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RESUMO

Humulus lupulus L., popularmente conhecido como lupulo, € uma espécie perene,
didica, trepadeira, pertencente a familia Cannabaceae. De interesse econdmico
mundial, utilizado principalmente pela industria cervejeira, a qual demanda a
producdo em larga escala. Existe necessidade de pesquisa para otimizacdo do
processo de obtencdo de mudas sadias e de qualidade. O desenvolvimento de
técnicas de micropropagacdo e organogénese para variedade Chinook, a qual
demonstra potencial para cultivo no sul Brasil em resultados preliminares, a fim de
gerar protocolos é o objetivo deste trabalho. A variedade Chinook foi estabelecida,
com o desenvolvimento de uma assepsia especifica, e multiplicada in vitro. Foram
avaliados os efeitos do cultivo de explantes contendo um e dois pares de folhas em
meio MS semi-sélido suplementado de citocininas (BAP e CIN) e em meio MS sob
diferentes fontes luminosas (luz fluorescente branca fria e luz LED Green Power)
quanto ao numero de folhas geradas. Também foi avaliado o rendimento (massa
final-massa inicial) dos explantes com dois pares de folhas sob imersao temporaria
em biorreator. Na aclimatizagao, microestacas de 2,5 cm provindas de Iupulo var.
Chinook micropropagado foram inseridas em tubetes com dois tipos de fertilizantes
(fertilizante de liberagéo lenta Basacote Mini 6M e NPK — uréia, superfosfato simples
e cloreto de potassio) misturados em substrato Tropstrato. Os experimentos de
organogénese se deram a partir de diferentes tipos de explantes (folha, segmento
internodal e segmento de raiz) em meio de cultura MS semi-solido com diferentes
reguladores vegetais (TDZ, BAP, IAA e BAP+IAA). A porcentagem de formagao de
calos, o didmetro dos calos formados, a porcentagem de brotagdo e de
enraizamento foram analisados. Os resultados da multiplicagdo que geraram
quantidade superior de folhas formadas com alongamento de calule foram
observados com explantes de dois pares de folhas sob luz LED Green Power. A
concentracdo das citocininas utilizadas (0,1 mg/L) ndao auxiliou na multiplicagao in
vitro de lupulo. A imersao do meio de cultura 4 vezes ao dia no biorreator de imerséo
temporaria apresentou maior média de rendimento de massa. A maior porcentagem
de brotagdes formadas, representando a regeneracao da cultura de calos foi a partir
do explante segmento internodal em interagdo com o regulador vegetal TDZ. A
aclimatizagdo com a utilizagcdo de NPK gerou resultados superiores para a parte
aérea. Os protocolos de cultivo in vitro e, com isso, o comego da formagédo de um
banco de germoplasma de lupulo no Setor de Ciéncias Agrarias da UFPR sao
importantes, pois além da obtencdo de mudas e melhoria no cultivo, auxiliara em
projetos futuros.

Palavras-chave: Humulus lupulus L. Produgdo de mudas. Biorreator. Reguladores
vegetais. Regeneracgao.



ABSTRACT

Humulus lupulus L., popularly known as hop, is a perennial, dioecious, climbing
species, belonging to the Cannabaceae family. Of global economic interest, mainly
used by the brewing industry, this demands large-scale production. There is a
necessity for research to optimize the process of obtaining healthy and quality
seedlings. The development of micropropagation and organogenesis techniques for
Chinook variety, which shows potential for cultivation in southern Brazil in preliminary
results, to generate protocols is the objective of this work. The Chinook variety was
established, with the development of a specific asepsis, and multiplied in vitro. The
explants containing one and two pairs of leaves culture in MS medium supplemented
with cytokinins (BAP and CIN) and in MS medium under different light sources (cold
white fluorescent light and LED Green Power light) effects were evaluated for number
of leaves generated. The yield (final mass-initial mass) of the explants with two pairs
of leaves under temporary immersion in bioreactor was also evaluated. In
acclimatization, 2.5 cm microcuttings from micropropagated hop var. Chinook were
inserted in tubes with two types of fertilizers (slow release fertilizer Basacote Mini 6M
and NPK - urea, single superphosphate and potassium chloride) mixed in Tropstrato
substrate. The organogenesis experiments started from different types of explants
(leaf, internodal segment and root segment) in semi-solid MS culture medium with
different plant regulators (TDZ, BAP, IAA and BAP + IAA). The percentage of callus
formation, the diameter of the calli formed, the percentage of sprouting and rooting
were analyzed. The results of the multiplication that generated superior amount of
leaves formed with elongation were observed with explants of two pairs of leaves
under LED Green Power light. The concentration of the cytokinins used (0.1 mg / L)
did not aid in in vitro multiplication of hop. Immersion of culture medium 4 times daily
in the temporary immersion bioreactor had the highest mass yield. The highest
percentage of buds formed, representing the regeneration of callus culture was from
the internodal segment explant with TDZ. The acclimatization with the use of NPK
generated superior results for the aerial part. The in vitro cultivation protocols and,
with this, the beginning of hop germplasm bank formation in the Sector of
Agricultural Sciences of the UFPR are important, therefore besides obtaining
seedlings and improvement in the crop, will aid in future projects.

Key-words: Humulus lupulus L. Seedling production. Bioreactor. Plant regulators.
Regeneration.
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1.1 INTRODUGCAO

O lupulo (Humulus lupulus L.), descrito pelo sueco Carlos Lineu em Species
plantarum, € uma trepadeira herbacea perene, didica e diploide (2n=20), da familia
Cannabaceae.

De origem europeia, a producdo de lupulo concentra-se nas regides
temperadas e tem crescimento espontaneo no hemisfério Norte acima de 32° até 55°
de latitude (BEER & HEALTH DOSSIERS, 2001), como Estados Unidos, Europa
Central e China (SCHONBERGER et al., 2014).

O interesse econémico do lupulo se da pelas flores femininas por possuirem
glandulas de lupulina, onde pode armazenar grandes quantidades de resinas e Oleos
essenciais (FARAG; WESSJOHANNM, 2012). A qualidade do lupulo provém dessas
substancias armazenadas (KRALJ; HAUNOLD, 1991), responsaveis pelas
propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antimicrobianas e, principalmente,
organolépticas, exploradas na industria cervejeira por conferir sabor e aroma as
cervejas (LEITE, 2009).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de cervejas e fabricou 14,1
bilhdes de litros de cerveja em 2016, segundo a Associagao Brasileira da Industria
da Cerveja (CERVBRASIL, 2017). A diferenga para os maiores produtores de
cerveja, China e Estados Unidos, € que o Brasil ainda ndo possui cultivo comercial
de lupulo e o importa em sua totalidade para fabricagao de cerveja.

Resultados preliminares e ainda nao publicados indicam que para inicio do
cultivo comercial brasileiro de lupulo a variedade Chinook tem se demonstrado com
maior potencial. A obtengdo de mudas sadias no Brasil, tendo em vista a dificuldade
por n&o ser uma espécie nativa, pode ser feita a partir da micropropagacéo, ja que a
macropropagacgao néo € viavel quando nao se tem disponibilidade de muitas plantas
iniciais.

Projetos para a produgéo de lupulo a nivel comercial no Brasil estdo sendo
criados e para isso sera necessaria a otimizacao da produgao de mudas. O uso da
micropropagacao, além de ser viavel, tem a redugao das variaveis tempo e espaco
necessarios e possibilita uma melhor escolha do material vegetal para inicio do
cultivo. A criacdo de uma biofabrica de lupulo, em paralelo, € um alicerce para a

obtencao de mudas, conservacgao ou melhoria genética.
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Os primeiros trabalhos de propagacao in vitro de lupulo foram desenvolvidos
na década de 70, século XX, em locais onde a espécie vegetal € espontanea, com
objetivos de obtencdo e multiplicagdo de plantas livres de virus e combate a
patogenos (VINE; JONES, 1969; ADAMS, 1975). Os trabalhos demonstraram que
ha viabilidade na micropropagagao in vitro do lupulo a partir de explantes nodais,
extremidades apicais (ROY et al., 2001; SMYKALOVA et al., 2001), meristemas
(ADAMS, 1975) e pontas do rebento ou folhas (FARAGO et al., 1996; PEREDO et
al., 2006). Roy et al. (2001) tiveram respostas positivas sob efeito de reguladores de
crescimento em uma cultivar de lupulo, denominada H138, micropropagada em meio
MS.

A utilizacdo do biorreator de imersdo temporaria € outra opcdo para a
produgao em larga escala, podendo acelerar e otimizar o processo de cultivo in vitro.
Os beneficios da micropropagacéao aliados a diminuicao das suas dificuldades, como
necessidade de realizar trocas de meio de cultura periodicamente, tornaria esta
técnica mais simples e menos dispendiosa (LORENZO et al., 1998; PENCHEL et al.,
2007). O sistema de biorreatores € eficiente na automatizagdo e na aplicacéo de
tecnologias em escala comercial na cultura de tecidos (PENCHEL et al., 2007).

A realizagdo da organogénese para a variedade Chinook de lupulo é
necessaria visando a possibilidade de realizar futuramente melhoramento genético
vegetal. A eficiéncia do uso da transformagédo de calos depende primeiramente da
regeneragao dos mesmos, demonstrando a importancia da criagdo de um protocolo
especifico para variedade. A regeneracdo de calos ja foi relatada para outras
variedades de lupulo, como para as variedades Shinshawase e lItaly-2 por Moteqi
(1976) e Nugget e Brewers Gold por Gurriaran et al. (1999).

O desenvolvimento de técnicas de micropropagacgao para lupulo (Humulus
lupulus L.) da variedade Chinook, a fim de gerar protocolos para a micropropagagao

e a organogénese, é o objetivo deste trabalho.
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1.2REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 LUPULO

O género Humulus, pertencente a familia Cannabaceae, era constituinte da
ordem Urticales, porém foi incorporado a ordem Rosales em 2003 (BREMER et al.,
2003) e tem como uma das espécies Humulus lupulus Linneus (SMALL, 1978).
Segundo Neve (1991), o género Humulus é originario da China, pois foi onde todas
as espécies foram encontradas.

Popularmente conhecido como lupulo, Humulus lupulus L. € uma espécie que
foi domesticada no centro da Europa e disseminada através de sementes para
regides temperadas (CHADWICK et al., 2006). A distribuigdo e exploragao do cultivo
de lupulo ocorrem na Africa do Sul, Nova Zelandia e Australia (CONNELL; HEALE,
1986), sendo espontaneo no hemisfério Norte nos Estados Unidos, Europa Central e
China (BEER & HEALTH DOSSIERS, 2001).

O ldpulo é uma espécie herbacea perene, diploide (2n=20) e normalmente
dioica (HEALE et al., 1989), com cromossomos sexuais heteromorficos (XX em
plantas femininas e XY em plantas masculinas) em plantas cultivadas (DANILOVA;
KARLOV, 2006). Embora tenham sido encontradas plantas monoicas em algumas
populagdes selvagens de lupulo norte-americano (HAUNOLD et al.,1993), a
predominancia dioica faz com que ocorra diferenga na morfologia das flores das
plantas masculinas e das plantas femininas. As inflorescéncias surgem na parte
axilar das folhas, sendo as masculinas (Figura 1a) racemos de 7-14 cm de
comprimento. Ja as inflorescéncias femininas (Figura 1b), de importancia comercial,
sdo estrébilos com forma bojuda arredondada, como cones, de 2,5 — 6 cm de
comprimento. Os estrobilos sao constituidos por bracteas externas e internas, onde
podem ser encontrados tricomas glandulares amarelos inseridos em zig-zag
(BENITEZ et al.,, 2001). Os tricomas glandulares secretam uma substancia
denominada lupulina (RYBACEK, 1980), composta majoritariamente por a e
B-acidos (HILLER et al., 1996).
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Figura 1 — a) Inflorescéncias masculinas de Ilupulo, fazenda Canguiri em Pinhais - PR. b)
Inflorescéncias femininas de lapulo var. Chinook, Rio Grande do Sul - RS.
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Fonte: a) Marilia Machado (2018). b) A autora (2017).

No inicio da primavera produz novos brotos a cada ano a partir de rizomas
subterraneos (KRISTIN, 1987). O lupulo € uma espécie de dia curto que inicia a
floracdo quando atinge uma altura critica de aproximadamente seis metros e cerca
de 20 a 24 n6s. Também € dependente de um fotoperiodo de 16 horas e, para que o
crescimento vegetativo vertical cesse e inicie o desenvolvimento lateral dos
meristemas florais, com a necessidade de um fotoperiodo de oito a dez horas
(VILLACORTA et al., 2008). No inverno ocorre a senescéncia da parte aérea do
[upulo, o qual se reduz a rizoma dotado de gemas e raizes, podendo atingir 8 metros
de profundidade (HILLER et al., 1996).

E uma planta trepadeira, com estruturas de fixacdo, que cresce rapidamente
em torno de um suporte, enrolando-se no sentido destrégiro e em tempo inferior a
cinco meses pode atingir cerca de nove metros de altura (HEALE et al., 1989). De
acordo com Langer e Hill (1982), o lupulo se desenvolve espontaneamente
principalmente préximo a locais umidos e o pH do solo ideal é neutro, entre seis e
sete, com profundidade elevada, tendo em vista o crescimento de rizomas e raizes,
leve e drenado. Como o lupulo apresenta grande perda de agua por transpiragao, o
solo deve apresentar grande disponibilidade de agua (BEER & HEALTH DOSSIERS,

2001) e ser rico em matéria organica.
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Além da necessidade de um numero elevado de horas de sol e temperaturas
altas no verdo, a constancia desses fendmenos ¢é importante para o
desenvolvimento do Iupulo. No minimo devem ocorrer 120 dias com temperaturas
altas e fotoperiodo préximo ao ideal (16 horas) e temperaturas baixas no inverno,
para ocorrer o florescimento (HILTON, 2002).

