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RESUMO

O mirtileiro € uma espécie que pertence ao grupo das pequenas frutas, € uma planta perene e seus frutos apresentam alta
concentracdo de antioxidantes e anti-inflamatorios. A propagacgdo utilizada comercialmente ocorre de forma vegetativa por
estaquia, trazendo riscos para a fitossanidade. Assim, o cultivo in vitro da espécie, é uma alternativa muito bem vista. Na
maioria dos estudos apresentados, a area da pesquisa se concentram mais nas cultivares dos grupos highbush e lowbush, por
apresentarem maiores valores comerciais, as espécie do grupo rabbiteye, apresenta melhor adaptacdo para regides de clima
temperado. Assim, esta pesquisa baseou-se na utilizagdo de uma cultivar do grupo rabbiteye, a “delite’” e teve como objetivo
estudar o comportamento da cultivar na micropropagacao das plantas utilizando diferentes reguladores vegetais. Os resultados
demonstram que a jun¢do de 2iP com TDZ, nos fatores de nimeros de folhas e nimero de brotacdes, teve resultados
semelhantes quando comparados a zeatina, na questéo de sobrevivéncia, ndo ocorreu diferenga nos tratamentos, entretanto a
utilizagdo de TDZ contribuiu para maior formagéo de calos. Desta forma a utiliza¢do de TDZ com 2iP se mostra eficaz para a
multiplicacdo in vitro.

Palavras-chave: Vaccinium virgatum Ait., mirtilo, micropropagacdo, métodos de propagacéo, propagagao in vitro.
ABSTRACT

The blueberry is a species that belongs to the group of small fruits, it is a perennial plant and its fruits have a high concentration
of antioxidants and anti-inflammatories. The propagation used commercially occurs in a vegetative way by cuttings, bringing
risks to phytosanity. Thus, the in vitro cultivation of the species is a very well regarded alternative. In most of the studies
presented, the research area focuses more on the cultivars of the highbush and lowbush groups, because they present higher
commercial values, the species of the rabbiteye group, presents better adaptation to regions of temperate climate. Thus, this
research was based on the use of a cultivar of the rabbiteye group, the "delite" and aimed to study the behavior of the cultivar
in the micropropagation of plants using different plant regulators. The results show that the combination of 2iP with TDZ, in
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the factors of number of leaves and number of shoots, had similar results when compared to zeatin, in the question of survival,
there was no difference in the treatments, however the use of TDZ contributed to greater formation of callus. Thus, the use of
TDZ with 2iP is effective for in vitro multiplication.

Key-words: Vaccinium virgatum Ait., blueberry, micropropagation, propagation methods, in vitro propagation.
INTRODUCAO

Em muitos paises as espécies silvestres, melhoradas em laboratdrio para comércio, séo
consideradas biologicamente e economicamente valiosas, sendo importantes espécies de
pequenos frutos, como o mirtileiro, Vaccinium virgatum Ait. e suas varia¢des. Esta importancia
acontece devido a sua dupla capacidade de ser visualmente bela e comestivel (Retamales e
Hancock, 2012). O mirtileiro, é oriundo de varias regides dos Estados Unidos e Europa, ele
possui grande capacidade nutricional e um alto teor de antioxidantes e antiinflamatdrios o
tornando um fruto com valor econdmico na &rea da satde (Fachinello, 2008).

Com a expansdo do mercado nacional e internacional, aumentou significativamente a
demanda por mirtileiros (Vaccinium virgatum Ait) e suas variac6es, nos ultimos 30 anos, sendo
estes dipldides, tetrapldides e hexapldides. Assim a micropropagacao in vitro de plantas livres
de virus, principalmente, foram muito bem aceitas para fins comerciais e para pesquisas. Sendo
que o principal pais de producéo, o Estados Unidos e o Canada, onde juntos produzem cerca de
61% da producdo global (Retamales e Hancock, 2012).

Existem muitas espécies de mirtileiros, sendo separados em trés grupos com valores
comerciais, onde se baseia no genotipo, habito de crescimento e o tipo do fruto que € produzido.
Assim, existem diferengas expressivas no manejo para cada grupo; grupo a) “higbush” (mirtilo
gigante), uma espécie tetraploide, com producdo de melhor qualidade, tanto em tamanho como
em sabor, o principal representante do grupo € Vaccinium corymbosum; grupo b) “rabbiteye”,
uma cultivar hexaploide, produz frutos menores e de menor qualidade, em relacéo ao do grupo,
sendo seu principal representante o Vaccinium ashei Reade, mas apresenta maior producdo por
planta, sendo que seus frutos possuem maior tempo de conservacdo no pos-colheita e o grupo
¢) conhecida como “lowbush”, apresenta plantas diploides, com hébito de crescimento rasteiro,
frutos de pequeno tamanho, onde sdo na sua maioria destinados a industria processadora, sdo
mais comumente conhecidos pela especies Vaccinium ashei. (Rowland, 2010). Assim, é uma
cultivar de crescimento mais lento em relagdo aos demais grupos (Fachinello, 2008).

