central e do Sul com o restante
espalhadas pelo mundo (DARNELL, 2006).

Em 1906 o pesquisador Coville iniciou a domesticacao desta frutifera,
estudando desde a germinacdo da semente até a maturacéo da fruta (GALLETA,;
BALLINGTON, 1996). Porém, ha relatos do consumo de frutos de mirtileiro pelo
homem desde a pré-histéria (SEVERO et al., 2008).
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As primeiras introducfes do mirtilo no Brasil datam de 1983, através da
Embrapa Clima Temperado (Pelotas — RS), que implantou uma colecédo de
cultivares oriundas da Universidade americana da Flérida, enquanto o cultivo
comercial iniciou em 1990 na cidade de Vacaria-RS (MADAIL; SANTOS, 2004).

A planta pode ser caducifélia, arbustiva ou rasteira (BOURNOUS, 2009;
RETAMALES; HANCOCK, 2012), com habito de crescimento basitbnico, ou
seja, a brotacéo ocorre, preferencialmente, nas gemas basais. Sendo, este fator
gue define o porte da planta (HERTER; WREGUE, 2006).

Esta cultura adapta-se as mais variadas condi¢cGes climaticas, que vao
desde as regiées com 300 horas de frio abaixo de 7,2 °C, até regides com mais
de 1.100 horas nesta mesma temperatura (HERTER; WREGE, 2006). Porém, a
falta de frio causa brotacéo e floragéo deficiente e, por consequéncia, producéo
deficiente (RASEIRA; ANTUNES, 2004).

Em relacéo aos ramos do mirtileiro, estes apresentam coloracdo amarelo
dourado ou avermelhado. As folhas sdo deciduas, grandes (3-5 cm x 7-9 cm),
com forma oval alongada (BOUNOUS, 2009), com sistema de arranjo alternado
(DARNELL, 2006). Com o frio e a reducao das horas de luz, ha reducdo da
clorofila e producéo do pigmento responsavel pela coloracdo avermelhada das
folhas, que ird substituir a cor verde escuro que se observa no restante do ano.

O sistema radicular é superficial e caracterizado por ter raizes primarias
muito finas, fibrosas e sem pelos radiculares (BOUNOUS, 2009).

As flores comp8em uma inflorescéncia (Figura 2), formando racimos que
se desenvolvem na parte terminal dos ramos (BUZETA, 1997). Cada racimo
contém de oito a 16 flores, variando de acordo com a espécie e a cultivar
(DARNELL, 2006). Na regiédo de Pelotas - RS, a floragdo do mirtileiro ocorre de
meados de agosto ao inicio de setembro (RASEIRA; ANTUNES, 2004).
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Figura 2. Inflorescéncia de mirtileiro.
Fonte: Aline Ramm, 2020.

A frutificacdo se d4 em ramos de um ano de idade (RASEIRA; ANTUNES,
2004). O fruto fresco é uma baga de formato achatado, coroado pelos I6bulos
existentes no célice, diametro que pode variar de 8 a 22 mm (CHILDERS;
LYRENE, 2006). A massa do fruto varia de 1,5 a 4,0 g, sabor doce a doce-acido,
com muitas sementes em seu interior, coloracdo azul escuro no epicarpo e
superficie cerosa (DARNELL, 2006), que recebe o nome de pruina e da ao fruto
um aspecto visual de cor azul claro (BUZETA, 1997).

E um fruto n&o climatérico, ndo sendo observadas variacdes significativas
na taxa respiratéria ao longo do tempo de colheita e conservacdo (LAVADINHO
et al., 2001).

2.3.2 Grupos de mirtileiros

A maior parte da producdo de mirtilos origina-se de cultivares derivadas
principalmente de quatro grupos: Highbush, Southern Highbush, Lowbush,
Rabbiteye e de seus hibridos (ROWLAND et al., 2012).

O grupo Highbush é originario da costa oeste da América do Norte
(FACHINELLO, 2008), caracteriza-se por apresentar porte alto, com plantas de
dois ou mais metros de altura. A necessidade em frio hibernal das plantas deste
grupo esta geralmente entre 650 e 850 horas (RASEIRA, 2004). Nos pomares
brasileiros sdo bem difundidas, principalmente na regido Sul do pais, desde a
introducéo de cultivares com menos requerimentos de frio, como O’neal e Misty
(RASEIRA; ANTUNES, 2004).
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Outro grupo é o Southern highbush, que apresenta baixa necessidade em
frio, sendo suficiente 200 a 600 horas (PAGOT, 2006). Possui porte alto, de até
quatro metros (ANTUNES et al., 2013), sendo originario do Sul dos Estados
Unidos. Neste grupo também predomina a espécie V. corymbosum (GALLETTA;
BALLINGTON, 1996). Apresenta melhor desempenho nos planaltos, em solos
pobres de matéria organica, além de ser resistente a doencas. Porém, sdo mais
exigentes em agua, qualidade de solo, drenagem e quantidade de matéria
organica que as cultivares do tipo "rabbiteye" (VILELLA, 2003). Entre as
cultivares pertencentes a este grupo estdo Misty, Georgiagem, O’Neil, Jewel,
Santa Fé, Bluecrisp, Millenia e Star (RUFATO; ANTUNES, 2016).

Quanto ao Lowbush, o grupo é caracterizado por possuir arbustos de
pequeno porte, com plantas de até 50 cm 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). Sua origem € o
Nordeste dos Estados Unidos e partes do Canada (DARNELL, 2006), onde
possui variedades com exigéncia de 1.000 a 1.200 numero de horas de frio
(FILHO, 2018). Em pesquisas recentes, houve melhoria na genética de
cultivares, tais como Early Sweet e Bloodstone (OTTO, 1995).

Entre os grupos, o que mais se destaca no Brasil € o Rabbiteye, no qual
pertence a espécie V. ashei, também conhecido como "olho de coelho".
Originario do Sul da América do Norte (FACHINELLO, 2008), este caracteriza-
se por possuir plantas de dois a quatro metros de altura (RASEIRA, 2004), além
de possuir elevado vigor, plantas longevas, alta produtividade, tolerancia ao calor
e a seca, baixa exigéncia na estacdo fria, com cerca de 300 horas de frio
(HERTER; WREGE, 2004), floracdo precoce, longo periodo entre floracdo e
maturacdo, e frutos firmes, com longa vida pés-colheita se conservados
adequadamente (ANTUNES; RASEIRA, 2006; GOUGH, 1994; EHLENFELDT et
al., 2007). Entre as cultivares mais plantadas estdo: Aliceblue, Bluebelle,
Bluegem, Briteblue, Climax, Delite, Powderblue e Woodard (CANTUARIAS-
AVILES, 2010).

2.3.3 Mirtileiro 'Woodard'
E uma cultivar originaria de Tifton, Gedrgia, sendo oriunda de cruzamento
entre 'Ethel' e 'Callaway’ (SANTOS; RASEIRA, 2002). Os frutos tém boa
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aparéncia, com peso médio de 1,0 a 1,2 g, enquanto o diametro varia de 1,1 a
1,5cm. Apresentam pelicula azul-clara e sdo considerados macios e, portanto,
inadequados para transporte a longas distancias. O teor de solidos solaveis tem
sido superior a 12° Brix, podendo chegar a 13,9°Brix (SANTOS; RASEIRA,
2002).

Esta cultivar (Figura 3), além do consumo in natura, possui ampla
possibilidade de industrializacdo, com o0 processamento dos frutos para
comercializacdo em lata, congelado, seco ou em forma liquida (BISWAS, 2007),
na mistura em pé de bebidas (SHEWFEL; AHMED, 1978) e na elaboracédo de
toppings para cobertura e recheio de bolos, iogurtes, sorvetes, tortas, flans,
pudins, entre outros (RODRIGUES, 2006).

Figura 3. Mudas de mirtileiro ‘Woodard’ cultivadas em vasos em estufa agricola.
Fonte: Aline Ramm, 2019.

2.3.4 Propagacao do mirtileiro

A propagacdo € um conjunto de praticas destinadas a perpetuar as
espécies de forma controlada. Seu objetivo é aumentar o numero de plantas,
garantindo a manutencdo das caracteristicas agronémicas essenciais das
cultivares (FACHINELLO et al., 2005).

Segundo Souza e Araujo (1999), a escolha do método a ser usado
depende da espécie e do objetivo. Um bom método de propagacdao,
basicamente, deve conter as seguintes caracteristicas: ser de baixo custo, facil

execucao e proporcionar um elevado percentual de mudas obtidas.
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Os métodos de propagacdo podem ser agrupados em dois tipos:
propagacdo sexuada, que se baseia no uso de sementes, e propagacao
assexuada, a partir do uso de estruturas vegetativas. Fundamentalmente, a
diferenca entre as duas formas de propagacao é a utilizacdo e a ocorréncia da
mitose e da meiose. Enquanto na propagacdo assexuada a divisdo celular
implica na multiplicacéo simples (mitose), mantendo 0 nimero de cromossomos
inalterado, na propagacéo sexuada a meiose proporciona a reducao do numero
de cromossomos (FACHINELLO et al., 2005).

Para Fachinello et al. (2005) e Franco et al. (2007), varios fatores
influenciam na eficacia do método de propagacdo, como genotipo, condicdes
fisiol6gicas da planta matriz, tipo de estaca e condig6es ambientais, entre outros.

Na maioria das plantas frutiferas a producdo comercial de mudas é
realizada por propagacdo vegetativa, que além de proporcionar mudas de
qualidade, fixa caracteristicas agrondmicas desejaveis de forma eficiente
(BASTOS et al., 2005).

No caso do mirtileiro, as mudas podem ser oriundas de sementes,
enxertia, estaquia lenhosa, semilenhosa e herbacea ou através de técnicas de
propagacéo in vitro (MAINLAND, 2006). No entanto, a micropropagacao, além
da producdo de grande quantidade de plantas em curto periodo de tempo,
permite a obtencdo de mudas com qualidade fitossanitéria, livres de doencas e
a propagacao de espécies dificeis de serem multiplicadas por outros métodos.
Outra vantagem do ponto de vista pratico esta relacionada ao enraizamento e ao
rejuvenescimento obtido pelos sucessivos subcultivos e uso de reguladores de
crescimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO,1998).

O processo de micropropagacéao divide-se em quatro etapas: a primeira
€ o0 estabelecimento do explante no meio de cultura; a segunda € aquela em que
ocorre a multiplicacdo ou inducdo de brotos multiplos; a terceira refere-se ao
enraizamento e a quarta etapa € a aclimatizacdo, com a transferéncia gradual
das plantas para a condicéo ex vitro (HARTMANN et al., 1997).

O material vegetal utilizado para a propagacgéao in vitro fica submetido a
condi¢cdes controladas de luz, fotoperiodo e temperatura, interagindo com
substancias organicas, como os hormonios, que desempenham importante

funcdo na regulacédo do crescimento (SCHUCH; ERIG, 2005).



32

No estabelecimento da cultura é necessario obter plantas sadias e
adaptadas as condicfes in vitro para que, numa fase seguinte, possam ser
multiplicadas. Primeiramente, é realizada a escolha do explante, que se refere a
qualquer segmento de tecido oriundo de uma planta para iniciar um cultivo in
vitro, podendo ser uma gema axilar ou segmento nodal, apice caulinar ou
radicular, entre outros (FACHINELLO et al., 2005). Para a propagacao vegetativa
de espécies lenhosas, e nesse caso inclui-se o mirtileiro, a técnica mais
comumente utilizada baseia-se no uso de gemas axilares (ou segmentos nodais)
(XAVIER et al., 2007).

Erig e Schuch (2005), estudando o estabelecimento in vitro de mirtileiro,
verificaram que a adi¢cédo de 24,6 uM de 2iP ao meio de cultura WPM (Wood Plant
Media) favorece o estabelecimento da cv. Flérida. Silva et al. (2006), observaram
resultados semelhantes para cv. Delite, obtendo resultados satisfatérios com o
uso de WPM,; entretanto, o regulador de crescimento acrescido foi a citocinina
zeatina.

Apdbs o estabelecimento da espécie vegetal, inicia-se a multiplicacéo,
guando as brotacdes sao cultivadas com a finalidade de aumentar o seu nimero.
Em seguida, tem-se a etapa do enraizamento in vitro, ou seja, a rizogénese, cujo
propoésito é a formagdo de raizes adventicias nas partes aéreas, obtidas no
estagio de multiplicacdo, que permite a constituicdo de plantas completas, para
posterior aclimatizacdo as condicdes ex vitro (FACHINELLO et al., 2005).

Vale salientar que o crescimento in vitro estd relacionado com a
formulacdo do meio de cultura e pode apresentar variagdes nas respostas para
tecidos de diferentes cultivares (COZZA et al. 1997), além de requerer técnicas
eficientes e protocolos de propagacdo (MOREIRA, 2014). No que diz respeito a
micropropagacao de mirtileiro, o meio de cultura utilizado nas fases de
multiplicacéo e enraizamento in vitro € o WPM - Wood Plant Medium (LLOYD;
MCCOWN, 1980), acrescido de 100 mg L* de mio-inositol, 30 g L** de sacarose
e 6g L* de agar.

Para o sucesso da propagacéao de culturas in vitro, muitas vezes o uso de
reguladores de crescimento é de suma importancia. Estes sdo adicionados ao
meio de cultura em concentragbes especificas e desempenham um papel
fundamental no crescimento e na morfogénese em cultura de tecidos (PIERIK,
1990; FLORES et al., 1998).
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Na etapa da micropropagacdo denominada multiplicacdo € importante
averiguar a necessidade do uso de citocinina, indicando o tipo e a concentracéo
adequada. O 2ip (2-isopenteniladenina) esté entre as citocininas mais utilizadas
e tem sido muito eficiente na multiplicacdo de partes aéreas e inducao de gemas
adventicias em diversas espécies (HU; WANG, 1983). Testes com combinacdes
de citocinina com outros reguladores de crescimento também sdo comuns nos
meios de cultura (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Maciejewski et al. (2017) verificaram que a presengca de 2iP na
multiplicacdo in vitro de mirtileiro ‘Duke’, proporcionou maior namero de
brotacdes, comprimento de brotacdes, nimero de folhas e taxa de multiplicacéo.
Em outro estudo, Erig e Schuch (2006), concluiram que a multiplicag&o in vitro
de brotos de mirtilo cv. Delite € favorecida com o cultivo dos explantes em meio
de cultura com regulador de crescimento zeatina (18 mM).

