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Introducéo

Espécies de mirtilo (Vaccinium sp.) sdo fontes ricas
em flavonoides (antocianidinas), sendo suas frutas
reconhecidas pela alta capacidade antioxidante e pela
presenca de acido ascorbico (vitamina C) prevenindo,
assim, o risco de acidentes cardiovasculares [1, 2, 3, 4].
Além disso, podem ser responsaveis pela inibicdo de
células tumorais [5].

Processos de regeneracdo em tecidos diferenciados e
indiferenciados sdo potencialmente aplicados como
ferramenta para a propagag¢do de plantas e para a
engenharia genética [6]. Contudo, segundo Song & Sink
[4], o mirtilo estd ainda entre as plantas horticolas
particularmente  recalcitrantes para  transformagdo
mediada por Agrobacterium tumefaciens. Desta maneira,
o estabelecimento de protocolos eficientes de
regeneragdo, quer sejam por organogénese ou
embriogénese serdo de vital importancia para a insercdo
de genes de interesse nesta espécie.

A regeneracdo de estruturas organogénicas ou de
embrides somaticos difere de acordo com a espécie e
com diversos fatores endogenos e exogenos, entre 0s
quais o balango hormonal [7]. As citocininas podem
induzir diferentes respostas celulares e seus efeitos
diferem de acordo com a sensibilidade do gendtipo a
especificidade e atividade destes fitorreguladores [8].
Assim, desde que citocininas sdo freqiientemente
aplicadas em combinag@o com auxinas, a resposta final
dos processos de regeneracdo difere de acordo com a
razdo citocinina/auxina e da atividade biologica da
citocinina utilizada [9].

Considerando o exposto acima, o presente trabalho
teve como objetivo a otimizacdo do processo de
regeneragdo de Vaccinium corymbosum L., em fungdo do
tempo de exposicdo dos tecidos ao escuro e concentragido
de thidiazuron (TDZ), visando sua aplicagdo na
transformagdo genética.

Material e métodos

O trabalho foi realizado no Laboratoério de Cultura de
Tecidos de Plantas do Departamento de Botanica do
Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas.

Folhas provenientes da cultura in vitro de mirtilo

(Vaccinium corymbosum L., cv. Georgia Gem) foram
excisadas, removendo-se os peciolos e escarificadas em
duas regides da nervura central e, em seguida,
submetidas a um pré-tratamento em meio liquido,
constituido pelos sais minerais e vitaminas do meio
WPM [10] suplementado com 2 mg L™ de TDZ ¢ 0,2 mg
L' de 4cido a naftaleno acético (ANA), por 16 horas, a
125-130 rpm, temperatura de 25+°C e no escuro.

Posteriormente, as folhas foram colocadas sobre papel
filtro estéril para a retirada do excesso de meio liquido e
entdo transferidas para placas de Petri contendo meio
WPM com 3% de sacarose e suplementado com 0,2 mg
L' de ANA e diferentes concentragdes de TDZ. O pH do
meio foi ajustado para 5,4 e solidificado com 6 g L™ de
agar, antes da autoclavagem (121°C e 1,5 atm por 20
minutos).

Os tratamentos consistiram de trés meios de cultivo
conforme descrito acima e suplementados com 2, 3 e 4
mg L! de TDZ, (constituindo os meios A, B e C,
respectivamente), duas posigdes do explante no meio de
cultura (abaxial e adaxial) e trés periodos de escuro
(cinco, seis ¢ sete semanas, denominados escuro 1, 2 e 3,
respectivamente). Os explantes foram acondicionados em
camara escura a 25 = 1°C e, posteriormente, transferidos
para luz sob densidade de fluxo de fotons de 21 pmol m*
s, com fotoperiodo de 16 horas e mesma temperatura.

Para a variavel nimero de estruturas organogénicas ou
embriogénicas por explante, as avaliagdes foram
realizadas ao final do periodo escuro e uma semana apos
a transferéncia para a luz.

