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RESUMO

O mirtileiro é uma espécie de clima temperado, que possui grande potencial
de desenvolvimento no Brasil, principalmente na regido sul do pais, em vista das
condi¢cdes edafocliméaticas favordveis. A producdo de mudas desta espécie é
maioritariamente feita de forma vegetativa. No entanto os métodos convencionais nao
apresentam a produc@o necessaria para suprir o mercado interno, nem para
promover o fomento da cultura. Uma das op¢des para a producéo € a técnica de
micropropagacéo, que em curto periodo de tempo e espaco reduzido, consegue
produzir grande niumero de mudas. Desta forma, a elaboragdo de um protocolo de
inducdo a organogénese até a formacdo de mudas é um fator essencial para a
producdo de mudas eficiente, especialmente para cultivares adaptadas as condicbes
climaticas do sul do Brasil, tendo em vista que a maior parte dos estudos foi realizado
com cultivares utilizadas no hemisfério norte. Desta forma, a presente pesquisa
avaliou a resposta organogénica de explantes foliares ndo meristematicos de trés
cultivares de mirtileiro (Bluegem, Climax e Delite) do grupo Rabbiteye tratados com 0s
reguladores vegetais Thidiazuron (TDZ), 6-(y-y-dimethylallylamino)-purine (2iP), 6-
benzylaminopurine (BAP) e Zeatina (ZEA) nas concentragbes 0; 0,5; 2,5; 5; 10; 20 uM
em meio de cultura Woody Plant Medium (WPM). Também foi realizada a etapa de
multiplicacdo e aclimatizagdo com enraizamento de mini estacas, utilizando o
regulador vegetal acido indol-3-butirico (AIB) nas concentragdes 0, 250 e 500 mg L.
A inducdo da organogénese nas cultivares Bluegem e Delite foi possivel com a
utilizacdo do regulador TDZ na concentragdo 0,5 pM. Na cultivar Climax a
organogénese foi observada com os reguladores vegetais TDZ e ZEA nas
concentragbes 0,5 e 10 pM. Em nenhuma das trés cultivares foram observados
resultados significativos com os reguladores 2iP e BAP. A multiplicacéo foi possivel
com a utilizacdo do regulador vegetal ZEA na concentracdo 2,5 pM, sendo que esta
promoveu o alongamento das brotacGes obtidas via organogénese. Para a
aclimatizacdo e enraizamento de mini estacas, o uso do regulador vegetal foi
indiferente para as trés cultivares avaliadas, cujo enraizamento de mini estacas e
sobrevivéncia foi de 29,16% para Bluegem, 68,66% para Delite e 75% para Climax.

Palavras-chave: Vaccinium virgatum. Micropropagacdo. Citocininas. Rabbiteye.



ABSTRACT

The blueberry is a species of temperate climate, which has great potential for
development in Brazil, mainly in the southern region of the country, in view of the
favorable edaphoclimatic conditions. The production of seedlings of this species is
mostly done vegetatively. However, conventional methods do not have the necessary
production to supply the internal market, nor to promote the culture. One of the options
for production is the micropropagation technique, which in a short period of time and
reduced space, manages to produce a large number of seedlings. In this way, the
elaboration of an organogenesis induction protocol until the formation of seedlings is
an essential factor for the production of efficient seedlings, especially for cultivars
adapted to the climatic conditions of southern Brazil, considering that most of the
studies are in cultivars used in the northern hemisphere. Thus, the present research
evaluated the organogenic response of non-meristematic leaf explants of three
blueberry cultivars (Bluegem, Climax and Delite) from the Rabbiteye group treated
with the plant regulators Thidiazuron (TDZ), 6-(y-y-dimethylallylamino)- purine (2iP), 6-
benzylaminopurine (BAP) and Zeatin (ZEA) at concentrations 0; 0.5; 2.5; 5; 10; 20 uM
in Woody Plant Medium (WPM). The multiplication and acclimatization stage with
rooting of mini cuttings was also carried out, using the plant regulator indole-3-butyric
acid (IBA) at concentrations of 0, 250 and 500 mg L™*. The induction of organogenesis
in Bluegem and Delite cultivars was possible with the use of the TDZ regulator at a
concentration of 0.5 yM. In the Climax cultivar, organogenesis was observed with plant
regulators TDZ and ZEA at concentrations of 0.5 and 10 pM. In none of the three
cultivars, significant results were observed with the 2iP and BAP regulators.
Multiplication was possible with the use of the plant regulator ZEA at a concentration of
2.5 uM, which promoted the elongation of shoots obtained via organogenesis. For the
acclimatization and rooting of mini-cuttings, the use of the plant regulator was
indifferent for the three evaluated cultivars, which rooting of cuttings and survival was
29.16% for Bluegem, 68.66% for Delite, and 75% for Climax

Key-words: Vaccinium virgatum. Micropropagation. Cytokinins. Rabbiteye.
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1 INTRODUCAO

As espécies frutiferas de clima temperado sdo de grande importancia
econdmica para o Brasil, em vista de que 0 pais se encontra entre 0s cinco maiores
produtores mundiais de frutas de clima temperado (RETAMALES, 2011).

O mirtileiro (Vaccinium spp.) € uma espécie de clima temperado, que faz parte
do grupo das pequenas frutas. E um arbusto perene que pertence ao género
Vaccinium da familia Ericaceae, que possui em torno de 450 espécies (RETAMALES
& HANCOCK, 2018; OLIVEIRA et al., 2020).

A cultura do mirtileiro possui grande importancia comercial na América do
Norte, Europa, Asia e alguns paises do Pacifico. Também é produzido na América do
Sul, principalmente no Chile, Peru e Argentina, que exportam os frutos no periodo de
entressafra do hemisfério norte, tendo registrado um aumento de producdo de mais
de 500%, na América do Sul, entre 1996 e 2006 (RETAMALES, 2011; RETAMALES &
HANCOCK, 2018). A produc¢do mundial da cultura foi de 850.886 toneladas em 2020
(FAOSTAT, 2022).

O mirtileiro é dividido em grupos de acordo com suas caracteristicas
(RETAMALES & HANCOCK, 2018). As primeiras cultivares foram introduzidas no
Brasil pela Embrapa em 1983, sendo estas pertencentes ao grupo Rabbiteye por
apresentarem melhor adaptacdo ao clima nacional (ANTUNES & PAGOT, 2016).

No Brasil, o mirtileiro ainda é pouco conhecido, possuindo um grande potencial
de expansdo, principalmente nos estados da regido sul do Brasil, devido as
propriedades nutracéuticas, farmacéuticas e antioxidantes dos frutos, que atraem
cada vez mais os consumidores, gerando um aumento da area de cultivo da cultura
(BASU et al., 2010; SCHUCH & TOMAZ, 2019).

A propagacdo da espécie é geralmente de forma vegetativa, por meio da
estaquia, com estacas lenhosas, herbaceas e semi-lenhosas, sendo este 0 método
mais utilizado no Brasil (FACHINELLO, 2008; MARINO et al., 2014). No entanto os
métodos de propagacéo pouco eficientes, bem como a falta de qualidade das mudas
produzidas e a falta de um método de producdo em larga escala sédo alguns dos
entraves para o crescimento da cultura no pais (PENA et al., 2012; SCHUCH &
TOMAZ, 2019).

Mudas micropropagadas possuem crescimento vegetativo superior no primeiro

ano quando comparadas a propagacao por estaquia. O rejuvenescimento dos tecidos



17

nado gera atrasos na producdo de frutos e a quantidade de antioxidantes,
especialmente polifenéis e flavonéides, foram positivamente afetados pela
micropropagacéo (SOUZA et al., 2011; GOYALI et al., 2015).

A micropropagacéo ja é utilizada para producdo de mudas de mirtileiro, mas o
crescimento lento e a baixa taxa de multiplicacdo, ainda sdo pontos que precisam ser
superados. Existem poucas pesquisas desenvolvidas com o grupo Rabbiteye, a maior
concentragéo das pesquisas nos demais grupos, mais adaptados ao clima temperado
(HUNG et al., 2016b). Desta forma, para o desenvolvimento da técnica é necessario o
estabelecimento de protocolos eficientes para as cultivares mais adaptadas as
condi¢des edafoclimaticas brasileiras.

A organogénese a partir de gemas adventicias € uma técnica que tem
apresentado bons resultados, para elevar a proliferagdo de gemas a partir de
pequenas porc¢des de tecidos (SCHUCHOVSKI et al., 2020).

Desta forma este trabalho buscou desenvolver um protocolo completo de
propagacdo in vitro, por organogénese, de trés cultivares de mirtileiro do grupo
Rabbiteye, definindo as melhores concentracdes de reguladores vegetais para
promover a organogénese a partir de explantes foliares e determinar a necessidade

do uso de AIB para o enraizamento da cultura.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 MIRTILEIRO

O mirtileiro € um arbusto perene, que faz parte do grupo das pequenas frutas,
pertence a familia Ericaceae e esta alocado no género Vaccinium (GOUGH, 1993;
SOUSA et al., 1995; FACHINELLO, 2008; WU et al., 2019). O numero de espécies do
género Vaccinium podem chegar a 450 (RETAMALES & HANCOCK, 2018).

Os frutos do mirtileiro s&o caracterizados como pequenas bagas com
sementes e apresentam, na sua maturidade, a cor azulada, podendo variar do claro
ao intenso. A cor é afetada também pela presenca ou ndo da pruina, que é uma
substancia esbranquicada que geralmente recobre os frutos. A cor azulada é de
responsabilidade das antocianinas presente nas células (SOUSA et al., 2007).

O crescimento do consumo de mirtilos se deve aos compostos polifendlicos,
especialmente as antocianinas, que demonstraram ter propriedades antioxidantes,
anti-inflamatérias, anti-proliferativas, anti-obesidade e neuroprotetoras. Estdo ligadas
a processos antioxidantes benéficos ao ndo aparecimento de doencgas vasculares e
alguns canceres, sendo entdo um produto benéfico a salde tanto no consumo de
frutas frescas, gquanto p6s elaborados (MILLER et al., 2019; RODRIGUEZ-MATEQOS
et al., 2019).

A cultura é produzida em larga escala principalmente na América do Norte
gue foi responsavel por 51,7% da produ¢cdo mundial em 2020, seguido pela América
do Sul com 21,2% e Europa com 19,8% (FAOSTAT, 2022). As principais cultivares de
mirtileiro plantadas no mundo pertencem ao grupo Highbush (BRAZELTON &
YOUNG, 2017).

Na América do Sul, as primeiras plantacfes foram realizadas em 1980 no
Chile e em 1990 na Argentina, sendo que no Chile entre 2003 e 2014 ocorreu um
aumento de 629% na éarea cultivada de mirtileiro. Contando atualmente com as
seguintes areas plantadas Peru (3.800 ha), Brasil (400 ha), Uruguai (368 ha) e
Colémbia (220 ha) (RETAMALES & HANCOCK, 2018).

As primeiras cultivares de mirtileiro foram introduzidas no Brasil pela Embrapa
em 1983, sendo estas pertencentes ao grupo Rabbiteye devido ao seu vigor,
produtividade e toler&ncia ao calor. Dentre estas se encontram as cultivares Bluegem
e Climax (ANTUNES & PAGOT, 2016).
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No Brasil o mirtilo ainda é uma fruta pouco conhecida, sendo uma cultura em
ascensao nos estados da regido sul do Brasil (ANTUNES et al., 2004, BANADOS,
2006). O aumento da area de cultivo se deve a busca pelo maior consumo de
produtos saudaveis, aspecto principal das pequenas frutas que possuem
propriedades nutracéuticas e farmacéuticas (BASU et al., 2010; SCHUCH & TOMAZ,
2019).