Cruz et al. (2017), constataram que a presenca de 100mg L de 2-
Isopenteniladenina (2iP) associado a luz branca fluorescente proporcionou
melhores resultados na multiplicacdo in vitro de mirtileiro ‘Woodard’.

Na fase de enraizamento in vitro, o tipo de meio de cultura, de auxina e
suas concentracfes, em geral, variam conforme a espécie e a cultivar (LEITZKE
et al., 2009). As auxinas sao 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 estimulacéo de raizes adventicias (TAIZ; ZEIGER,
2004). O tipo de auxina mais utilizada € o acido indolbutirico (AIB), por néo
causar fitotoxicidade aos explantes em uma larga faixa de concentracao e ser
eficiente em vérias espécies (HARTMANN et al., 1997).

Em trabalho realizado por Cruz (2017), verificou-se que a presenca de
acido indolbutirico (AIB) na concentragdo de 0,5mg L1, associado a luz branca
fluorescente proporcionou os melhores resultados ao enraizamento in vitro de
mirtileiro ‘Woodard’.

Camargo et al. (2017) observaram que o cultivo in vitro de mirtileiro cv.
Duke em substrato vermiculita e meio WPM liquido sem a adicdo de auxina
favorece o crescimento de brotacbes e raizes, assim como o numero de
brotacdes e folhas; enquanto Damiani e Schuch (2009) descreveram que a
adicao de carvao ativado inibe o enraizamento in vitro de mirtileiro. As mesmas

autoras avaliaram substratos alternativos ao agar e concluiram que o uso de
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perlita promove o desenvolvimento do sistema radicular e aumenta a
porcentagem de enraizamento.

Em estudo realizado por Fischer et al. (2008), testando o enraizamento de
estacas semilenhosas de mirtileiro sob o efeito de diferentes concentracdes de
AlIB, os autores verificaram que a cultivar Bluebelle apresenta baixa capacidade
de emissao de raizes e brotacfes a partir de estacas semilenhosas. Entretanto,
a cultivar Delite apresenta facilidade de emissdo de raizes e brotacdes
independentemente do uso de AIB, com percentual de enraizamento superior a
82,5%.

Koyama et al. (2019) observaram que a eficacia no enraizamento das
estacas de mirtileiro ‘Brite blue’ € influenciada pela época de coleta das estacas,
com maior enraizamento das estacas coletadas no verdo, além de mencionarem
que aplicacdo de 1.000 mg de L' AIB ndo influenciou o enraizamento e
desenvolvimento radicular de mudas.

Em relagdo ao uso do AIB na técnica de microestaquia de mirtileiro,
Schuch et al. (2007) descreveram que o emprego de microestacas oriundas da
porcdo mediana proporcionaram elevados indices de enraizamento,
independentemente da concentracdo de AIB utilizada. Porém, para microestacas
apicais, a aplicacdo de 2000 mg L de AIB foi fundamental para o enraizamento.

Além da multiplicacdo e do enraizamento, outra etapa da
micropropagacao € a aclimatizacdo, que € a transferéncia da planta da condicao
in vitro para a condicao ex vitro (Figura 4) (GRATTAPAGLIA; MACHADO,1998).
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Figura 4. Aclimatizacdo de mirtileiro 'Woodard' em casa de vegetacéo (A) e detalhe das mudas
de mirtileiro em embalagem articulada com vermiculita durante a aclimatizagéo (B).

Durante a aclimatizacdo € comum a ocorréncia de alto percentual de
mortalidade das plantas. Para minimizar as perdas, a adaptacdo ao novo
ambiente deve ser gradual (SOUZA et al., 2006), de forma que as plantas ndo
sofram estresse e, consequentemente, venham a morrer (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Disponibilizar uma condicdo adequada de ambiente,
mantendo as plantas sombreadas, com manutencdo de alta umidade relativa,
substrato adequado, controle fitossanitario e nutricio adequadas é suficiente
para a sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas micropropagadas
(SCHUCH; ERIG, 2005).

Nesta etapa também é necessario o uso do substrato adequado
(PELIZZA, 2009). Conforme Backes e Kampf (1991), a escolha e o manejo
correto do substrato irdo afetar a sobrevivéncia, 0 crescimento e
desenvolvimento das plantas, sendo de suma importancia o uso do substrato
correto para a obtencdo de mudas de qualidade. Para Yamanishi et al. (2004), o
mesmo deve apresentar caracteristicas fisicas, quimicas e biolégicas adequadas
a espécie, possibilitando rapido desenvolvimento da muda, bom teor de matéria
seca nas partes aérea e radicular, dentre outras caracteristicas.
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Dentre os materiais utilizados pode-se citar vermiculita, perlita, areia,
turfa, casca de arroz carbonizada e p6 de carvao, cujas proporgdes variam
conforme a espécie (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

A vermiculita foi utilizada na aclimatizacdo de mirtileiro, amoreira-preta,
physalis, abacaxizeiro (Ananas comosus), marmeleiro (Cydonia oblonga), entre
outras culturas (PELIZZA et al., 2011; WAGNER JUNIOR et al., 2012; MUNIZ,
2013; BRAGA et al.,, 2011; ERIG et al.,, 2004). Este substrato apresenta
vantagens como: facil obtencao, baixa densidade, uniformidade na composicao
quimica e granulométrica, porosidade e capacidade de retencdo de agua
(MARTINS et al., 2009). De acordo com Kampf (2000), apresenta densidade
entre 50 e 100 kg m2e pH de 7,5 a 8,5 (KAMPF et al., 2006).

2.4 Substancias hamicas

A presenca de substancias humicas no meio ambiente vem sendo
observada ha muito tempo (BERZELIUS, 1839; KONONOVA, 1958; ORLOV,
1985; FRIMMEL; CHRISTMAN, 1988). Estas originam-se da degradacdo
quimica e bioldgica de residuos de plantas e da atividade metabdlica de micro-
organismos e sao construidas por acido humico (AH), acido falvico (AF) e humina
(HU) (SPEDDING, 1988).

Ap6s o fracionamento quimico, os acidos humicos e falvicos constituem
as duas substancias humicas mais estudadas. Suas composi¢cdes médias no
solo s&o Ciss His2 Ogs Ns Sz, para os acidos fulvicos, e Cis7 Hiss Osg No S, para
os acidos humicos (SCHNITZER; KHAN, 1972).

As substancias humicas exercem efeitos estimulantes na parte aérea,
como incrementos do acumulo de nutrientes foliares e sintese de clorofilas e
atuam no enraizamento de diversas plantas de interesse agronémico
(BALDOTTO et al., 2009). Elena et al. (2009) e Trevisan et al. (2011) afirmaram
que estas influenciam no crescimento de raizes de forma semelhante a
promovida pela auxina, pois ativam a bomba de prétons (H*), da plasmalema e
do vacuolo dentro da rota de biossintese da auxina

Com relacdo aos acidos humicos, esses possuem aspectos econémicos
e ambientais vantajosos em relacdo ao uso do AIB, ou seja, o regulador de
crescimento do tipo auxina (LOSS et al., 2009; PIZZATTO et al., 2011). S&o

fontes naturais renovaveis, pois podem ser extraidos de diferentes residuos


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-737X2017000500540#B3
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urbanos, como lodo de lixo e esgoto (CANELLAS et al., 2000), bem como da
agricultura, através de residuos do processamento de frutos, esterco de animais,
entre outros (MELO et al., 2008).

A resposta da planta a aplicacdo de acidos humicos néo é uniforme e varia
de acordo com a matéria-prima que esses compostos sdo extraidos, a
concentracdo e o genotipo (BALDOTTO et al., 2011, 2012). No entanto, possui
a fracdo reativa mais estavel das substancias humicas (BALDOTTO et al., 2007).

Os resultados promovidos pelo uso de bioestimulantes dependem de uma
série de fatores, tais como a espécie ou cultivar, o 6érgdo ou a idade ideal da
planta para aplicacdo, além da concentracdo recomendada para cada cultura
(ZANDONADI et al.,, 2014) e o tempo de exposicdo da planta com estas
substancias (KELTING et al., 1997). Essas substancias podem ser usadas em
pequenas quantidades via foliar, solo, semente (DU JARDIN et al., 2015) ou
inseridas no meio de cultura (Figura 6).

Quanto aos trabalhos realizados em outras culturas, as substancias
humicas foram aplicadas através da hidroponia no trigo (Triticum aestivum L.)
(MALIK E AZAM, 1985) e em diferentes espécies de tomate (Lycopersicum
esculentum e Bcopersicon esculentum Mill.) (LULAKIS; PETSAS, 1995;
LOFFREDO et al., 1997). Também foram aplicadas no solo em associacdo com
fertilizantes, em frutiferas como o limoeiro (Citrus macrophila) (SANCHEZ-
SANCHEZ et al., 2002) e macieira (NEILSEN et al., 2005).

Outros autores testaram aplicacdes foliares no campo em azeitona (Olea
europaea) (FERNANDEZ-ESCOBAR et al., 1996), morangueiro ‘Onda’ (NERI et
al., 2002), arroz (TEJADA; GONZALEZ, 2004), trigo duro (Triticum durum
L.)(DELFINE et al., 2005), uvas para vinho (FERRARA; BRUNETI, 2008;
BROWNELL et al., 1987; VERCESI, 2000), uva de mesa (COLAPIETRA, 2000;
SANCHEZ-SANCHEZ et al., 2006) e porta-enxertos de videira (ZACHARIAKIS
et al.,, 2001), além de serem avaliadas no desenvolvimento inicial de alface
(Lactuca sativa L.) (RODRIGUES et al., 2018).

Em estudo realizado por Ritter (2019), testando formas de aplicacao das
substancias humicas em estacas de oliveira, como irrigacdo, pulverizacdo e
imersdo, a autora observou que as maiores médias para enraizamento e
comprimento meédio da maior raiz foram obtidas quando a aplicacéo foi feita por

irrigacéo.
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As substancias humicas também foram testadas na micropropagacao,
nas etapas de multiplicacdo e enraizamento de marmeleiro (Cydonia oblonga
Mill.) ((MACIEJEWSKI et al., 2019), morangueiro (RZEPKA-PLEVNES et al.,
2011), macieira (BARALDI et al., 1991), kiwizeiro (MARINO et al., 2008),
bananeira (Musa sp.) (FERNANDEZ et al., 2014), lirio oriental (Lilium speciosum)
(WU et al., 2016), brahmi (Bacopa monnieri L.) (KASHYAP et al., 2015), erva-
botdo (Eclipta alba) (PRAKASH et al., 2015), vidoeiro de prata (Betula pendula
Roth), amieiro preto (Alnus glutinosa L. Gaertn) (TAHIRI et al., 2016), entre
outras.

Com o objetivo de promover o crescimento e diminuir o periodo de
aclimatizacdo, consequentemente os custos de producgédo, alguns autores
testaram a utilizacdo destas substancias na aclimatizacdo de bananeira ‘Grand
Naine’ (NOMURA et al., 2012), abacaxizeiro ‘Vitéria’, Pérola’ e ‘Imperial (Ananas
comosus) (BALDOTTO et al., 2010; VENANCIO et al., 2019), pereira (Pyrus
communis L.) (MARINO et al.,, 2010), eucalipto (Eucalyptus urograndis e
Eucalyptus urophylla) (LEONE, 2019) e também em espécies ornamentais,
como a orquidea Cymbidium sp. (BALDOTTO et al., 2014).

Com base nesses resultados, verifica-se que o uso das substancias
humicas representa uma opg¢ao promissora na micropropagacao de mirtileiro
‘Woodard’. Outro aspecto que pode viabilizar o uso das mesmas € que existem
no mercado varias fontes organicas, isoladas ou associadas a nutrientes. Dentre
elas esta o Solohumics® (Figura 5 e 6), um fertilizante organomineral constituido
por carbono organico total (31%), potassio (3%), matéria organica (59%), acidos
hamicos (25%) e fulvico (5%), sendo indicado para a fertirrigacéo.

Figura 5. Fertilizante organomineral Solohumics® (A) e detalhe do produto comercial (B).
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3. CAPITULO | - Substancias humicas e 2-isopenteniladenina na

multiplicacéo in vitro de mirtileiro 'Woodard'

3.1 Introducéo

O mirtileiro (Vaccinium spp.) € uma espécie frutifera originaria de algumas
regides da Europa e América do Norte, onde é muito apreciada por seu sabor
exotico, pelo valor econdmico e por suas propriedades medicinais, sendo
considerada como “fonte de longevidade” (RUFATO; ANTUNES, 2016).

No Brasil essa cultura encontra-se em fase de desenvolvimento, ocasido
em que se busca um sistema de producao eficiente e competitivo para inserir o
pais no rol dos grandes produtores mundiais (RUFATO; ANTUNES, 2016). Para
tanto, é primordial a utilizacdo de mudas de qualidade nas areas de cultivo.

Uma alternativa para aumentar a disponibilidade de mudas é o uso da
micropropagac¢ao (DAMIANI; SCHUCH, 2009), que além de possibilitar a
producdo de grande quantidade de plantas em curto periodo de tempo, permite
a obtencao de plantas livres de doengas e a propagacgao de espécies dificeis de
serem multiplicadas por outros métodos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Para que o processo de multiplicacdo in vitro ocorra de maneira
satisfatéria € necessario um rigoroso controle de fatores, como o balango
hormonal (PASA et al.,, 2012). Segundo Schuch e Erig (2005), o uso de
reguladores de crescimento, juntamente com as formulacfes basicas dos meios
de cultura é imprescindivel para que se obtenha éxito na propagacao de algumas
culturas in vitro. Dentre os reguladores de crescimento, o 2iP (2-
isopenteniladenina) € comumente utilizado para espécies de mirtileiro, por
promover um desenvolvimento superior em relacdo a outras citocininas
(SCHUCH et al., 2008).