O cultivo do lupulo foi iniciado na Alemanha, no século IX, a partir de plantas
selvagens coletadas (WILSON, 1975). Os lupulos foram selecionados e propagados
pelo crescente aumento do interesse no melhoramento e obtengdo de novas
plantas. O cultivo de algumas variedades se estende até a atualidade, como a
variedade Hallertauer, explorada na Alemanha (MOIR, 2000; STAJNER et al., 2008).

No primeiro ano de plantio o lupulo tem crescimento reduzido e atinge o
melhor potencial de crescimento ao final de trés anos (SOUSA, 2005), podendo
manter plena produtividade por mais de 50 anos em solos com boa fertilidade
(KNEEN, 2003). As formas mais comuns de plantio de lupulo, nos locais onde existe
plantacao comercial, sdo por muda e por rizoma (PERAGINE, 2011) e a utilizagao de
sistemas de suporte para a planta, como sistemas de trelicas, € indicada, tendo em
vista que atinge cerca de nove metros de altura (FISHER; FISHER, 1998).

A colheita pode ser manual ou mecanizada e tem inicio geralmente no verao.
No primeiro ano apds o plantio geralmente ndo ha colheita, no segundo ano a
colheita atinge producédo de 50 a 65% da capacidade de colheita e no terceiro ano
pode ser produzido 65 a 100% da capacidade de colheita (MARCOS et al., 2011).
Apods a colheita, os cones devem ser secados e beneficiados para a comercializagao
(FISHER; FISHER, 1998). Os produtos da colheita de Ilupulo podem ser
comercializados em flores prensadas, po, extrato e pellets (ALVES, 2014).

A maior parte da produgdo mundial é utilizada pela industria cervejeira e os
maiores produtores de lupulo em 2016 foram Alemanha (42.766.000 kg), Estados
Unidos (40.206.000 kg) e China (4.500.000 kg) (INTERNATIONAL HOP GROWERS’
CONVENTION, 2017). Porém, o Ilupulo também apresenta diversas outras
finalidades, como a utilizagdo para fins medicinais. Também é utilizado como
alimento, espécie ornamental, como aromatizante, bem como tem espaco nas
industrias cosmética e téxtil. Segundo Carvalho (2005), apresenta fins diuréticos e
auxilia na digestdo por meio de infusdes, também podendo ser aplicado na forma de
chas contra insénia, no tratamento de doengas que acometem o tubo digestivo e o

figado.
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A quantidade de resinas e O6leo essencial armazenados nas glandulas de
lupulinas é responsavel pelas propriedades medicinais e é diretamente ligada ao
valor comercial do lupulo (FARAG; WESSJOHAN, 2012). A resina tem como
composi¢cao os o-acidos e [(-acidos, 0s quais proporcionam o0 amargor na cerveja
(CANBAS et al., 2001). Ja o d6leo essencial é responsavel pelo componente
aromatico que confere a cerveja aroma tipico (RODRIGUES et al., 2015).

O grande numero de variedades de Humulus lupulus L. é geralmente dividido em
dois grupos: alfa ou lupulo de amargor, os quais possuem alto teor de a-acidos, e
l[upulo aromatico, que possuem teor muito menor de a-acidos (FARAGO et al.,
2009). A comparagao de algumas variedades de lupulo podem ser observadas no
Quadro 1:

Quadro 1. Variedades de lupulo, porcentagem de a e -acidos (%) e 6leo essencial (mL/100g).

VARIEDADE a-ACIDOS B-ACIDOS OLEO ESSENCIAL
Aurora 7-13 2,7-44 09-16
Cascade 55-9 6-75 0,8-25
Centennial 7-12 35-55 1-3
Chinook 11,5-15 3-4 1-25
Columbus 14,5-17,5 45-6 25-45
Mount Hood 4-65 44-72 0,8-2
Nugget 11,5 - 14 3-5 09-173

Fonte: Adaptado de YCHHOPS (2017).

A variedade Chinook foi desenvolvida pelo programa de melhoramento da
USDA no Estado de Washington e langada em 1985 como uma variedade de alto
teor de alfa-acidos e amargor. Ela provém do cruzamento da variedade Petham
Golding fémea com um lupulo macho da USDA. Recentemente, foi encontrada dupla
utilidade para variedade Chinook, além do amargor, também pode ser utilizada para
aroma por apresentar aroma de especiarias, pinho e toranja (YCHHOPS, 2017).
Essa variedade demonstrou bons resultados preliminares, ainda nao publicados, e
possibilidade para cultivo em larga escala nas condi¢gdes do sul do Brasil, visando a

utilizacao pela industria cervejeira que possui alta demanda.
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1.2.2.1  Micropropagagéao

O cultivo asséptico de o6rgaos, tecidos ou células em meio de cultura
adequado, com condi¢cdes controladas de luminosidade, temperatura, entre outros,
para a multiplicacdo de plantas in vitro € denominado cultura de tecidos. A partir da
cultura de tecidos vegetais pode ser realizada a micropropagacéo de plantas, que &
um método baseado na totipoténcia de células indiferenciadas, geralmente
meristematicas, que podem vir a gerar um vegetal inteiro (GRATTAPAGLIA,
MACHADO, 1998; GEORGE, 2008).

A temperatura, o fotoperiodo, a umidade relativa do ar, a intensidade luminosa
a qual o material é exposto, meio de cultura utilizado, concentracdo de
fitorreguladores e adicdo ao meio de cultura, assepsia realizada e habilidade do
operador sao fatores que podem influenciar na realizacdo da técnica de
micropropagacao, sendo necessario um estudo prévio para melhor adequagao e
sucesso (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; GEORGE, 2008; LEITZKE et al.,
2010).

Os meios de cultura tém como fungao suprir as necessidades nutricionais das
plantas para possibilitar seu crescimento e desenvolvimento. Um meio de cultura
pode ser composto basicamente por macronutrientes, micronutrientes, vitaminas,
fontes de carbono e nitrogénio, reguladores de crescimento e agentes gelificantes
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Os reguladores vegetais podem ou ndao serem acrescidos ao meio de cultura.
Auxinas, giberelinas, citocininas, etileno e acido abscisico sédo as classificagcdes de
reguladores vegetais utilizadas, os quais tém acdes diferentes em diferentes partes
da planta e em diferentes periodos de desenvolvimento. A adicdo dos mesmos visa
suprir deficiéncias enddgenas ou balancear concentragdes enddégenas de hormonios
vegetais nos explantes (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). Os reguladores mais
utilizados para cultura de tecidos sao as classes auxinas e citocininas, pois a
morfogénese é regulada pela interagéo ou concentragdes dos mesmos.

No balangco auxina — citocinina, quando a concentracdo de auxina €
aumentada, geralmente ocorre a emissao de raizes. Na contramado, quando se
aumenta a concentragao de citocinina, a formagdo de gemas adventicias € o que
geralmente ocorre (SKOOG; MILLER, 1957).
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Apés ser realizada a micropropagagcdo, € necessario um processo de
adaptacao denominado aclimatizacdo. As plantas devem possuir sistema radicular
ou ter passado por tratamento com fitorreguladores para serem transferidas para um
substrato estéril. O ambiente onde as plantas ex vitro serdao alocadas deve
apresentar umidade e receber pouca iluminagao inicialmente (QUISEN; ANGELO,
2008).

As técnicas de micropropagacao sao bastante utilizadas e estudadas para
varias espécies vegetais, dentre elas as plantas ornamentais e medicinais
(CARVALHO et al., 2006), categorias que remetem a diferentes utilizagées do lupulo.
A micropropagacdo tem muitas vantagens como a obtengdo de melhores condigdes
sanitarias, controle de fatores externos, propagacao de espécies dificeis de propagar
naturalmente, diminuicdo de tempo e de espago necessarios (CARVALHO et al.,
2006). A forma viavel para iniciar o cultivo comercial de lupulo no Brasil € a obtengao
de mudas através da micropropagagao, por ndo ser uma espécie nativa e nao se
dispor de muitas plantas iniciais.

Os primeiros trabalhos de propagacao in vitro de lupulo foram desenvolvidos
na década de 70, século XX. Os trabalhos objetivavam, em sua maioria, a obtencao
e multiplicacdo de plantas livres de virus, combate a patdogenos e testes com
concentracdes de fitorreguladores (VINE; JONES, 1969; ADAMS, 1975).

A micropropagacédo do lupulo tem viabilidade a partir de explantes nodais,
extremidades apicais (ROY et al., 2001; SMYKALOVA et al., 2001), meristemas
(ADAMS, 1975) e pontas do rebento ou folhas (FARAGO et al., 1996; PEREDO et
al., 2006). Roy et al. (2001) tiveram respostas positivas sob efeito de reguladores de
crescimento em uma cultivar de lupulo, denominada H138, micropropagada em meio
MS. Foram desenvolvidas transformacgbes genéticas por biobalistica em Iupulo
micropropagado  (GATICA-ARIAS, 2013), transformagcbes genéticas por
Agrobacterium tumefaciens em lupulo micropropagado em meio MS suplementado
(HORLEMANN et al., 2003) e outras transformacdes por essas duas técnicas mais
exploradas em lupulos micropropagados em outros meios de cultura como meio B5

e Adams.
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1.2.2.2 Biorreator

A micropropagacédo de plantas de cultura de células, tecidos, sementes,
orgaos vegetais ou qualquer tipo de propagulo que possa ser utilizado pode ser feita
com o uso de biorreatores de imerséo temporaria ou permanente (TEIXEIRA, 2006).
O uso de biorreatores com meio de cultura liquido diminui a quantidade de
repicagem, consistida na manipulacdo de explantes e troca de meio de cultura
periodicas, facilitando e otimizando processos de multiplicagdo (SCHEIDT, 2008).
Também ocorre a melhoria de condicbes assépticas e ambientais para as culturas,
possibilitando a produgdo em maior escala. A tecnologia aplicada acarreta na
diminuicdo de custos, além de redugdo no tempo do processo e aumento na
eficiéncia em relacado a outras técnicas de obtencdo de mudas (ZIV, 1999). O cultivo
de espécies em biorreatores fornece condigbes otimas para o crescimento e o
desenvolvimento, por regular os fatores quimicos, fisicos e/ou nutricionais,
favorecendo a posterior aclimatagdo (MURCH et al., 2004).

O biorreator patenteado pela Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia
utiliza dois recipientes lado a lado para cada tratamento, um é preenchido com meio
de cultura e o outro com material vegetal, os quais s&o ligados por tubos de silicone
e 0 meio pode ser transferido para o outro conforme programado (LORENZO et al.
1998).

1.2.2.3 Organogénese

O calo é uma massa de células com crescimento desordenado, que pode vir a
se diferenciar (TORRES et al., 2000). As células parenquimatosas pouco ou nao
diferenciadas e sem polaridade se desenvolvem em um sistema n&o-organizado
denominado calo. A formagao do calo pode ser a partir de um fragmento ou 6rgao
vegetal obtido in vitro, sob condigbes assépticas, inserido em um meio de cultura
suplementado com reguladores vegetais. Dependendo de diversos fatores, os calos
podem apresentar diferentes estruturas, crescimento e desenvolvimento,

regeneragao, podem ser compactos ou friaveis e apresentar coloragéo variada,



29

como verdes e amarelas, ou ndo possuir pigmento (NARAYANASWAMY, 1994,
CHAWLA, 2002; TERMIGNONI, 2005).

A cultura de calos é geralmente dividida em trés etapas. A primeira etapa é a
inducado a formacao de calos, a qual consiste na preparacao da célula para divisao,
ativando o seu metabolismo. A segunda etapa se da pela divisdo celular, ocorrendo
a sintese ativa e a condicdo meristematica ou basal € retomada, gerando células
nao diferenciadas. Por fim, pode-se considerar a terceira etapa quando podem surgir
meristemodides, onde serdo formados traqueideos e elementos de tubo crivado,
primordios de raizes ou gemas. Porém a regeneracao dessas células nem sempre
ocorre (NARAYANASWAMY, 1994; TERMIGNONI, 2005).