Uma das principais dificuldades encontradas pelos produtores é a aquisi¢céo de
mudas, a qual é limitada pela baixa disponibilidade, gualidade e elevado preco,
resultantes da dificuldade de propagacdo da maioria das cultivares (PAGOT &
HOFFMANN, 2003).

O mirtileiro possui grande potencial para o cultivo pela agricultura familiar, em
vista de ser uma grande oportunidade na area de fruticultura, por conta das
propriedades dos frutos, bem como a alta rentabilidade e baixa utilizacdo de insumos,
contando com uma producdo limpa e sustentdvel (SANTOS & RASEIRA, 2002;
JULKOVSKI et al., 2021).

Um reflexo desse potencial é visto por conta da expansao do cultivo no Brasil,
principalmente pelas condicbes edafoclimaticas favoraveis do pais, bem como o
aumento da demanda do consumo interno e das exportacbes que podem ser feitas
nas entressafras dos paises do hemisfério norte, que sado grandes consumidores e
produtores (ANTUNES et al.,, 2008, BRACKMANN et al., 2010; RETAMALES &
HANCOCK, 2018).

A cultura do mirtileiro é dividida em grupos de acordo com suas caracteristicas
sendo estas, Highbush (Vaccinium corymbosum L.), Rabbiteye (Vaccinium virgatum
Ait.) e Lowbush (Vaccinium angustifolium Ait.). O grupo Highbush é separado ainda
em Northern, Southern e Intermediate de acordo com a necessidade de frio e ainda o
tipo half-high é encontrado em hibridos de Highbush e Lowbush (RETAMALES &
HANCOCK, 2018). As cultivares de mirtileiro sdo divididas em grupos, e a cultivar
escolhida para producédo é diretamente afetada pelas condi¢Bes climéticas de cada

local.
2.1.1 Grupo Rabbiteye

Os grupos comerciais sdo definidos por suas caracteristicas de tamanho,

morfologia e condigbes edafoclimaticas de producdo. As cultivares do grupo
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Rabbiteye sdo muito cultivadas no Noroeste do Pacifico dos EUA e no Chile, sendo as
mais adaptadas as condi¢des subtropicais. Entretanto, os botdes florais ndo toleram
temperaturas muito abaixo de zero (RETAMALES & HANCOCK, 2018).

As primeiras cultivares introduzidas no Brasil pertencem ao grupo Rabbiteye,
dentre elas Bluegem, Climax e Delite. A maioria dos estudos realizados no Brasil com
cultivares deste grupo sédo para a producdo de mudas e adaptacdo, ja que esta
espécie pode adaptar-se a diferentes condicbes edafoclimaticas, principalmente a
baixa quantidade de horas de frio acumuladas, sem alteracdo no desenvolvimento e
producéo da cultura (ANTUNES & PAGOT, 2016; MEDEIROS et al., 2018).

As principais caracteristicas do grupo sao o elevado vigor, plantas longevas,
alta produtividade, alta tolerancia ao calor e a seca. Possuem menor exigéncia em frio
e um longo periodo entre floragdo e maturacao de frutos, além de possuir frutos firmes
e boa conservacao pos-colheita, sendo o tempo de frio necessario em torno de 300
horas de frio abaixo de 7,2 °C (RASEIRA & ANTUNES, 2004).

As cultivares do grupo Rabbiteye possuem o maior conteudo fendlico e de
flavonoides em suas folhas, quando comparadas as cultivares dos demais grupos de
mirtileiro (LOHACHOOMPOL et al., 2008; WU et al., 2019). As plantas advindas deste
grupo podem chegar a 10 metros de altura com porte vigoroso (ANTUNES & PAGOT,
2016).

Os frutos séo considerados firmes e de boa duracéo pés-colheita, desde que
corretamente acondicionados, por conta da alta perecibilidade e decomposicao por
patdgenos caracteristicos da cultura (SCHOTSMANS et al., 2007; ANTUNES et al.,
2008).

2.1.2 Cultivares

A cultivar Bluegem é originaria da Florida, derivada de uma selecdo de
polinizac&o livre chamada Tifton 31, possui frutos de bom sabor com sdélidos soluveis
em torno de 10,5 e 12,8° Brix e uma pelicula com bastante pruina e que precisa de
polinizacdo cruzada, sendo geralmente a cultivar Woodard a mais indicada para esta
polinizacéo, além de possuir uma necessidade média de horas de frio em torno de
400 horas (ANTUNES et al., 2004).

Delite e Climax sdo cultivares advindas da mesma estacdo experimental,

tendo variacdes na origem do material, sendo que a primeira possui frutos de
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tamanho grande, sabor doce-acido com teor de sdlidos soluveis entre 10,8 e 12,5°
Brix e uma casca bem escura. A cultivar Climax possui frutos de tamanho médio, com
pelicula de coloracdo azul-escura, polpa com bom sabor e, teor de solidos soluveis
variando entre 10° e 12,4° Brix. Uma diferenca entre as duas cultivares é a casca,

onde a Delite possui menos pruina que a cultivar Climax (ANTUNES et al., 2004).
2.2 PROPAGACAO

A reproducédo do mirtileiro ocorre sexuadamente por meio de sementes e
vegetativamente por meio de estacas. As sementes ndo sdo comumente usadas por
conta da infidelidade ao genétipo da planta mae. No Brasil a propagagédo em viveiros
ocorre de forma vegetativa através de estacas (herbaceas, lenhosas e semi-
lenhosas), e embora esse processo seja facil, € demorado para a multiplicacdo em
larga escala (FACHINELLO et al., 1995; PRODORUTTI et al., 2007; DEBNATH,
2016).

Um dos entraves para o crescimento da cultura é a obtencdo de mudas. E
impossivel aumentar a disponibilidade de plantas em pouco tempo, utilizando os
métodos convencionais (CASTILLO et al., 2004; PELIZZA et al., 2011). Os métodos
de propagacdo pouco eficientes, bem como a falta de qualidades das mudas
produzidas e a falta de um método de producdo em larga escala sédo alguns dos
entraves para o crescimento da cultura no Brasil (PENA et al., 2012; SCHUCH &
TOMAZ, 2019).

Segundo Souza et al. (2011), a producdo de mudas por micropropagacao
mostrou-se superior, em crescimento vegetativo, as mudas por estaquia e ainda sem
atraso significativo na produgao, por conta do rejuvenescimento da planta. Segundo
Camargo et al. (2018), mudas micropropagadas possuem um maior teor de
antocianinas, desta forma sendo uma técnica com bons resultados para a propagacao

da cultura.
2.2.1 Micropropagacao

O cultivo in vitro consiste no crescimento e multiplicagdo de células, tecidos e
Orgaos ou partes de 6rgéos das plantas, usando técnicas que consistem em um meio
nutritivo, condigbes assépticas e ambientais controladas, estas sendo iluminagéo e

temperatura. A micropropagacao baseia seu sucesso no conceito de totipoténcia da
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célula vegetal, que seria a capacidade de uma unica célula da planta originar
embrides ou 6rgaos que formardo uma planta inteira (CARVALHO, 1996).

O processo se mostra vantajoso pela obtencdo de um grande numero de
plantas a partir de um Unico explante, sendo um processo gque nao depende das
condi¢cdes edafocliméticas, além da reducdo de tempo e melhores condi¢es
sanitarias quando utilizados meristemas, sendo gue os individuos sdo geneticamente
idénticos a planta provedora dos explantes (ERIG & SCHUCH, 2005; SANTOS, 2003;
CABRAL et al., 2003).

Murashige (1974) nos direciona a trés estadios para desenvolver o processo
de propagacao in vitro. No primeiro seria a sele¢do, desinfestacéo e cultura em meio
nutritivo, em condi¢cdes assépticas. No segundo teriamos a multiplicacdo dos
propagulos em meio préprio para isso. O terceiro seria a transferéncia das partes
aéreas desenvolvidas para meio de enraizamento, seguido do transplante das plantas

obtidas para substrato ou solo, ndo esquecendo a aclimatacéo.
2.2.2 Organogénese

A organogénese in vitro é o processo de formacdo de novas gemas
adventicias, que sdo assim denominadas por serem oriundas de tecidos nao
meristematicos. A organogénese pode ser direta ou indireta, sem e com a formagéo
de calos, respectivamente. Na organogénese indireta ocorre a inducdo de
desdiferenciacdo das células vegetais, dando origem aos calos, para a posterior
rediferenciag&o dos tecidos para a origem de gemas e eixos caulinares. A partir desta
técnica é possivel obter um grande nuamero de plantas, utilizando pequenas
guantidades de material vegetal originados de uma Unica planta matriz (GUERRA et
al., 2016; MOURA et al., 2001).

Para o mirtileiro, a técnica de organogénese se tornou uma opcao viavel para
propagacao in vitro, conforme relataram Schuchovski et al. (2020), indicando em seu
estudo que TDZ na concentragéo de 0,5 yM no meio WPM, apresentou sucesso para
a inducao de brotagGes de mirtileiro do grupo Rabbiteye. Ainda destacaram que tanto
a organogénese direta, quanto a indireta, foram observadas neste estudo, e que se
obteve sucesso na inducéo de brotacBes até a formacdo de raizes, resultando em
plantas completas (SCHUCHOVSKI et al., 2020).
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Segundo Cappelletti et al. (2016), na propagacao in vitro de mirtileiro ‘Duke’ do
grupo Highbush, usando explantes foliares, com os reguladores vegetais 2iP, TDZ e
Zeatina, o maior numero de brotagfes ocorreu usando Zeatina, seguido de TDZ.
Segundo Erig & Schuch. (2006) a Zeatina foi mais eficiente quanto ao numero de
brotos por explante e comprimento médio de brotos cultivados em luz branca. Os
autores recomendam para a propagacao in vitro de mirtileiro a concentragdo de
Zeatina 18 pM (ERIG & SCHUCH, 2006).

Em diversos trabalhos foi verificado que a micropropagacao de cultivares de
mirtileiro apresentam resultados satisfatorios, principalmente com o uso de Zeatina,
mas devido ao alto custo desta, outros reguladores de crescimento foram sendo
utilizados na micropropagacdo. O TDZ, um regulador alternativo com efeito de
citocinina e auxina, vem sendo considerado uma alternativa para baixar custos, com
beneficios para a proliferacdo in vitro de mirtileiro. O sucesso da micropropagacao
afeta positivamente a expansédo da cultura do mirtileiro (ERIG & SCHUCH, 2006;
CAPPELLETTI et al., 2016; SCHUCHOVSKI et al., 2020).

2.2.3 Reguladores Vegetais

Conforme as circunstancias do ambiente, a planta desenvolve diferentes
sinais para regular seu organismo para a situacado em questao, e estes sinais esto
correlacionados com os hormoénios vegetais. Dentre os cinco horménios mais
abundantes e conhecidos, as citocininas e auxinas estdo ligadas a divisdo e

alongamento celular (TAIZ et al., 2017).

Segundo Taiz et al. (2017), o efeito fisiologico mais conhecido das citocininas
€ a divisdo celular, mas estas possuem importdncia em outros processos no
desenvolvimento do vegetal, dentre estas a senescéncia foliar, mobilizacdo de
nutrientes, dominancia apical, a formacdo e a atividade dos sistemas apicais,
desenvolvimento floral, germinacdo de sementes e quebra de dorméncia de gemas, e
ainda possui influéncia em aspectos regulados pela luz, embora seja a divisao celular

o efeito central das citocininas.

Em uma pesquisa sobre diviséo celular foi encontrada uma molécula que na
na presenca de auxina, horménio anteriormente descoberto, estimulava a divisdo do

tecido vegetal, esta molécula indutora de citocinese foi denominada cinetina, uma



24

citocinina sintética (TAIZ et al., 2017). A citocinina foi assim nomeada por induzir a
citocinese (EVERT & EICHHORN, 2014).