Visando otimizar a micropropagagcdo também & possivel utilizar
substancias humicas, como os acidos humicos, fulvicos e huminas, que sao
bioestimulantes (TREVISAN et al., 2010), além de serem fontes de nutrientes,
disponibilizando carbono, nitrogénio, fosforo e enxofre (SILVA et al., 2015).
Assim, estimulam o crescimento de plantulas quando usadas em concentragcdes
relativamente pequenas (NARDI et al. 2007; AGUIAR et al. 2013)

Como séo escassas as informacdes sobre o uso dessas substancias na

micropropagacao de mirtileiro, o objetivo do trabalho foi avaliar o uso de 2iP, bem
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como concentracfes de substancias humicas na etapa de multiplicacdo in vitro

da cultivar 'Woodard'.

3.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no periodo de outubro a dezembro de 2018,
no Laboratorio de Propagacdo de Plantas Frutiferas, pertencente ao
Departamento de Fitotecnia, da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel-UFPel,
localizada no municipio de Capéo do Ledo-RS.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
bifatorial, sendo os fatores: presenca (100 mg L) ou auséncia (0 mg L) de 2-
isopenteniladenina (2iP) e concentracdes de substancias humicas (0; 1; 2; 3 mg
L), totalizando oito tratamentos com cinco repeticdes, sendo utilizados cinco
explantes por cada repeticao.

Em relacdo as substancias humicas, foi usado o produto comercial
Solohumics® com a seguinte composicédo: acido humico (25%), acido fulvico
(5%), matéria organica (59%), carbono organico total (31%) e potassio (3%).

Para a multiplicacdo, os explantes de mirtileiro ‘Woodard’, previamente
estabelecidos in vitro, foram cultivados em meio WPM (Wood Plant Media -
LOYD; McCOWN, 1980), contendo 0,1 g L* de mio-inositol, 30 g L™* de sacarose,
6g L de agar; adicionando o 2iP e as concentragdes de substancias himicas,
conforme o tratamento. O pH foi ajustado em peagametro Quimis® para 5,0 e,
posteriormente, foram distribuidos 30 mL do meio em frascos de vidro com
capacidade de 250 mL. Logo apos, realizou-se a autoclavagem em autoclave
vertical Phoenix Luterco® a 120°C e 1,5 atm de pressdo por 20 minutos.

Em seguida, foi realizada a transferéncia dos explantes para os frascos
em camara de fluxo laminar (Figura 1), sendo a tampa dos mesmos vedada com
papel aluminio e filme plastico transparente. Em seguida, foram mantidos em
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2°C e

intensidade luminosa de 27 ymol m2 s (Figura 2).
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Figura 2. Estante com vidrarias em sala de crescimento com temperatura, fotoperiodo e
intensidade luminosa controlados.

Apos 60 dias (Figura 3), as variaveis avaliadas foram: a porcentagem de
sobrevivéncia, nimero de folhas, nimero de brota¢fes, taxa de multiplicacao,
comprimento da maior brotagdo (cm), comprimento da parte aérea (cm), massa

de matéria fresca e massa seca de parte aérea (g).
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Figura 3. Explantes de mirtileiro ‘Woodard’ 60 dias apés a multiplicagéo in vitro.

Foram considerados sobreviventes o0s explantes verdes que
apresentaram, no minimo, duas folhas. A taxa de multiplicacao foi determinada
a partir da divisdo do numero médio de gemas por explantes (obtido aos 60 dias)
por dois (valor correspondente ao numero de gemas por explante no inicio do
experimento).

As mensuragbes de comprimento foram realizadas com o0 uso de uma
régua graduada. Quanto a determinacdo da massa de matéria fresca e seca de
parte aérea foi utilizada uma balanca de precisédo Bioprecisa®. Para a obtencéo
da massa de matéria seca foi feita a secagem em estufa Quimis® a 50°C até
peso constante.

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do teste F
(p=0,05). Constatando-se significancia estatistica, as médias das variaveis para
os efeitos da presenca ou auséncia de 2iP foram comparados pelo teste t
(p<0,05) e para as concentracdes de substancias humicas pelo teste de Tukey
(p<0,05).

3.3 Resultados e Discussao

Em relagdo a variavel sobrevivéncia, foi constatada 100%, ou seja, todos
os explantes sobreviveram aos efeitos dos tratamentos. Quanto ao comprimento
da parte aérea, também néo houve significancia estatistica entre os tratamentos.
Ja em relagéo ao namero de folhas e taxa de multiplicag&do houve interagéo entre
os tratamentos testados (Tabela 1).
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Tabela 1 — Comprimento da parte aérea (cm), numero de folhas e taxa de multiplicacdo de
mirtileiro 'Woodard' multiplicado in vitro, em funcdo do uso de 2-Isopenteniladenina (2iP) e das
concentracdes de substancias humicas, aos 60 dias cultivados in vitro. UFPel, Pelotas-RS, 2020.

(F;egulador Concentracfes de substancias himicas (mg L)
e
((:zrcias)clmento 0 1 5 3
Comprimento da parte aérea (cm)
Presenca 6,78 NS 7,05 NS 6,57 NS 6,47 NS
Auséncia 6,97 6,58 6,97 7,10
CV(%) 25,87 19,32 15,68 21,51
Numero de folhas
Presenca 29,24 aAY 32,20 aA 22,52 bB 20,31 bB
Auséncia 28,76 aA 33,90 aA 37,96 aA 39,50 aA
CV(%) 23,34 6,80 24,40 9,62
Taxa de multiplicacéao
Presenca 14,62 aA 16,10 aA 11,26 bB 10,15 bB
Auséncia 14,38 aA 16,95 aA 18,98 aA 19,75 aA
CV(%) 23,34 6,80 24,40 9,62

U Médias acompanhadas por mesma letra mintiscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando o uso de 2iP e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=<0,05) comparando as concentragdes de SH. CV (%): coeficiente de variacdo. NS: ndo
significativo pelo teste F (p<0,05) da analise de variancia.

Para a sobrevivéncia, resultados semelhantes foram relatados por Aquino
et al. (2019), que nao obtiveram diferenca significativa nas diferentes
concentracfes de acidos humicos para a porcentagem de sobrevivéncia ao
avaliarem a multiplicacédo in vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’.

Kashyap et al. (2015), ao testar extratos de vermicompostos no meio de
cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) na multiplicagdo in vitro de Brahmi
(Bacopa monnieri), verificaram 99,6% de sobrevivéncia. Entretanto, os autores
também observaram que a utilizacdo de extrato de vermicomposto associada a
reguladores de crescimento, como acido indol-3-acético (AlIA) e 6-
benzilaminopurina (BAP), micronutrientes ou vitaminas tém um efeito negativo

na sobrevivéncia das plantulas.
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De acordo com Schuch e Erig (2005), a sobrevivéncia € um dos principais
aspectos para a viabilizacdo da micropropagacdo como método de producao de
mudas. Tal variavel esta relacionada a fatores como o correto balan¢co hormonal
e a adequada assepsia durante o processo de micropropagacgao.

Em relacdo ao comprimento da parte aérea (Tabela 1), é possivel observar
gue nao € necessaria a aplicacao de regulador de crescimento (Figura 4), visto

que ndo houve significAncia estatistica entre os tratamentos.
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Figura 4. Explantes de mirtileiro ‘Woodard’ em meio de cultura com a presenc¢a (100 mg L) (A)
e auséncia (0 mg L) (B) de 2iP e concentragdes (0, 1, 2 e 3 mg L1) de substancias huimicas aos
60 dias multiplicados in vitro.

Resultados inferiores foram observados por Cruz (2017), que verificou o
maior comprimento da parte aérea (2,18 cm), quando utilizado 100 mg L™ de 2iP
na multiplicag&o in vitro de mirtileiro ‘Woodard’. Reis et al. (2008), descreveram
que esta variavel desempenha importante papel na sobrevivéncia e
desenvolvimento da planta, considerando-se a relacéo altura/diametro do colo
na ocasiao do transplantio das mudas para o campo.

Para o numero de folhas (Tabela 1), quando comparada a presenca ou
auséncia de 2iP nas diferentes concentra¢gfes de substancias humicas, apenas
ocorreu diferenca estatistica com o uso 2 e 3 mg L de substancias humicas,
sendo que as plantas cultivadas em meio de cultura sem 2iP apresentaram as
maiores médias, diferindo das plantas cultivas com a presenca de 2iP.

Analisando apenas as concentracfes de substancias humicas, o maior
numero de folhas foi verificado na concentracdo de 3 mg L* de substancias
hdmicas, nado diferindo estatisticamente dos demais tratamentos com a auséncia
de 2iP. Quanto ao tratamento com a presenca de 2iP, o maior numero de folhas
foi observado na concentracdo 1 mg L de substancias humicas, nédo diferindo
estatisticamente de quando ndo houve a aplicacdo de substancias humicas
(Tabela 1).
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Este resultado pode estar associado a utilizacdo de substancias humicas
no meio de cultura. Baldotto et al. (2009) descreveram que houve influéncia das
substancias hdmicas no desenvolvimento da parte aérea de abacaxizeiro
(Ananas comosus), onde a aplicacdo de acidos humicos extraidos das fontes
vermicomposto e torta de filtro proporcionou incrementos de 10,12% no numero
de folhas.

A presenca de folhas auxilia no processo fotossintético e na etapa seguinte
da micropropagacado, ou seja, no enraizamento das plantas, pois a auxina é
produzida nas folhas novas e nas gemas e é conduzida com agucares e outras
substancias nutritivas para a parte inferior da planta, acumulando-se base
(HARTMANN et al., 2002), além da producédo de fotoassimilados a partir das
folhas garantir a energia necessaria para a manutencao e o desenvolvimento
vegetal (TAIZ; ZIGUER, 2013).

Quanto a taxa de multiplicacdo, comparando a auséncia ou presenca de
2iP nas diferentes concentracdes de substancias humicas, apenas ocorreu
diferenca com o uso de 2 e 3 mg L de substancias himicas, onde as maiores
meédias foram obtidas no tratamento sem o uso de 2iP (Tabela 1).

Em relacdo as concentracdes de substancias humicas, a maior média foi
obtida pela concentracdo de 3 mg L, ndo diferindo dos tratamentos com 0, 1 e
2 mg L de substancias humicas na auséncia de 2iP e do tratamento em que 0
e 1mg L de substancia htimica foi utilizada na presenca de 2iP (Tabela 1).

Estes resultados diferem dos observados por Cruz (2017), que testando
a presenca ou auséncia de 2iP em mirtileiro ‘Woodard’ registrou 4,12% na taxa
de multiplicacdo. Além disso, Baraldi et al. (1991), obtiveram a maior taxa de
multiplicacéo (4,8%) quando adicionado humato de potassio na concentracao de
50 mg L't e 1,0 mg L de 6-benzilaminopurina (BAP), no cultivo in vitro de maca
‘Golden delicious'.

De acordo com Halupa (2002), a taxa de multiplicacdo € dependente do
estado nutricional dos explantes e das condi¢cdes ambientais. Contudo, 0 mesmo
autor destaca a juvenilidade dos explantes como fator determinante para a
obtencao de elevadas taxas de multiplicacao e alongamento das brotacdes.

Em relacdo numero de brotagdes e comprimento da maior brotacdo nao
houve significAncia estatistica entre os tratamentos. Quando a massa de matéria

fresca e seca observou-se interacdo entre os fatores testados (Tabela 2).
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Tabela 2 — NUumero brotacgdes, comprimento da maior brotacdo (cm), massa de matéria fresca e
seca (g) na multiplicacdo in vitro de mirtileiro 'Woodard', em funcdo do uso de 2-
Isopenteniladenina (2iP) e das concentragfes de substancias himicas, aos 60 dias cultivados in
vitro. UFPel, Pelotas-RS, 2020.

Regulador Concentracdes de substancias hiimicas (mg L)
de
crescimento
. 1 2
(2iP) 0 3

Numero de brotacfes

Presenca 2,24 NS 2,44NS 1,72Ns 1,62Ns
Auséncia 2,28 2,27 2,38 2,63
CV(%) 33,11 18,70 22,19 8,93

Comprimento maior brotagao (cm)

Presenca 3,06 NS 4,43 NS 3,99NS 3,40NS
Auséncia 3,21 4,30 4,95 5,30
CV(%) 30,78 9,38 47,23 14,22

Massa de matéria fresca (g)

Presenca 0,64 aAY 0,78 aA 0,46 bB 0,38 bB
Auséncia 0,57 bB 0,88 aA 0,81 aA 0,86 aA
CV(%) 31,38 10,88 28,43 21,86

Massa de matéria seca (Qg)

Presenca 0,13 aA 0,12 aA 0,08 bB 0,07 bB
Auséncia 0,10 bB 0,17 aA 0,15 aA 0,16 aA
CV(%) 33,90 6,33 21,86 13,72

Y Médias acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando o uso de 2iP e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05) comparando as concentracdes de SH. CV (%): coeficiente de variacdo. NS: néo
significativo pelo teste F (p<0,05) da analise de variancia.

Para o numero de brotacbes (Tabela 2), ndo houve significancia
estatistica entre os tratamentos, diferindo dos resultados relatados por
Maciejewski et al. (2019) e Aquino et al. (2019), que avaliando o efeito de
substancias humicas na multiplicacdo in vitro de marmeleiro ‘Alongado’ e
mirtileiro ‘Bluecrop’ observaram maior numero de brotacbes quando utilizado 1

mg L de SoloHumics®.
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Para Smagula (2006), a emissédo de maior niumero de brota¢des oriundas
do colo da planta possibilita a renovacao das hastes produtivas, ja que o mirtileiro
apresenta hébito basiténico, ou seja, suas brotacdes surgem da base da planta.
Esse atributo faz com que sejam facilmente notadas diferencas no habito de
crescimento das plantas propagadas in vitro, com maior numero de hastes
principais e taxa de crescimento.