Os experimentos de cultura de calos in vitro de Iupulo foram iniciados com
Griffin e Coley-Smith (1968), objetivando o estudo do processo de infecgdo do fungo
Pseudoperonospora humuli em condicdes assépticas. A maior parte dos estudos
com calos para lupulo tem como objetivo final a obtengao de plantas sadias livre de
doencgas. A inducdo a formacao de calos nodulares verdes foi feita para ocorrer a
regeneragao, sendo assim uma tentativa de selecdo para resisténcia a doencga
Verticillium albo-atrum (CONNEL et al. 1986). Mas também foram feitos estudos
para verificar a regeneracao de calos provindos de diferentes explantes. A melhor
resposta de regeneragdo foi sempre notada a partir de calos esverdeados.
Dependente também do explante inicial, onde ja se obteve a partir de explante foliar,
segmento internodal e segmento de peciolo (MOTEGI, 1976; FARAGO et al., 1996).
Foi estabelecido protocolo de regeneracéo para duas variedades: Nugget e Brewers
Gold (GURRIARAN et al. 1999). Com o aumento no nimero de pesquisas em
relacdo aos compostos medicinais presentes no lupulo (ZANOLI; ZAVATTI, 2008), a
cultura de calos também foi realizada para verificagdo e como forma alternativa para
fabricagdo de metabdlitos secundarios (PSENAKOVA et al., 2009).
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2 MICROPROPAGAGAO DE LUPULO VAR. CHINOOK

RESUMO

O lupulo, Humulus lupulus L., possui interesse econdmico mundial, principalmente
devido a utilizagdo pela industria cervejeira. O Brasil € um dos maiores produtores
de cerveja, porém o lupulo utilizado provém de importagdo, pois ainda nao existe
producao em nivel comercial. A variedade Chinook € uma das variedades cultivadas
em larga escala no mundo e resultados preliminares indicam a possibilidade de
cultivo nas condigdes do sul do Brasil. Entre as técnicas disponiveis para a
propagacao vegetal da espécie, a cultura de tecidos vegetais permite, a partir de
uma pequena quantidade vegetal inicial, a multiplicagdo rapida de mudas livres de
patdogenos. O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um protocolo de
micropropagagao da variedade Chinook de lupulo, possibilitando a obtengédo de
mudas e trabalhos futuros com material vegetal micropropagado. Para introduzir o
material vegetal in vitro foi realizado um experimento de assepsia, onde foi avaliado
o efeito da imersdo em alcool 70%, hipoclorito de sddio 7% e Tween 20 0,01% e em
hipoclorito de so6dio 10% na sobrevivéncia dos explantes. Para multiplicagéo in vitro,
avaliou-se o efeito de citocininas (0,1mg/L BAP e 0,1img/L KIN) em explantes
contendo um ou dois pares de folhas, o efeito de diferentes fontes luminosas (luz
fluorescente branca fria e luz LED Green Power) com um ou dois pares de folhas e o
efeito da imerséo temporaria em biorreator (imers&o direta e 4, 8 e 12 vezes ao dia).
A partir de plantas multiplicadas in vitro, microestacas de 2,5 cm foram inseridas em
tubetes com diferentes doses de fertilizante de liberac&o lenta (Basacote Mini 6M) e
doses proporcionais de NPK (ureia, superfosfato simples e cloreto de potassio)
misturados no substrato Tropstrato. As microestacas ficaram 15 dias sob
nebulizagao intermitente, posteriormente foi feita rega manual diaria durante 60 dias
e o efeito da utilizacdo de fertilizantes na aclimatizacdo em casa de vegetacao foi
avaliado. A assepsia com hipoclorito de sédio 10% proporcionou maior
sobrevivéncia de gemas apicais e laterais (95% e 90%, respectivamente), porém
ambos os métodos de assepsia nao foram eficientes quando a folha com corte
longitudinal foi utilizada como explante. Os resultados obtidos na multiplicagdo in
vitro de lupulo nao foram satisfatérios para a concentracao utilizada das citocininas,
a média de numero de folhas geradas foi superior com 2 pares de folhas em meio de
cultura MS semi-solido e quando cultivada sob luz LED Green Power (110,625
folhas). A multiplicagdo de explantes de lupulo var. Chinook em biorreator de
imersao temporaria demonstrou a possibilidade de propagagdo com meio de cultura
MS liquido e rendimento de massa superior no tratamento com imersao do meio de
cultura 4 vezes ao dia (2,645). O comprimento de raizes, o numero de raizes
principais formadas, o volume e a massa seca de raizes geradas nao geraram
padrao de resultados superiores para todas analises de raizes formadas. A
utilizacdo de fertilizantes misturados no substrato se demonstrou superior a
testemunha em todas variaveis analisadas da parte aérea. A altura da parte aérea, a
quantidade de folhas formadas, a area foliar e a massa seca das folhas
apresentaram melhores resultados com 12,48 g de ureia, 14,4 g de superfosfato
simples e 11,52 g de cloreto de potassio misturados em 4800 cm?® de substrato
Tropstrato. A partir dos resultados foi estabelecido um protocolo de micropropagacéao
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para variedade Chinook de lupulo e mudas para a realizacdo de outros trabalhos
foram obtidas através da utilizagdo do protocolo desenvolvido.

Palavras-chave: Humulus Ilupulus L. Produgcdo de mudas. Biorreator de Imersao
Temporaria.
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HOP VAR. CHINOOK MICROPROPAGATION

ABSTRACT

The hop, Humulus lupulus L., have worldwide economic interest, mainly due to the

use by the brewing industry. Brazil is one of the largest beer producers, but the hop
used come from imports, as there is still no commercial production. The Chinook
variety is one of the varieties cultivated on a large-scale in the world and preliminary
results indicate the possibility of cultivation in southern Brazil. Among the techniques
available for plant propagation of the species, plant tissue culture allows, from a
small initial plant quantity, fast multiplication of pathogen free seedlings. The
objective of this work was the development of a micropropagation protocol of the hop
Chinook variety, making it possible to obtain seedlings and future works with
micropropagated plant material. In order to introduce the plant material in vitro an
asepsis experiment was carried out, where the effect of immersion in 70% alcohol,
7% sodium hypochlorite and 0.01% Tween 20 and 10% sodium hypochlorite in the
explants survival was evaluated. For in vitro multiplication, the effect of cytokinins
(0.1 mg/L BAP and 0.1 mg/L KIN) on explants containing one or two pairs of leaves
was evaluated, the effect of different light sources (cold white fluorescent light and
LED Green Power light) with one or two pairs of leaves and the effect of temporary
immersion in bioreactor (direct immersion and 4, 8 and 12 times a day). From in vitro
plants multiplied, 2.5 cm microcuttings were inserted in tubes with different doses of
slow release fertilizer (Basacote Mini 6M) and proportional doses of NPK (urea,
single superphosphate and potassium chloride) mixed in the Tropstrato substrate.
The microcuttings were under intermittent nebulization for 15 days, and then daily
manual irrigation for 60 days and the effect of the fertilizers use on acclimatization
under greenhouse conditions was evaluated. The asepsis with 10% sodium
hypochlorite provided higher apical and lateral buds survival (95% and 90%,
respectively), but both methods were not efficient when the leaf longitudinal cut was
used as an explant. The in vitro multiplication of hop was not satisfactory for the
concentration of cytokinins used, the leaves generated average number was higher
with 2 pairs of leaves in semi-solid MS culture medium and when grown under LED
Green Power light (110.625 leaves). The hop explants var. Chinook multiplication in a
temporary immersion bioreactor demonstrated the possibility of propagation with
liquid MS culture medium and higher mass yield in the treatment with immersion of
the culture medium 4 times a day (2.645). Root length, number of main roots formed,
volume and dry mass of roots generated did not generate a higher result pattern for
all roots analyzes. The use of mixed fertilizers in the substrate was shown to be
superior to the control in all aerial analyzed variables. Leaf height, leaf number, leaf
area and leaf dry mass presented the best results with 12.48 g of urea, 14.4 g of
single superphosphate and 11.52 g of potassium chloride mixed in 4800 cm3 of
Tropstrate substrate. From the results were established a micropropagation protocol
for hop Chinook variety and seedlings for the accomplishment of other works were
obtained using the protocol developed.

Key-words: Humulus lupulus L. Seedling production. Temporary Immersion

Bioreactor. Fertilizer.
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2.2 INTRODUGAO

O lupulo (Humulus lupulus L.), pertencente a familia Cannabaceae, apresenta
interesse econdmico mundial devido principalmente a utilizacdo pela industria
cervejeira. A flor feminina produz altos teores de lupulina, que contém alfa e
beta-acidos e Oleo essencial, responsaveis por conferir aroma e amargor
caracteristicos da cerveja.

Segundo dados obtidos na Internacional Hop Growers’ Convention (2017), os
maiores produtores de lupulo em 2016 foram Alemanha e Estados Unidos, a
Alemanha produziu 42.766.000 kg, sendo 22.214.000 kg de lupulo de aroma e
20.552.000 kg de lupulo de alfa-acidos, e os Estados Unidos produziram 40.206.000
kg, sendo 29.421.000 kg de lupulo de aroma e 10.785.000 kg de lupulo de
alfa-acidos.

A exportagcdo de lupulo geralmente ocorre em forma de pellets dos cones
(flores femininas). O Brasil ficou colocado como terceiro pais no ranking mundial de
producdo de cerveja (CERVBRASIL, 2017) e importou 1.724.049 kg de cones de
l[Upulo moidos, triturados ou em pellets (ALICEWEB, 2017) no ano de 2016, pois
ainda nao possui produgdo em nivel comercial e todo lupulo utilizado é advindo de
importacao.

A micropropagacao € uma forma de propagacgao vegetativa, que possui como
vantagem a producdo rapida e livre de patégenos de uma grande quantidade de
mudas (CARVALHO et al., 2006). A producdo de mudas por meio da aclimatizagao
de lupulo micropropagado € uma alternativa viavel para inicio do cultivo em larga
escala no Brasil, por ndo se tratar de uma espécie nativa.

Embora existam pesquisas quanto ao tipo de explantes, reguladores vegetais,
meios de culturas e outros fatores in vitro para algumas variedades de lupulo, o
desenvolvimento de protocolo especifico para variedade Chinook € necessario. A
variedade demonstra bons resultados preliminares para a possibilidade de producao
em larga escala nas condi¢des do sul do Brasil, os quais ainda ndo foram
publicados.

O sucesso na producao de mudas a partir da micropropagacao depende da
etapa de aclimatizacdo. A saida do material vegetal in vitro para o plantio € uma

etapa critica e fertilizantes podem ser testados para facilitar esse processo,
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aumentando a disponibilidade de nutrientes no substrato. Além da fertilizagcdo por
NPK, existem fertilizantes de liberagao lenta, os quais tém uma forma de acdo onde
a disponibilidade de nutrientes é prolongada por ter liberagdo fracionada para
aumentar a absorg¢ao de nutrientes pelas plantas (TRENKEL, 1997).

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um protocolo de
micropropagag¢ao da variedade Chinook de lupulo, possibilitando a obtencdo de

mudas e trabalhos futuros com material vegetal micropropagado.
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2.3 MATERIAL E METODOS

2.3.2LOCALIZACAO E MATERIAL VEGETAL

Os experimentos de micropropagacao de lupulo var. Chinook foram realizados
no Laboratorio de Micropropagacédo de Plantas, do Departamento de Fitotecnia e
Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana
(Curitiba — PR).

O estabelecimento in vitro ocorreu no inicio de 2016. As plantas matrizes de
lupulo da variedade Chinook foram transferidas da Area de Plantas Medicinais da
Fazenda Experimental Canguiri (Pinhais — PR) para vasos e mantidas na casa de
vegetacado Estufa 1 no Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana.

O experimento de aclimatizacdo foi instalado no final do ano de 2016. O
ltpulo var. Chinook estava estabelecido in vitro e mantido em frascos de vidro com
40 mL de meio de cultura MS na sala de cultura de tecidos vegetais do laboratorio
de Micropropagagcdo de Plantas. As estacas de 2,5 cm feitas de Iupulo
micropropagado foram aclimatizadas na casa de vegetacdo Estufa 2, localizada no
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal do Parana (Curitiba — PR).

2.3.3 ASSEPSIA E ESTABELECIMENTO IN VITRO

Gemas apicais, gemas laterais e folhas em corte longitudinal de lupulo da
variedade Chinook, estabelecidas em vasos e cultivadas em casa de vegetacao,
foram excisadas e lavadas com agua deionizada. Esses explantes foram
desinfetados em dois tipos de assepsia: A1 e A2.

A assepsia A1 consistiu na imersao dos explantes (gemas apicais, gemas
laterais e folhas em corte longitudinal) em etanol 70% por um periodo de 5 minutos e

subsequentemente no hipoclorito de sédio 7% e 2 gotas de Tween 20 - 0,01% por
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um periodo de 10 minutos. Foram feitas trés lavagens de um minuto com agua
destilada autoclavada (HORLEMANN et al., 2003), em camara de fluxo laminar sob
condicoes assépticas. A assepsia A2 consistiu na imersdo dos explantes em
hipoclorito de sédio 10% por um periodo de 24 minutos, seguido de quatro lavagens
com agua destilada autoclavada, em camara de fluxo laminar sob condi¢des
assepticas.

Apods passarem pelo processo de assepsia em camara de fluxo laminar, os
explantes foram introduzidos em frascos de vidro com 10 mL de meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) semi-solido (Anexo A), previamente autoclavado a
121°C por um periodo de 20 minutos.

O material introduzido in vitro foi distribuido em delineamento inteiramente
casualizado, no esquema fatorial 3x2, em sala asséptica de crescimento para cultura
de tecidos sob luz fluorescente branca fria, com densidade de fluxo de fétons de 20
pMmol.m-2.s-1 com fotoperiodo de 16 horas e temperatura a 25 + 2 °C.

Os tratamentos consistiram na combinacdo dos fatores: tipo de explante
(gemas apicais, gemas laterais e corte longitudinal de folhas) e tipo de assepsia (A1
e A2) utilizada. O experimento foi composto de quatro repeticdes (cinco explantes,
cada) por tratamento, totalizando 120 explantes.

A avaliagdo foi referente a taxa de sobrevivéncia dos explantes livres de
contaminagao 20 dias apos o inicio do experimento. O material vegetal inviabilizado
por oxidagao foi descartado e o material vegetal sadio foi cultivado in vitro e utilizado
em outros experimentos. O experimento foi repetido duas vezes para a confirmacao

dos resultados e utilizagado dos explantes em outros experimentos in vitro.