Segundo Evert & Eichhorn (2014) as concentra¢des de auxinas e citocininas
estéo correlacionadas com a indugéo de determinado tecido vegetal. Na presenca de
maior concentracdo de auxinas ocorre a inducéo de raizes. Com a concentracdo de
citocininas em maior quantidade, ocorre o desenvolvimento da parte aérea. J4 em

proporcdes de 1:1, ocorre a proliferacéo indiferenciada de calos.

7

A molécula denominada Thidiazuron é uma fenilureia sintética, sendo um
regulador de crescimento potente que exibe caracteristicas relacionadas tanto as
citocininas quanto as auxinas, sendo algumas das aplicacdes a proliferacdo de brotos
adventicios, producdo de calos e inducdo de embriogénese somética. Dada a
poténcia da molécula para ser utilizada como regulador vegetal, esta pode ser usada
em baixas concentragfes (GUO et al.,, 2011; DINANI et al., 2018).

A utilizacdo dos reguladores vegetais do grupo das citocininas sao
responsaveis pela inducdo da organogénese de forma eficiente na cultura do mirtileiro
(ERIG & SCHUCH, 2006; CAPPELLETTI et al., 2016; SCHUCHOVSKI et al., 2020).
Bem como a suplementacdo de auxina promove a regeneracdo de raizes em
explantes de mirtileiro (SCHUCHOVSKI & BIASI, 2022a). Desta forma a utilizagdo dos
reguladores vegetais conforme correlacdo indicada por Evert & Eichhorn (2014),

influencia o desenvolvimento vegetal.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LOCAL DE REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Micropropagacdo de Plantas do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanidade, do Setor de Ciéncias Agrarias, da
Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.2 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi retirado de plantas estabelecidas in vitro de trés
cultivares de mirtileiro, Bluegem, Climax e Delite (Figura 1) em fase de multiplicacéo.
Em meio WPM - Wood Plant Medium (LOYD & MCCOWN, 1980) com suplementacgéo
de 2,5 pM de 2iP, mantidos em sala de crescimento com 16 horas de fotoperiodo,
temperatura de 25+2°C e densidade de fluxo de fétons no periodo de luz de 25

pmol.m2. st

FIGURA 1 — PLANTAS DE MIRTILEIRO CULTIVAR BLUEGEM EM FASE DE MULTIPLICACAO QUE
SERVIRAM COMO FONTE DE EXPLANTES PARA INDUCAO DE ORGANOGENESE.

3.3 FASE DE INDUCAO DA ORGANOGENESE

A fase consistiu na indu¢do da organogénese, e foi dividida em duas etapas.
A primeira etapa foi realizada utilizando explantes foliares de trés cultivares de
mirtileiro do grupo Rabbiteye (Bluegem, Climax e Delite), com quatro reguladores
vegetais TDZ, 2iP, BAP e ZEA nas concentragdes (0; 0,5; 2,5; 5; 10; 20 pM). O meio
utilizado para o experimento foi o WPM - Wood Plant Medium (LLOYD & MCCOWN,
1980), acrescido das vitaminas do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), de 30 g

L1 de sacarose, e o regulador vegetal na concentracdo de cada tratamento, exceto a
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ZEA, que foi esterilizada com filtros de 0,22 pm e adicionada ao meio de cultura em
processo de resfriamento, ap6s a autoclavagem em camara de fluxo laminar. O pH foi
ajustado para 5,2, o meio foi gelificado com 6 g L' de agar (Vetec™), autoclavado
durante 20 minutos a 120°C e 1,0 atm, e vertido em placas de Petri de 9 cm com 15
mL de meio por placa, em camara de fluxo laminar.

O preparo de explantes foi feito em camara de fluxo laminar com o auxilio de
placas de Petri, pincas e bisturis esterilizados, garantindo a assepsia do material.
Foram colocados em cada placa de Petri cinco explantes foliares com a parte adaxial
em contato com o meio de cultivo, com distancia de 2 cm entre os explantes e, ap6s,
selados com plastico filme e mantidos em sala de crescimento com 16 horas de
fotoperiodo, temperatura de 25+2°C e densidade de fluxo de fétons no periodo de luz

de 25 pmol.m=2.s? e mantidos nestas condi¢Ges por 12 semanas.

FIGURA 2 — DISTRIBUICAO E POSICAO DOS EXPLANTES NA PLACA DE PETRI

Na primeira etapa da pesquisa, 0 experimento foi instalado em esquema
fatorial 4 x 6 (4 reguladores x 6 concentracdes) sendo realizados experimentos
individuais para cada cultivar (Bluegem, Climax e Delite). O delineamento em ambos
0s experimentos foi inteiramente casualizado com 5 repeti¢cdes e cada placa de Petri
com cinco explantes, totalizando 25 explantes por tratamento.

A segunda etapa do experimento foi realizada apds as avaliacdes da primeira
etapa, com os melhores tratamentos que foram os reguladores TDZ e ZEA nas
concentragbes 0,5 e 20 pM respectivamente. A concentracdo de TDZ foi escolhida
pelo regulador ter apresentado os resultados superiores aos demais e ser a

concentragdo mais baixa com resposta organogénica. A concentracdo de ZEA foi
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escolhida por ter apresentado resposta organogénica, principalmente na cultivar
Climax e ter apresentado um bom alongamento das brotacdes na fase de
multiplicacdo. Os reguladores vegetais 2iP e BAP n&o foram utilizados por conta da
baixa indugcé&o organogénica apresentada na primeira etapa e que os explantes com
alguma resposta oxidaram durante a fase de aclimatizacao.

A instalagdo foi realizada nas mesmas condi¢cdes da primeira etapa e o
esquema experimental foi inteiramente casualizado, sendo 2 reguladores com 5
repeticbes em cada placa de Petri com cinco explantes, totalizando 50 explantes para
cada cultivar.

As avaliagcOes foram realizadas pela sobrevivéncia de explantes, explantes
com organogénese, explantes com calos, nimero gemas pequenas e namero de
gemas grandes por explante, sendo que as trés primeiras variaveis foram avaliadas
pelo nimero total de explantes inicialmente inoculados, as duas Ultimas variaveis
foram avaliadas pelo numero de explantes com organogénese. Sendo que a
diferenciacdo entre gemas pequenas e gemas grandes, foi a presenca ou ndo dos

primordios foliares.
3.4 FASE DE MULTIPLICAC,‘AO

A fase de multiplicagcdo foi realizada ap6s a avaliagdo da inducdo
organogénica. Os explantes com organogénese foram transferidos para um meio de
cultura com ZEA, conforme protocolo elaborado por Schuchovski & Biasi (2022a) para
a etapa de multiplicacéo.

O meio utilizado foi o WPM - Wood Plant Medium (LLOYD & MCCOWN, 1980),
acrescido das vitaminas do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), de 30 g L* de
sacarose e do regulador vegetal ZEA com 2,5 yM. Apdés foi ajustado o pH para 5,2 e
adicionado 6 g L' de agar, que foi dissolvido em microondas e vertido 30 mL por
frasco de vidro de 240 mL, autoclavados durante 20 minutos a 120°C e 1,0 atm.

A ZEA comumente esterilizada por filtragem, nesta etapa foi esterilizada em
autoclave, em vista dos resultados encontrados por Hart et al. (2016), cujo regulador
vegetal ndo perde efeito em decorréncia da temperatura empregada na
autoclavagem.

Os explantes inteiros com as gemas formadas foram transferidos em camara

de fluxo laminar e acondicionados no novo meio com 5 explantes por frasco. A
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avaliacdo foi feita ap0s 6 meses depois da transferéncia do meio em placa de Petri
para o meio em frasco. Sendo que este padrdo foi adotado em decorréncia da lentidao
do crescimento in vitro da espécie.

Conforme o crescimento das 3 cultivares, Bluegem, Climax e Delite foram
avaliadas conforme nuamero de brotacbes por frasco contendo cinco explantes,
comprimento médio de brotagfes (cm) e numero de folhas da brotacdo e as brotagfes
regeneradas por explante com organogénese relacionado com o0s explantes com
organogénese na fase de inducdo da organogénese. Apos a avaliacdo os explantes
foram subcultivados seguindo um padrdo de explantes com 2 a3 cmecom 2 a 6
folhas e transferidos novamente para o meio de cultura WPM - Wood Plant Medium
(LLOYD & MCCOWN, 1980), com 2,5 uM de ZEA.

3.5 FASE DE ENRAIZAMENTO EX-VITRO E ACLIMATIZACAO

O experimento foi realizado utilizando o material vegetal proveniente da fase de
multiplicacdo dos explantes induzidos pela organogénese, estando estes em meio de
cultivo WPM - Wood Plant Medium (LLOYD & MCCOWN, 1980) suplementado com
2,5 UM de ZEA.

O experimento foi realizado ex vitro em caixas plasticas, em sala de
crescimento conforme protocolo elaborado por Schuchovski & Biasi (2022a),
considerando o baixo custo da técnica conforme Pedrotti & Voltolini (2001) e o
sucesso desta no enraizamento da cultura (MEINERS et al., 2007).

As caixas plasticas, com as dimensdes 21 cm de largura, 14 cm de altura e 11
cm de profundidade, foram preparadas com 900 mL do substrato vermiculita
autoclavada, acrescida de 200 mL dos minerais do meio WPM - Wood Plant Medium
(LLOYD & MCCOWN, 1980) e 175 mL de agua deionizada autoclavada. Os
tratamentos consistiram nas concentracdes de 0, 250 e 500 mg L de AIB aplicados
pela imersdo da base das mini-estacas por 10 segundos em solucdo hidroalcodlica
9:1 (dgua deionizada:alcool).

O material vegetal foi preparado de forma diferente para cada cultivar
(Bluegem, Climax e Delite), por conta da diferenca no crescimento vegetativo. As
brotacBes advindas da fase de multiplicacdo foram seccionadas com o auxilio de
pingas, bisturis e placas de Petri com 4gua deionizada autoclavada para ndo ocorrer a

desidratacdo do material, sendo estas seccionadas com o tamanho referente a cada
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cultivar, sendo retirada a parte apical das brotacoes.

Os explantes da cultivar Delite foram preparados com 3 cm de comprimento
(Figura 3.A), ja os explantes das cultivares Bluegem e Climax foram preparados com
2,5 a 3 cm de comprimento e todos tiveram as folhas da base retiradas para a
realizacdo dos tratamentos. As caixas foram levadas a sala de crescimento, conforme

ja descrito, deixadas entreabertas e dispostas ao acaso na prateleira (Figura 3.C).

FIGURA 3 — DETALHES DA INSTALACAO DA ~ACLIMATIZACAO DA CULTIVAR DELITE: A-
SEGMENTACAO DOS EXPLANTES; B — DISPOSICAO DOS EXPLANTES NA CAIXA PLASTICA; C —
DISPOSICAO DAS CAIXAS PLASTICAS NA SALA DE CRESCIMENTO.

Os explantes foram tratados e dispostos nas caixas plésticas,'sendo gue o

delineamento experimental empregado foi o delineamento em blocos ao acaso - DBC,
sendo cada caixa plastica um bloco e com uma repeticdo de cada tratamento (Figura
3.B). Por conta das caracteristicas de crescimento de cada cultivar, os experimentos
foram instalados de diferentes formas. Para a cultivar Delite com 5 repeticGes e 10
unidades experimentais, totalizando 150 mini-estacas, para a cultivar Bluegem com 4
repeticbes e 5 unidades experimentais, totalizando 60 mini-estacas e para a cultivar
Climax com 4 repeticGes e 10 unidades experimentais, totalizando 120 mini-estacas,
sendo o experimento de cada cultivar realizado individualmente.