Quanto ao comprimento da maior brotacdo (Tabela 2), ndo constatou-se
significAncia estatistica entre os tratamentos. No entanto, o tamanho das
brotacdes oriundas da fase de multiplicacdo é fator determinante para a proxima
etapa de enraizamento (SILVA et al., 2003).

Os resultados obtidos neste trabalho diferiram dos registrados por
Maciejewski et al. (2019), que na multiplicag&o in vitro de marmeleiro ‘Alongado’
verificaram a maior média de comprimento de brotacdo sem a utilizacdo de
substancias humicas (0,96 cm), e que houve um decréscimo com o aumento das
concentragbes, havendo reducdo de 50% da concentracdo de 0 mg L' em
relacdo a de 3 mg L.

Para a massa de matéria fresca e seca, comparando a presenca ou
auséncia de 2iP em relacdo as concentracdes de substancias humicas, verifica-
se que sem 2iP no meio de cultura as plantas apresentaram maior massa em
comparacdo ao cultivo com a presenca de 2iP, quando utilizada as
concentracbes de 1, 2 e 3 mg L de substancia hiimica, entretanto, ndo diferiram
estatisticamente do tratamento com a presenca de 2iP quando utilizada a
concentracdo 0 e 1 mg L de substancia humica (Tabela 2).

Kashyap et al. (2015), estudando a multiplicagdo in vitro de Bacopa
monnieri observaram maior média (0,414 g) no tratamento em que s6 havia a
presenca do vermicomposto no meio de cultura MS.

Na analise das concentracdes de substancias humicas em relacdo a
presenca ou auséncia de 2iP, a maior massa de matéria fresca e seca foi obtida
na concentragdo de 1 mg L' de substancia hdmica, ndo diferindo
estatisticamente das concentracdes de 2 e 3 mg L. Na auséncia do uso de 2iP
o mesmo foi observado para as concentracées de 0 e 1 mg L de substancia
humica, que foram superiores as concentracées de 2 e 3 mg L™, no tratamento

com a presenca de 2iP (Tabela 2).
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No trabalho realizado por Fernandez et al. (2014), testando acidos humicos
em substituicdo do uso de AIB e BAP na multiplicacédo in vitro de bananeira
(Musa sp.), observaram que n&o ocorreu diferencga significativa para a massa
seca das plantulas quanto ao uso ou ndo de acido humico. Entretanto, os autores
constataram que a utilizacdo de 10 e 30 mg L permite que as plantas estejam
prontas e possam ir direto da fase de multiplicacdo para a aclimatizacéo,
reduzindo assim o tempo e 0s custos na etapa da micropropagacao.

Em sintese, o uso de substancias humicas é uma alternativa promissora
na multiplicacdo in vitro de mirtileiro ‘Woodard’, pois a utilizacdo destas
substancias proporcionou um incremento no crescimento das plantas, além de
nao haver a necessidade do uso da citocinina 2-isopenteniladenina (2iP), o que

podera contribuir com a reducao de custos no cultivo in vitro desta cultivar.

3.4 Concluséo

A multiplicacéo in vitro de mirtileiro ‘Woodard’ pode ser realizada com o

uso de 1 mg L de substancias himicas, sem 2-isopenteniladenina.
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4 CAPITULO Il - Substancias humicas e acido indolbutirico no
enraizamento in vitro de mirteiro 'Woodard'

4.1 Introducao

O mirtileiro (Vaccinium spp.), pertencente a familia Ericaceae, € uma
frutifera de clima temperado muito apreciada por seu sabor exoético e suas
propriedades nutracéuticas. Devido ao seu alto retorno econbémico em curto
espaco de tempo, vem sendo pesquisado e produzido principalmente no Sul do
Brasil como uma alternativa para a diversificacdo das propriedades agricolas
(DAMIANI; SCHUCH, 2008; RADUNZ et al., 2014).

Para a producdo de mudas de mirtileiro pode ser adotada a
micropropagacdo, em funcdo da eficiéncia em qualidade, quantidade, além do
tempo de formacao das mudas (DAMIANI; SCHUCH, 2008). Porém, para o uso
desse método de propagacao tornar-se comercialmente viavel na fruticultura e
poder competir com os métodos tradicionais de propagacdo, tais como a
estaquia, é necessario reduzir o custo de producao (SCHUCH; TOMAZ, 2019).

Os principais fatores que elevam o0 custo de producdo na
micropropagacao estdo ligados ao uso de determinados reagentes e
equipamentos, além da contratacdo de mao de obra capacitada e estrutura de
laboratérios especificos (SOUZA; JUNGHANS, 2006; COSTA et al.; 2007).
Dentre os reagentes estdo as auxinas, substancias com capacidade de
promover o crescimento e a divisdo celular em cultura de tecidos (KRIKORIAN,
1991) que tém sido utilizadas isoladamente ou em combinacdo no meio de
enraizamento (GATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), visando a estimulagéo de
raizes adventicias (TAIZ; ZEIGER, 2004).

Um dos tipos de auxina utilizada € o acido indolbutirico (AIB) (HARTMANN
et al., 1997) e, embora seja produzida por empresas especializadas, apresenta
custo elevado (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014).

Em funcdo desses aspectos, visando reduzir o periodo de
desenvolvimento da muda e, consequentemente, os custos de producéo,
algumas alternativas inovadoras podem ser dotadas, como o0 uso de substancias
hamicas. Constituidas pelas fragbes acidos humicos, acidos fulvicos e huminas,
estas exercem efeitos estimulantes na parte aérea, como incrementos do
acumulo de nutrientes foliares, sintese de clorofilas e atuam no enraizamento

de vérias plantas de interesse agronémico (BALDOTTO et al., 2009;


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-737X2017000500540#B3
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BALDOTTO; BALDOTTO, 2014), ou seja, influenciam no crescimento de raizes
de forma semelhante a promovida pela auxina, pois ativam a bomba de prétons
(H+ ), da plasmalema e do vacuolo dentro da rota de biossintese da auxina
(ELENA et al., 2009; TREVISAN et al., 2011).

Com relacdo aos acidos humicos, esses possuem aspectos econémicos
e ambientais vantajosos em relacdo ao AlB, ou seja, o regulador de crescimento
do tipo auxina (LOSS et al., 2009; PIZZATTO et al., 2011). Além disso, séo fontes
naturais renovaveis, pois podem ser extraidos de residuos urbanos, como lodo
de lixo e esgoto (CANELLAS et al., 2000), bem como da agricultura, através de
residuos do processamento de frutos, esterco de animais, entre outros (MELO
et al., 2008).

A resposta das plantas aos acidos humicos ndo é uniforme e varia de
acordo com o genotipo, a matéria-prima em que esses compostos sao extraidos
e a concentracao (BALDOTTO et al., 2011, 2012).

Como nao existem informagdes sobre a combinacéo da utilizacao dessas
substancias com auxinas na micropropagacéo de mirtileiro 'Woodard', objetivou-
se avaliar o efeito da presenca e auséncia de acido indolbutirico e concentracdes

de substancias humicas no enraizamento in vitro da referida cultivar.

4.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no periodo de maio a julho de 2019, no
Laboratdrio de Propagacédo de Plantas Frutiferas, pertencente ao Departamento
de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel-UFPel, localizada no
municipio de Capéao do Ledo-RS.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
bifatorial 2x3, sendo os fatores: presenca (1 mg L) ou auséncia (0 mg LY) de
regulador de crescimento acido indolbutirico (AIB) e concentracdes de
substancias himicas (Solohumics®) (0; 1; 2; 3 mg L) (Figura 1), totalizando 8
tratamentos com cinco repeti¢cdes, sendo utilizados cinco explantes para cada

repeticao.
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Figura 1. Frascos de vidro com as concentracdes de substancias hamicas 0 (A), 1 (B) mg L1, 2
(C) e 3 (D) mg L.

O Solohumics® é um produto comercial composto por: acido himico
(25%), acido falvico (5%), matéria organica (59%), carbono organico total (31%)
e potassio (3%).

Os explantes retirados da parte mediana de plantas cultivadas in vitro
foram cultivados em meio WPM (Wood Plant Media - LOYD; McCOWN, 1980),
contendo 0,1 g L?! de mio-inositol, 30 g L* de sacarose, 6g L' de agar;
adicionado AIB e concentracbes de substancias hamicas, conforme o
tratamento. O pH foi ajustado para 5,0 em peagametro Quimis® (Figura 2A) e,
posteriormente, foram distribuidos 30 mL do meio em frascos de vidro com
capacidade de 250 mL. Logo ap0ds, realizou-se a autoclavagem em equipamento
(autoclave) vertical Phoenix Luterco® (Figura 2B) a 120°C e 1,5 atm de presséo

por 20 minutos.

Figura 2. Peagametro Quimis® e autnclave vertical Phoenix Luterco®.
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Posteriormente, foi realizada a transferéncia dos explantes para os
frascos em camara de fluxo laminar (Figura 3), e os mesmos foram vedados com
papel aluminio e filme plastico transparente e mantidos em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25£2°C e intensidade luminosa de

27 umol m2 st (Figura 4).

S : [ SRS

Figura 3. Camara de fluxo laminar onde foi realizada a transferéncia dos explantes.

’ . . e
Figura 4. Frascos com explantes nas prateleiras da sala de crescimento.

Apos 60 dias as varidveis avaliadas foram: porcentagem de
sobrevivéncia, comprimento da parte aérea (cm), numero de brotagbes,
comprimento da maior brotacdo (cm), porcentagem de enraizamento (%),
namero de raizes, comprimento da maior raiz (cm), massa de matéria fresca e
seca de parte aérea e raiz (g).
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Foi utilizada régua graduada para as mensuracdes de comprimento e
balanca analitica Bioprecisa® (Figura 5A) para aferir a massa de matéria fresca
e seca da parte aérea e das raizes. Para a obtencdo da massa de matéria seca
o material foi colocado em estufa Quimis® (Figura 5B) com ventilagcdo forcada a

50°C, até a obtencado de peso constante.

®

®

Figura 5. Balanca analitica Bioprecisa™ e estufa com ventilagdo for¢cada Quimis™.

Os dados foram submetidos a analise de variancia através do teste F
(p=<0,05). Constatando-se significancia estatistica, as médias dos efeitos da
presenca ou auséncia de AIB foram comparados pelo teste t (p<0,05) e as

concentracdes de substancias humicas pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

4.3 Resultados e discusséo

Para as varidveis de sobrevivéncia e comprimento da parte aérea

observou-se efeito significativo para os fatores de estudo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Sobrevivéncia (%) e comprimento da parte aérea (cm) de mirtileiro 'Woodard'
enraizadas in vitro, em funcdo do uso de regulador de crescimento acido indolbutirico (AIB) e
das concentracdes de substancias himicas. UFPel, Pelotas-RS, 2020.

Regulador de Concentracdes de substancias himicas (mg L)
crescimento
(AIB) 0 1 2 3

Sobrevivéncia (%)

Com 100 aAY 100 aA 100 aA 100 aA
Sem 63 bB 100 aA 100 aA 100 aA
CV(%) 57,25 0 0 0

Comprimento da parte aérea (cm)

Com 2,32 aB 2,46 bB 2,71 bB 6,30 aA
Sem 3,54 aB 6,12 aA 6,63 aA 7,07 aA
CV(%) 45,25 35,86 55,19 34,01

Y’ Médias acompanhadas por mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando o uso de AIB e maiuscula na linha nio diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05) comparando as concentra¢des de SH. CV (%): coeficiente de variacao.

Com relacdo a sobrevivéncia, o tratamento sem o0 uso de substancia
hamica e sem o uso de AIB apresentou o menor indice de sobrevivéncia,
engquanto os demais tratamentos apresentaram 100% de sobrevivéncia (Tabela
1).

Em trabalho realizado por Cruz (2017) de enraizamento in vitro de
mirtileiro ‘Woodard’, a autora também verificou 100% de sobrevivéncia, quando
utilizado 0,5 mg L* de AIB. Conforme Ristow et al. (2009), o mirtileiro apresenta
lento desenvolvimento e baixo indice de sobrevivéncia das mudas apo6s a
formacdao das raizes.

Analisando a variavel comprimento da parte aérea, comparando o0 uso ou
ndo de regulador de crescimento AIB em relagcdo as concentracdes de
substancias humicas, verificou-se diferenca significativa apenas para as
concentracdes de 1 e 2 mg L de substancias humicas, em que as maiores
médias foram verificadas no tratamento sem o uso de AIB (Tabela 1). Conforme

a Figura 7 mostra as plantas nos diferentes tratamentos.
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Figura 6. Plantas mantidas em meio de cultura sem a presenca de AIB e com substéncias
hdmicas nas concentrag8es 0 (A), 1 (B), 2 (C) e 3 (D) mg L e com a presenca de AIB e com
substancias humicas nas concentra¢des 0 (E), 1 (F), 2 (G) e 3 (H) mg L, ap6s 60 dias da
instalacdo do experimento.

Quando comparadas as concentracdes de substancias hdamicas em
funcdo do meio de cultura com ou sem AIB, o maior comprimento da parte aérea
foi obtido em 3 mg L, ndo diferindo estatisticamente das concentragdes 1 e 2
mg L para o tratamento sem o uso de AIB. Porém, com o uso de AIB a maior
média foi observada na concentragdo de 3 mg L, diferindo estatisticamente das
demais (Tabela 1) (Figura 7). No enraizamento in vitro de bananeira (Musa spp.)
‘Preciosa’, Costa et al. (2008) notaram maior comprimento de parte aérea
quando o acido indolbutirico foi adicionado no meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962).