2.3.4 MULTIPLICAGAOQ IN VITRO

Apos 30 dias do estabelecimento in vifro das gemas apicais e laterais de
ltpulo var. Chinook, houve crescimento vertical (primario), aparecimento de raizes e
brotagcdes. Os explantes passaram por dois subcultivos em meio MS semi-sélido
(Anexo A), posteriores ao estabelecimento, para a realizagdo dos experimentos de

multiplicagéo.
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2.3.3.1 Experimento |

O primeiro experimento de multiplicacao in vitro teve como tratamentos a
combinagao dos fatores: tipo de citocinina (testemunha, BAP e CIN) com o numero
de pares de folhas (um e dois pares de folhas) dos explantes de lupulo var. Chinook.

Explantes com um e dois pares de folhas foram inseridos em meio MS
semi-solido com adi¢cdo de 4,44 uM da citocinina BAP (6-benzilaminopurina), 4,65
MM da citocinina CIN (cinetina) e sem regulador vegetal (testemunha).

Os frascos de vidro de contendo 40 mL de meio de cultura com os explantes
de lupulo var. Chinook conforme tratamentos foram distribuidos em delineamento
inteiramente casualizado, no esquema fatorial 3x2, em sala de crescimento de
cultura de tecidos, sob condi¢cbes assépticas e controladas.

O experimento consistiu em quatro repeticoes por tratamento, com dez
explantes por repeticdo, totalizando 240 explantes. As avaliagcbes do numero de
folnas geradas e o numero de raizes foram realizadas 30 dias apds o inicio do

experimento.

2.3.4.1 Experimento Il

Para a realizagdo do segundo experimento de multiplicagdo in vitro, os
tratamentos foram a combinacao dos fatores: numero de pares de folhas (um e dois
pares de folhas) dos explantes de lupulo var. Chinook com tipo de fonte de luz
utilizada (luz fluorescente branca fria e luz LED Green Power) na sala de
crescimento de cultura de tecidos.

Explantes de lupulo var. Chinook contendo um e dois pares de folhas foram
excisados e inseridos em frascos de vidro contendo 40 mL de meio de cultura MS
semi-solido (Anexo A), sob condi¢cbes assépticas, em camara de fluxo laminar. O
material foi distribuido em delineamento inteiramente casualizado, no esquema
fatorial 2x2, em sala asséptica de crescimento para cultura de tecidos sob dois tipos
de fontes luminosas: luz fluorescente branca fria e luz LED Green Power da marca
Philips. Os dois tipos de fonte luminosa com fotoperiodo de 16 horas e temperatura
a25+2°C.
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O experimento consistiu em cinco repeticdes por tratamento, com dez
explantes por repetigéo, totalizando 200 explantes. O numero de folhas geradas e o
numero de raizes foram avaliados 30 dias apds o inicio do experimento, porém os
tratamentos ndo demonstraram diferenga estatistica significativa para o numero de

raizes formadas.

2.3.4.2 Experimento lll

Explantes com dois pares de folhas foram inseridos no Biorreator de Imerséo
Temporaria, patenteado pela Embrapa - Recursos Genéticos e Biotecnologia, e a
variavel testada foi a quantidade de vezes que o meio MS liquido (Anexo 2) foi
transferido, a fim de imergir os explantes. O delineamento experimental utilizado foi
o0 delineamento de blocos ao acaso com quatro tratamentos, seis repeticdes por
tratamento (14 explantes por repeticao), totalizando 336 explantes.

O primeiro tratamento (T1) foi a testemunha, onde os explantes ficaram 24 horas
em meio de cultura MS liquido. No segundo tratamento (T2), houve a imersdo do
meio de cultura MS liquido quatro vezes ao dia, 360 minutos de tempo entre cada
imerséo. No terceiro tratamento (T3), oito vezes ao dia, o meio de cultura MS liquido
entrou em contato com os explantes, 180 minutos de tempo entre cada imersao. Por
fim, no quarto tratamento (T4), doze vezes ao dia de imersdo de meio de cultura
liquido MS, 120 minutos de tempo entre cada imerséao.

Para entrada do meio de cultura nos frascos (tratamentos T2, T3 e T4) o tempo
foi de 30 segundos para todos os tratamentos. O periodo que os explantes
permaneceram em imersao no meio de cultura foi de cinco minutos para os
tratamentos T2, T3 e T4. O tempo de saida do meio de cultura dos frascos foi de um
minuto nos tratamentos T2, T3 e T4. O ar foi renovado nos frascos dos tratamentos
T2, T3 e T4 a cada 60 minutos, por um periodo de dez segundos. O Biorreator esta
localizado na sala de crescimento de culturas do laboratério de Micropropagacéo,
em condigdes controladas assépticas e teve o seu fotoperiodo ajustado para ser
igualado a sala de crescimento de culturas. Os explantes no frasco foram cultivados
sob luz fluorescente branca fria, com densidade de fluxo de fétons de 20 pmol.m2.s™

com fotoperiodo de 16 horas e temperatura a 25 + 2 °C.
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A avaliagdo do experimento de multiplicagdo em biorreator de imerséo
temporaria foi feita pela diferenca entre a massa final (ap6s 15 dias de cultivo) e a
massa inicial dos 14 explantes inseridos nos frascos do biorreator por repeticdo. A
diferenca foi denominada rendimento e as médias dos rendimentos foram

comparadas.

2.3.5 ACLIMATIZAGAO

Estacas de 2,5 cm de comprimento com um par de folhas foram feitas a partir
de explantes de lupulo da variedade Chinook estabelecidos e multiplicados in vitro
por um periodo de trés meses. Os tratamentos consistiram na inser¢ao de estacas
em tubetes de 120 cm?® com diferentes concentracdoes de fertilizante de liberacao
lenta (Basacote Mini 6M) e equivalentes de NPK (a partir de ureia, superfosfato
simples e cloreto de potassio) misturadas em 4800 cm?® de substrato Tropstrato. Os
tratamentos consistiram nas seguintes concentracdes de fertilizantes:

- T1 (Testemunha): os tubetes foram preenchidos apenas com substrato;

- T2: 14,4 g de fertilizante de liberagao lenta;

- T3: 28,8 g de fertilizante de liberagao lenta;

- T4: 43,2 g de fertilizante de liberagao lenta;

- T5: 4,16 g de ureia (N), 4,8 g de superfosfato simples (P) e 3,84 g de cloreto
de potassio (K);

- T6, 8,32 g de ureia (N), 9,6 g de superfosfato simples (P) e 7,68 g de cloreto
de potassio (K);

- T7: 12,48 g de ureia (N), 14,4 g de superfosfato simples (P) e 11,52 g de
cloreto de potassio (K).

O experimento de aclimatizagcado consistiu de 7 tratamentos com 5 repetigdes,
8 estacas por repeticao, totalizando 280 estacas. Os tubetes foram dispostos em
delineamento inteiramente casualizado em suportes plasticos e mantidos por um
periodo de 15 dias em casa de vegetagdo com nebulizagédo intermitente (5 segundos
a cada 30 minutos). A taxa de sobrevivéncia das estacas foi avaliada apds esse
periodo.

Os tubetes foram transferidos para casa de vegetagdo sem nebulizacao,

distribuidos em delineamento inteiramente casualizado, com controle dos dados de
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temperatura (maxima e minima) e umidade (maxima e minima). As estacas de lupulo
var. Chinook foram regadas diariamente no periodo da manha durante 60 dias.

O comprimento das raizes, o numero de raizes principais, o0 volume de raizes,
a massa seca de raizes, a altura da parte aérea, o numero de folhas geradas, a area
foliar e a massa seca de folhas foram avaliados 75 dias apdés o inicio do
experimento. O volume de raizes e a area foliar foram avaliados com auxilio do

equipamento WinRhizo.

2.3.6 ANALISE ESTATISTICA

As variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a sua homogeneidade
pelo teste de Bartlett. Os dados dos experimentos os quais apresentaram muitos
resultados nulos foram transformados para possibilitar a aplicacdo do teste de
Bartlett. As variaveis cujas varidncias mostraram-se homogéneas tiveram os efeitos
dos tratamentos testados por meio do teste F da de varidncia. As médias foram
comparadas pelo teste de comparagdo de médias Tukey a 1% de probabilidade.
Para aplicacédo das analises foi utilizado o programa ASSISTAT® (SILVA; AZEVEDO,
2016).
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.4.2 ASSEPSIA E INTRODUCAO IN VITRO

As analises dos dados demonstraram que houve interagao significativa entre
os fatores tipo de explante e assepsia para taxa de sobrevivéncia (Anexo 2 - tabela
a). As gemas apicais e laterais de lupulo var. Chinook (Figura 2) apresentaram taxas
de sobrevivéncia de 95% e 90%, respectivamente, e nao diferiram estatisticamente
quando utilizada a assepsia A2. A taxa de sobrevivéncia da folha em corte
longitudinal ndo pdde ser estabelecida, pois ndo houve sobrevivéncia de explantes
na utilizagdo dos dois tipos de assepsia (Tabela 1). Os dados foram transformados
para aplicacao do teste de Bartlett em razdo da quantidade de respostas nulas, as
quais impossibilitam a realizagao da analise.

A inviabilidade causada pela assepsia A1, pode ter-se dado pela utilizagao do
etanol 70% e Tween 20 os quais podem ter sido nocivos na concentragdo e / ou no
periodo em que ficaram em contato com os explantes, diferindo dos resultados
obtidos por Horlemann et al. (2003) para a variedade Tettnanger de lupulo. A adig&o
de um tecido vegetal em determinados agentes desinfetantes pode gerar a morte
celular e assim ndo existe um procedimento padrao a ser adotado, a forma de
assepsia deve ser adaptada para diferentes variedades e tecidos vegetais. O
estabelecimento in vitro s6 tem inicio a partir da assepsia correta, tendo assim
explantes saudaveis para cultura de tecidos (SMITH, 2000). O etanol pode gerar a
desidratacédo dos tecidos vegetais e € geralmente utilizado em concentragdes de 70
e 80% (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O tempo de imersdo dos explantes e a concentragcédo do hipoclorito de sédio
foram estimados por testes prévios para a criagcdo da assepsia A2. Os resultados
foram satisfatérios, ndo ocorrendo contaminacéo e deixando os explantes viaveis. O
sucesso da assepsia A2 pode ter se dado pelo fato do hipoclorito de sédio nao
apresentar alta taxa de toxicidade a alguns tipos explantes (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998).
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Figura 2 — a)Gema apical e b) lateral de Iupulo var. Chinook in vitro, apés passarem pela assepsia
com hipoclorito de sédio 10% (A2).
: /

Fonte: A autora (2016).

O tipo de explante folha em corte longitudinal de Ilupulo var. Chinook nao
apresentou desenvolvimento e teve morte celular na totalidade avaliada. O
insucesso da introdugdo com o uso de corte longitudinal de folha, pode ter se dado
pela dificuldade apresentada em ser feita a assepsia em um tecido vegetal maior e
mais tenro ou pela técnica desempenhada de forma nao satisfatoria, tendo em vista

a sua complexidade.

Tabela 1. Taxa de sobrevivéncia de explantes de lupulo var. Chinook em diferentes tipos de assepsia
para introdugao in vitro.

TAXA DE SOBREVIVENCIA (%)

EXPLANTE Assepsia A1 Assepsia A2

Gema apical 0 a B 95 a A

Gema lateral 0 a B 90 a A
Folha em corte longitudinal 0 a A 0 b A

C.V. (%) = 12,93

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Letras minusculas — colunas; letras
maiusculas — linhas. Assepsia A1: Etanol 70% (5 min.); hipoclorito de sédio 7% + 2 gotas Tween 20 -
0,01% (10 min.); 3 lavagens (1 min. cada) agua destilada autoclavada (HORLEMANN et al., 2003).
Assepsia A2: Hipoclorito 10 — 12% (24 min.); 4 lavagens (1 min. cada) agua destilada autoclavada.
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2.4.3 MULTIPLICACAO IN VITRO

2.4.21 Experimento |

O numero de folhas geradas no primeiro experimento de multiplicag&o in vitro
de ldpulo var. Chinook n&o apresentou interagdo significativa entre os fatores
(citocinina x n° de pares de folhas) (Anexo 2 — tabela b) e as médias de cada fator
foram analisadas separadamente.

A média de numero de folhas geradas foi superior na testemunha (Tabela 2),
os explantes apresentaram alongamento de caule e foi observado que nao existe a
necessidade da utilizagdo de reguladores vegetais para o cultivo in vitro de lupulo da
variedade Chinook.

A concentracao de 4,44 uM da citocinina BAP induziu a formagao de calos em
todos explantes, quando adicionada ao meio de cultura MS, o que pode ter
contribuido para o atraso do aparecimento de novas folhas e o menor alongamento
de caule. A organogénese indireta deve ser evitada quando se buscam maiores
taxas de multiplicagcdo de explantes. A formacédo de calos geralmente gera a
variacédo somaclonal, sendo indesejada em micropropagacao (DODDS; ROBERTS,
1985).

A formagao de calos também ocorreu com a concentracao de 4,65 uM da
citocinina CIN, mas atingiu menos explantes. O equilibrio do balango hormonal
auxina / citocinina gera a formacao de calos (SKOOG; MILLER, 1957). O balango
endoégeno de auxinas / citocininas no lupulo é promotor de rizogénese espontanea
(SOUSA, 200%5), indicando uma concentracdo superior de auxina enddégena com
adicdo de citocinina exdgena, o que provavelmente aproximou-se do equilibrio de

concentracdes e formou calos.

Tabela 2. Médias do numero de folhas geradas na multiplicagéo in vitro lapulo var. Chinook com o
fator tipos de citocinina.