A avaliagcdo foi feita 10 semanas ap0s a instalacdo, sendo avaliados os
seguintes parametros: com relacdo as estacas iniciais foram avaliadas mini-estacas
vivas, enraizadas, com calos e com brotagfes, jA com relacdo as estacas vivas foram
avaliadas as variaveis de comprimento das brotacdes e numero de folhas das

brotagdes.

3.6 ANALISE DE DADOS
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Os dados foram avaliados quanto a homogeneidade das variancias dos
tratamentos pelo teste de Bartlett e submetidos a analise de variancia, quando
encontrada diferenca entre os tratamentos, as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade utilizando o software Sisvar® (FERREIRA, 2019),

sendo que os dados ndo foram transformados.
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4 RESULTADOS

4.1 FASE DE INDUCAO DA ORGANOGENESE

Para as trés cultivares estudadas houve interacdo significativa entre 0s

fatores tipo de citocinina e concentracfes para todas as varidveis analisadas.
4.1.1 Cultivar Bluegem

Na analise da sobrevivéncia dos explantes, o TDZ e BAP foram superiores a
2iP e n&o diferiram da ZEA na concentragao de 2,5 pM. Na concentracdo de 0,5 uM o
TDZ foi superior a ZEA e ao 2iP e nao diferiu do BAP. Na concentracdo de 5 pM néo
houve diferencga significativa entre as citocininas. Na concentracdo de 10 yM, o TDZ e
o BAP nao diferiram e foram superiores a ZEA e ao 2iP, enquanto na testemunha,
mesmo sem a presenca dos reguladores, BAP foi superior a 2iP e nao diferiu de TDZ
e ZEA. Bem como na concentracéo de 20 uM TDZ, ZEA e BAP nao diferiram entre si e
foram superiores ao 2iP. Dentro de cada regulador, ndo houve diferenca significativa
entre as concentracgdes testadas para TDZ e BAP, enquanto para 2iP, a concentracao
de 5 pM foi superior a de 20 yM e nao diferiu das demais. Para o regulador vegetal
ZEA a concentracéo 10 pM foi inferior as demais, sendo que estas ndo diferiram entre
si (Tabela 1).
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TABELA 1 — EFEITO DOS REGULADORES VEGETAIS NA ORGANOGENESE IN VITRO DE
MIRTILEIRO DA CULTIVAR BLUEGEM A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES.

Sobrevivéncia de Explantes (%)

Concentracfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 70,00 AB* a* 60,00 AB a 4500 B ab 88,00 A a
0,5 uM 100,00 A a 6800 B a 5333 B ab 80,00 AB a
2,5 uM 100,00 A a 70,00 AB a 60,00 B ab 92,00 A a
5 uM 100,00 A a 7333 A a 7500 A a 76,00 A a
10 uM 100,00 A a 0,00 C b 5600 B ab 100,00 A a
20 uM 100,00 A a 7600 A a 3200 B b 72,00 A a
Explantes Com Organogénese (%)
Concentracfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 0,00 A e 0,00 A b 000 A a 0,00 A a
0,5 uM 100,00 A a 0,00 B b 000 B a 0,00 B a
2,5 uM 60,00 A b 3000 B a 000 C a 4,00 C a
5 uM 50,00 A bc 1333 B ab 000 B a 0,00 B a
10 uM 32,00 A cd 0,00 B b 000 B a 0,00 B a
20 uM 20,00 AB de 2800 A ab 000 B a 0,00 B a
Explantes Com Calos (%)
Concentracfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 70,00 AB a 6000 AB a 4500 B a 88,00 A a
0,5 uM 100,00 A a 6400 BC a 3333 C a 80,00 AB a
2,5 uM 100,00 A a 6000 B a 5500 B a 84,00 AB a
5 uM 100,00 A a 7332 A a 7000 A a 72,00 A a
10 uM 100,00 A a 0,00 C b 4800 B a 10000 A a
20 uM 100,00 A a 4000 BC a 3200 C a 68,00 B a
Gemas Pequenas por Explante (n.°)
Concentracfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 0,00 A c 0,00 A a 000 A a 0,00 A a
0,5 uM 21,60 A a 0,00 B a 000 B a 0,00 B a
2,5 uM 9,06 A b 1,60 B a 000 B a 0,00 B a
5 uM 9,90 A b 0,00 B a 000 B a 0,00 B a
10 uM 4,80 A bc 0,00 A a 000 A a 0,00 A a
20 uM 5,54 A bc 3,70 A a 000 A a 0,00 A a
Gemas Grandes por Explante (n.°)
Concentracfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 0,00 A b 0,00 A a 000 A a 0,00 A a
0,5 uM 8,08 A a 0,00 B a 000 B a 0,00 B a
2,5 uM 1,82 A b 1,42 A a 000 A a 0,20 A a
5 uM 0,62 A b 1,33 A a 000 A a 0,00 A a
10 uM 0,00 A b 0,00 A a 000 A a 1,00 A a
20 uM 0,74 AB b 3,00 A a 000 B a 0,00 B a

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
** Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna, néo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Para a variavel explantes com organogénese, TDZ foi superior a ZEA, e as

outras citocininas nas concentracoes 0,5, 2,5, 5 e 10 yM. Nas testemunhas das quatro
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citocininas ndo ocorreu organogénese. Na concentracao de 20 pM, ZEA foi superior a
2iP e BAP e néo diferiu de TDZ. Analisando as concentragfes de cada citocinina,
observou-se que TDZ, na concentracdo de 0,5 pM, foi superior apresentando 100%
de explantes com organogénese diferindo significativamente das demais
concentragfes, enquanto 2,5 e 5,0 yM néo diferiram significativamente entre si. Com
ZEA as concentracOes de 2,5, 5 e 20 yM néo diferiram significativamente entre si e a
concentragdo de 2,5 uM foi superior a de 0,5 e 10 yM. Com o regulador vegetal BAP
apenas ocorreu organogénese na concentracao de 2,5 pM de BAP (4%) ndo havendo
diferenca significativa entre as concentracbes dos reguladores. Para o regulador
vegetal 2iP ndo ocorreu organogénese (Tabela 1).

Quanto a variavel explantes com calos, TDZ foi superior as citocininas ZEA e
2iP e néo diferiram de BAP nas concentra¢des 0,5, 2,5, e 10 pM, ja na concentracdo 5
MM as citocininas nao diferiram significativamente. Sendo que com 20 pM TDZ foi
superior a ZEA, 2IP e BAP, sendo que BAP e ZEA nao diferiram entre si e 2iP ndo
diferiu significativamente de ZEA. Analisando as concentracbes de cada citocinina,
para TDZ, 2iP e BAP nao ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos,
incluindo a testemunha que nao recebeu nenhum regulador. Para ZEA a
concentragdo 10 pM foi inferior pois neste tratamento todos os explantes morreram
(Tabela 1).

Para a variavel gemas pequenas por explante nas concentra¢fes 0,5, 2,5e 5
pM TDZ foi superior a ZEA, 2iP e BAP, sendo que estes ndo diferiram
significativamente entre si. Nas concentragdes de 10 e 20 pM os reguladores ndo
diferiram entre si, e na testemunha, onde ndo houve a formacdo de gemas.
Analisando as concentracdes dentro de cada citocinina, ZEA, 2iP e BAP néo
apresentaram diferenca significativa entre seus tratamentos. Para o regulador vegetal
TDZ a concentracdo 0,5 pM (com 21,60 gemas por explantes) foi superior as demais,
sendo que 2,5 e 5 yM (com 9,06 e 9,90 gemas por explante) foram superiores a
testemunha e nao diferiram de 10 e 20 uyM (Tabela 1).

Na variavel gemas grandes por explante o TDZ foi superior a ZEA, 2iP e BAP
na concentracdo 0,5 pM e foi superior a BAP e 2iP em 20 pM, nao diferindo
significativamente de ZEA. Nas concentracdes 2,5, 5 e 10 pM e na testemunha, TDZ,
ZEA, 2iP e BAP nao diferiram significativamente entre si. Quanto as concentragcfes

dentro de cada citocinina, ZEA, 2iP e BAP néo tiveram diferenca significativa entre os
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tratamentos, enquanto para TDZ 0,5 pM foi superior as demais concentracdes com
8,08 gemas por explante (Tabela 1).

Os tratamentos com TDZ foram mais eficientes para a inducdo da
organogénese, destacando-se a concentracdo de 0,5 yM com elevada taxa de
regeneracdo de gemas adventicias pequenas e grandes, mas também apresentando
grande estimulo para a proliferacdo de calos (Figura 4) em comparacao as outras
citocininas. O regulador vegetal ZEA, embora tenha promovido a proliferagdo de
gemas adventicias em menor intensidade do que TDZ levou a formacdo de gemas
com maior alongamento das brotac¢des (Figura 5) do que as gemas encontradas com

a utilizacéo do TDZ (Figura 4.C).

FIGURA 4 — FORMACAO DE CALOS E GEMAS DOS EXPLANTES FOLIARES DA CULTIVAR
BLUEGEM TRATADA COM TDZ. A E C - EXPLANTE DO TRATAMENTO COM TDZ 0,5 uM; BE D -
EXPLANTE DO TRATAMENTO COM TDZ 20 uM; SETAS BRANCAS: BROTACOES GRANDES;
SETAS PRETAS: BROTACOES PE%UENAS

4 - %,

FIGURA 5 — FORMACAO DE GEMAS NOS EXPLANTES FOLIARES DA CULTIVAR BLUEGEM COM
20 uM DE ZEA
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4.1.2 Cultivar Delite

Na andlise da sobrevivéncia de explantes na cultivar Delite, nas concentragfes
2,5, 10 pM e na testemunha n&o ocorreu diferenca significativa entre os reguladores
testados. Na concentracdo 5 pM, TDZ, ZEA e BAP néo diferiram significativamente
entre si e foram superiores a 2iP. Nas concentragfes 0,5 e 20 pM, TDZ e 2iP foram
superiores a BAP e néo diferiram de ZEA. Analisando as concentracbes dentro de
cada regulador, TDZ ndo apresentou diferenca significativa entre as concentragées, j
os reguladores vegetais ZEA, 2iP e BAP apresentaram diferenca significativa. Para
ZEA as concentracbes 2,5, 5 ,10, 20 pM e a testemunha foram superiores a
concentragéo 0,5 pM. O regulador vegetal 2iP nas concentra¢des 0,5, 2,5, 10 pM e a
testemunha foram superiores aos demais tratamentos e néo diferiram de 20 pM, que
por sua vez néo diferiu de 5 yM. Para a citocinina BAP as concentragfes 2,5, 5pyM e a
testemunha foram superiores a 0,5 e 20 uM, ndo diferindo significativamente da
concentracdo 10 uyM (Tabela 2).

Quanto a explantes com organogénese, TDZ foi superior a ZEA, 2iP e BAP em
todas as concentracdes dos reguladores vegetais, sendo que para a testemunha ndo
ocorreu diferenca significativa entre as citocininas, pois poucos explantes formaram
gemas na auséncia dos reguladores. Analisando as concentracdes dentro de cada
regulador, apenas ocorreu diferenca significativa para o TDZ, sendo que todas as

concentracBes foram superiores a testemunha e ndo diferiram significativamente



36

entre si. Os reguladores ZEA, 2iP e BAP néo tiveram diferenca significativa nas
concentragles testadas (Tabela 2).