Camargo (2015), verificou que mirtileiro oriundo de propagacao in vitro
desenvolve um maior crescimento vegetativo inicial, representado pela maior
altura de planta, quando comparado a estaquia.

Quanto ao numero de brotos, quando comparado o meio de cultura com
ou sem o uso de AIB nas diferentes concentracfes de substancias humicas,
observou-se as maiores médias para os tratamentos sem o uso de AIB,
independente da concentracdo de substancia humica utilizada, exceto para o
tratamento com a concentracdo 3 mg L* de substancia himica, em que nédo

diferiu do tratamento com AIB (Tabela 2).
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Tabela 2 - Nimero de brotos e comprimento da maior brotacdo (cm) de mirtileiro "Woodard'
enraizadas in vitro, em funcdo do uso de regulador de crescimento acido indolbutirico (AIB) e
das concentracdes de substancias himicas. UFPel, Pelotas-RS, 2020.

Regulador de Concentracdes de substancias himicas (mg L)
crescimento
(AIB) 0 1 2 3

NUmero de brotos

Com 1,14 bBY 1,41 bB 2,16 bA 3,16 aA
Sem 3,28 aA 2,86 aA 4,24 aA 3,62 aA
CV(%) 48,34 14,36 23,14 43,79

Comprimento da maior brotacéo (cm)

Com 1,76 Aa 0,68 bB 1,46 aA 2,65 aA
Sem 1,38 aA 1,49 aA 1,37 aA 2,67 aA
CV(%) 48,66 24,01 40,59 49,73

Y’ Médias acompanhadas por mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando o uso de AIB e maiuscula na linha nio diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05) comparando as concentra¢des de SH. CV (%): coeficiente de variacao.

Em relacdo a concentracdo de substancias humicas comparada com ou
sem o uso da auxina, 2 mg L™ propiciou a maior média de nimero brotos no
tratamento sem AIB, nao diferindo estatisticamente das demais concentragdes.
No entanto, no tratamento com adicdo de AIB a maior média foi verificada na
concentracdo 3 mg L de substancia himica, néo diferindo do tratamento com 2
mg L de substancias humicas (Tabela 2).

A maior brotag&o podera contribuir com a taxa fotossintética das mudas na
aclimatizacdo, que ¢é considerada uma das etapas mais criticas da
micropropagacao. Além disso, Rodrigues et al. (2018) descreveram que a
variavel namero de brotos é fundamental para garantir um bom desempenho das
mudas, principalmente na fase posterior a aclimatizacdo. Bowling (2000)
também salienta a importancia do numero de brotos, pois a brotacdo e o
florescimento sao deficientes podem ocasionar reducdo na producao de frutos.

Para o comprimento da maior brotagcdo, quando comparado o meio de
cultura com ou sem o uso de AIB em relacéo as concentracdes, apenas ocorreu

diferenca estatistica para a concentracdo de 1 mg L de substancias himicas,
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onde para as plantas oriundas de cultivo in vitro sem o uso de AIB foi verificado
a maior média (Tabela 2).

Analisando apenas as concentracdes de substancias humicas em relagéo
ao meio de cultura com ou sem AIB, o maior comprimento de brotagdo foi
verificado com 3 mg L de substancias himicas para o tratamento sem o uso de
AlIB, nao diferindo para as demais concentracdes dessas substancias (Tabela 2

Quando aplicado 3 mg L1, os resultados foram superiores aos encontrados
por Cruz (2017), que avaliando o efeito da presenca ou auséncia do uso de AIB
no enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Woodard’, verificou que o maior
comprimento de brotacéo (2,39 cm) foi obtido com 0,5mg L de AIB em meio de
cultivo WPM. Segundo Silva et al. (2003), o comprimento da brotacdo é
determinado pelo fator genético, concentracdo do regulador de crescimento e
tipo de meio de cultura.

Para o enraizamento, numero de raizes e comprimento da maior raiz,
ocorreu interagdo entre 0 meio de cultura com ou sem o uso do regulador de
crescimento AIB e as diferentes concentracdes de substancias humicas (Tabela
3).

Analisando o enraizamento, no tratamento sem o uso de AIB e substancia
hamica ndo houve formacéo de raiz, diferindo das demais, que apresentaram

100% de enraizamento (Tabela 3).

Figura 7. Enraizamento de plantas sem a presenca de AIB e com substancias himicas nas
concentracdes 0 (A), 1 (B), 2 (C) e 3 (D) mg L* e com a presenca de AIB e com substancias
hdmicas nas concentragbes 0 (E), 1 (F), 2 (G) e 3 (H) mg L%, apds 60 dias da instalagédo do
experimento.
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Tabela 3 — Enraizamento (%), nimero de raizes e comprimento da maior raiz (cm) de mirtileiro
‘Woodard' enraizadas in vitro, em funcéo do uso de regulador de crescimento &cido indolbutirico
(AIB) e das concentracdes de substancias humicas. UFPel, Pelotas-RS, 2020.

Regulador de Concentracdes de substancias himicas (mg L™)
crescimento
(AIB) 0 1 2 3

Enraizamento (%)

Com 100 aAY 100 NSA 100 NSA 100 NSA
Sem 0 bB 100 A 100 A 100 A
CV (%) 79,06 0 0 0

NUmero de raizes

Com 1,74 aBy 3,07 bB 2,40 bB 5,34 aA
Sem 0 bB 4,90 aA 4,72 aA 5,36 aA
CV (%) 29,14 27,17 21,36 28,14

Comprimento da maior raiz (cm)

Com 0,76 aB 1,06 aA 1,36 aA 1,42 aA
Sem 0 bB 1,46 aA 1,29 aA 1,74 aA
CV (%) 44,17 47,66 41,57 33,40

Y Médias acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(p<0,05) comparando o uso de AIB e maiuscula na linha n&o diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05) comparando as concentragdes de SH. CV (%): coeficiente de variacdo.

Tahiri et al. (2016), avaliando a influéncia de substancias hamicas no
desenvolvimento do sistema radicular in vitro de duas espécies lenhosas,
vidoeiro de prata (Betula pendula Roth) e amieiro preto (Alnus glutinosa L.
Gaertn), observaram enraizamento entre 95 e 100%. Em outro estudo, Baraldi
et al. (1991) verificaram 96% de enraizamento in vitro em maca 'Golden
delicious', quando foi adicionado no meio de cultura humato de potassio na
concentracdo de 500 mg L* e 0 ou 0,06 mg L* de AlB.

Segundo Damiani e Schuch (2009), o desenvolvimento de um sistema de
enraizamento mais eficiente resulta em mudas com maior qualidade fisiologica
e diminuicdo de perdas durante a fase de aclimatizacdo. Kramer e Kozlowski

(1972) citam que o enraizamento pode sofrer interferéncia de varios fatores,
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entre eles destacam-se: estado nutricional das plantas, época do ano, taxa de
respiracao e fotossintese, bem como a relacéo carbono/nitrogénio.

Comparando os meios de cultura, a concentracdo de 3 mg L* de
substancia humica no meio sem o uso de AIB proporcionou maior humero de
raizes, nao diferindo estatisticamente do meio de cultura com AIB, para a mesma
concentracao de substancia humica (Tabela 3). No meio sem substancia humica
a maior média foi obtida no tratamento com o uso de AIB, enquanto nas
concentracdes 1 e 2 mg L* de substancias himicas o maior nimero de raizes
foi observado na auséncia de AIB (Tabela 3).

Para a producdo de mudas em escala comercial, a emissao de raizes em
maior numero e comprimento de raiz é fator preponderante na constituicdo dos
pomares, pois o sistema radicular bem formado favorece a absorgdo de
nutrientes e agua, propiciando, desta forma, um melhor desenvolvimento destas
no campo (FRACARO, 2004; ZIETEMANN; ROBERTO, 2007; CARVALHO
JUNIOR et al., 2009)

Rzepka-Plevnes et al. (2011), testando os efeitos de &cido humico, AIB e
ANA no enraizamento in vitro de duas cultivares de morangueiro 'Elsanta’ e
'‘Senga Sengana’, obtiveram maior nimero de raizes nas plantas cultivadas no
meio com 1,0 mg dm de AIB. Em relacéo ao uso de &cido humico, a maioria
das raizes da cultivar Elsanta foram observadas no meio com 1,0 mg dm-3 de
acido humico oriundo de solo podzélico e para 'Senga Sengana,’ no meio com
5,0 mg dm de &cido huimico, oriundo de solo enferrujado.

No cultivo in vitro de maca 'Golden delicious', houve aumento no ndmero
de raizes com a associacdo do regulador de crescimento AIB (sem e com 0,06
mg L) com 250 e 500 mg L* de humato de potassio (BARALDI et al.,1991),

Com relacéo ao comprimento da maior raiz, comparando o0 meio de cultura
com ou sem o uso de AIB em relacdo as concentracdes de substancias humicas,
0 maior comprimento da raiz foi obtido no meio de cultura sem o uso de AIB e
com 3 mgL* de substancia humica, ndo diferindo estatisticamente do tratamento
com o uso de AIB (Tabela 3). Em se tratando das concentragfes de substancias
hamicas para cada meio de cultura com ou sem o uso de AIB, a maior média foi
obtida com a 3 mgL* de substancia himica, mas néo diferiu estatisticamente

das concentracdes de 1 e 2 mg L, com ou sem o uso de AIB (Tabela 3).
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Rzepka-Plevnes et al. (2011) observaram que a adicdo de acido naftaleno
acético no meio de cultura propiciou raizes mais longas em morangueiro
(Fragaria x ananassa Duch.) cultivado in vitro. Quanto aos acidos humicos, esses
autores verificaram as maiores raizes (13,80 cm) de 'Elsanta’ na concentracao
de 5 mg dm=e, em 'Senga Sengana’, as maiores raizes (19,70 cm) foram
observadas com 1,0 mg dm=3, ambas oriundas de solo podzélico.

De acordo com Vaughan e Malcolm (1985), este resultado pode estar
relacionado ao forte estimulo das substancias humicas sobre o desenvolvimento
radicular com concentracdes relativamente pequenas de materiais himicos em
solucdo. Além de que, estas substancias proporcionam a estimulacdo do
alongamento radicular, pelos radiculares e producdo radicular lateral
(ZANDONADI et al. 2007; CANELLAS et al. 2002; 2009).

Quanto a massa de matéria fresca e seca da parte aérea e massa seca
das raizes, ocorreu interacdo entre o0 meio de cultura com ou sem 0 uso do
regulador de crescimento AIB e as diferentes concentragdes de substancias
hamicas (Tabela 4).
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Tabela 4 — Massa matéria fresca da parte aérea, massa matéria fresca das raizes, massa matéria
seca da parte aérea e das raizes (g) de mirtileiro 'Woodard' enraizadas in vitro, em funcdo do
uso de regulador de crescimento &cido indolbutirico (AIB) e das concentracfes de substancias
hdmicas. UFPel, Pelotas-RS, 2020.

Regulador de Concentracdes de substancias himicas (mg L)
crescimento
(AIB) 0 1 2 3

Massa matéria fresca da parte aérea (g)

Com 0,41 bBY 0,34 bB 0,50 aA 0,61 aA
Sem 0,76 aA 0,73 aA 0,56 aA 1,09 aA
CV(%) 42,28 28,05 39,94 43,23

Massa matéria fresca das raizes (g)

Com 0,10 NS 0,10 0,05 0,07
Sem 0,08 0,13 0,10 0,22
CV(%) 36,27 49,96 36,31 28,76

Massa matéria seca da parte aérea (g)

Com 0,01 aB 0,01 bB 0,01 bB 0,09 aA
Sem 0 bB 0,05 aA 0,05 aA 0,08 aA
CV(%) 21,76 41,12 48,30 30,32

Massa matéria seca das raizes (Q)

Com 0,021 aB  0,0041 bB 0,0034 bB 0,0126 aA
Sem 0 bB  0,0075 aA 0,0074 aA 0,0128 aA
CV(%) 37,22 41,97 35,92 35,30

' Médias acompanhadas por mesma letra minGscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando o uso de AIB e maiuscula na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott (p<0,05) comparando as concentragdes de SH. NS: ndo significativo. CV (%): coeficiente
de variacéo.

A massa da matéria fresca da parte aérea foi maior no tratamento sem o
uso de AIB; entretanto, ndo diferiu estatisticamente do tratamento com o uso de
AlB nas concentracdes 2 e 3 mg L(Tabela 4).

Em relagdo as concentracdes de substancias humicas no meio de cultura
com ou sem AIB, em 3 mg L verificou-se os maiores valores de massa fresca
para ambos os tratamentos, mas ndo houve diferenca estatistica em

comparagdo ao tratamento em que foi usado 2 mg L de substancias himicas
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com o AIB e aos tratamentos com 0, 1 e 2 mg L de substancias himicas, sem
0 uso de AIB (Tabela 4).

Ayuso et al. (1996) explicam que a resposta da utilizacdo dessas
substancias em relagdo a parte aérea é dependente de mais varidveis, como a
espécie vegetal, a variedade da planta, a matéria-prima utilizada para extrair as
substancias humicas e a sua origem, 0s grupos funcionais presentes nas
substancias humicas e sua reatividade.

Para a massa de matéria fresca das raizes n&do houve diferenca
significativa entre os tratamentos (Tabela 4). Em outro experimento, Marino et al.
(2008), analisando o contetdo mineral e respiracéo das raizes in vitro de Kiwis
tratados com substancias humicas verificaram a maior massa fresca das raizes,
quando aplicaram 10 mg L™%. Por outro lado, Silva et al. (2015) observaram que
em Cattleya warneri a adicdo de acidos humicos no meio de cultura proporcionou
um incremento de 81 e 159 % em relacdo ao controle, para a massa fresca das
folhas e das raizes, respectivamente.