TIPO DE CITOCININA MEDIA DO NUMERO DE FOLHAS GERADAS POR
EXPLANTE
Testemunha 8,53125 a
4,44 uM BAP 5,45000 b
4,65 uM CIN 6,47500 b

C.V. (%) = 15,11

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey.
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Explantes com dois pares de folhas apresentaram média superior de numero
de folhas geradas, quando comparados a explantes com um par de folhas (Tabela
3). A multiplicagao in vitro de lupulo é feita por cortes do caule com pares de folhas,
sendo assim, a maior quantidade de folhas geradas e o alongamento do mesmo

aumentam o poder de repicagem.

Tabela 3. Médias do numero de folhas geradas na multiplicagéo in vitro lupulo var. Chinook com o
fator numero de pares de folhas no explante.

NUMERO DE PARES DE FOLHAS MEDIA DO NUMERO DE FOLHAS GERADAS POR
EXPLANTE
1 par de folha 5,41667 b
2 pares de folhas 8,22083 a

C.V. (%) = 15,11

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey.

A formacao de raizes para a multiplicagao in vitro nao necessita expressar
altos valores, pois nos subcultivos essa parte sera descartada, além de ter sido
observado que a rizogénese em lupulo da variedade Chinook é rapida e espontanea.

A interagao entre os fatores tipo de citocinina e nimero de pares de folhas foi
significativa na avaliagéo da formacgao de raizes (Anexo 2 — tabela c).

As maiores quantidades de raizes formadas foram visualizadas quando
utilizados 1 par de folhas sem citocinina e 2 pares de folhas com 4,65 uM da
citocinina CIN, os quais ndo apresentaram diferengas estatisticamente significativas
(Tabela 4).

Tabela 4. Médias do numero de raizes geradas na multiplicagdo in vitro lupulo var. Chinook com o
fator tipos de citocinina.

Médias do niumero de raizes geradas por explante

1 PAR DE FOLHAS 2 PARES DE FOLHAS
Testemunha 4,3125 a A 2,6875 b B
4,44 yM BAP 2,3000 c A 2,5000 b A
4,65 uM CIN 3,8500 b B 4,3500 a A

C.V. (%) = 5,01

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Letras minusculas — colunas; letras
maiusculas — linhas.

O enraizamento com o uso de 4,65 uM da citocinina CIN foi direto. Embora
tenha sido observada a formagao de calos para esse tratamento, o novo sistema
radicular surgiu a partir dos proprios explantes. Ja com o uso de 0,01 mg/L da

citocinina BAP, foi indireto. As raizes formadas com a utilizacdo de BAP adicionado
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ao meio de cultura surgiram a partir das estruturas dos calos. Como ocorreu uma
organogénese indireta, o tempo para formacado de raizes foi maior, pois antes
passaram pela calogénese. O maior tempo para formagdo pode ter sido uma
explicagao para reducao no enraizamento.

A fim de evitar ou reduzir a organogénese indireta na multiplicagao in vitro de
explantes de lupulo var. Chinook, pode-se buscar um balango hormonal auxina /
citocinina menor com a adigdo de uma concentragao maior de citocinina.

Roy et al. (2001) testaram diferentes concentragdes de auxinas e citocinas em
conjunto para a multiplicagao de brotagdes da variedade H138 de lupulo. A formagao
de calos teve alta expressdo, ndo encontrada apenas na utilizacdo de baixas
concentragcbes das auxinas NAA (acido naftalenoacético) e IAA (acido
indolil-3-butirico) em conjunto com diferentes concentracbes da citocinina BA

(benziladenina).

24.3.1 Experimento Il

No segundo experimento de multiplicacdo in vitro, ocorreu a interagao
significativa entre os fatores pares de folhas com tipo de fonte luminosa para numero
de folhas geradas (Anexo 2 — tabela d).

A fonte de luz fluorescente branca € comumente utilizada para cultura de
tecidos, porém, com o avango das pesquisas de cultura de tecidos e o crescimento
da necessidade de mudas mais rapidas criaram a luz LED Green Power. A luz LED
Green Power é uma fonte luminosa que objetiva diminuir o consumo e aumentar as
taxas de crescimento.

Os explantes com dois pares de folhas apresentaram maiores quantidades de
folhas geradas quando inseridos nos dois tipos de fontes luminosas, uma média de
aproximadamente 7 a 11 folhas novas por explante.

A utilizagdo da luz LED Green Power (Philips) apresentou médias superiores
de numero de folhas geradas, aproximadamente 8 a 11 folhas novas por explante
(Tabela 5).
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Tabela 5. Médias do numero de folhas geradas na multiplicagéo in vitro lapulo var. Chinook com
diferentes fontes luminosas.

MEDIAS DO NUMERO DE FOLHAS GERADAS POR EXPLANTE

EXPLANTE Luz fluorescente branca Luz LED Green Power
1 par de folhas 6,875 b B 8,625 b A
2 pares de folhas 7,500 a B 11,0625 a A

CV. (%) =217

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Letras mindsculas — colunas; letras
maisculas — linhas.

A interagdo que gerou resultados superiores para crescimento de lupulo var.
Chinook foi a com os explantes de dois pares de folhas cultivados sob luz LED
Green Power.

A utilizacdo da luz LED Green Power (Philips) gerou aumento do crescimento
possivelmente devido a essa fonte luminosa ter sido desenvolvida com
comprimentos de onda os quais possibilitam o aumento da taxa fotossintética. As
fontes luminosas LED desenvolvidas para cultura de tecidos proporcionam maior
taxa de multiplicagcdo dos explantes, maior comprimento das brotagcdes e aumento
do numero de clorofilas e carotenoides (SHIN et al., 2008).

O efeito benéfico da fonte luminosa LED na micropropagagao vegetal foi
relatado para diferentes espécies como crisantemo (KIM et al., 2004), videira
(POUDEL et al., 2008), morangueiro (ROCHA et al., 2010) e amoreira (ROCHA et
al., 2013).

Os explantes com dois pares de folhas cultivadas sob a luz LED Green Power
demonstraram resultados de crescimento superiores, provavelmente devido ao
maior numero inicial de tecidos que realizam fotossintese. O comprimento de onda,
variavel regulada para aumentar a taxa fotossintética na fonte luminosa LED Green
Power, é um dos fatores importantes para a eficiéncia na fotossintese (VICTORIO et
al., 2007).

As luzes emitidas por lampadas fluorescentes apresentam comprimentos de
onda que emitem luzes em mais de um espectro. Mas nao ha a utilizagdo em sua
totalidade por também emitirem luzes no espectro de luz ultravioleta, sendo essa

maléfica a cultura de tecidos in vitro (ROCHA et al., 2013).
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2.4.3.2 Experimento lll

A propagacao de lupulo var. Chinook por biorreator de imersao temporaria foi
possivel e foi observado crescimento acelerado dos explantes. Os explantes tiveram
taxa de crescimento visivelmente superior quando comparados aos explantes
micropropagados em frascos de vidros.

O maior crescimento pode ser explicado pela maior area dos frascos do
biorreator quando comparados aos frascos de vidro ou por ser feita a renovagao do
ar.

O tratamento de transferéncia de meio de cultura 4 vezes ao dia demonstrou
bons resultados de rendimento (Tabela 6), embora todos resultados tenham
apresentado taxa de multiplicagado visivelmente superior quando comparados ao
cultivo normal in vitro em frascos de vidro com meio de cultura MS semi-sdlido.

A diferenca entre os tratamentos nao foi elevada e significante,
possivelmente, pois o periodo de cultivo no biorreator foi reduzido a apenas 15 dias.
O subcultivo de lapulo var. Chinook em frascos de vidro contendo meio MS
semi-solido é feito de 25 a 30 dias. Os pré-testes realizados indicam que um periodo
maior provavelmente geraria maiores diferengas entre os tratamentos no rendimento
da multiplicacdo em biorreator de imerséo temporaria.

A diminuigdo gradual dos rendimentos inversamente proporcional a
quantidade de vezes de imersao de meio de cultura pode ter sido ocasionada devido
aos explantes de lupulo var. Chinook serem pequenos e frageis, os quais em parte
podem ter sido levados juntamente aos meios de cultura nas transferéncias. Para
evitar esse problema que pode ter ocorrido, podem ser colocados filtros de modo a
impedir a passagem ou o fechamento da passagem dos canos do biorreator pelos

explantes.
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Tabela 6. Rendimento da diferenga de massa final para massa inicial na multiplicagéo in vitro lupulo
var. Chinook em biorreator de imersao temporaria.

TRATAMENTO RENDIMENTO (MASSA)
T1 — Testemunha 2,5680 ab
T2 - 4 vezes ao dia 2,6450 a
T3 - 8 vezes ao dia 2,4783 bc
T4 - 12 vezes ao dia 2,3995 ¢

C.V. (%) = 3,78

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey.

2.4.4 ACLIMATIZAGAO

A aclimatizagdo € uma fase determinante e cautelosa para as plantas
micropropagadas in vitro, pois ha a necessidade de adaptagdo a um novo ambiente
(FRANCA, 2016). Apdés 15 dias sob nebulizagdo, verificou-se a taxa de

sobrevivéncia das microestacas de lupulo var. Chinook (Figura 3).

Figura 3 — Plantas micropropagadas 15 dias apds a instalacdo do experimento de aclimatizagcéo de
lupulo var. Chinook.

Fonte: A autora (2016).

O tratamento T2 apresentou a maior taxa de sobrevivéncia das microestacas,
com 14,4 g de fertilizante de liberagao lenta (Basacote Mini) misturado no substrato

Tropstrato (Tabela 7).
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Tabela 7. Taxa de sobrevivéncia (%) de estacas de lupulo var. Chinook com fertilizantes.

TRATAMENTO Taxa de Sobrevivéncia (%)
T 775 ¢
T2 100 a
T3 75 ¢
T4 60 d
T5 87,5 b
T6 60 d
T7 725 c

CV. (%) =517

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. T1 — testemunha. T2 - 14,4 g
Basacote Mini 6M. T3 - 28,8 g Basacote Mini 6M. T4 - 43,2 g Basacote Mini6M. T5-4,16gN, 4,8gP
e3,84gK. T6-8,32gN,96gPe768gK. T7-1248gN,144gPe 11,52gK.

As maiores doses de fertilizante de liberagdo lenta (T3 e T4) podem ter
representado um aumento de toxicidade para as microestacas, por aumento ou
diminuicdo de nutrientes, podendo acarretar mudancas no pH ou competicao por
ligantes no metabolismo da planta (FAGERIA, 2001).

O acesso a agua também pode ter sido limitado, componente importantissimo
na aclimatizagao, pois o fertilizante de liberagao lenta possui granulos revestidos
com polimeros, os quais absorverem agua do solo para desempenhar seu
mecanismo de acao (GUARESCHI et al., 2011).

A fertilizagdo com doses de ureia, superfosfato simples e cloreto de potassio
apresentou porcentagem de sobrevivéncia superior ao fertilizante de liberagao
apenas no tratamento T7. Isso pode ter ocorrido devido a menor disponibilidade de
nutrientes nos tratamentos T5 E T6 quando comparados aos tratamentos T2 E T3,
pois o fertilizante de liberagéo lenta apresenta um mecanismo de acédo diferente na
liberagao de nutrientes.

Apds 60 dias, foi realizada a anadlise dos resultados do experimento de

aclimatizagao e as médias dos tratamentos foram comparadas (Tabela 8 e 9).
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Tabela 8. Andlises de comprimento (cm), volume (cm?®), massa seca (g) e nimero de raizes principais
formadas em estacas de lupulo var. Chinook com fertilizantes.

Analises de raizes

Tratamento Comprimento (cm) N° de raizes Volume (cm?) Massa seca (g)
principais
T1 17,9200 a 1,0000 d 0,16525 d 0,01763 e
T2 17,9050 a 2,3725 b 1,07400 a 0,15158
T3 14,9550 b 2,5800 a 0,79950 ¢ 0,13393 d
T4 15,8100 ab 2,4875 ab 1,10200 a 0,16055 bc
T5 17,3825 ab 21775 ¢ 0,93550 b 0,15693 bc
T6 16,5550 ab 2,5175 a 0,95450 b 0,17985 a
T7 17,4275 ab 2,5625 a 1,11400 a 0,16433 b
C.V.(%)=86,75 C. V. (%)=2,43 C.V.(%)=2,18 C.V.(%)=3,64

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. T1 — testemunha. T2 - 14,4 g
Basacote Mini 6M. T3 - 28,8 g Basacote Mini 6M. T4 - 43,2 g Basacote Mini6M. T5-4,16g N, 4,8g P
e3,84gK. T6-832gN,96gPe768gK. T7-1248gN,144gPe 11,52gK.

O comprimento de raiz formada na aclimatizagdo de lupulo var. Chinook
micropropagado foi superior nos tratamentos T1 (testemunha) e T2 (14,4 g de
fertilizante de liberagao lenta). Os tratamentos T1 e T2 n&o apresentaram diferencas
estatisticas e formaram raizes com comprimento de aproximadamente 17,9 cm
(Tabela 8).

As raizes podem apresentar maior desenvolvimento quando algumas doses
do fertilizante de liberagao lenta sdo utilizadas, pois o mesmo foi desenvolvido para
disponibilizar maior numero de nutrientes no substrato ao longo do tempo (GOMES,
2017).

A testemunha (T1) apresentou o menor numero de raizes principais formadas,
provavelmente por fazer a maior absorcdo de nutrientes em um substrato com
menor disponibilidade em uma raiz principal e ndo despender energia para a
formagao de novas raizes, apenas para ramificagdo da principal para aumentar area
de absorc¢ao.