Para explantes com calos, TDZ foi superior a ZEA, 2iP e BAP nas
concentragbes 5 e 20 yM, sendo que na concentracdo 2,5 yM e a testemunha, TDZ e
ZEA foram superiores a BAP e 2iP nao diferiu significativamente dos demais. Nas
concentragtes de 0,5 e 10 yM, TDZ, 2iP e BAP néo diferiram significativamente entre
si e foram superiores a ZEA. Analisando as concentracdes dentro dos reguladores,
para TDZ e BAP nao ocorreu diferenca significativa entre as concentracdes. Para
ZEA, a testemunha e a concentracdo 2,5 pM nao diferiram significativamente entre si
e foram superiores as demais concentracdes. Para 2iP, a concentracao de 0,5 pM foi

superior a 5 yM e ndo diferiu das demais (Tabela 2).
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TABELA 2 — EFEITO DOS REGULADORES VEGETAIS NA ORGANOGENESE IN VITRO DE
MIRTILEIRO DA CULTIVAR DELITE A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES.

Sobrevivéncia de Explantes (%)

Concentractes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 92,00 A* a* 100,00 A a 10000 A a 9200 A a
0.5 uM 92,00 A a 60,00 AB b 84,00 A a 4400 B bc
2.5 uM 8400 A a 100,00 A a 88,00 A a 8800 A a
5uM 8400 A a 100,00 A a 40,00 B b 8800 A a
10 uM 76,00 A a 100,00 A a 88,00 A a 7200 A ab
20 uM 88,00 A a 100,00 A a 72,00 A ab 800 B c
Explantes Com Organogénese (%)
Concentractes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 000 A b 0,00 A a 4,00 A a 000 A a
0.5 uM 8400 A a 0,00 B a 8,00 B a 000 B a
2.5 uM 8400 A a 0,00 B a 4,00 B a 000 B a
5uM 8400 A a 0,00 B a 12,00 B a 000 B a
10 uM 76,00 A a 4,00 B a 12,00 B a 000 B a
20 uM 88,00 A a 12,00 B a 20,00 B a 000 B a
Explantes Com Calos (%)
Concentractes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 80,00 A a 88,00 A a 5600 AB ab 2800 B a
0.5 uM 8400 A a 28,00 B b 80,00 A a 400 B a
2.5 uM 88,00 A a 96,00 A a 5600 AB ab 2800 B a
5uM 88,00 A a 20,00 B b 28,00 B b 3200 B a
10 uM 8400 A a 40,00 B b 5200 AB ab 2800 B a
20 uM 92,00 A a 40,00 B b 48,00 B ab 2000 B a
Gemas Pequenas por Explante (n.°)
Concentractes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 000 A b 0,00 A a 2,00 A a 000 A a
0.5 uM 883 A a 0,00 B a 2,80 AB a 000 B a
2.5 uM 965 A a 0,00 B a 1,00 B a 000 B a
5uM 6,37 A ab 0,00 A a 1,06 A a 000 A a
10 uM 448 A ab 2,40 A a 0,00 A a 000 A a
20 uM 11,26 A a 4,40 B a 5,00 AB a 000 B a
Gemas Grandes por Explante (n.°)
Concentractes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 000 A ¢ 0,00 A a 0,00 A a 000 A a
0.5 uM 1550 A a 0,00 B a 0,00 B a 000 B a
2.5 uM 1748 A a 0,00 B a 0,00 B a 000 B a
5uM 995 A b 0,00 B a 0,00 B a 000 B a
10 uM 1237 A b 0,00 B a 0,00 B a 000 B a
20 uM 1145 A b 0,00 B a 0,00 B a 000 B a

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
** Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna, néo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade
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Quanto a gemas pequenas por explante, nas concentracdes de 5, 10 pM e na
testemunha n&o houve diferenca significativa entre os reguladores, enquanto nas
concentragbes 0,5 e 20 pM, TDZ foi superior a ZEA e BAP, e nao diferiu
significativamente de 2iP. Na concentracdo de 2,5 yM, TDZ foi superior a ZEA, 2iP e
BAP. Analisando as concentracdes dentro de cada citocinina, ZEA, 2iP e BAP, néao
tiveram diferenca significativa entre as concentragfes, ja para TDZ ocorreu diferenca
significativa, sendo que as concentra¢des 0,5, 2,5, 5, 10 e 20 pM néo diferiram
significativamente entre si, sendo que 5 e 10 pM néo diferiram da testemunha (Tabela
2).

Com a varidvel gemas grandes por explante, o regulador TDZ nas
concentragbes 0,5, 2,5, 5, 10 e 20 pM foi superior as demais citocininas ZEA, 2iP e
BAP, apenas na testemunha ndo houve diferenca significativa entre os reguladores
porgue nao foram encontradas gemas grandes em nenhum tratamento. Analisando
as concentracbes dentro de cada citocinina, para ZEA, 2iP e BAP nao houve
diferenca entre as concentracdes j4 que ndo ocorreu a formagéo de gemas grandes.
Para TDZ as concentrac¢des 0,5 e 2,5 uyM foram superiores as demais, sendo que 5,
10 e 20 yM néo diferiram significativamente entre si e foram superiores a testemunha
(Tabela 2).

A cultivar Delite mostrou potencial para a inducdo da organogénese, 0s
resultados superiores foram encontrados com o regulador vegetal TDZ, com
avaliacdes promissoras em todas as concentracdes do regulador. Entretanto quando
correlacionado o fator inducdo da organogénese com calogénese e producao de
gemas, embora as concentragfes mais altas tenham tido bons resultados, induziram
em menor intensidade a formacdo de gemas grandes quando comparado ao
tratamento com 0,5 pM e ao mesmo tempo apresentaram maior quantidade de calos

nos explantes (Figura 6.B e 6.C).



39

FIGURA 6 — BROTACOES ADVENTICIAS DA CULTIVAR DELITE COM TDZ; A- EXPLANTE DO
TRATAMENTO COM TDZ 0,5 uM; B - EXPLANTE DO TRATAMENTO COM TDZ 20 uM; C -

4.1.3 Cultivar Climax

Para a variavel sobrevivéncia de explantes as citocininas TDZ, ZEA, 2iP e BAP
ndo apresentaram diferenga significativa nas concentracbes 2,5, 5 pM e na
testemunha. As citocininas ZEA, 2iP e BAP nao diferiram significativamente entre si
nas concentractes 10 e 20 pM e foram superiores a TDZ. Na concentracdo 0,5 uM,
TDZ, ZEA e BAP néo diferiram significativamente entre si e foram superiores a 2iP. No
desdobramento das concentra¢des dentro de cada citocinina, os reguladores ZEA e
BAP nédo obtiveram diferenca significativa entre as concentra¢gdes. Para o regulador
vegetal TDZ, ocorreu diferenga significativa, sendo que as concentracdes 0,5, 2,5, 5
MM e a testemunha nédo diferiram entre si e apresentaram as maiores taxas de
sobrevivéncia, sendo que 0,5 e 5 yM nao diferiram também da concentracdo de 10
MM e a concentracdo de 10 pM néo diferiu significativamente de 20 pM, que
apresentou a menor sobrevivéncia (28%). Para o regulador vegetal 2iP, as
concentragtes 10, 20 pM e a testemunha foram superiores a concentracao de 0,5 yM
e nao diferiram significativamente das concentragbes 2,5 e 5 uM (Tabela 3).

Conforme analise da variavel explantes com organogénese, o TDZ foi superior

a ZEA, 2iP e BAP nas concentragbes 0,5, 2,5 e 5 yM. Ja para a testemunha, ndo
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ocorreu diferenca significativa entre os diferentes reguladores e em 0,5 yM ZEA foi
superior a 2iP e BAP, que nao diferiram entre si. Ja para a concentra¢do 10 uM TDZ e
ZEA foram superiores a 2iP e BAP, bem como para 20 yM ZEA foi superior a 2iP e
BAP, mas nao diferiu de TDZ. Para o desdobramento das concentracdes dentro das
citocininas, 2iP e BAP néo tiveram diferenca significativa entre as concentragoes,
enquanto com TDZ ocorreu diferenca significativa, sendo as concentragdes 0,5 e 2,5
MM superiores as demais exceto 5 pM. Para ZEA, as concentrac¢des 10 e 20 yM foram
superiores as demais e néo diferiram significativamente da concentracdo de 0,5 pM
(Tabela 3).

A varidvel explantes com calos, TDZ, ZEA, 2iP e BAP néo tiveram diferenca
significativa nas concentrac¢des 5, 10 yM e a testemunha, sendo que na concentracdo
de 20 pM, ZEA e BAP foram superiores a TDZ, e ndo diferiram de 2iP. Para a
concentragéo 0,5 yM TDZ, ZEA e BAP foram superiores a 2iP e na concentragéo 2,5
MM, TDZ foi superior a 2iP e nao diferiu estatisticamente de ZEA e BAP. Para o
desdobramento das concentracfes dentro de cada citocinina, ZEA e BAP n&o tiveram
diferenca significativa entre as concentracbes, para o regulador vegetal TDZ, as
concentragbes 0,5, 2,5, 5 e a testemunha foram superiores a 20 pM e nao
apresentaram diferenca significativa de 10 pyM. Para o regulador vegetal 2iP a
testemunha apresentou 100% dos explantes com calo e foi superior as concentracdes
0,5 e 2,5 pM e ndo diferiu de 5, 10 e 20 uyM (Tabela 3).

Para a varidvel gemas pequenas por explante, TDZ, ZEA, 2iP e BAP néo
diferiram significativamente entre si nas concentra¢des 0,5, 10 yM e na testemunha,
ja para as concentracdes 2,5 e 20 uyM, TDZ foi superior a ZEA e néo diferiu de 2iP e
BAP. Para a concentracao 5 pM, TDZ foi superior a BAP e néo diferiu de ZEA e 2iP.
Para a avaliacdo das concentragcfes dentro de cada citocinina, ZEA, 2iP e BAP néo
tiveram diferenca significativamente entre as concentragdes, ja para TDZ as
concentragbes 2,5, 5 e 20 pM foram superiores a testemunha e n&o diferiram

significativamente das concentrac¢des 0,5 e 10 yM (Tabela 3).
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TABELA 3 — EFEITO DOS REGULADORES VEGETAIS NA ORGANOGENESE IN VITRO DE
MIRTILEIRO DA CULTIVAR CLIMAX A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES.