Verificou-se que a maior média da massa da matéria seca da parte aérea
foi obtida pelo tratamento com o uso de AIB no meio de cultura, para
concentracdo de 3 mg L de substancia hamica (0,09 g), ndo diferindo do
tratamento sem o uso de AIB (Tabela 4). Houve diferenca significativa somente
nas concentracdes de 1 e 2 mg L, em que o tratamento sem o uso de AIB
obteve as maiores massas, ambas com 0,05 g (Tabela 4).

Quanto a massa de matéria seca das raizes, as maiores médias foram
obtidas no tratamento sem o uso de AIB, para as concentragdes 1,2e 3 mg L
de substancia himica, diferindo estatisticamente da concentragdo 1 e 2 mg L
de substancia humica do tratamento com o uso de AIB. Para a concentragéo 0
mg L2, os tratamentos com ou sem AIB néo diferiram entre si (Tabela 4).

Para esta variavel nas concentracdes de substancias humicas com a
utilizacdo ou ndo de AIB, a maior média foi verificada em 3 mg L para o
tratamento sem o uso de AIB, nao diferindo estatisticamente das concentracdes
1 e 2 mg L de substancia himica (Tabela 4).

Tavares et al. (1995) descreveram que 0 maior numero, comprimento e
massa seca de raizes favorecem o desenvolvimento das plantas e,

consequentemente, a qualidade das mudas formadas.
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Em estudo realizado por Baldotto et al. (2014), no qual foi avaliado o
crescimento de orquidea Cymbidium sp. in vitro em resposta a aplicacdo de
acidos huamicos, os autores perceberam aumento da massa seca da raiz e da
parte aérea das plantulas com aplicacdes de acidos humicos extraidos da
compostagem de cama de frango e de compostagem de esterco bovino, com
incrementos em relacdo ao controle de 21 e 28%, respectivamente.

Diante do exposto, de forma geral, o efeito das substancias humicas é
varidvel em funcdo do genoétipo. Outro ponto importante € que existem
substancias humicas oriundas de diferentes origens, ou seja, é importante testar
outras formulacdes, a fim de atestar se isto pode levar a resultados distintos na
mesma cultura.

No presente estudo, verifica-se que a utilizacdo de substancias himicas
no meio de cultura é promissora no enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Woodard’,
nao sendo necessaria a aplicacdo do regulador de crescimento AIB. Além disso,
a menor concentracdo de substancias humicas aplicada promoveu incremento
no crescimento da parte aérea e do sistema radicular. Esses dois fatos podem

resultar na reducéo dos custos de producao das mudas por micropropagacao.

4.4 Concluséo
O enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Woodard’ pode ser realizado com o

uso de 3 mg L de substancia himica, sem o acido indolbutirico.
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5 CAPITULO Il - Concentracdes e formas de aplicacdo de substancias

humicas na aclimatizacado de mirtileiro '"Woodard'

5.1 Introducéo

O mirtilo (Vaccinium spp.), fruta de clima temperado pertencente a familia
Ericaceae, € muito apreciado pelo seu sabor exotico e por suas propriedades
nutracéuticas (SILVA et al., 2006; DAMIANI; SCHUCH, 2008).

Para produzir mudas dessa frutifera com boa qualidade e em grande
quantidade é necessario desenvolver sistemas eficientes para a propagacao, de
forma a otimizar o espaco de tempo e as garantias fitossanitarias (SCHUCH;
TOMAZ, 2019).

Uma das técnicas utilizadas para disponibilizar tais mudas no mercado é
a micropropagacéo (MILLER et al., 2006; ALBERT et al., 2009). Nesse método,
a aclimatizacdo € um periodo critico e limitante, pois a planta passa de uma
condicdo heterotréfica (laboratorio) e necessita adaptar-se a uma condicéo
autotréfica (casa de vegetacdo) (ZIMMERMAN, 1988). Para minimizar as
perdas, € necessario disponibilizar uma condicdo adequada de ambiente,
substrato, controle fitossanitario e nutricdo, no intuito de possibilitar a
sobrevivéncia e o desenvolvimento das plantas (SCHUCH; ERIG, 2005).

Além de que, as mudas micropropagadas apresentam como limitagdo o
lento crescimento e, consequentemente, o longo periodo necesséario de
aclimatizacdo das mudas (FARIA et al., 2012). Estratégias que acelerem o
crescimento das plantas, como o0 uso de compostos bioestimulantes séo
almejadas (BALDOTTO et al., 2009). Entre estes compostos, destacam-se as
substancias humicas.

As substancias humicas, formadas por acidos himicos, acidos fulvicos e
huminas, e estimulam a producdo de horménios vegetais naturais (auxinas,
citocininas e giberelinas), o que pode afetar positivamente os mecanismos
fisiolégicos do desenvolvimento vegetal (SILVA et al.,, 2011). Sdo aplicados
exogenamente em pequenas quantidades via foliar, no solo ou na semente e
possuem ac¢des similares a grupos de hormonios vegetais (DU JARDIN et al.,
2015; KLAHOLD et al., 2006).

Estas substancias foram utilizadas durante a aclimatizacdo de outras

culturas, como a bananeira ‘Grand Naine’ (Musa spp.,) (NOMURA et al., 2012);
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0 abacaxizeiro ‘Vitéria’ (Ananas comosus) (BALDOTTO et al., 2010); a pereira
(Pyrus communis L.) (MARINO et eal., 2010); o eucalipto (Eucalyptus urograndis
e Eucalyptus urophylla) (LEONE, 2019) e também em espécies ornamentais,
como a orquidea Cymbidium sp. (BALDOTTO et al., 2014). No entanto, ndo
existem informacdes a respeito da utilizacdo das mesmas na aclimatizacédo de
mirtileiro 'Woodard', evidenciando a necessidade de estudos sobre esse tema.
Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes
concentracdes e formas de aplicacdo de substancias humicas na aclimatizagéao

de mirtileiro 'Woodard'.

5.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no periodo de setembro a novembro de 2019,
no Laboratério de Propagacdo de Plantas Frutiferas, pertencente ao
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel-UFPel,
localizada no municipio de Capéao do Ledo-RS.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
bifatorial, sendo os fatores: concentracbes de substancias humicas
(Solohumics®) (0; 1; 2 mg L?) e formas de aplicacdo das mesmas (imerséo por
24h, pulverizagéo a cada 7 dias (A) e pulverizacao diariamente (B)), totalizando
nove tratamentos com cinco repeticdes. Cada repeticao foi constituida de uma
embalagem plastica transparente articulada Sanpack® (22 x 14 x 10 cm), com 10
microestacas por embalagem.

O Solohumics® é composto pelas seguintes substancias: acido himico
(25%), acido falvico (5%), matéria organica (59%), carbono organico total (31%)
e potassio (3%).

Foram utilizadas microestacas provenientes do cultivo in vitro de mudas
de mirtileiro ‘Woodard’, com 2,5 £+ 0,1 cm de comprimento e aos 60 dias ap0s o
enraizamento (Figura 1A). As plantas foram retiradas dos frascos, lavadas em
agua corrente para a limpeza do meio de cultivo. Em seguida, no tratamento com
substancias humicas por imerséo, o sistema radicular foi imerso em solugéo por
24 horas (BALDOTTO et al., 2009).
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Figura 1. Microestacas enraizadas (A), acondicionamento em embalagens articuladas (B) e
pulverizacdo com agua destilada (C).

e s

Em seguida, as microestacas foram acondicionadas em embalagens
plasticas transparentes e articuladas Sanpack® (FiguralB), previamente
preenchidas com um litro de vermiculita de granulos médios e hidratadas com
500 mL de agua destilada. Apds, as foram mantidas em casa de vegetacdo, com
temperatura controlada de 25+2°C.

Com o auxilio de um pulverizador manual Tramontina®, a irrigacéo foi
realizada com 25 mL de agua destilada por embalagem (Figura 1C), a cada 3
dias, em média, e a aplicacdo das substancias htimicas (Solohumics®), conforme
o tratamento (Figura 2), mantendo-se as embalagens fechadas para evitar a

desidratacéo.

(A) (B) ©

Figura 2. Substancias hiimicas para pulverizacao nas concentragdes 0 (A), 1 (B) e 2 (C) mg L
1

Aos 60 dias, as variaveis avaliadas foram: a porcentagem de
sobrevivéncia, niumero de brotacdes, comprimento da maior brotacdo (cm),
comprimento da parte aérea (cm), niumero de raizes, comprimento da maior raiz
(cm) e massa de matéria seca da parte aérea e da raiz (g).

A determinacao do comprimento das raizes foi realizada com o auxilio de
uma régua graduada. A massa de matéria seca da parte aérea e das raizes foi
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obtida por meio de secagem em estufa a 50°C até peso constante, utilizando
balanca digital analitica para a pesagem.

Com relacao ao substrato, foi realizada a caracterizacéo das propriedades
fisicas e quimicas, no inicio e final do experimento segundo Kampf et al. (2006),
sendo obtidos 6,1 para o pH em agua na relacdo 1:1 (Figura 3A); 03 de
condutividade elétrica (dS m™) (Figura 3B) e, 482,31 para a capacidade de
retencdo de agua (mL L) (Figura 3C).

Figura 3. Caracterizacdo do substrato: pH (A), condutividade elétrica (B) e capacidade de
retencéo de agua (C).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

5.3 Resultados e Discussao

Quanto a sobrevivéncia, quando comparadas as formas de aplicagdo em
relacdo as concentragbes de substancias humicas, ndo foi obtida diferenca
significativa. Entretanto, comparando as concentragdes de substancias humicas
com as formas de aplicacao, a pulverizacdo diaria nas plantas na concentracao
de 0 e 2 mg L de substancias himicas proporcionaram as maiores médias, para
as demais formas de aplicagdo ndo ocorreu diferenca significativa entre as

concentracdes (Tabela 1).
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Tabela 1 — Sobrevivéncia (%) e comprimento da parte aérea (cm) de plantas de mirtileiro
'Woodard' aos 60 dias ap0s a aclimatizacéo, em funcéo das formas de aplicacédo e concentracdes
de substancias humicas. Pelotas-RS, 2020.

Concentracdes de substancias himicas (mg L)

Forma de aplicacéo
0 1 2

Sobrevivéncia (%)

Imerséo 94 ANS, 94 ANS 84 ANS
Pulverizacado semanal 92 AY 92 A 88 A
Pulverizacao diaria 100 A 92 B 100 A
CV (%) 42,3 54,3 49,4

Comprimento da parte aérea (cm)

Imersédo 6,561 NS 6,25 NS 571 NS
Pulverizacdo semanal 6,56 6,55 7,10
Pulverizacao diaria 6,40 7,21 6,31
CV (%) 38,4 28,4 36,8

Y Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mintscula na coluna néo diferem
entre si pelo teste Tukey (p=0,05). NS: ndo significativo. CV (%): coeficiente de variacao.

A porcentagem de sobrevivéncia pode interferir na rentabilidade do
produtor, visto que estad relacionada com a quantidade de mudas a ser
comercializada.

Quanto ao comprimento da parte aérea (Tabela 1), ndo houve interacéo
entre os tratamentos. Marino et al. (2010), avaliando a utilizacdo de acidos
hamicos na aclimatizacdo de pera ‘Conference’ (Pyrus communis L.), obtiveram
maior comprimento da parte aérea (3,99 cm), quando foi utilizada a concentracdo
de 0,5 mg L. Porém, Nomura et al. (2012), testando o efeito da aplicacédo de
biofertilizantes na aclimatizacdo de mudas micropropagadas de bananeira
‘Grand Naine’, obtiveram maior desenvolvimento em altura com a aplicacédo de
8,0 mL/planta de Humitec® e 4,0 mL/planta de Ruter AA® (18,4 cm).

Para as variaveis numero de brotos e comprimento da maior brotagéo,

houve diferenca significativa entre os tratamentos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Namero de brotos e comprimento da maior brotacdo (cm) de plantas de mirtileiro
'Woodard' aos 60 dias ap0s a aclimatiza¢do, em funcao das formas de aplicagcao e concentracdes
de substancias humicas. Pelotas-RS, 2020.

Concentracdes de substancias himicas (mg L)

Forma de aplicacéo
0 1 2

NUmero de brotos

Imerséo 2,20 NS, 2,40 ab 0,80 NS
Pulverizacado semanal 1,80 0,80 b 2,40
Pulverizacao diaria 2,80 ABY 50 aA 1,00 B
CV (%) 28,1 27,4 16,7

Comprimento da maior brotagéo (cm)

Imersédo 1,95 NS 1,68 b 2,32
Pulverizacdo semanal 2,10 1,15 b 2,74
Pulverizacao diaria 1,32 B 3,23 aA 1,35 B
CV (%) 19,8 23,4 32,4

¥ Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo
diferem entre si pelo teste Tukey (p=0,05). NS: ndo significativo. CV (%): coeficiente de variacao.

Na analise do numero de brotos verifica-se que quando comparadas as
formas de aplicacdo em relacdo as concentracdes de substancias hamicas, a
maior média foi obtida quando 1 mg L de substancia himica foi pulverizado
diariamente, ndo diferindo da forma de aplicacdo por imersao (Tabela 2).

Em relacdo as concentracfes de substancias humicas para cada forma
de aplicacdo, 1 mg L propiciou o maior nimero de brotos na aplicagdo semanal,
nado diferindo estatisticamente daquelas sem aplicacdo de substancia humica
(Tabela 2). Ritter (2019), avaliando formas de aplicacéo de substancias humicas
em estacas de oliveira (Olea europaea L.), ndo verificaram diferenca significativa
entre os tratamentos por imersao, pulverizagdo e irrigagdo, diferindo do que foi
observado neste trabalho em que a pulverizacao diaria apresentou os melhores
resultados.

Conforme Assis et al. (2009), o numero de brotos é uma caracteristica
importante, pois 0 maior o0 numero de brotacdes podera contribuir para a maior
taxa fotossintética. Este fato podera interferir no pegamento das mudas no

campo.
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Quanto ao comprimento da maior brotacdo, comparando as formas de
aplicacdo em cada concentracao de substancia humica, a pulverizacéo realizada
diariamente, apresentou a maior média, diferindo estatisticamente da imerséo e
da pulverizacdo realizada semanalmente quando 1 mg L' de substancias
hamicas foi testada. A aplicacdo por imersdo e pulverizagcdo semanal néo
apresentaram diferenca estatistica nas demais concentracfes (Tabela 2).