Os tratamentos T3, T6 e T7 nao apresentaram diferenga estatisticamente
significativa e apresentaram maior média de niumero de raizes principais formadas,
aproximadamente 3 raizes principais por explante em cada tratamento (Tabela 11).

O volume das raizes formadas foi maior nos tratamentos T2, T4 e T7, os
quais nao diferiram entre si estatisticamente. Os tratamentos T5 e T6 também néo
apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si para volume de raiz,

nem para comprimento de raiz (Tabela 8).
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A massa seca de raiz foi maior em todas as doses de fertilizagcdo a partir de
NPK (T5, T6 e T7), em comparacgao a dose correspondente na fertilizagao a base de
fertilizante de liberagéo lenta (T2, T3 e T6) (Tabela 8). Isso pode sugerir a maior
influéncia do volume das raizes na massa seca do que o numero de raizes principais
e 0 comprimento das mesmas.

Todos os tratamentos com fertilizantes foram superiores ao controle, de
aproximadamente 5,6 vezes, da menor altura, a 13,5 vezes maiores, da maior altura
da parte aérea (Tabela 9).

O aumento do numero de nutrientes disponiveis ao longo do tempo com o uso
de algumas doses de fertilizante de liberagao lenta, pela sua forma de acéo, pode ter
contribuido com o alongamento do caule, como para o tratamento T2, que foi
superior ao tratamento de dose equivalente de NPK (T5) (Tabela 9). Rossa et al.
(2015) obteve aumento da altura em mudas de Eucalyptus grandis com a utilizagao
desse tipo de fertilizante, em comparagao a fertilizante comum.

O fertilizante de liberacdo lenta pode apresentar menores perdas de
compostos essenciais necessarios a planta (COMPO EXPERT BRASIL
FERTILIZANTES), por esse motivo pode ter ocorrido uma melhor disponibilidade de
potassio, o qual tem ac&o associada com acido giberélico nos mecanismos de
alongamento de caule (GUARDIA; BENLLOCH, 1980; GOMES, 2017). O possivel
acumulo de potassio na parte aérea de lupulo pode ter se demonstrado diretamente
proporcional a altura da mesma (OLIVEIRA, 2016).

O aumento da disponibilidade no tratamento T3, com fertilizante de liberagao
lenta, pode ter acarretado um efeito inibitério e toxico para a variedade Chinook de
lupulo. O efeito téxico pode ter se dado pela mudanga no pH do substrato, fator

importante no desenvolvimento de lupulo.
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Tabela 9. Analises de altura de parte aérea (cm), numero de folhas, area foliar (cm?) e massa seca de
folhas (g) em estacas de lupulo var. Chinook com fertilizantes.

Analises de raizes

Tratamento Altura de parte N° de folhas Area foliar (cm?) Massa seca de
aérea (cm) folhas (g)
T1 3,0275 f 4,2500 c 7,56975 g 0,01763 f
T2 23,3900 c 13,7100 b 163,0927 e 0,27138 d
0
T3 16,9675 e 14,4750 b 127,6365 f 0,39803 a
0
T4 27,2525 b 17,6750 a 200,3887 ¢ 0,37330 b
0
T5 20,1050 d 13,9325 b 176,11300 d 0,30975 c¢
T6 23,5650 c 14,3525 b 224,3652 b 0,21960 e
0
T7 40,9950 a 16,8725 a 254,6087 a 0,40740 a
0
C.V. (%) =164 C. V. (%)=3,85 C. V. (%)=1,89 C. V. (%) =1,51

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. T1 — testemunha. T2 - 14,4 g
Basacote Mini 6M. T3 - 28,8 g Basacote Mini 6M. T4 - 43,2 g Basacote Mini6M. T5-4,16g N, 4,8gP
e3,84gK. T6-832gN,96gPe768gK. T7-1248gN,144gPe 11,52gK.

A maior altura de parte aérea foi de aproximadamente 41 cm, encontrada no
tratamento T7, o qual consiste nas maiores doses de NPK em comparacdo aos
tratamentos T5 e T6. O lupulo pode ter respondido melhor a fertilizagao a partir de
ureia, superfosfato simples e cloreto de potassio por apresentar os nutrientes
diretamente disponiveis no substrato, sem transferéncia de uso de &agua no
substrato.

O numero de folhas gerado foi semelhante nas doses correspondentes nas
duas formas de fertilizacdo. As doses de fertilizante de liberagdo lenta dos
tratamentos T2, T3 e T4 correspondem, respectivamente, as doses de fertilizagido
por fontes de NPK dos tratamentos T5, T6 e T7. Os maiores numeros de folhas
observadas foram nos tratamentos com maiores doses de ambos os fertilizantes,
ndo apresentando diferenca estatistica significativa (Tabela 9).

A testemunha formou aproximadamente 4 folhas por planta e nos tratamentos
T4 e T7 foram geradas aproximadamente 18 folhas e 17 folhas por planta,
respectivamente, diferenciando expressivamente o uso da fertilizacdo na

aclimatizacgao.
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O lupulo apresenta respostas positivas com a adigao de nitrogénio, o qual tem
acao na divisao e expansao celular das folhas (CHAPIN, 1980). O aumento da area
foliar diretamente proporcional ao aumento das doses de fertilizante de liberacao
lenta dos tratamentos T2 e T4 e ao aumento de todas as doses de NPK (T5, T6 e
T7) pode ocorrer como consequéncia do aumento gradual da quantidade de
nitrogénio (Tabela 9).

A area foliar tem relagdo com a massa seca das folhas, pois quando ha
aumento na area fotossintética, a captacdo de luz e fixacdo de CO, sao
aumentadas. Dessa forma, o aumento da taxa fotossintética gera um uma
disponibilidade maior de energia, ocorrendo expansao e divisao celular, diretamente
proporcional a massa seca de folhas (GOMES, 2017).

Na avaliagdo com a variedade Chinook de lupulo, a massa seca das folhas
teve comportamento semelhante a area foliar, diferindo apenas no tratamento T6
para os dois tipos de fertilizantes (Tabela 9). O uso da dose de 28,8 g de fertilizante
de liberacdo lenta pode ter influenciado no volume, mais especificamente na
espessura das folhas. Tendo em vista que a area foliar foi maior para o fertilizante
NPK do que para o fertilizante de liberacao lenta, e como os dois parametros
costumam ser diretamente proporcionais, o fertilizante de liberacdo lenta no
tratamento T6 (28,8 g) pode ter aumentado a espessura das folhas geradas. Esse
fato pode ter ocorrido pela diminuigdo na disponibilidade de agua, pelo modo de
acao do mesmo, podendo se estabelecer uma cuticula, para diminuicdo por

evapotranspiracao.
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2.5 CONCLUSAO

O desenvolvimento do presente trabalho possibilitou a criagdo de um protocolo
para a micropropagacao de lupulo var. Chinook. Na introdugao in vitro € possivel
concluir que existe a necessidade de uma assepsia especifica para a variedade
Chinook, pois ao utilizar um tipo de assepsia estabelecida para outra variedade de
lupulo, encontrada na literatura, ndo houve sucesso. A concentragdo de citocininas
utilizadas para a multiplicagao in vitro ndo é favoravel, contudo, € necessario testar
outras concentracbées a fim de buscar uma forma para aumentar o poder de
repicagem em um menor tempo. A utilizacdo da luz LED Green Power, da marca
Philips, e o biorreator de imersdo temporaria, patenteado pela Embrapa, sé&o
observados como alternativas para acelerar a multiplicagdo in vitro de ldpulo,
refletindo positivamente no processo de obtengdo de mudas e promissoras para o
cultivo da espécie. Na fase de aclimatizacdo, os resultados demonstram que a
utilizacdo de fertilizantes contribui satisfatoriamente para o crescimento e
desenvolvimento das mudas de lupulo. A dose de NPK com 12,48 g de ureia, 14,4 g
de superfosfato simples e 11,52 g de cloreto de potassio demonstra bons resultados
para a parte aérea da variedade Chinook de lupulo e pode ser considerada uma
melhoria para as mudas aclimatizadas. O protocolo de micropropagagao
desenvolvido para a variedade Chinook de lupulo possibilita a obtencdo de mudas
sadias para utilizacdo em outros projetos de pesquisa com a espécie vegetal, além
de proporcionar o inicio do banco de germoplasma de lupulo no Laboratério de

Micropropagacao de Plantas da Universidade Federal do Parana.
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2.6 ORGANOGRAMA DO PROTOCOLO DE MICROPROPAGACAO DE
LUPULO VAR. CHINOOK
Excizar gemas apican I laterais de | pIJIEI var. Chinook &
lavar com agua deionizada
Submergir em hipaclonite de
Lawvar em agua destilada
Insenr am frascos individuais com meaio M3
sami-solido (Anexo 1)
Cultivar em zala de cresciments sob condicoes
asséplicas e conlreladas
[ Excisar explantes com 2 pares J
de folhas
Produgio de mudas | Producao de mudas || - Banco de germoplasma }
h, i r i 3 rari i
i -
Inserir 4 explantes em frasco com 40 Frogramar biorreator para Inserir 4 explantes em frasco com 40
mlL de melo MS semi-sdlido imers&o de meio de cultura 4 mL de meio MS semi-sdlido
: vezes ao dia
Cubllivar em sala de crescimento, de Cultivar em sala de crescimento sob
preferéngia sob luz LED Green Power condigies assépticas e controladas
\' |
- ~, -
Repicar a cada 20 dias Repicar a cada 45 dias ] [ Repicar & cada 20 dias }
' " '
Excisar microastacas de 2,5 cm Excisar microestacas da 2.5 cm J
h, com um par da folhas J h, com um par de folhas
- ~, -
Inserir em tubates preenchidos Insearir em ubetes preenchidos J
h, de subtrato e fedilizante J h, dea sublrato e fartilizante
s i
Cultivar em casa de vegetagdo com Cultivar em casa de vegetagio com nebulizagio
nebulizagao intermitente por 15 dias intermitente por 15 dias
b e
Casa de vegelacao: regar J Casa de vegelacio: regar
. diariamente no periode da diariamente no pariodo da
p TR p TR
Transferir para vasos ] Transferir para vasos J
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3 ORGANOGENESE DE LUPULO VAR. CHINOOK

RESUMO

Humulus lupulus L., popularmente conhecido como lupulo, € uma espécie
pertencente a familia Cannabaceae, utilizado principalmente pela industria cervejeira
e de grande interesse econbmico mundial. A importancia da espécie e a demanda
pelo mercado brasileiro fazem com que sejam necessarios estudos para o inicio do
cultivo comercial de lupulo no Brasil, com isso o melhoramento genético vegetal é
uma ferramenta importante na exploragcdo da espécie que nao é nativa. O
melhoramento de lupulo pode ser feito com a utilizagdo de calos in vitro, porém ha a
necessidade de um protocolo especifico de organogénese para cada variedade, pois
estudos demonstram que a regeneracdao dos calos € um desafio por apresentar
baixos indices, quando alcangada. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
protocolo de organogénese para a variedade Chinook de lupulo. O efeito dos
explantes (folha, segmento internodal e segmento de raiz) com diferentes
reguladores vegetais (4,4 uM TDZ, 4,4 yM BAP, 0,06 uM IAA e 4,4 uM BAP+ 0,06
MM IAA), adicionados ao meio de cultura MS semi-sélido, na indugao a formacgao e
na regeneragdo de calos foram avaliados. A porcentagem de formagédo de calos
(93,75%) e o didmetro dos calos formados (0,6125 cm) no explante raiz com meio
de cultura suplementado de TDZ foram inéditos, pois se trata de um tipo explante
ainda nado abordado para organogénese em lupulo. A média superior de
porcentagem de brotagdes formadas foi encontrada quando se utilizou o explante
segmento internodal com TDZ (69,58%). O enraizamento avaliado na interagdo do
explante segmento internodal com a auxina IAA (média 34,37%) foi o com
porcentagem superior. As plantas regeneradas foram cultivadas in vitro em meio MS
semi-soélido sem regulador vegetal e foram multiplicadas com sucesso.

Palavras-chave: Humulus lupulus L. Calos. Reguladores vegetais. Regeneragéo.



73

HOP VAR. CHINOOK ORGANOGENESES

ABSTRACT

Humulus lupulus L., popularly known as hop, is a species belonging to the
Cannabaceae family, used mainly by the brewing industry and of great economic
interest worldwide. The species importance and the demand from Brazilian market
makes it necessary to study for the beginning of commercial hop cultivation in Brazil,
so that plant genetic improvement is an important tool in the exploration of the
species that is not native. The hop improvement can be done with the use of calli in
vitro, however, there is a necessity for a specific organogenesis protocol for each
variety, since studies show that callus regeneration is a challenge because it
presents low rates when it is reached. The objective of this work was to establish an
organogenesis protocol for hop Chinook variety. The effect of the explants (leaf,
internodal segment and root segment) with different plant regulators (4.4 uM TDZ,
4.4 uM BAP, 0.06 pM IAA and 4.4 uM BAP + 0.06 uM IAA), added to the semi-solid
MS culture medium, in the induction of callus formation and regeneration were
evaluated. The callus formation percentage (93.75%) and the calli formed diameter
(0.6125 cm) in the root explant with TDZ supplemented culture medium were
unpublished, since it is an explant type not yet addressed for organogenesis in hop.
The internodal segment explant with TDZ shows the sprouting upper average
percentage (69.58%). The rooting evaluated in the interaction of the internodal
segment explant with the auxin IAA (34.37%) was the highest percentage. The
regenerated plants were cultured in vitro in semi-solid MS medium without plant
regulator and were successfully multiplied.