O mirtileiro € uma cultura que é comumente propagado por meio de estaquias,
micropropagacéo e rebentos (Hoffmann et al., 1994). No Brasil, a maioria € feita por estaquias,
0 que acaba levando a resultados insatisfatorios e apresentando grandes variacdes de acordo
com a cultivar (Fachinello et al., 1995). Sendo assim a técnica de micropropagacao, acaba tendo
bastante destaque, por gerar resultados satisfatorios para a producdo de mudas de mirtileiro
(Schuch, 2008).

O principal objetivo da multiplicacdo é aumentar o numero de plantas sem risco
biologicos, de acordo com Grattapaglia e Machado (1990), o importante é se obter uma boa
taxa de sobrevivéncia dos exemplares, acompanhado de qualidade, homogeneidade e
quantidades de gemas disponiveis.

A micropropagacdo in vitro, apresenta regime heterotrofico, com trocas gasosas e
intensidade luminosa controladas (Kubota & Kozai, 1992), além de manter a planta longe de
problemas com patdgenos e de infectantes, ela fornece a capacidade de uma producéo em massa
de uma mesma cultivar, sendo clones com a mesma capacidade de producdo que sua planta de
origem. Mas também a nutricdo in vitro, € um importante recurso para o aumento da taxa de
multiplicacdo e melhor contribuinte para producdo de mudas de étima qualidade (Schuch,
2005).

Na micropropagacao do mirtileiro, € muito observado a presenca de calos, onde o calo
é uma massa de células que acabam se proliferando de forma desorganizada, eles se

8



desenvolvem a partir de um pequeno fragmento da planta, assim determinando a capacidade de
se diferenciar nos mais variados tecidos (Paiva & Paiva, 2001; Pierik, 1990; Torres & Caldas,
1990).

A zeatina, é a principal citocinina que é formada naturalmente dentro da planta, pela
juncéo de isopentenil e a adenina (Melo, 2002).

Comumente é utilizado o 2iP (2-isopenteniladenina) na micropropagacao de mirtilo, por
ele ser um regulador de crescimento, promovendo o desenvolvimento dado como superior em
relacdo as demais citocininas (Schuch et al., 2008).

O Tidiazuron (TDZ), é um regulador de crescimento, que esta no grupo das ureias, com
acdo no metabolismo das citocininas, estimulando ou reduzindo o metabolismo de das
citocininas, resultando em um acréscimo de fatores enddgenos de citocininas no tecido da planta
(MOK et al., 1987). Seus principais efeitos sd&o o aumento de frutificagbes efetivas e
modificacbes morfologicas nos frutos. Mas em uma cultura in vitro, possui agdo raleante e de
inducédo da brotagéo (Petri, 2016).

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito e interacdo de
diferentes tratamentos utilizando TDZ com 2iP na multiplicacdo do mirtileiro da cultivar delite,
visando a utilizacdo de reguladores vegetais com menor custo..

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido com a cultivar delite. As plantulas séo oriundas de cultivos
in vitro, ja nas condicdes de assepsia e cultivo ideais, 0 experimento ocorreu no Laboratorio de
micropropagacao do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Parana.

O cultivo in vitro foi conduzido em sala de crescimento controlado, sob luz fluorescente
de cor branca fria, fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2°C e densidade de fluxo de
fotons no periodo de luz de 25 umol.m™. s*. O material vegetal utilizado foi proveniente da
fase de multiplicagdo in vitro em meio com 2,5 uM de zeatina, sendo explantes caulinares de
aproximadamente 3 cm em posicéo vertical com 4 a 6 folhas, segmentados e manuseados com
bisturis e pingas. Os explantes foram isolados em frascos de 270 ml, contendo 30 mL de meio
de cultura WPM - Wood Plant Media (LOYD; McCOWN, 1980), acrescido das vitaminas do
meio MS (Murashige e Skoog) na formulagio original, mio-inositol (0,1g L™), sacarose (30 g)
0 pH ajustado a 5,2 e autoclavado durante 20 min a 120°C

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 7 tratamentos, com 10
repeticdes em 2 parcelas. Os tratamentos comparados foram os seguintes:

T1) 2,5 uM de zeatina,

T2) 0,5 uM de TDZ;

T3) 0,5 uM de TDZ e 25 pM de 2ip;
T4) 0,5 uM de TDZ com 50 uM de 2ip;
T5) 1 uM de TDZ;

T6) 1 uM de TDZ com 25 uM de 2ip;
T7) 1 uM de TDZ com 50 uM de 2ip.