Quando comparadas as concentracdes de substancias humicas dentro de
cada forma de aplicagdo, para imersao e pulverizacdo semanal ndo houve
diferenca entre as médias nas diferentes concentracdes. Para a pulverizacéo
realizada diariamente, a maior média foi observada com 1 mg L™, diferindo de 0
e 2mg L (Tabela 2).

Na estaquia de oliveira (Olea europaea L.), Ritter (2019) observou maior
meédia (1,29 cm) para comprimento de brotacdo com a aplicacédo de substancias
hamicas por irrigacdo; porém, ndao houve diferenca em relacédo aos tratamentos
por imerséao e pulverizagao.

Na avaliacdo de numero de raizes e comprimento da maior raiz houve
interacdo entre as formas de aplicacdo e as concentracdes de substancias

hamicas (Tabela 3).
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Tabela 3 — NUmero de raizes e comprimento da maior raiz (cm) de plantas de mirtileiro "Woodard'
aos 60 dias apOs a aclimatizacdo, em funcdo das formas de aplicacdo e concentragdes de
substancias humicas. Pelotas-RS, 2020.

Concentracdes de substancias himicas (mg L)

Forma de aplicacéo
0 1 2

NUmero de raizes

Imersao 4,40 ANS 4,68 AY 4,12 bA
Pulverizacado semanal 447 A 504 A 5,00 abA
Pulverizacao diaria 3,88 B 391 B 5,84 aA
CV (%) 42,3 38,5 29,8

Comprimento da maior raiz (cm)

Imerséo 4,42 aA 3,70 BNS 3,43 bB
Pulverizacdo semanal 3,32 bNS 3,24 3,18 b
Pulverizacao diaria 2,80 bB 3,48 B 5,24 aA
CV (%) 36,1 45,4 39,8

Y Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mintscula na coluna néo diferem
entre si pelo teste Tukey (p=0,05). NS: ndo significativo. CV (%): coeficiente de variacéao.

Verificando as formas de aplicagdo em relagcdo as concentracdes de
substancias humicas, na pulverizacdo diaria com 2 mg L de substancias
hamicas as plantas apresentaram maior numero de raizes, diferindo
estatisticamente do tratamento cuja pulverizacdo foi feita por imersdo. Além
disso, ndo houve diferenca estatistica nas formas de aplicagdo com0e 1 mg L
1 de substancias humicas (Tabela 3). Estes resultados diferem do registro feito
por Ritter (2019) na cultura da oliveira (Olea europaea L.), tendo em vista que o
maior niumero de raizes (11,88) foi obtido quando o mesmo adotou a aplicacédo
de substancias humicas por irrigacao.

Para o comprimento da maior raiz, analisando as formas de aplicacéo, a
pulverizacdo diaria de substancia humica, as plantas apresentaram o maior
comprimento, diferindo do tratamento cuja pulverizacdo foi realizada

semanalmente (Figura 4).
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Figura 4. Mirtileiro ‘Woodard’ apds aplica¢gfes de substancias himicas por pulverizagao diéria,
nas doses (A) 0 mg L1, (B) 1 mg Lt e (C) 2 mg L1, aos 60 dias de aclimatizacao.

Com relacdo as concentracdes, houve diferenca significativa apenas
quando aplicadas 0 e 2 mg L de substancia hiimica, em que a maior média foi
obtida em 2 mg L de substancias himicas pelo método de pulverizacéo diaria.
Em relacdo, a concentracdo 0 mg L, a maior média foi verificada quando as
plantas foram imersas por 24 horas (Tabela 3). Ritter (2019), testando formas
de aplicagdo do produto Solohumics® (10 mL) na cultura da oliveira verificou que
a pulverizacdo semanal, a irrigacdo e a imerséo por 1 hora e 30 minutos néo
diferiram entre si quanto ao comprimento de maior raiz.

O sucesso de uma cultura, em grande parte, esta relacionado com a
utilizacdo de mudas de qualidade. Plantas com maior aporte no sistema radicular
tendem a ter melhores condi¢des de crescimento em campo apoés transplante, o
que pode contribuir para antecipar o florescimento e, consequentemente,
aumentar o ciclo de producao, com reflexos diretos na produtividade da cultura
(VERDIAL et al., 2000; MELO et al.; 2011).

Para a massa seca da parte aérea, ndo houve diferenca significativa entre
os tratamentos testados (Tabela 4); entretanto, os resultados do presente
trabalho foram superiores aos obtidos por Pelizza (2009), na aclimatizagdo de
mirtileiro ‘Climax’ em que a autora verificou 0,06 g aos 210 dias, quando utilizou

Casca de arroz carbonizada + Hamus Fértil®.
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Tabela 4 — Massa de matéria seca da parte aérea e das raizes (g) de plantas de mirtileiro
'Woodard' aos 60 dias ap0s a aclimatizacéo, em funcéo das formas de aplicagcao e concentracdes
de substancias humicas. Pelotas-RS, 2020.

Concentracdes de substancias himicas (mg L)

Forma de aplicacéo
0 1 2

Massa de matéria seca da parte aérea

Imerséo 0,10 Ns 0,15 0,11
Pulverizacado semanal 0,09 0,10 0,12
Pulverizacao diaria 0,12 0,10 0,10
CV (%) 17,3 14,5 18,9

Massa de matéria seca das raizes (g)

Imersédo 0,09 ab 0,09 ab 0,05 bNS
Pulverizacao semanal 0,01 b 0,06 ab 0,07 ab

Pulverizacao diaria 0,07 abB 0,17 aA 0,12 aAB
CV (%) 42,1 28,7 19,8

' Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha e mindscula na coluna néo diferem entre
si pelo teste Tukey (p=0,05). NS ndo significativo. CV (%): coeficiente de variagéo.

Em relagdo a massa de matéria seca das raizes, comparando as formas
de aplicacdo, sem a pulverizacdo de substancias himicas as maiores médias
foram obtidas na pulverizacéo realizada diariamente e imersao por 24 horas,
diferindo estatisticamente da pulverizacdo semanal. Para as formas de aplicacdo
na concentragdo 1 e 2 mg L' ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos (Tabela 4).

Para as concentracdes de substancias humicas em relacéo as formas de
aplicacdo, em 1 mg L™ foi constatada a maior massa seca quando foi realizada
a pulverizacéo diaria, néo diferindo estatisticamente da concentracédo 2 mg L.
Nas demais formas de aplicacdo, ndo houve entre as médias para as
concentracOes testadas (Tabela 3). Os resultados do presente trabalho s&o
superiores aos verificados aos encontrados por Pelizza, que na aclimatizacao de
mirtileiro ‘Climax’ verificaram 0 g de massa seca de raizes.

Silva e Jablonski (1995), trabalhando com alface ‘Baba de verao’
observaram que a utilizacdo de substancias humicas na solucado nutritiva

favoreceu incremento de 240% na massa seca de raizes. Outros autores
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também constataram efeitos dessas substancias nas caracteristicas radiculares
de outras horticolas, como o abacaxi (BALDOTTO et al., 2009) e a melancia
(COSTA et al., 2008).

Em sintese, os resultados demonstram a eficacia da utilizacdo de
substancias humicas na aclimatizacdo de mudas de mirtileiro ‘Woodard’, o que
pode representar uma alternativa promissora para esta etapa da
micropropagacdo.Com relacéo as formas de aplicacdo, embora na pulverizagédo
diaria haja maior demanda por médo de obra, em geral, foi a que propiciou a

maiores médias nas variaveis avaliadas.

5.4 Concluséo
A utilizacdo de 2 mg L de substancias himicas e a pulverizagao diaria

sdo as mais indicadas para a aclimatizagao de mirtileiro ‘Woodard’.
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6 CAPITULO IV - Concentracdes de substancias humicas e explantes
oriundos de diferentes meios de cultura na aclimatizacdo de mirtileiro
'Woodard'

6.1 Introducéao

A regido Sul do Brasil apresenta grande potencial para o cultivo de
pequenas frutas, especialmente mirtilo (Vaccinium sp.) (SCHUCH; TOMAZ,
2019), espécie que possibilita alto retorno econémico em um curto periodo,
sendo uma alternativa para os produtores (PASA et al., 2014).

Para a expansao da cultura € imprescindivel o uso de mudas de boa
qualidade. Segundo Damiani e Schuch (2009), uma alternativa para aumentar a
disponibilidade de tais mudas € o uso da micropropagac¢ao. Porém, para o
sucesso desta técnica € necessario selecionar explantes adequados
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), bem como meios de cultivo que fornecam
substancias essenciais para o crescimento e o desenvolvimento do material
vegetal (CARVALHO, 2006).

Dentre as etapas da micropropagacao, a aclimatizacdo € um periodo
critico e limitante. Esse processo deve ser progressivo, de forma que as plantas
ndo sofram estresse ou venham a morrer devido as mudancas de ambiente
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). E necessario o fornecimento de
ambiente, substrato, controle fitossanitario e nutricdo adequados, além da
manutencdo de sombreamento e alta umidade relativa para a sobrevivéncia e o
desenvolvimento das plantas (SCHUCH; ERIG, 2005).

Para otimizar a micropropagacdo podem ser usadas substancias
hamicas, que estdo presentes na matéria organica do solo e sdo capazes de
promover efeitos diretos sobre o crescimento vegetal e de fornecerem nutrientes
para as plantas por meio da mineralizacdo (CANELLAS et al., 2015). Estas sdo
substancias bioestimulantes (BALDOTTO et al., 2009), constituidas pelas
fracBes de acidos humicos, acidos fulvicos e huminas (BALDOTTO; BALDOTTO,
2014); possibilitam o aumento na absor¢cdo de nutrientes e no crescimento
vegetal (VAUGHAN; MALCOLM, 1985; CHEN; AVIAD, 1990; NARDI et al.,
2002), podendo influenciar no crescimento de raizes (FACANHA et al., 2002).

Os resultados promovidos pelo uso de bioestimulantes dependem de uma

série de fatores, tais como: a espécie ou cultivar, o érgédo ou a idade ideal da
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planta para aplicacdo, além da concentracdo recomendada para a cultura
(ZANDONADI et al., 2014) e o tempo de exposicao da planta a estas substancias
(KELTING et al., 1997). As mesmas podem ser aplicadas exogenamente em
pequenas quantidades via foliar, solo, semente (DU JARDIN et al., 2015) ou
adicionadas no meio de cultura (MACIEJEWSKI et al., 2019).

Nesse sentido, 0 objetivo do trabalho foi avaliar o uso de substancias
humicas e explantes oriundos de diferentes meios de cultura na aclimatizacéo
de mirtileiro 'Woodard'.

6.2 Material e Métodos

O experimento foi realizado no periodo de setembro a novembro de 2019,
no Laboratério de Propagacdo de Plantas Frutiferas, pertencente ao
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel
(FAEM)/Universidade Federal de Pelotas (UFPel), localizada no municipio de
Capéao do Ledo - RS.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema
bifatorial, sendo os fatores: concentragbes de substancias hamicas
(Solohumics®) na imersédo dos explantes (0; 1; 2 mg L) e explantes oriundos de
diferentes meios de cultura (sem (0 mg L) ou com (1 mg L) substancias
hamicas) (Figura 1), totalizando seis tratamentos com quatro repeticdes, sendo
cada repeticdo constituida de uma embalagem plastica transparente articulada

Sanpack® (22 x 14 x 10 cm) com 15 microestacas.

Figura 1. Explantes de mirtileiro ‘Woodard’ na fase inicial de enraizamento em meio de cultura
sem (A) e com (B) substancia humica.

Foram utilizadas microestacas provenientes do cultivo in vitro de mudas
de mirtileiro ‘Woodard’, medindo 2,5 cm, mantidas em meio WPM (Wood Plant
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Media - LOYD; McCOWN, 1980), sem adicao de reguladores de crescimento e
substancias humicas, conforme o tratamento.

Aos 60 dias ap0s o enraizamento in vitro as plantas foram retiradas dos
frascos, lavadas em agua corrente para a limpeza do meio de cultivo e, em
seguida, o sistema radicular foi imerso em solucdo de substancias humicas
(Solohumics®) por 24 horas, conforme o tratamento (BALDOTTO et al., 2009).
Este produto comercial € composto pelas substancias humicas: &cido humico
(25%), acido fulvico (5%) e matéria organica (60%).

Em seguida, as microestacas foram acondicionadas em embalagens
plasticas transparentes e articuladas Sanpack® (Figura 2), previamente
preenchidas com um litro de vermiculita granulos meédios e hidratadas com 500
mL de &gua destilada. Ap6s, as embalagens foram mantidas em casa de
vegetacdo com temperatura controlada de 25+2°C (Figura 3). Durante a

aclimatizacao, procedeu-se a pulverizacdo de 25 mL, de agua destilada a cada

3 dias, em média, mantendo-se as embalagens fechadas para evitar a

desidratagéo.

Figura 2. Microestacas de mirtileiro ‘Woodard’ acondicionadas em embalagens plasticas
articuladas.
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Figura 3. Embalagens plasticas articuladas na casa de vegetagcdo com temperatura
controlada.

Aos 60 dias as variaveis avaliadas foram: a porcentagem de
sobrevivéncia, numero de brota¢cdes, comprimento da maior brotagdo (cm),
comprimento da parte aérea (cm), numero de raizes, comprimento da maior raiz
(cm), massa seca de parte aérea e raiz (g).

A determinacdo do comprimento das raizes foi realizada com o auxilio de
uma régua graduada. A massa de matéria seca da parte aérea e das raizes foi
obtida por meio de secagem em estufa a 50°C até peso constante, utilizando
balanca digital analitica para a pesagem.