Key-words: Hop. Callus. Plant Regulator. Regeneration.
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3.2 INTRODUGAO

O lapulo é uma espécie vegetal de enorme importancia comercial mundial,
principalmente por ser um item essencial na fabricagdo de uma das bebidas
alcoodlicas mais consumidas: cerveja. A importancia econémica faz com que haja
interesse em aprimorar o cultivo da espécie e em realizar processos de
melhoramento.

A organogénese possibilita a aplicagado de técnicas de manipulagdo genética
visando o melhoramento genético vegetal, como a transformagao por biobalistica ou
por Agrobacterium tumefaciens (LITZ; HAMMERSCHLAG, 1992).

A cultura de calos de lupulo se iniciou para verificar infecgdo fungica
(GRIFFIN; COLEY-SMITH, 1968). Teve diversas pesquisas para contornar doencgas
(CONNELL; HEALE, 1986), como eliminagao de virus (ADAMS, 1975), bem como
para o estabelecimento (LANGEZAAL; SCHEFFER,1992) e regeneracado (HEALE et
al., 1989) de calos verdes (SKOF et al., 2007) provindos de diferentes explantes:
segmentos de folhas, segmentos de peciolos e segmentos internodais.

A regeneragdo de plantas a partir de calos do lupulo foi relatada para as
variedades Shinshawase, Italy-2 (MOTEGI, 1979), Braganga, a partir de calos
derivados do caule e do peciolo, Brewers Gold, de calos derivados do peciolo
(BATISTA et al., 1996), Challenger, Eastwell Golding, Earlybird Golding (CONNELL,;
HEALE, 1986; HEALE et al., 1989), Nugget, de calos provenientes de segmento
internodal (GURRIARAN et al., 1999).

Os trabalhos de organogénese em lupulo séo escassos € ndo abordam todas
as variedades encontradas, tendo em vista que cada variedade necessita de um
protocolo diferente a ser seguido, com requisitos especificos para possibilitar a
regeneracéo dos calos (GURRIARAN et al., 1999).

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um protocolo de

organogénese para a variedade Chinook de lupulo.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.2LOCALIZACAO E MATERIAL VEGETAL

Os experimentos de organogénese de Iupulo var. Chinook foram
desenvolvidos em 2017, a partir de plantas propagadas in vitro, e realizados no
laboratorio de Micropropagagdo de Plantas, localizado no Departamento de
Fitotecnia e Fitossanitarismo do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Parana (Curitiba — PR).

3.3.3 INDUCAO A FORMAGAO DE CALOS IN VITRO

Os experimentos de organogénese foram iniciados a partir de explantes de
lupulo da variedade Chinook estabelecidos e multiplicados in vitro por um periodo de
trés meses, sob condigdes controladas e assépticas. Segmentos internodais de 1
cm, segmentos de raizes de 1 cm e folhas de aproximadamente 1 cm, foram
adicionados em frascos de vidro contendo 40 mL de apenas meio de cultura MS
semi-solido (Anexo 1) e meio de cultura MS semi-solido com diferentes reguladores
vegetais. Os reguladores vegetais utilizados separadamente foram 4,4 yM de TDZ
(thidiazuron), 4,4 uM de BAP (6-benzilaminopurina), 0,06 uM de IAA (acido
indolacético) e 4,4 yM de BAP com 0,06 uM de IAA.

Os tratamentos foram caracterizados pela combinacdo entre os fatores
regulador vegetal (testemunha, TDZ, BAP, IAA e BAP + IAA) e tipo de explante
(segmento internodal, segmento de raiz e folha). Os tratamentos foram distribuidos
em delineamento inteiramente casualizado, no esquema fatorial 5x3, em sala de
cultura de tecidos vegetais, sob condi¢gdes controladas.

O experimento consistiu em quatro repeticdbes por tratamento, com dez
explantes por repeticdo, totalizando 600 explantes. A formacdo de calos e a
coloragdo dos mesmos foram avaliadas apds um periodo de 30 dias da instalacéo

do experimento.
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3.3.4 PROLIFERACAO E REGENERAGAO DE CALOS IN VITRO

Para proliferar os calos de lupulo var. Chinook in vitro foi feito um subcultivo
30 dias apds o inicio do experimento de formagado de calos, repetindo o
delineamento e a formulagdo dos meios de cultura onde se encontravam (descrito
no topico 3.3.2).

O experimento consistiu em quatro repeticdbes por tratamento, com dez
explantes por repetigao, totalizando 600 explantes. O diametro dos calos formados
foi avaliado 30 dias apds o subcultivo, sob condigdes assépticas, em camara de
fluxo laminar.

A avaliagcédo da regeneracgao in vitro dos calos de lupulo var. Chinook consistiu
na analise da formagao de brotacdes e de raizes a partir das estruturas dos calos 60
dias apds o inicio do experimento. As raizes provenientes do explante inicial nao
foram consideradas e as brotacdes formadas foram retiradas e inseridas em frascos
de vidros com 40 mL de meio de cultura MS semi-sdlido e cultivadas com facilidade

em sala de cultura de tecidos vegetais, sob condi¢gdes controladas.

3.3.4 ANALISE ESTATISTICA

As variancias dos tratamentos foram avaliadas quanto a sua homogeneidade
pelo teste de Bartlett. Os dados dos experimentos os quais apresentaram muitos
resultados nulos foram transformados para possibilitar a aplicagdo do teste de
Bartlett. As variaveis cujas variancias mostraram-se homogéneas tiveram os efeitos
dos tratamentos testados por meio do teste F da de variancia. As médias foram
comparadas pelo teste de comparagdo de médias Tukey a 1% de probabilidade.
Para aplicagcédo das analises foi utilizado o programa ASSISTAT® (SILVA; AZEVEDO,
2016).
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos experimentos de organogénese de Iupulo var. Chinook
demonstraram interagédo estatistica entre os fatores regulador vegetal (testemunha,
TDZ, BAP, IAA e BAP + IAA) e tipo de explante (folha, segmento internodal e

segmento de raiz) em todas as avaliagdes feitas (Anexo 2 — tabelas g / h).

3.4.1 INDUGCAO A FORMAGCAO DE CALOS IN VITRO

Os diferentes explantes de lupulo adicionados nos diferentes reguladores
vegetais geraram dois tipos de calos, os calos que se tornaram esverdeados e 0s
calos amarelados (Figura 4). Batista et al. (2000) também descreveram a formacéao
dessas duas diferentes coloracbes de calos para a variedade Eroica de lupulo, o

qual denominou GONCs os calos esverdeados e YGCCs os amarelados.

Figura 4 — Coloragédo de calos de lupulo var. Chinook formados: a) calos esverdeados; b) calos
amarelados.

Fonte: A autora (2017).

Na primeira avaliagao, realizada 30 dias apés a instalacdo do experimento, o
meio de cultura MS suplementado com 4,4 uM de TDZ apresentou porcentagens de
formagdo de calos que nao diferiram estatisticamente e foram satisfatérias para
todos os tipos de explantes — folha, segmento internodal e segmento de raiz. A
adicdo do TDZ (thidiazuron) ao meio de cultura MS gerou médias superiores de

porcentagem de formagao de calos e revelou que existe a possibilidade do explante
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segmento de raiz de lupulo formar calos, até entdo nédo explorado na literatura
(Figura 5).

Figura 5 — Porcentagem de formacao de calos de Iupulo var. Chinook.
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significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01) teste de Tukey. Letras minusculas —
reguladores vegetais; letras maiusculas — explantes. C.V. (%) = 5,77. R1 — Testemunha; R2 - 4,4 yM
TDZ; R3 - 4,4 uM BAP; R4 - 0,06 uM 1AA; R5 4,4 uM BAP + 0,06 uM IAA.

O TDZ é utilizado como um regulador vegetal que, dependendo da
concentragcédo, tem acao similar a uma citocinina. Para algumas espécies, este
regulador tem a capacidade de estimular a divisdo celular e o aumentar o
crescimento de calos dependentes de citocininas (PETRI et al., 1992; LU, 1993).
Murthy et al. (1998), em uma revisdo sobre TDZ, citou a superioridade na

proliferacédo de tecido calogénico do TDZ em relagao a outros reguladores vegetais.

A inducao de calos € dependente de um balango hormonal equilibrado de
concentragcbes de auxinas e citocininas e, no caso do lupulo, provavelmente, o
fornecimento da fenilureia (TDZ) utilizada em baixa concentragéo e de agao similar a
citocinina, no meio de cultura foi suficiente para se aproximar ao conteudo endégeno
de auxinas do explante. O conteudo enddégeno de auxina em lupulo é estimado
maior do que a concentragdo enddgena de citocinina, pois no balango auxina /

citocinina natural ocorre a rizogénese espontanea (SOUSA, 2005).

O meio de cultura MS suplementado com 4,4 uM de BAP, 0,06 uM de IAA e
4,4 uM de BAP + 0,06 uM de IAA nao demonstraram diferenga estatistica com o

explante segmento de raiz, resultados insatisfatorios para a formagao de calos.
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Os explantes folha e segmento internodal com citocinina (TDZ e BAP)
presente no meio de cultura tiveram resultados de médias superiores de
porcentagens na indugdo a formagao de calos e nao diferiram estatisticamente
(Figura 5). A concentragdo de citocinina foi provavelmente suficiente para, em
conjunto com a auxina endogena, e, no meio de cultura com reguladores vegetais
BAP e IAA, com a baixa concentragdo de auxina inserida no meio de cultura, um

balanco citocinina / auxina equilibrado.

O explante folha adicionado ao meio MS suplementado com auxina (IAA)
gerou formacdo de calos foi muito inexpressiva, provavelmente porque mesmo
sendo adicionada em baixa concentracdo (0,06 uM), o IAA somou-se a
concentracdo endogena de auxina da folha e pode ter proporcionado uma elevada

concentragéo deste regulador em relagao a citocinina enddgena.

3.4.2 PROLIFERAGAO DE CALOS IN VITRO

Figura 6 — Formacdo e didmetros de calos provenientes de diferentes tipos de explantes de lupulo
var. Chinook.

A B C

Segmento internodal Folha Segmento de raiz
D
0,5 cm 1,0 cm 2,0 cm 3,0 cm 4,0cm

Fonte: A autora, editado por Marilia Machado (2017).
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Tabela 10. Didmetros de calos (cm) formados de IUpulo var. Chinook a partir de diferentes reguladores
vegetais e tipos de explantes.

Folha Segmento internodal Segmento de raiz

Testemunha 0,0000 c A 0,2525 c A 0,0200 b A
TDZ (4,4 uM) 2,0594 a A 1,9482 ab A 0,6125 a B
BAP (4,4 uM) 1,0365 b B 1,6413 b A 0,0150 b C
IAA (0,06 uM) 0,0400 c B 0,5450 c A 0,0000 b B
BAP (4,4 uM) + IAA 1,7000 a B 2,0975 a A 0,0200 b C

(0,06 uM)
CV% =10,31

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Letras mindsculas — colunas; letras
maiusculas — linhas.

O explante segmento internodal apresentou maiores didmetros de calos
formados quando adicionado ao meio MS suplementado com BAP + |IAA, TDZ e
BAP (Tabela 10).

O explante folha no meio de cultura sem regulador vegetal e o explante
segmento de raiz no tratamento do meio de cultura MS suplementado com auxina
(IAA) apresentaram diametro de calos igual a zero, pois nao ocorreu formacgao de
calos nestes.

As diferencas na formacdo dos calos sao observadas, pois os tipos de
explantes podem apresentar variagdes em sensibilidade quando em contato com
reguladores de crescimento vegetal e/ou devido aos teores enddgenos de

horménios que existem em cada parte da planta (KARP, 1995) (Figura 6).

3.4.3 REGENERACAO DE CALOS IN VITRO

Nao foi constatada uma relagao entre classe de reguladores de crescimento
com a formagao de brotos e raizes, é possivel que esse efeito esteja relacionado
com a concentragao endégena de horménios dos proprios explantes (VALLE, 2003).

Os calos formados de coloragao clara tornaram-se esverdeados e formaram
brotacdes. Os calos de coloragdo amarelados tornaram-se marrons, com aspecto de
calos oxidados, multiplicaram, porém nao foi possivel a regeneragdo dos mesmos.
Sousa (2005) obteve resultados diferentes para calos amarelados da variedade
Braganca de lupulo, os quais posteriormente apresentaram aspecto necrético, se
desagregaram e morreram.

A regeneracgao dos calos de lupulo var. Chinook ocorreu com taxa superior no

explante segmento internodal no meio de cultura suplementado com TDZ (Tabela 11;
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Figura 7). A indugdo da organogénese nessa interagcao gerou brotagcbes 60 dias
apos a instalacéo do experimento e aproximadamente 30 dias apds o surgimento de
calos esverdeados. Gubis et al. (2003), testaram os efeitos de diferentes citocininas
em Humulus lupulus L. e também obtiveram maior resultado de regeneragao a partir
de TDZ.

Tabela 11. Porcentagem de formacao de brotagbes (%) provenientes de calos de lupulo var. Chinook
a partir de diferentes reguladores vegetais e tipos de explantes.