Sobrevivéncia de Explantes (%)

Concentragfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 100,00 A* a 88,00 A a 10000 A a 96,00 A a
0.5 uM 92,00 A ab 96,00 A a 60,00 B b 96,00 A a
2.5 uM 96,00 A a 10000 A a 88,00 A ab 100,00 A a
5uM 88,00 A ab 92,00 A a 80,00 A ab 84,00 A a
10 uM 60,00 B bc 92,00 A a 10000 A a 84,00 AB a
20 uM 28,00 B ¢ 92,00 A a 10000 A a 92,00 A a
Explantes Com Organogénese (%)
Concentragfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 0,00 A d 4,00 A b 0,00 A a 4,00 A a
0.5 uM 84,00 A a 28,00 B ab 0,00 C a 0,00 C a
2.5 uM 84,00 A a 12,00 B b 8,00 B a 0,00 B a
5uM 72,00 A ab 20,00 B b 8,00 B a 0,00 B a
10 uM 48,00 A bc 52,00 A a 16,00 B a 0,00 B a
20 uM 28,00 AB c¢ 52,00 A a 1600 BC a 0,00 C a
Explantes Com Calos (%)
Concentragfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 100,00 A a 76,00 A a 10000 A a 88,00 A a
0.5 uM 88,00 A a 10000 A a 0,00 B c¢ 88,00 A a
2.5 uM 92,00 A a 6000 AB a 44,00 B bc 8000 AB a
5uM 84,00 A a 80,00 A a 80,00 A ab 76,00 A a
10 uM 60,00 A ab 88,00 A a 68,00 A ab 84,00 A a
20 uM 28,00 B b 92,00 A a 6800 AB ab 88,00 A a
Gemas Pequenas por Explante (n.°)
Concentragfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 0,00 A b 0,40 A a 0,00 A a 0,40 A a
0.5 uM 7,00 A ab 583 A a 0,00 A a 0,00 A a
2.5 uM 14,61 A a 3,90 B a 6,40 AB a 0,00 B a
5uM 12,00 A a 230 AB a 4,80 AB a 0,00 B a
10 uM 8,23 A ab 411 A a 7,00 A a 0,00 A a
20 uM 13,00 A a 1,46 B a 3,80 AB a 0,00 B a
Gemas Grandes por Explante (n.°)
Concentragfes TDZ ZEA 2iP BAP
0 uM 0,00 A d 0,00 A c 0,00 A a 0,00 A a
0.5 uM 8,81 A ab 0,00 B ¢ 0,00 B a 0,00 B a
2.5 uM 5,10 A bc 0,00 B ¢ 0,00 B a 0,00 B a
5uM 4,98 A bc 180 AB bc 0,00 B a 0,00 B a
10 uM 11,18 A a 6,46 B b 0,00 C a 0,00 C a
20 uM 1,40 B cd 1345 A a 0,00 B a 0,00 B a

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
** Médias seguidas pela mesma letra miniscula na coluna, néo diferem significativamente pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Para a variavel gemas grandes por explante, a testemunha n&do apresentou
diferenca significativa ja que ndo houve a formacao deste tamanho de gemas. TDZ foi
superior a ZEA, 2iP e BAP nas concentragbes 0,5 e 2,5 pM, pois somente houve
formacéo de gemas grandes com este regulador. Para a concentracdo 5 yM, TDZ foi
superior a 2iP e BAP, que ndo apresentaram gemas grandes e nao diferiu
significativamente de ZEA, j& para a concentragdo 10 pM, TDZ foi superior a ZEA, 2iP
e BAP, sendo que ZEA foi superior a 2iP e BAP que nao diferiram significativamente e
nao apresentaram formacao de gemas grandes. Para a concentracao 20 pM, ZEA foi
superior a TDZ, 2iP e BAP (Tabela 3). Para o desdobramento das concentracdes
dentro de cada citocinina, 2iP e BAP néo tiveram diferencga significativamente entre as
concentragfes pois ndo houve a formacdo de gemas grandes nestas citocininas. J&
para o regulador vegetal TDZ, ocorreu diferenca significativamente, sendo que a
concentragcdo de 10 pM foi superior as demais e nao diferiu significativamente de 0,5
pMM. Para a citocinina ZEA, a concentracao 20 pM foi superior as demais, sendo que 5
e 10 pM néo diferiram significativamente entre si e nas demais concentracées nao
houve a formacéo de gemas grandes (Tabela 3).

A cultivar Climax também apresentou resultados superiores de organogénese,
com o regulador vegetal TDZ, que nas concentracfes de 0,5 e 2,5 pM apresentando
taxa de 84% de regeneracdo via organogénese e maior quantidade de gemas
pequenas e grandes. A porcentagem de explantes com calos foi alta, mas o tamanho
destes foi menor (Figura 7.B e 7.C).

J& o regulador vegetal ZEA foi mais eficiente na inducdo a organogénese com
a concentracdo de 20 yM do regulador, pela producdo de gemas grandes e menor

tamanho de calos (Figura 7.A).

FIGURA 7 — BROTACOES DOS EXPLANTES DA CULTIVAR CLIMAX COM O REGULADOR
VEGETAL ZEA E TDZ. A- EXPLANTE DO TRATAMENTO COM ZEA 20 uM; B EXPLANTE DO
TRATAMENTO COM TDZ 0,5 uM; C — EXPLANTE DO TRATAMENTO COM TDZ 20 uM.
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4.2 SEGUNDA ETAPA DA INDUC,‘AO DA ORGANOGENESE

Para a cultivar Bluegem quando avaliadas as melhores concentragcbes dos
reguladores vegetais usados na primeira etapa, TDZ foi superior a ZEA nas variaveis
explantes com organogénese e gemas grandes por explantes, na variavel explantes
com organogénese a porcentagem em TDZ foi em média de 84% frente a 16,2% em
ZEA e na varidvel gemas grandes por explantes TDZ obteve 20,29 brota¢des grandes
por explante. As demais variaveis ndo apresentaram diferenca significativa, sendo
gue a média de sobrevivéncia de explantes foi de 86%, explantes com calos com
média de 90% e 3,26 gemas pequenas por explante (Tabela 4).

Para a cultivar Delite, as varidveis ndo apresentaram diferenca significativa
sendo que as médias para as variaveis foram, 100% sobrevivéncia de explantes, 87%
explantes com organogénese, 100% explantes com calos, 11,7 gemas pequenas e
7,7 gemas grandes (Tabela 4).

Com a cultivar Climax, para a variavel sobrevivéncia de explantes, ZEA foi
superior a TDZ com 100% de sobrevivéncia frente aos 88% com TDZ. Para explantes
com organogénese, TDZ foi superior a ZEA com 88% de respostas organogénicas
sendo superior aos 48% encontrados em ZEA. O TDZ foi superior a ZEA nas variaveis
gemas pequenas e grandes por explante, com 20,6 gemas pequenas e 12,2 gemas
grandes, frente as 2,8 gemas pequenas e 3,2 gemas grandes de ZEA Para a variavel
explantes com calos, ndo ocorreu diferenca significativa. Para a cultivar Climax, foi
visivel que o alongamento das gemas grandes formadas foi maior em ZEA do que em
TDZ (Figura 8).
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TABELA 4 — EFEITO DOS REGULADORES VEGETAIS NA ORGANOGENESE IN VITRO DE
MIRTILEIRO DA CULTIVAR BLUEGEM, DELITE E CLIMAX, A PARTIR DE EXPLANTES FOLIARES.

Bluegem
Sobrevivéncia Explantes Com Explantes Gemas
Regulador & Exiar o A Com Cal = Gemas Grandes
Vegetal e Explantes rganogénese om Calos equenas por por Explante (n.%)
(%) (%) (%) Explante (n.°)
TDZ (20 uM) 88 a 84,0 a 92a 512 a 20,29 a
ZEA (0,5 uM) 84 a 16,2 b 88 a 140 a 2,60 b
Média 86 50,1 90 3,26 11,44
CV% 23,26 51,90 16,48 105,41 43,76
Delite
Sobrevivéncia Explantes Com Explantes Gemas
Regulador & Exiar o A Com Cal = Gemas Grandes
Vegetal e Explantes rganogénese om Calos equenas por por Explante (n.%)
(%) (%) (%) Explante (n.°)
TDZ (20 uM) 100 a 100 a 100 a 344 a 16,92 a
ZEA (0,5 uM) 100 a 84 a 100 a 5,67 a 10,52 a
Média 100 92 100 4,55 13,72
CV% 0,00 12,86 0,00 77,21 32,05
Climax
Sobrevivéncia Explantes Com Explantes Gemas
Regulador & Exiar o A Com Cal = Gemas Grandes
Vegetal e Explantes rganogénese om Calos equenas por por Explante (n.%)
(%) (%) (%) Explante (n.°)
TDZ (20 uM) 88 b 88 a 88a 20,6 a 122a
ZEA (0,5 uM) 100 a 48 b 96 a 28D 320D
Média 94 68 92 11,7 7.7
CV% 8,24 26,31 10,87 42,74 48,07

* Médias seguidas pela mesma letra, néo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

FIGURA 8 — FORMACAO DE CALOS E GEMAS DOS EXPLANTES FOLIARES DA CULTIVAR
CLIMAX TRATADA COM TDZ E ZEA. A—-TDZ COM 0,5 uyM; ZEA COM 20 uM.

4.3 FASE DE MULTIPLICACAO

As taxas de multiplicacdo e as quantidades de brotacOes foram avaliadas
pelas médias das brotacdes dos tratamentos que apresentaram resposta na fase de

inducao por organogénese.

4.3.1 Cultivar Bluegem
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Para a cultivar Bluegem nos tratamentos com TDZ foi possivel observar
crescimento de brotagbes em todos os tratamentos, sendo que com a concentracao
de 0,5 pM ocorreu a maior quantidade de brotag6es com 52 brota¢cGes no tratamento,
com cerca de 2,44 cm de média de comprimento e média de 9,08 folhas por brotacéo,
0 maior comprimento de brotacdes foi com 5 pM com 2,96 cm e 13,43 folhas por
explantes, em um total de 7 explantes (Tabela 5), 180 dias apés o subcultivo do
material. Sendo que as brotagGes ndo alongaram tanto quanto o esperado com média
de 1,2 cm por brotagdo (Figura 9.C).

Quanto a varidvel numero de brotactes regeneradas por explante no regulador
vegetal TDZ, conforme ocorreu 0 aumento da concentracdo do regulador, a
guantidade de brotacdes regeneradas por explantes diminuiu, devido a oxidacdo de
explantes por causa da calogénese, sendo a maior média de regeneracéo de brotos
com 0,5 uM com 2,02 brotac¢des regeneradas. Para o regulador vegetal ZEA, ocorreu
a sobrevivéncia de explantes na concentracdo 20 pM, sendo que a taxa de

regeneracao foi de 9,71 brotacbes por explante com organogénese.
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TABELA 5 — MULTIPLICACAO DE BROTOS PROVENIENTES DA INDUCAO ORGANOGENICA DE
EXPLANTES FOLIARES DOS TRATAMENTOS COM TDZ E ZEA NA CULTIVAR BLUEGEM.

TDZ
BrotacOes
o regeneradas .
Tratamentos na fase N toEaI GiE por explante ,C_ompnment0~ N° médio de folhas
. ~ brotacGes por médio de brotagbes ~
de inducéo com por brotacdo
tratamento ~ (cm)
organogénese
(n°)
0,5 uM 52 2,08 2,44+1,.23 9,08+4,69
2,5 uM 6 0,40 0,65+0,35 3,67+1,60
5uM 7 0,56 2,96+0,33 13,43£3,33
10 uM 3 0,37 1,17+0,29 9,00+0,82
ZEA
BrotacOes
Ne total de KEgRneRacEs Comprimento ;o
~ ~ por explante 5 ~ N° médio de folhas
Concentractes brotacGes por médio de brotactes ~
com por brotacdo
tratamento ~ (cm)
organogénese
(n°)
20 uM 68 9,71 1,9+1,03 9,10+4,04

*Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrao (DP).

FIGURA 9 - I:%ROTAQOES DAS CULTIVARES BLUEGEM, DELITE E CLIMAX, EM FASE DE
MULTIPLICACAO COM MEIO DE CULTURA WPM COM 2,5 uyM DE ZEA PROVENIENTES DE
ORGANOGENESE; A — CULTIVAR DELITE ZEA; B — CULTIVAR CLIMAX TDZ; C — CULTIVAR

BLUEGEM TDZ.
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Nos tratamentos com 2iP e BAP, ndo foi possivel avaliar a taxa de

multiplicacdo em vista da oxidacao dos explantes apos a transferéncia para o meio de

multiplicacéo, pois praticamente ndo ocorreu organogénese com estes reguladores. A
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oxidacao também afetou algumas repeticfes de TDZ e ZEA. Importante salientar que
a alta proliferacdo de calos nos explantes advindos do regulador vegetal TDZ
promoveram o aumento de compostos fendlicos no meio de cultura, que podem ter

inibido o crescimento das brotacbes deste regulador.
4.3.2 Cultivar Delite

Para a cultivar Delite, a taxa de multiplicacdo dos tratamentos com TDZ, a
maior quantidade de brotacdes ocorreu na concentracdo de 0,5 pM com 180
brotacBes por explante com tamanho médio de 3,75 cm e média de 15,12 folhas
(Figura 9.A), sendo seguido da concentracéo 2,5 yM com 37 brota¢cdes com média de
3,55 cm e 16,97 folhas por brotacdo, em 10 pM ocorreram poucas brotagdes, mas
brotacBes alongadas (Tabela 6). Em vista das brota¢cdes abundantes advindas da
concentragdo 0,5 pM do referido regulador e a menor taxa de calogénese, nao
ocorreu o processo de inibicdo das brotagGes por compostos oxidativos, como
ocorreu na cultivar Bluegem.