Apods dez semanas da instalagdo dos tratamentos, os
explantes foram transferidos para um meio de
desenvolvimento de brotagdes, constituido do meio
basico de WPM semi-solido, suplementado com 5 mg L™
de isopenteniladenina (2iP) ¢ mesmas concentragdes de
sacarose e agar. Em trés semanas de cultivo neste meio,
foram avaliadas as percentagens de explantes com brotos
e o niumero médio de brotos por explante.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 3x2x3 com trés
repeti¢des por tratamento. Cada repeticao foi constituida
por dez explantes.

A andlise estatistica foi realizada pelo Sistema de
Analise Estatistica para Microcomputadores — SANEST
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[11], e as médias comparadas pelo teste de Tukey, com
5% de probabilidade de erro.

Resultados e Discussao

Apos trés semanas no meio de cultura, as folhas ja
apresentavam intumescimento proximo as nervuras
centrais, principalmente nas regides escarificadas. Em
geral, os calos, quando presentes, apresentavam
coloragdo amarelo-palido. Observou-se, também, que a
maioria dos explantes submetidos a cinco e seis semanas
de escuro apresentava calos incipientes nas regides
escarificadas das folhas, principalmente quando a parte
adaxial estava em contato com o meio. No entanto,
quando submetidos a sete semanas de escuro, houve
maior formacao de calos fridveis, independente do lado
do explante em contato com o meio de cultura (abaxial
ou adaxial) e dos meios utilizados.

As avaliagdes realizadas ao final dos periodos de
escuro revelaram interacdo entre todos os fatores, sendo
que sete semanas de escuro proporcionaram maior
indugdo de estruturas embriogénicas ou organogénicas
nos meios utilizados, exceto para o lado adaxial que nao
diferiu significativamente dentro dos meios B e C, entre
seis e sete semanas e em todos os periodos de escuro,
respectivamente (Tab. 1, Fig. 1A, 1B, 1C). O lado
abaxial diferiu  significativamente = do  adaxial,
principalmente quando submetidos a sete semanas de
escuro. O meio B tendeu a induzir maior nimero
estruturas embriogénicas ou organogénicas em todos os
periodos de escuro, embora ndo tenha ocorrido diferenga
estatistica significativa em relacdo aos demais meios de
cultura em sete semanas de escuro, independentemente
do lado foliar (Tab. 1).

Com relagdo ao numero de estruturas embriogénicas
ou organogénicas, as avaliagdes realizadas ao final de
uma semana de exposicdo a luz confirmaram as
observagdes acima, indicando que o lado foliar abaxial
foi significativamente diferente em todos os periodos de
escuro ¢ meios utilizados, com exce¢do do meio A ¢
cinco semanas no escuro, no qual ndo ocorreu variagdo
significativa entre os lados expostos aos meios de
cultura. O lado abaxial dos explantes em contato com o
meio B apresentou maior numero de estruturas em
relacdo aos demais meios, quando submetidos a cinco ou
seis semanas de escuro (Tab. 2, Fig. 1D), enquanto que
com sete semanas, os meios A e B ndo diferiram entre si,
entretanto o meio B continuou induzindo maior formagao
de estruturas embriogénicas ou organogénicas (Tab. 2).

Para a percentagem de explantes com brotos e niimero
de brotos formados por explante ndo ocorreu diferenga
significativa entre os tratamentos. Entretanto, apos trés
semanas no meio de desenvolvimento das brotagdes (Fig.
1F), verificou-se que a percentagem de explantes com
brotos tendeu a ser maior quando o lado abaxial dos
explantes foi colocado em contato com os meios,
variando entre 76,67 a 100% em todos os periodos de
escuro (Tab. 3). Em relacdo ao nimero de brotagdes por
explante, o meio B tendeu a induzir maior resposta, com
5,07 brotos nos tratamentos com sete semanas de escuro
e lado abaxial da folha (Tab. 3, Fig. 1E).

Tais resultados demonstram que o processo de
indug¢do de estruturas organogénicas ou embriogénicas
em mirtilo requer um periodo de escuro maior do que
cinco semanas, visto que estudos preliminares (dados
ndo mostrados) indicaram que periodos de escuro
menores ou até mesmo a incubagio direta em luz, leva a
oxidagdo dos explantes. Observou-se, também, que a
maioria das estruturas induzidas nos explantes, ocorria
no lado adaxial, sendo, portanto, indicado colocar o lado
abaxial em contato com o meio de cultura.
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Tabela 1. Numero de estruturas embriogénicas ou organogénicas formadas em folhas de Vaccinium corymbosum, cv. Georgia Gem,

ao final do periodo de escuro.