Folha (%) Segmento internodal (%)  Segmento de raiz (%)
Testemunha 0 a A 0 b A 0 a A
TDZ (4,4 uM) 3,13 a B 69,58 a A 0 a B
BAP (4,4 uM) 0 a A 4,35 b A 0 a A
IAA (0,06 uM) 0 a A 1,73 b A 0 a A
BAP (4,4 uM)+IAA 0 a A 8,33 b A 0 a A

(0,06 pM)

C.V. (%) =9,15

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Letras minusculas — colunas; letras
maiusculas — linhas.

Devido ao TDZ ser uma fenilureia utilizada como citocinina, sugere-se que
esse fato acrescido ao tipo de explante segmento internodal geraram um balango
hormonal favoravel, e a agcédo da citocinina possibilitou a emissdo de brotacdes. Pois
a organogénese é controlada pela concentragdo de reguladores vegetais e pelo

balanco citocinina/auxina presentes no meio de cultura (HANDRO; FLOH, 1990).

Figura 7 — Brotagao formada a partir de calos de lupulo var. Chinook (segmento internodal, TDZ).

Fonte: A autora (2017).
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A citocinina BAP pode néo ter sido de eficiéncia semelhante por consequéncia
de o TDZ ser mais potente que as aminopurinas e ambas terem sido utilizadas em
concentragbes equimolares, como sugerido por Huetteman e Preece (1993) para
condugdes de experimentos preliminares. A fenilureia apresenta estrutura diferente
das citocininas naturais pela auséncia da base nitrogenada (adenina) (LAMEIRA et
al., 1997). O meio de cultura suplementado com TDZ pode ter sido o Unico eficiente
devido a capacidade de estimular ou reduzir o metabolismo de degradacado de
citocininas, o que gera diferenga nas concentracbes endogenas de citocininas na
planta (FLORES et al., 2009).

O TDZ é considerado uma citocinina a base de ureia e, por isso, as enzimas
CK oxidases nao conseguem degrada-lo, podendo permanecer no tecido das
plantas nas quais foi inserido (ZAYED; ELBAR, 2015).

Segundo Cato et al. (2006), muitos estudos tém mostrado que citocininas do
tipo fenilureia, como o thidiazuron (TDZ), sao inibidores eficientes da atividade da
enzima a qual degrada citocininas. Analises da cinética da proteina codificada pelo
gene de oxidase de citocinina demonstraram que as fenilureias atuam como
inibidores competitivos de citocininas para o sitio ativo da referida enzima
(KERBAUY; PERES, 2004).

Aparentemente, o desempenho superior do TDZ pode ser devido a relagao
mais favoravel da atividade citocinina em concentracdes equimolares e/ou a forma
de acao diferir de outros tipos de citocininas no processo de desdiferenciacao e
rediferenciacao celular (KANEDA et al., 1997). Também, como citado por Murthy et
al. (1995) em um trabalho feito com amendoim (Arachis hypogaea), pela
possibilidade de deter a acumulagado de auxinas e citocininas endoégenas na planta.

A nao ocorréncia da regeneragdo dos calos formados a partir do explante
segmento de raiz pode ter sido devido a agao e a concentracdo endogena de auxina
na raiz, nas quais sao altas por serem locais de produgdo. O aumento na
concentragcdo de citocinina exdgena, do tipo fenilureia, aplicada ao meio de cultura,
tem a possibilidade de ocorrer regeneragéo.

Os calos provenientes do explante folha nao apresentaram potencial
regenerativo para o meio de cultura sem regulador vegetal, com BAP, com IAA e
com BAP + |IAA. Embora ndo tenham apresentado diferenca estatistica, quando
inseridos no meio de cultura com TDZ, os calos apresentaram uma baixa

porcentagem de regeneracdo. Mesmo apresentando média baixa (3,13%), supde-se
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que caso ocorra 0 aumento da concentragcdo de thidiazuron, a resposta seja
favoravel.

Os calos provenientes do explante segmento internodal, quando inseridos no
meio de cultura MS sem regulador vegetal, ndo apresentaram regeneragao,
demonstrando a necessidade da adicdo de regulador vegetal para que haja a

formagao de brotacdes proveniente de calos.

Tabela 12. Porcentagem de formagéo de raiz (%) proveniente de calos de IUpulo var. Chinook a partir
de diferentes requladores vegetais e tipos de explantes.

Folha Segmento internodal Segmento de raiz

Testemunha 0 a A 0 c A 0 a A

TDZ (4,4 uM) 0 a A 0 c A 0 a A

BAP (4,4 uM) 1,04 a A 1,04 c A 0 a A

IAA (0,06 pM) 0 a B 34,37 a A 0 a B

BAP (4,4 uM) + IAA 0 a B 8,75 b A 0 a B
(0,06 uM)

C.V. (%) = 2,12

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Letras minusculas — colunas; letras
maiusculas — linhas.

A emissdo de raizes a partir dos calos formados foi observada no explante
segmento internodal, diferindo estatisticamente apenas quando o explante foi
inserido nos meios de cultura MS suplementados com auxina, IAA e BAP + IAA
(Tabela 12).

A formacgao de raizes apresentou resultados superiores quando em contato
com auxina, no tratamento do meio MS suplementado com IAA, isso pode ser
explicado devido a necessidade de ocorrer um balango hormonal auxina-citocinina
na planta, onde a auxina, neste caso, devera ser superior. Também pode demonstrar
0 papel da auxina no enraizamento. Quando associada a concentragéo 4,4 uM da
citocinina BAP, a porcentagem decresce aproximadamente para um quarto da
porcentagem de formacdo de raizes obtidas a partir da insergdo no meio apenas
com auxina.

A rizogénese direta, proveniente dos explantes iniciais e ndo proveniente dos

calos formados, nao foi considerada na avaliagao.
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3.5 CONCLUSAO

O desenvolvimento do presente trabalho possibilitou a criacgdo de um
protocolo para a organogénese em lupulo var. Chinook. Os resultados positivos na
regeneragao dos calos obtidos a partir do explante segmento internodal no meio de
cultura MS suplementado com TDZ (4,4uM) permitem encontrar um regulador
eficiente para a variedade, tendo em vista que existe a necessidade de ser
especifico. Porém, sdo necessarios testes com concentragcdes maiores de outras
citocininas que também podem vir a ser utilizadas. O desenvolvimento do protocolo
de organogénese com a variedade Chinook de Iupulo possibilita a utilizacdo para

futuros projetos de melhoramento genético vegetal.
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3.6 ORGANOGRAMA DO PROTOCOLO DE ORGANOGENESE DE LUPULO VAR.
CHINOOK

Excisar 1 cm de sagmento internadal de Mpuls

var. Chinook multiplicado i vifro por 3 meses

Inserir em Placa de Pelrl com meio MS
semi-solida (Anexo 1) suplementado com 4.4 M
da TDZ

asséplicas e controladas

Repicar a cada 30 dias

Retirar brotacbes formadas (calos regenerados),

insenr am frascos com maia M5 sami-salido &

[ Cultivar em sala de crescimento, sob condighes

R

cultivar em sala de crescimento
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ANEXO 1 - PARA 1 LITRO DE MEIO DE CULTURA MS (MURASHIGE

& SKOOG, 1962)

SOLUCAO ESTOQUE A NH,NO, (82,5 g/L) 20 mL
SOLUCAO ESTOQUE B KNO; (95 g/L) 20 mL
SOLUGAO ESTOQUE C H,BO; (1,24 g/L) 5 mL
KH,PO, (34 g/L)
KI (0,166 g/L)

Na,Mo0,.2H,0 (0,05 g/L)

CaCl,.6H,0 (0,005 g/L)
SOLUCAO ESTOQUE D CaCl,.2H,0 (88 g/L) 5mL
SOLUCAO ESTOQUE E MgSO,.7H,0 (74 g/L) 5mL

MnSO,.4H,0 (3,38 g/L)

ZnS0,.7H,0 (1,72 g/L)

CuS0,.5H,0 (0,005 g/L)

SOLUCAO ESTOQUE F Na,EDTA (7,45 g/L) 5mL
Fe,S0,.7H,0 (5,5 g/L)
TIAMINA 50 mg / 1000 mL 2mL
ACIDO NICOTINICO 50 mg /1000 mL 10 mL
PIRIDOXINA 50 mg / 1000 mL 10 ml
GLICINA 200 mg / 1000 mL 10 mL
MIO-INOSITOL 100 mg
SACAROSE 30 g

AGAR
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ANEXO 2 - TABELAS DE ANALISES DE VARIANCIA

Tabela a. Resumo da andlise de varidncia para taxa de sobrevivéncia de explantes de lupulo var.
Chinook em diferentes tipos de assepsia para introducao in vitro

Fonte de Variacdo Graus de Liberdade Quadrados Médios
Explante 2 11,43333**
Assepsia 1 45,63333**

Int. (ExplanteXAssepsia) 2 11,43333**
Tratamentos 5 18,27333**
Residuo 24 0,08333

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Explantes: Gema apical, gema
lateral e folha em corte longitudinal. Assepsias: Etanol 70% (5 min.); hipoclorito de sédio 7% + 2 gotas
Tween 20 - 0,01% (10 min.); 3 lavagens (1 min. cada) agua destilada autoclavada (HORLEMANN et
al., 2003) // Hipoclorito 10 — 12% (24 min.); 4 lavagens (1 min. cada) agua destilada autoclavada. Int.:
interacao.

Tabela b. Resumo da analise de variancia para numero de folhas e nimero de raizes geradas na
multiplicacéo de lupulo var. Chinook no experimento | (n® de pares de folhas X citocinina)

Fonte de Variagao Graus de Quadrados Médios
Liberdade
N° DE FOLHAS N° DE RAIZES
N° de pares de folhas 1 58,97513** 0,71302**
Citocinina 2 24,62148** 7,43333**
Int. (NPF X Citocinina) 2 1,10169 " 3,30677**
Tratamentos 5 22,08430** 4,43865*
Residuo 24 1,06133 0,02786

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey; ": n&o significativo. Int.: interacao;
NPF: niumero de pares de folhas.

Tabela c. Resumo da anadlise de variancia para numero de folhas geradas na multiplicagéo de lupulo
var. Chinook no experimento Il (n° de pares de folhas X fonte luminosa)

Fonte de Variacao Graus de Liberdade Quadrados Médios

N° de pares de folhas 1 11,72363**
Fonte luminosa 1 35,27832**
Int. (NPF X LUZ) 1 4,10645*
Tratamentos 3 17,03613**
Residuo 16 0,03418

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Int.: interagéo; NPF: numero de
pares de folhas.

Tabela d. Resumo da analise de variancia para rendimento de massa na multiplicagéo de lupulo var.
Chinook no experimento 1l (biorreator de imers&o temporaria)

Fonte de Variacao Graus de Liberdade Quadrados Médios
Blocos 5 0,00740™
Tratamentos 3 0,06802**
Residuo 15 0,00909

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey; ": n&o significativo.
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Tabela e. Resumo da andlise de variancia para comprimento (L), volume (V), massa seca (MSR) e
numero de raizes principais (NRP) formadas na aclimatizacdo com fertilizantes de lUpulo var. Chinook

Fonte de Graus de Quadrados Médios
Variacao Liberdade
L NRP V MSR
Tratamentos 6 o 1,27793** 0,44508** 0,01200**
Residuo 21 0,00297 0,00036 0,00232

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey.

Tabela f. Resumo da analise de variancia para altura de parte aérea (H), area foliar (AF), massa seca
de folhas (MSF) e numero de folhas (NF) geradas na aclimatizagdo com fertilizantes de lapulo var.

Chinook
Fonte de Graus de Quadrados Médios
Variacao Liberdade
H AF MSF NF
Tratamentos 6 520,94039** 26075,70751** 0,07474** 77,46085**
Residuo 21 0,13281 9,71261 0,00002 0,27400

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey.

Tabela g. Resumo da analise de variancia para porcentagem de formacgéo de calos (FC) e didmetros
de calos (DC) formados na organogénese de lupulo var. Chinook

Fonte de Variagao Graus de Quadrados Médios
Liberdade
FC DC
Regulador vegetal 4 0,94079** 4,94806**
Explante 2 1,20381** 7,19067**
Int. (R X E) 8 0,51937** 0,85434**
Tratamentos 14 0,73755** 2,92917**
Residuo 45 0,00849 0,03438
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Int.: interagéo; R: regulador vegetal;
E: explante.

Tabela h. Resumo da anadlise de variancia para porcentagem de formacgéo de brotagdes (FB) e de
raizes (FR) formadas na organogénese de lupulo var. Chinook

Fonte de Variagao Graus de Quadrados Médios
Liberdade
FB FR

Regulador vegetal 4 0,12866** 0,02846**
Explante 2 0,18137** 0,05082**
Int. (R XE) 8 0,11217** 0,02927**
Tratamentos 14 0,12677** 0,03212**

Residuo 45 0,00938 0,00048

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade no teste de Tukey. Int.: interagéo; R: regulador vegetal;
E: explante.
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ANEXO 3 — FORMULAGAO DO FERTILIZANTE DE LIBERAGAO
LENTA BASACOTE

Basacote® Mini 3M e 6M

Total 13
Nitrogénio | Nitrico (NO;) 5
(N)
Macronutrientes (%) Amoniacal 8
(NH,)
Fosforo (P,05) 6
Potassio (K,0) 16
Magnésio (MgO) 2
Enxofre (SO,) 10
Ferro (Fe) 0,26
Boro (B) 0,02
Zinco (Zn) 0,02
Micronutrientes (%) Cobre (Cu) 0,05
Manganés (Mn) 0,06
Molibdénio (Mo) 0,015
Diametro do Granulo 1,5-2,5
(mm)

Disponibilizado pelo fabricante.