Apo6s 100 dias do isolamento das amostras, as variaveis analisadas foram taxa de
sobrevivéncia, nimero de brotac6es por explante, nimero de folhas por explante, presenca de
calos e tamanho das brotacGes.

Para as analises estatisticas foi utilizado o sistema SISVAR® desenvolvido por Ferreira
(2006). A interacdo entre os tratamentos foi analisada pela ANOVA e as interacdes
significativas entre os tratamentos tiveram suas médias comparadas pelo Teste de Tukey a 0,5%
de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSOES



A utilizagdo de TDZ juntamente com 2iP, para o cultivo in vitro de explantes da cultivar
delite, sendo estes reguladores aplicados isoladamente ou em combinagédo para reduzir e/ou
substituir a zeatina.

Em relacdo a variavel sobrevivéncia, a anélise de variancia (ANOVA) ndo demonstrou
interacdo significativa entre os tratamentos. Onde a taxa de sobrevivéncia de todos os
tratamentos, obtiveram porcentagens iguais entre estes, relacionado com isso, em Cappelletti et
al. (2016), o TDZ e o 2iP, ndo interferiram na propagacao e sobrevivéncia dos explantes de
mirtileiro.

Quando analisada a varidvel nimeros de brotos por tratamento, ocorreu diferenga
significativa entre os tratamentos, sendo que os tratamentos T2, T5, T3 e T4 e n&o diferiram
entre si, bem como os tratamentos T3 e T4 também néo diferiram dos demais, bem como T1 e
T6 ndo diferiram entre si e dos anteriores, os tratamentos T1, T3, T6 e T7 ndo diferiram
significativamente entre si, para Cappelletti et al. (2016) o TDZ contribuiu para a formagéo de
folhas e um nimeros satisfatorios de brotacdes, sendo assim ocorreu resultados semelhantes
aos observados em Cappelletti et al. (2016) concentracbes mais baixas de TDZ, se obtém
melhores resultados, quando comparados a outras concentracfes, como as utilizadas e descritas
por (Rowland e Ogden 1992; Cao et al., 2002; Song e Sink 2004).

Nas avaliagdes de calos, o TDZ induziu uma elevada formagéo de calos na base dos
explantes, conforme observado em experimentos parecidos desenvolvidos por Cappelletti
(2016) e Schuchovski (2020), onde os tratamentos com a presenca de TDZ, como 0S
tratamentos T2, T3, T4, T5, T6 e T7, houve uma producéo de calos, quando comparados com
tratamentos sem a presenca do regulador vegetal.

Para a variavel de tamanho de brotos, segundo REIS et al. (2008), o comprimento
desempenha um papel crucial na sobrevivéncia e desenvolvimento da planta, para que ocorra
um transplantio para o campo, assim os tratamentos T1, T3 e T7, obtiveram as médias mais
altas, as quais segundo Cappelletti et al. (2016), conforme os tratamentos T1, T3 e T4, a juncéo
de TDZ com 2iP, promoveu alongamento e inibiu 0 aparecimento de calos, nas concentracdes
mais elevadas dessa citocinina, mas nao foi observado no presente trabalho, quando comparado
ao T1.

Tabela 1 - Efeitos da utilizacdo de zeatina, TDZ e 2iP, em diferentes concentracdes e
combinagdes, para cultivo in vitro do mirtileiro, ap6s 100 dias de experimento.

Tratamentos Sobrevivéncia N° de N° de Presenca  Tamanho
% brotos folhas de calos dos brotos
T1-2,5uM de Zeatina 98 a 9,8 bc 115a 0,5b 2,33 a
T2-0,5 uM de TDZ 100 a 145a 6,69 b 49a 0,96 ¢
T3-0,5uM de TDZ + 25 uM de 2ip 100 a 11,4 abc 6,73 b 50a 1,62 abc
T4-0,5uM de TDZ + 50 uM de 2ip 100 a 12,5ab 6,76 b 49a 1,39 bc
T5-1puMde TDZ 100 a 15,2a 6,19b 50a 1,07c
T6-1uMde TDZ+25uM de2ip 100a 9,3bc 57b 49a 1,43 bc
T7-1uM de TDZ+50 uM de 2ip 100 a 8,1lc 6,81b 4,8a 1,92 ab
Coeficiente de variagdo (%) 2.4 25.02 20.85 8.72 30.78

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
ao nivel de 5 % de probabilidade.

CONCLUSAO

A utilizacdo dos reguladores vegetais no meio de cultura, independente da concentracao,
favoreceu o aparecimento de calos e a taxa de sobrevivéncia ndo foi afetada pelos diferentes
tratamentos. Quando juntos (TDZ e 2iP), acabaram sendo mais vantajosos, devido ao numero
de brotacdes por planta e apresentando tamanhos aceitaveis .
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