O regulador vegetal ZEA, obteve sobrevivéncia de explantes e crescimento de
brotacBes apenas na concentragdo 20 yM com comprimento médio de 3,89 cm e
14,84 folhas por brotacéo.

Quanto a varidvel numero de brotactes regeneradas por explante no regulador
vegetal TDZ, conforme ocorreu 0 aumento da concentracdo do regulador, a
guantidade de brotacdes regeneradas por explantes diminuiu, devido a oxidacdo de
explantes por causa da calogénese, sendo a maior média de regeneracéo de brotos
com 0,5 uM com 8,57 brotacdes regeneradas. Para o regulador vegetal ZEA, ocorreu
a sobrevivéncia de explantes na concentracdo 20 pM, sendo que a taxa de
regeneracao foi de 3,66 brotacdes por explante com organogénese. Desta forma os
explantes advindos do tratamento com TDZ na indugédo da organogénese, na etapa
de multiplicacdo apresentaram maior taxa de multiplicagdo das brotacdes na

concentragéo 0,5 pM.
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TABELA 6 — MULTIPLICACAO DE BROTOS PROVENIENTES DA INDUGCAO ORGANOGENICA DE
EXPLANTES FOLIARES DOS TRATAMENTOS COM TDZ E ZEA NA CULTIVAR DELITE COM MEIO
DE CULTURA WPM SUPLEMENTADO COM 2,5 uM DE ZEA.

TDZ
BrotacOes
o regeneradas .
Tratamentos na fase N toEaI de por explante ,C_ompnment0~ N° médio de folhas
. x brotac¢des por médio de brotacdes ~
de inducéo com por brotacdo
tratamento ~ (cm)
organogénese
(n°)

0,5 uM 180 8,57 3,75+¥2.8 15,1246,76
2,5 uM 37 1,76 3,55+1,92 16,9746,49
5uM 11 0,562 2,39+1,86 14,0946,42
10 uM 4 0,21 12,68+10,18 21,25+7,46
20 uM 10 0,45 1,63+0,69 12,00+3,74

ZEA

BrotacOes

5 regeneradas ;
Tratamentos na fase N toEaI ue por explante ,C_ompnment0~ N° médio de folhas
. = brotacGes por medio de brotagbes 5
de inducéo com por brotacdo
tratamento 5 (cm)
organogénese
(n°)

20 uM 11 3,66 3,89+2,06 14,82+4,57

*Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrao (DP).

4.3.3 Cultivar Climax

Com a cultivar Climax, a média de brotac¢des por tratamento com TDZ foi de 27
brotacBes (Tabela 7), a maior taxa de brotag6es foi verificada na concentragédo 0,5 yM
com 72 brotag¢des, o comprimento médio de brotacfes foi de 2 cm e 9,79 folhas por
brotacdo e com 2,5 pM o comprimento das brotacdes foi de 1,55 com 7,94 folhas por
brotacdo, sendo que as taxas de multiplicagdo sdo congruentes com o encontrado na
cultivar Bluegem, em que as concentragcdes mais altas do regulador podem ter
causado inibicdo do crescimento das gemas, 0 que n&0 ocorreu com a concentracao

mais baixa de 0,5 pM, com formacao de brotagcbes menos alongadas (Figura 9.C).
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TABELA 7 — MULTIPLICACAO DE BROTOS PROVENIENTES DA INDUGCAO ORGANOGENICA DE
EXPLANTES FOLIARES DOS TRATAMENTOS COM TDZ E ZEA NA CULTIVAR CLIMAX COM MEIO
DE CULTURA WPM SUPLEMENTADO COM 2,5 uM DE ZEA.

TDZ
Eficiéncia na
o ~ ,
Tratamentos na fase N toEaI de regeneracao ,C_ompr|ment0~ N° médio de folhas

. ~ brotacGes por via medio de brotagbes ~

de inducéo N por brotacdo
tratamento organogénese (cm)
(%)

0,5 uM 72 3,43 2,00+0,89 9,79+5,46

2,5 uM 33 1,57 1,55+0,64 7,94+4,11

5uM 2 0,11 2,50+0,00 7,00+£2,00
20 uM 1 0,14 2,00+1,00 14,00+7,00

ZEA
Eficiéncia na
o ~ .
Tratamentos na fase N toEaI de FEJENETagdn ,C_ompr|ment0~ N° médio de folhas

. ~ brotacGes por via médio de brotagbes -

de inducéo N por brotacdo
tratamento organogénese (cm)
(%)

0,5 uM 18 2,57 2,92+1,40 16,22+7,88
5uM 83 16,60 3,63+1,93 19,66+8,57
10 uM 193 14,84 3,26+1,72 17,32+7,86
20 uM 142 10,92 2,89+1,60 17,7448,19

*Os resultados sdo apresentados como média + desvio padrao (DP).

Com a utilizag&o do regulador vegetal ZEA a maior taxa de brotac&o ocorreu na
concentragcdo de 10 pM com 193 brotacdes, seguido de 142 brotagbes na
concentragdo de 20 pM. A menor presenca de calogénese nos explantes advindo da
fase anterior pode ser responsavel pelo melhor desenvolvimento da fase de
multiplicacéo.

Quanto a varidvel numero de brotactes regeneradas por explante no regulador
vegetal TDZ, conforme ocorreu 0 aumento da concentracdo do regulador, a
guantidade de brotacdes regeneradas por explantes diminuiu, devido a oxidacdo de
explantes por causa da calogénese, sendo a maior média de regeneracéo de brotos
com 0,5 pM com 3,43 brotacbes regeneradas. Para o regulador vegetal ZEA,
conforme o0 aumento da concentragdo do regulador ocorreu um aumento do numero
de brotacOes regeneradas, sendo que a taxa de regeneragcdo foi de 16,6 na
concentracdo 5 pM, de 14,84 brotacdes na concentracdo 10 pM e 10,92 na
concentragcdo 20 pM. Desta forma os explantes advindos do tratamento com ZEA na
inducdo da organogénese, na etapa de multiplicacdo apresentaram maior taxa de

multiplicacdo das brotacdes.
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4.4 FASE DE ENRAIZAMENTO EX-VITRO E ACLIMATIZACAO

Neste experimento com a cultivar Bluegem foi possivel observar diferenca
significativa entre os tratamentos para as variaveis porcentagem de estacas vivas e
estacas com calo (Tabela 8). O tratamento com 500 mg L™* foi superiora250mg L e
nao diferiu da testemunha para a porcentagem de estacas vivas, para a porcentagem
de estacas com calo, a testemunha foi superior as concentracdes de 250 e 500 mg L
, sendo desta forma observado o0 enraizamento das mini-estacas em todas as

concentragfes do regulador AIB e na testemunha (Figura 10).
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TABELA 8 — EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE AIB 0, 250 E 500 mg L* NO
ENRAIZAMENTO EX-VITRO COM SUBSTRATO VERMICULITA COMBINADO COM OS SAIS

MINERAIS DO MEIO DE CULTURAWPM NO ENRAIZAMENTO DE PLANTAS MICROPROPAGADAS
DE MIRTILEIRO DAS CULTIVARES BLUEGEM', DELITE E CLIMAX.

Bluegem
Estacas _ NUmero de
Estacas Estacas Comprimento
Concentragbes  Estacas _ com . folhas das
. 0 enraizadas  com calos . de brotagdes .
mg L™ vivas (%) brotagtes brotagbes
(%) (%) (n.%)
(%) (n.%)
0 45 a* 20,0 a 125 a 20,0 a 0,87 a 390 a
250 40 b 350 a 50 b 28,8 a 130 a 421 a
500 45 a 325 a 50 b 375 a 0,90 a 283 a
Média 43,33 29,16 7,50 28,75 1,02 3,64
CV% 0,00 28,57 22,22 50,95 37,92 28,61
Delite
Estacas _ NUmero de
Estacas Estacas Comprimento
Concentracfes Estacas _ com folhas das
_ enraizadas com calos de brotacfes
mg L™t vivas (%) brotacdes brotacdes
(%) (%) (n.%)
(%) (n.%)
0 96 a* 68 a 20 a 86 a 2,38 a 8,76 a
250 76 a 60 a 4 a 66 a 194 a 756 a
500 94 a 78 a 18 a 78 a 212 a 798 a
Média 88,66 68,66 14 76,66 2,14 8,1
CV% 14,12 19,17 88,98 22,21 33,21 21,33
Climax
_ NUmero de
Estacas Comprimento
Concentracfes Estacas _ BrotacGes folhas das
_ enraizadas  Calos (%) de brotacdes
mg L™t vivas (%) (%) brotacdes
(%) (n.%)
(n.%)
0 975 a* 65 a 0,25 a 875 a 140 a 6,70 a
250 1000 a 80 a 250 a 825 a 131 a 6,07 a
500 975 a 80 a 0,00 a 825 a 1,79 a 6,50 a
Média (%) 98,33 75 0,91 84,16 1,49 6,42
CV% 2,92 32,96 321,37 13,14 37,23 35,15

* Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.
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FIGURA 10 — EFEITO DO REGULADOR VEGETAL AIB NAS CONCENTRACOES 0, 250 E 500 MG Lt
EM MINI ESTACAS DA CULTIVAR BLUEGEM. A — ENRAIZAMENTO DA CONCENTRACAO 0 mg I:'l;
B — ENRAIZAMENTO NA CONCENTRACAO 250 mg Lt; C — ENRAIZAMENTO NA CONCENTRACAO
500 mg L.

As varidveis estacas enraizadas, brotacfes, comprimento das brotacdes e
namero de folhas por explante ndo tiveram diferenca significativa entre os
tratamentos.

Neste experimento com a cultivar Delite, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos para todas as variaveis analisadas (Tabela 8).
Sendo que as variaveis apresentaram as seguintes médias, estacas vivas com
88,66%, estacas enraizadas com 68,66%, calos com 14%, brotagcdes com 76,66%,
comprimento das brotacbes com 2,14 cm e n.° médio de folhas por brotacéo de 8,1
(Tabela 8). Sendo assim, a cultivar Delite obteve enraizamento e ndo houve diferenca

significativa com a adi¢cdo de regulador vegetal (Figura 11.B.C.D).
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FIGURA 11 — ENRAIZAMENTO DAS ESTACAS DA CULTIVAR DELITE NAS CONCENTRACOES 0,
250 E 500 mg Lt DE AIB. A — COMPARATIVO ENTRE O CRESCIMENTO DAS BROTACOES; B —
ENRAIZAMENTO DA CONCENTRACAO 0 mg Lt; C — ENRAIZAMENTO NA CONCENTRAGCAO 250
mg L'1; D — ENRAIZAMENTO NA CONCENTRACAO 500 mg Lt

Neste experimento com a cultivar Climax ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos para todas as variaveis analisadas, sendo que
ambas as concentracdes do regulador quanto a testemunha, apresentaram mais de
95% de sobrevivéncia de explantes, a taxa de enraizamento nas concentragcbes de
AIB néo se diferiram, com 80% de enraizamento, com taxa de brotacdo em 82,5%
com comprimento de brotacBes variando de 1,4 na testemunha, 1,31 com 250 mg L
e 1,79 cm com 500 mg L (Tabela 8). Sendo desta forma observado enraizamento
das mini estacas em todos as concentra¢cdes do regulador AIB e na testemunhas
(Figura 12).
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FIGURA 12 — EFEITO DO REGULADOR VEGETAL AIB NAS CONCENTRACOES 0, 250 E 500 mg L*
EM MINI ESTACAS DA CULTIVAR CLIMAX. A — ENRAIZAMENTO DA CONCENTRACAO 0 mg L', B
— ENRAIZAMENTO NA CONCENTRACAO 250 mg L1; C — ENRAIZAMENTO NA CONCENTRACAO

500 mg L.
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5 DISCUSSAO
5.1 FASE DE INDUCAO POR ORGANOGENESE

Neste estudo sobre a indu¢do organogénica em trés cultivares de mirtileiro do
grupo Rabbiteye, ‘Bluegem’, ‘Delite’ e ‘Climax’, foi possivel observar a formacédo de
novas brotacfes adventicias com a utilizagdo dos reguladores vegetais TDZ e ZEA.