Também foi realizada a caracterizacao das propriedades fisicas e quimicas
da vermiculita segundo Kampf et al. (2006), sendo obtidos 6,3 para o pH em
agua na relacdo 1:1; 03 para a condutividade elétrica (dS m™) e 492, 59 para a
capacidade de retengdo de agua (mL L1).

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e a significancia
determinada pelo teste F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica, 0s
diferentes meios de cultura foram comparadas pelo teste t (p<0,05) e as
concentragdes de substancias humicas pelo teste Tukey (p<0,05).

6.3 Resultados e discusséo

Em relacdo a sobrevivéncia, ndo houve significancia estatistica entre os
tratamentos. Para o comprimento da parte aérea, observou-se efeito significativo
entre os tipos de meio de cultura e concentracdes testadas na imerséo das raizes
(Tabela 1).
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Tabela 1 - Sobrevivéncia (%) e comprimento da parte aérea (cm) de plantas aclimatizadas de
mirtileiro 'Woodard', em fungdo do meio de cultura sem e com substancias himicas e das
concentracdes de substancias hiumicas na imerséo de raizes. UFPel, Pelotas-RS, 2020.

Concentracdes de SH (mg L)

Meio de cultura
0 1 2

Sobrevivéncia (%)

Sem SH 100 NS 95 NS 92 NS
Com SH 92 100 92
CV(%) 11,02 7,25 16,22

Comprimento da parte aérea (cm)

Sem SH 4,21 bBY 3,91 bB 7,38 aA
Com SH 7,30 aA 7,52 aA 8,08 aA
CV(%) 19,40 20,91 26,28

Y’ Médias acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando os tipos de explantes e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05) comparando as concentracdes de SH (Substancias humicas) em cada tipo de
explante. NS: ndo significativo. CV (%): coeficiente de variacao.

Em todos os tratamentos a sobrevivéncia foi superior a 95%. Este resultado
pode ser atribuido as vantagens da técnica de micropropagacado, dentre as quais
estdo o aumento no indice de enraizamento, melhor qualidade do sistema
radicular em termos de vigor, uniformidade, volume, aspecto e formato; reducao
no tempo de permanéncia das mudas no viveiro, maior taxa de crescimento e
sobrevivéncia das mudas no campo, obtencdo de mudas de qualidade, reducéo
da m&o-de-obra, entre outras (XAVIER; COMERIO, 1996; ASSIS, 1996; XAVIER
etal., 1997; DUTRA et al., 2009).

Os resultados deste trabalho corroboram com os encontrados por Soares
et al. (2006), em que verificaram 100% de sobrevivéncia durante a aclimatizacao
de mirtileiro ‘Georgiagem’ para os explantes enraizados na auséncia de AlB.

Para o comprimento da parte aérea, os tratamentos em que o0s explantes
foram provenientes de meio de cultura com substancias humicas apresentaram
as maiores médias, independente da concentracdo de substancia humica

utilizada na imersdo das raizes. Porém, ndo houve diferenca estatistica do
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tratamento sem substéncias humicas no cultivo in vitro e com imerséo das raizes
na concentracdo de 2 mg L (Tabela 1).

Estes resultados sdo superiores aos encontrados por Pelizza (2009) na
aclimatizacao de mirtileiro ‘Climax’, em que foi observado 0,90 cm de incremento
da altura da parte aérea apds 60 dias da instalacdo do experimento. Porém,
pode-se inferir que isso tenha ocorrido em funcéo do gendtipo, além do autor ter
usado casca de arroz carbonizada + humus fértil®.

Em relacdo ao numero de brotos e comprimento da maior brotacéo, houve
interacdo entre os meios de cultura e as concentracdes de substancias humicas
testadas (Tabela 2).

Tabela 2 - Nimero de brotos e comprimento da maior brotacdo (cm) de plantas aclimatizadas de
mirtileiro 'Woodard', em fun¢&o do tipo de explante e das concentra¢gbes de substancias humicas.
UFPel, Pelotas-RS, 2020.

Concentracdes de SH (mg L)

Meio de cultura
0 1 2

NUmero de brotos

Sem SH 1,50 bBY 1,75 bB 3,25 bA
Com SH 3,75 aB 575 aA 6,0 aA
CV(%) 35,52 22,86 17,71

Comprimento maior brotacdo (cm)

Sem SH 2,50 aB 2,03 bB 2,32 bA
Com SH 1,00 bB 3,35 aA 3,56 aA
CV(%) 42,48 37,90 17,43

Y Médias acompanhadas por mesma letra minlscula na coluna néo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando os tipos de explantes e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05) comparando as concentracdes de SH (Substancias humicas) em cada tipo de
explante. CV (%): coeficiente de variagéo.

Em relagcdo ao numero de brotos, as maiores médias foram com os
tratamentos em que os explantes eram oriundo da presenca de substancias
himicas no cultivo in vitro e com imerséo nas concentracdes de 1 e 2 mg L de
substancias humicas, diferindo estatisticamente do tratamento sem a presenca
de substancia humica no meio de cultura em que foram oriundos os explantes

(Tabela 2).



81

Comparando as concentracfes de substancias humicas com os tipos de
explantes, nas concentracdes de 1 e 2 mg L verificou-se o maior nimero de
brotos, no tratamento com explantes provenientes de meio de cultura com a
presenca de substancias humicas. Para as concentracfes do tratamento sem
substancias humicas nao houve diferenca significativa (Tabela 2).

Vale salientar que o numero de brotos é uma caracteristica importante, pois
poderd resultar em maior taxa fotossintética, o que possivelmente contribuira
para o pegamento das mudas no campo (ASSIS et al., 2009).

Para o comprimento da maior brotacdo, comparando os meios de cultura
em cada concentracdo de substancia humica, os explantes que foram cultivados
in vitro com a presenca de substancias himicas apresentaram as maiores
médias nas concentragées de 1 e 2 mg Lt. No tratamento sem substancia
hamica no cultivo in vitro e sem imersdo prévia de substancias humicas dos
explantes na aclimatizacdo obteve-se o maior comprimento da parte aérea,
diferindo estatisticamente do tratamento com substancia hdmica no cultivo in
vitro (Tabela 2).

Quanto as concentracdes de substancias humicas em cada tipo de
explante, 1 e 2 mg L propiciaram as maiores médias para o tratamento com
explantes retirados de meio de cultura com substancias hiumicas. Em relagéo as
concentracdes, para o tratamento de explantes sem substancias humicas no
meio de cultura ndo houve diferenca estatistica (Tabela 2).

Para as varidveis numero de raizes e comprimento da maior raiz,

observou-se interacdo para os fatores de estudo (Tabela 3).
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Tabela 3 - NUmero de raizes e comprimento maior raiz (cm) de plantas aclimatizadas de mirtileiro
'Woodard', em funcao do tipo de explante e das concentra¢gfes de substancias humicas. UFPel,
Pelotas-RS, 2020.

Concentracdes de SH (mg L)

Tipos de explante
0 1 2

NUmero de raizes

Sem SH 2,33 bBY 2,85 bB 3,52 aA
Com SH 4,08 aA 2,35 bB 4,89 aA
CV(%) 23,8 34,5 19,8

Comprimento da maior raiz (cm)

Sem SH 2,79 aA 2,50 aA 3,68 aA
Com SH 1,36 bB 1,92 bB 4,19 aA
CV(%) 38,7 36,9 45,9

Y Médias acompanhadas por mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando os tipos de explantes e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05) comparando as concentracdes de SH em cada tipo de explante. CV (%):
coeficiente de variacao.

Avaliando o numero de raizes através da comparacdo entre 0os meios de
cultura e as concentracdes de substancias humicas, no explante com a
substancia humica no meio de cultura o maior numero de raizes foi verificado em
0 e 2mg L (Tabela 3).

A quantidade de raizes interfere na absorcdo de a4gua e nutrientes; e
consequentemente, pode promover maior desenvolvimento vegetativo
(SORACE et al., 2007). Ritter (2019), avaliando a utilizacdo de substancias
hamicas em oliveira (Olea europaea L.), observou o maior nimero de raizes
quando utilizado o produto comercial Solohumics®.

Em relagcdo ao comprimento da maior raiz, comparando os tipos de
explante com as concentracbes de substancias humicas, houve diferenca
estatistica apenas entre 0 e 1 mg L?, onde nos explantes sem a presenca de
substancias humicas, foram observadas as maiores médias (Tabela 3) (Figura
4).
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Figura 4. Comprimento da maior raiz (cm) de plantas de mirtileiro ‘Woodard’ oriundos de meio
de cultura sem a presenca (A—O0mgL?),(B-—1mgL?%e(C-2mgL?) eauséncia(D: 0 mg
LY, (E-1mgL?)e(F-2mgL?) de substancia himica aos 60 dias de aclimatizacao.

Analisando as concentracdes em relacdo os tipos de explante, para o
tratamento sem a presenca de substancias humicas no meio de cultura nao
houve diferenca estatistica. No tratamento com a presenca de substancias
humicas no meio de cultura, a maior média foi obtida na concentracdo 2 mg L,
diferindo estatisticamente das demais (Tabela 3). Segundo Silva et al. (2011), o
crescimento das raizes é um dos principais efeitos fisiolégicos das substancias
hamicas nas plantas.

Costa et al. (2008), trabalhando com duas fontes de bioestimulantes em
mudas de melancia também concluiram que houve efeito das substancias
hamicas, com maior comprimento das raizes obtido na concentracdo de 0,26%
do bioestimulante Fertiactyl GZ®.

Para a massa da matéria seca da raiz, aos compararmos o0s tipos de
explante para cada concentracdo de substancia humica, os explantes com a
presenca de substancias humicas apresentaram a maior massa. Quando
comparadas as concentracdes de substancias humicas em relacdo aos tipos de
explante, as maiores médias foram observadas para os explantes com a
presenca de substéncias humicas, independente da concentracdo aplicada
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Massa da matéria seca das raizes e da parte aérea de plantas aclimatizadas de
mirtileiro 'Woodard', em fungéo do tipo de explante e das concentracdes de substancias himicas.
UFPel, Pelotas-RS, 2020.

Concentracdes de SH (mg L)

Tipos de explante
0 1 2

Massa matéria seca da raiz (g)

Sem SH 0,05 bBY 0,04 bB 0,08 bB
Com SH 0,14 aA 0,18 aA 0,13 aA
CV(%) 19,7 17,8 19,2

Massa matéria seca da parte aérea (Q)

Sem SH 0,11 bB 0,11 bB 0,13 bB
Com SH 0,15 aA 0,20 aA 0,19 aA
CV(%) 17,3 16,4 15,7

Y’ Médias acompanhadas por mesma letra mindscula na coluna nédo diferem entre si pelo teste t
(p=0,05) comparando os tipos de explantes e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05) comparando as concentracdes de SH em cada tipo de explante. CV (%):
coeficiente de variacao.

Em se tratando da massa da matéria seca da parte aérea, comparando os
tipos de explantes com as concentracfes, as maiores massas foram obtidas nos
tipos de explantes com a presenca de substancias humicas para ambas
concentracOes testadas (Tabela 4).

Quando comparadas as concentracdes em relacdo aos tipos de explante,
0, 1 e 2 mg L-1 nao diferiram entre si para os explantes com a presenca de
substancia humica; no entanto promoveram as maiores médias em relacdo ao
tratamento sem a presenca de substancias humicas no meio de cultura (Tabela
4). Morgado (1998) considerou a massa da matéria seca da parte aérea como a
caracteristica que mais contribui para a capacidade de resisténcia das mudas as
condicdes adversas, apds o estabelecimento no campo.

Ferri (2008), utilizando composto organico em misturas com diferentes
substratos observou que o uso do substrato constituido por 70% de serragem +
20% de fibra de coco + 10% de esterco bovino é o que proporciona maior matéria
seca da parte aérea e radicular de plantas micropropagadas de mirtileiro ‘Climax’

e ‘Aliceblue’, enquanto ‘O’'Neal’ e ‘Georgiagem’ apresentaram melhores
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resultados em substrato constituido por 70% de casca de arroz carbonizada +
20% de serragem + 10 % de esterco bovino.

Tendo em vista esses aspectos, no presente estudo, em geral, 0 uso de
substancias humicas no meio de cultura WPM resultou em explantes de mirtileiro
‘Woodard” mais promissores para a etapa considerada critica da
micropropagacao, que € a aclimatizacdo. Ademais, apesar de ter sido a maior
concentracdo, a imersdo dos mesmos em 2 mg L-1 antes desta etapa podera
ser uma alternativa interessante, uma vez que o custo do produto usado
representara acréscimo de menos de 0,75 centavos, em média, a cada 10.000

mudas.

6.4 Concluséo

O explante oriundo de meio de cultura com presenca de substancias
humicas e a imersdo dos mesmos em 2 mg L dessas substancias sdo os mais

indicados para a aclimatizagao de mirtileiro ‘Woodard’.
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7 Considerac0es finais

- O uso de substancias humicas é uma alternativa para a micropropagacao de
mirtileiro ‘Woodard’. As mesmas podem ser utilizadas em substituicdo ou

associada a outros reguladores de crescimento.

- Os efeitos das substancias humicas podem variar em funcdo da fonte de
extracdo das mesmas, da concentracdo utilizada, do genoétipo a ser testado,
entre outros fatores. Assim, € importante o estudo com produtos de diferentes

origens, assim como o teste com outras concentracdes do bioestimulante.

- Apesar dos resultados promissores do presente estudo, ndo existem outros
trabalhos relacionados ao uso dessas substancias na micropropagacéo do
mirtileiro ‘Woodard’, embora as mesmas possam ser adquiridas no comércio de

produtos agricolas.

- As Iinformacdes deste trabalho poderdo auxiliar produtores, alunos,
pesquisadores e empresas produtoras de mudas quanto as etapas da
micropropagacao de mirtileiro cultivar Woodard, com o0 uso de substancias

humicas.
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