Periodo escuro

Escuro 1 Escuro 2 Escuro 3
Meio de Lado Foliar
cultura Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
A 1.76 bBec 1.97 bBec 2.30 bBec 2.63 bBec 8.09 aA 5.42 aAB
B 5.29 aBoc 2.16 abBp 5.22 aBoc 4.70 aAoc 8.35 aAx 4.52 aAB
C 2.72 bCox 3.36 aAx 5.55 aBoc 3.93 abAB 7.40 aAc 3.89 aAB

Letra maitiscula compara o efeito dos periodos de escuro em relagdo a cada nivel dos fatores meio e lado foliar. Letra mintscula compara o efeito do
meio de cultura em relagdo a cada nivel dos fatores periodo de escuro e lado foliar. Letra grega compara o efeito do lado foliar em relagdo a cada nivel
dos fatores escuro e meio. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Tabela 2. Numero de estruturas embriogénicas ou organogénicas formadas em folhas de Vaccinium corymbosum, cv. Georgia Gem,

ao final de uma semana de luz, ap6s o periodo de escuro.

Periodo escuro + 1 semana de luz

Escuro 1 Escuro 2 Escuro 3
Meio de Lado Foliar
cultura Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
A 3.23 cCec 3.60 aBec 6.83 bBx 3.25bBB 13.20 aAcc 8.57 aAB
B 7.86 aBoc 3.89 aBp 8.93 aBx 5.95aAB 13.56 aAc 6.57 bAB
C 6.14 bBoc 4.43 aBp 8.50 abAx 6.26 aAB 8.92 bA«x 5.56 bABB

Letra maiuscula compara o efeito dos periodos de escuro em relagdo a cada nivel dos fatores meio e lado foliar. Letra minuscula compara o efeito do
meio de cultura em relagdo a cada nivel dos fatores periodo de escuro e lado foliar. Letra grega compara o efeito do lado foliar em relagdo a cada nivel
dos fatores escuro ¢ meio. Médias seguidas pela mesma letra ndo apresentaram diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

Tabela 3. Percentagem de explantes com brotos ¢ nimero médio de brotos por explante, ao final de trés semanas em meio de

desenvolvimento de brotagdes, a partir de folhas de Vaccinium corymbosum, cv. Georgia Gem, submetidas a diferentes tratamentos.

Periodo escuro Escuro 1 Escuro 2 Escuro 3
Meio de Lado % Explantes N° brotos por % Explantes N° brotos por % Explantes N° brotos por
cultura foliar com brotos explante com brotos explante com brotos explante
A Abaxial 80,00 3,30 76,67 3,30 86,67 3,13
Adaxial 73,33 3,53 73,33 2,63 80,00 3,37
B Abaxial 86,67 3,57 80,00 3,47 100,00 5,07
Adaxial 66,67 3,47 70,00 2,40 86,67 3,49
C Abaxial 80,00 2,70 90,00 2,07 83,33 3,30
Adaxial 80,00 2,67 43,33 1,97 80,00 2,40

Figura 1. Regeneragio de gemas ou brotos a partir de folhas de mirtilo cultivadas in vitro. A) WPM 2 mg L' TDZ e 0,2 mg L' ANA, adaxial, cinco
semanas de escuro; B) WPM 4 mg L' TDZ e 0,2 mg L' ANA, abaxial, cinco semanas de escuro; C) WPM 4 mg L' TDZ ¢ 0,2 mg L' ANA, adaxial,
seis semanas de escuro; D) WPM 3 mg L' TDZ ¢ 0,2 mg L' ANA, abaxial, uma semana de luz, apos cinco semanas de escuro; E) Meio de
desenvolvimento das brotagdes: WPM 5 mg L™ 2iP; F) Brotos ao final de trés semanas de cultivo no meio com 5 mg L™ 2iP, provenientes do meio B,
lado foliar abaxial, 7 semanas de escuro. Barras = 1 mm (A,B,C,D), 5 mm (E), 15 mm (F).
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