Com a cultivar Bluegem e Delite os reguladores vegetais TDZ e ZEA
promoveram a regeneracao de brotacdes, TDZ promoveu resultados superiores com
a concentracdo 0,5 pM e induziu com maior eficiéncia a formacdo de gemas
pequenas. Sendo que com TDZ ocorreu diminuicdo de gemas grandes conforme o
aumento da concentracéo do regulador, com 21,6 gemas por explante com 0,5 pM e
9,09 em 2,5 pM, bem como diminuiu o alongamento das brotacbes em relacao
aguelas encontradas com ZEA. O vigor da parte area pode ser reduzido com o
aumento da concentracdo de TDZ, bem como ser afetado por conta da influéncia
auxinica do TDZ (DEBNATH, 2009; GUO et al., 2011; DINANI et al., 2018).

Sendo que para a cultivar Delite nas concentra¢cdes de TDZ de 0,5 M a 2,5 uM
ocorreu 0 aumento de brotacdes com 8,84 e 9,65 brotos pequenos e 15,5 e 17,48
brotos grandes por explante, nas concentracdes mais altas ocorreu diminuicdo das
brota¢des, sendo que conforme houve aumento da concentra¢do, ocorreu a maior
formacdo de calos (Figura 6. A e B). Em estudo realizado por Schuchovski et al.
(2020), com a mesma cultivar e regulador vegetal, a concentracdo de 0,5 uM foi
superior em promover a organogénese, sendo que conforme o aumento da
concentracdo de TDZ até 2,5 pM, ocorreu a diminuicdo da quantidade de brotagbes
pequenas. Cappelletti & Mezzetti (2016) na pesquisa com Vaccinium corymbosum L.
com a cultivar Duke obteve resultados semelhantes com o uso de TDZ nas
concentraces 0,1 mg L* (0,45 pM) e 0,5 mg L (0,91 uM), sendo que o regulador foi
usado em concentragdo mais baixa que no presente estudo.

JA para BAP e 2P nado foram observados resultados significativos,
demonstrando um menor de efeito sobre a indugdo da organogénese. Resultado
diferente do observado por Vescan et al. (2011) com a cultivar Elliot com 2iP, onde
com 0,5 mg L™ foi possivel observar a regeneracéo de brotacGes adventicias.

Na pesquisa utilizando a cultivar Climax, os resultados foram significativos

com o regulador vegetal TDZ, que induziu a organogénese em todas as



56

concentragles testadas. As taxas mais elevadas de sobrevivéncia, porcentagem de
explantes com organogénese e numero de brotagfes pequenas foram obtidas com
0,5,2,5e5 uM.

Com o regulador vegetal ZEA a organogénese foi observada com maior
frequéncia nas concentracdes de 10 e 20 pM, sendo que a concentracdo de 20 pM
produziu maior quantidade de brotagBes grandes (Figura 7) o alongamento das
brota¢des do tratamento em relagéo as concentragfes de TDZ, sendo que o material
dificultou a avaliacdo de formacao gemas pequenas.

Em pesquisa realizada por Cappelletti et al. (2016) com a cultivar Duke foi
verificado o crescimento equilibrado entre brotacdes e calos com a utilizagéo de 2 mg
L1(9,12 uM) de ZEA, sendo ainda observado o alongamento das brotacfes. Segundo
Dogan (2019) a acdo dos hormdnios pode diferir de acordo com a espécie trabalhada,
e a regeneracdo de células pode ser varidvel em relacdo a concentracdo de
citocininas e auxinas.

Além da alta proliferacéo de brotos, o TDZ apresentou uma elevada formagéo
de calos. Conforme estudo de Cappelletti et al. (2016) com a cultivar Duke. TDZ
combinado com 2iP mostrou eficiéncia para o alongamento do caule e menor
producéo de calos, sendo assim uma opgao para o uso do regulador vegetal.

Na segunda etapa da inducdo da organogénese, quando comparados os
reguladores vegetais TDZ e ZEA, conforme experimento anterior, as concentracbes
0,5 e 20 uM respectivamente, induziram a organogénese na cultivar climax, sendo
importante salientar que visualmente o tratamento com TDZ possui maior quantidade
de calos nos explantes (Figura 8.A), sendo que estes podem impactar o
desenvolvimento das gemas na fase de multiplicacdo, enquanto ZEA com menor
incidéncia de gemas, possui brotacBes mais desenvolvidas (Figura 8.B), sendo que
TDZ teve média de 20,6 gemas pequenas e 12,2 gemas grandes frente as 2,8 gemas

pequenas e 3,2 gemas grandes do tratamento com ZEA.
5.2 FASE DE MULTIPLICACAO

A fase de multiplicagdo usando meio padrdo WPM suplementado com 2,5 pM
de ZEA, foi eficiente em promover o crescimento da parte aérea e desenvolvimento
das brotacdes obtidas por organogénese nas trés cultivares avaliadas. Zeatina se

mostrou eficiente na multiplicagéo de brotos e alongamento de brotages na utilizagéo
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com biorreator com 1 yM (DEBNATH, 2011), bem como na multiplicagéo in vitro
(ZHANG et al.,, 2006; SCHUCHOVSKI & BIASI, 2022b). Sendo que as taxas
observadas por cultivar foram 52 brotacfes advindas do tratamento com 0,5 pM de
TDZ e 68 brotacdes advindas do tratamento com ZEA com 20 yM. Com a cultivar
Delite, cerca de 180 brotagGes advindas do tratamento com 0,5 yM de TDZ e 11
brota¢cées no tratamento advindo de ZEA com 20 pM e com a cultivar Climax 72
brota¢des dos explantes advindos de TDZ com 0,5 pM e 193 brota¢des advindas do
tratamento com 10 uM de ZEA e 142 brota¢des dos tratamentos advindos de 20 yM
de ZEA.

O desenvolvimento das brotacbes foi superior nos tratamentos advindos de
ZEA em relagdo aqueles advindos de TDZ, sendo que o numero de brotagbes
regeneradas em relacdo aos explantes com resposta, foi maior para os tratamentos
advindos de ZEA. Com TDZ, as brotag6es foram superiores nas concentracbes mais
baixas, possivelmente em vista de uma menor acdo de compostos fendlicos que
foram produzidos nos tratamentos com maior concentracdo do regulador e gerando a
maior incidéncia de calogénese (Figura 9.C). Por conta de ser uma caracteristica forte
de TDZ a induzir a maior formacéo de calos em detrimento da formagé&o de brotaces,
por conta do efeito auxinico da molécula com o aumento da concentracdo desta
(DEBNATH, 2009; GUO et al., 2011; DINANI et al., 2018).

5.3 FASE DE ENRAIZAMENTO EX-VITRO E ACLIMATIZACAO

Geralmente o regulador AIB é utilizado no enraizamento de explantes da
cultura de mirtileiro, nas concentracdes de 1000 e 2000 mg L™ no enraizamento ex
vitro (ZHANG, 2006), com tratamentos com 500 mg L' no enraizamento ex vitro
(SCHUCHOVSKI & BIASI, 2022a), com 0,5 mg L para o enraizamento da cultivar
Weiwa Kuahuat e 1,0 mg L ! na cultivar Sierra no enraizamento in vitro (GUO et al.,
2019), sendo que este uso se deve a esta ser uma auxina sintética estavel.

Devido & ndo diferenca estatistica entre os tratamentos, e o sucesso do
enraizamento tanto nas concentragfes da auxina utilizada quanto na testemunha, o
material em si das cultivares Bluegem, Climax e Delite apresentaram um bom
desempenho de enraizamento. Desta forma nesta pesquisa com as trés cultivares de
mirtileiro Rabbiteye, ‘Bluegem’, ‘Delite’ e ‘Climax’, e a auxina AIB, o material vegetal

obteve boas taxas de sobrevivéncia e enraizou indiferentemente ao uso do regulador
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vegetal. Resultados estes diferentes de autores como Zhang, 2006 e Schuchovski &
Biasi (2022a), que obtiveram enraizamento ex vitro com a cultura com a utilizacéo de
AIB.

Ja Hung et al. (2016a), com a cultivar Titan, sem a utilizacdo de regulador
vegetal e apenas testando a ventilagdo das brotacdes ocorreu o enraizamento de
100% das estacas. Sendo que também o enraizamento ex vitro € geralmente mais
eficiente para a cultura (DEBNATH, 2007). Segundo Fan et al. (2017) com o mirtileiro
Rabbiteye cultivar Pink Lemonade, o enraizamento aumentou cerca de 14% e 32% ex
vitro em relacdo a aclimatizagéo in vitro.

A aclimatizacdo ex vitro em ambiente controlado é capaz de realizar a
diminui¢cdo de custos bem como a diminui¢cdo do tempo do processo (HUNG et al.,
2016b). Desta forma sendo o enraizamento e aclimatizagcdo ex vitro eficiente sem o

uso do regulador vegetal AIB.
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6 CONCLUSOES

A organogénese € uma técnica eficiente para o cultivo in vitro de mirtileiro. A
partir desta técnica é possivel obter uma grande guantidade de plantas, utilizando
peguenas quantidades de material vegetal originados de uma Unica planta matriz. A
utilizacédo de 0,5 pM de TDZ é eficiente para a indugéo da organogénese a partir de
explantes foliares nas cultivares Bluegem, Climax e Delite, bem como 20 uM de ZEA
na cultivar Bluegem e 10 pM de ZEA na cultivar Climax. As brotagGes advindas da
inducao por organogénese, podem ser multiplicadas em meio de cultura WPM com
2,5 pM de ZEA e o enraizamento pode ser realizado durante a aclimatizacdo em

caixas plasticas transparentes sem o uso de reguladores de crescimento.
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7 RECOMENDAGOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Cada pesquisa além de legar seus resultados mostra as melhorias que
podem surgir, desta forma para solidificar a pesquisa da organogénese com mirtileiro
seria importante que durante a fase de inducgéo, seja avaliado o surgimento da
organogénese com avaliacbes semanais, bem como acrescentar a variavel
comprimento das brotacdes formadas, para que inclusive se possa apontar qual
regulador promove mais rapidamente a organogénese, diminuindo assim o tempo da
fase de inducdo e consequentemente reducdo no custo deste processo. Seria
pertinente avaliar se o regulador vegetal TDZ induz a organogénese com
concentragBes mais baixas do que as utilizadas neste trabalho, visando a reducéo de
calogénese e custo do processo. Outra linha de estudo seria avaliar a possibilidade da
associacao do regulador vegetal TDZ com os reguladores 2iP e BAP, para diminuir a

calogénese formada.
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