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RESUMO

O numero de subcultivos é um dos fatores que pode influenciar a multiplicagdo in vitro de diferentes
espécies. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de multiplicacéo in vitro de
explantes de duas cultivares de mirtileiro no decorrer de sete subcultivos. Para isso o0 experimento
foi instalado em delineamento experimental inteiramente casualizado, em esquema bifatorial. Os
fatores de tratamentos foram subcultivos, com sete niveis (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7) e cultivares com dois
niveis (Misty e Woodard). As variaveis avaliadas foram o comprimento da brotacdo mais
desenvolvida, nimero médio de brotacdes por explante, comprimento médio das brotacdes, nimero
médio de gemas por explante e taxa de multiplicacdo. As cultivares Misty e Woodard apresentaram
diferengas quanto ao potencial de multiplicacdo in vitro, sendo que ‘“Woodard’ obteve os maiores
resultados nas variaveis estudadas. Para ambas as cultivares os resultados satisfatorios ocorreram
no sétimo subcultivo.

Palavras-chave: Micropropagacdo, Vaccinium spp, multiplicacdo

ABSTRACT

The number of subcultures is one of the factors that can influence the in vitro multiplication of
different species. In this sense, the objective of this work was to evaluate the potential for in vitro
multiplication of explants of two blueberry cultivars during seven subcultures. For this, the
experiment was installed in a completely randomized design, in a two-factor scheme. The treatment
factors were subcultures, with seven levels (1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7) and cultivars with two levels
(Misty and Woodard). The variables evaluated were the length of the most developed shoot, average
number of shoots per explant, average length of shoots, average number of buds per explant and
multiplication rate. The cultivars Misty and Woodard showed differences regarding the potential for
multiplication in vitro, and ‘“Woodard’ obtained the highest results in the studied variables. For both
cultivars, satisfactory results occurred in the seventh subculture.

Keywords: Micropropagation, Vaccinium spp, multiplication
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1 INTRODUCAO

O mirtileiro (Vaccinium spp.) € membro da familia Ericaceae e pertence ao grupo das
pequenas frutas (FAN et al., 2017). Existem cinco grandes grupos de mirtileiro cultivados
comercialmente ao redor do mundo: lowbush (V. angustifolium Ait.), highbush (V. corymbosum L..),
half-high, rabbiteye (V. ashei Reade), e southern highbush (V. corymbosum e hibridos)
(CASPERSEN et al., 2016; DEBNATH, 2016).

O mirtilo é um fruto rico em vitaminas, minerais, antocianinas, polifendis e antioxidantes
(PRIOR et al., 1998; DIAMANTI et al., 2014), devido a essas caracteristicas e pelas oportunidades
de neg6cio que apresenta, tem despertado a atencdo de técnicos e produtores de frutas do Brasil
(ANTUNES, 2006), principalmente do segmento da agricultura familiar, pois o cultivo desta
frutifera requer uso intensivo de méo de obra, com baixo indice de mecanizacéo, pode ser cultivada
em pequenas areas e apresenta alto valor agregado ( MARANGON; BIASI, 2013).

Contudo, apesar das vantagens da cultura, a expansdo de seu cultivo esta limitada pela
disponibilidade, qualidade e preco das mudas, resultantes da dificuldade de propagacdo da maioria
das cultivares (PAGOT; HOFFMANN, 2003; MARANGON; BIASI, 2013). A propagacdo do
mirtileiro pode ser realizada por sementes, enxertia, estaquia, miniestaquia e microestaquia
(NASCIMENTO et al., 2011), porém a producdo comercial de mudas é basicamente obtida pela
estaquia (MARANGON; BIASI, 2013). Apesar da estaquia preservar as caracteristicas genéticas e
uniformidade das mudas, € um método demorado, e apresenta resultados varidveis de acordo com a
cultivar (LITWINCZUK, 2013; MEINERS et al., 2007), além de requerer grande quantidade de
material propagativo para a confeccdo das mudas.

Neste contexto, a micropropagacao é uma técnica de cultivo in vitro, que vem sendo utilizada
com eficientes resultados para a producdo de mudas no Uruguai (CASTILLO et al., 2004), e permite
a formacdo de mudas em pequeno espaco e em curto periodo de tempo com alta qualidade
fitossanitaria (ROSSATO et al., 2015). Porém o crescimento e a multiplicacdo in vitro de brotos de
diferentes espécies sdo afetados por muitos fatores, destacando-se a formulagdo e consisténcia do
meio de cultura, reguladores de crescimento e suas concentragdes, o tipo de explante utilizado e o
nimero de subcultivos. Sendo o numero de subcultivos um dos obstaculos encontrados na
micropropagacao de diferentes espécies, e diante da importancia e escassez de trabalhos na literatura
sobre este assunto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de multiplicacdo in vitro de

explantes de duas cultivares de mirtileiro no decorrer de sete subcultivos.
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2 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Propagacdo de Plantas Frutiferas
pertencente ao Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM) da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), localizada no municipio Capao do Leao (31°48°13,57°°S,
52°24°54,18°°0 e 14 m de altitude), RS, Brasil, de outubro de 2016 a dezembro de 2017.

Dois fatores experimentais foram estudados: subcultivos, com sete niveis (1, 2, 3, 4, 5,6 €
7) e cultivares com dois niveis (Misty e Woodard, pertencentes respectivamente aos grupos southern
highbush e rabbiteye). Assim constitui-se um experimento em delineamento experimental
inteiramente casualizado, em esquema bifatorial, com cinco repeticdes.

O material utilizado foi explantes de mirtileiro, previamente estabelecidos in vitro. Cada
unidade experimental correspondeu a um frasco de vidro de 250 mL contendo 30 mL de meio de
cultura e quatro explantes com duas folhas cada. O meio de cultura utilizado constitui-se dos sais e
vitaminas de Wood Plant Media (WPM) (LLOYD; McCOWN, 1981) suplementado com 100 mg
L de mioinositol, 30 g L™ de sacarose, 5 mg L de 2iP (2-isopentenil adenina) e 6 g L™ de &gar. O
pH foi ajustado para 5,0 antes da incluséo do agar, e posteriormente, autoclavado a 121°C e 1,5 atm,
por 20 minutos. Os frascos de cultivo foram mantidos em sala de crescimento, com 16 horas de
fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e densidade de fluxo de fotons do periodo de luz de 42 pmol
m2s7,

Os subcultivos e as avaliacdes foram realizados a cada 60 dias. As variaveis avaliadas foram
o comprimento da brotacdo mais desenvolvida (cm), nimero médio de brotagcdes por explante,
comprimento médio das brotacdes (cm), e nimero médio de gemas por explante. Foi determinado
também a taxa de multiplicacdo, a partir da divisdo do nimero médio de gemas por explantes obtido
aos 60 dias por dois (valor correspondente ao numero de gemas por explante no inicio do
experimento).

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk; a
homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos residuos por analise gréafica.
Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia através do teste F (p<0,05).
Constatando-se significancia estatistica, os efeitos de cultivar foram comparados pelo teste t
(p<0,05) e, quando presente a interacdo dos fatores de tratamento, a diferenga minima significativa
(DMS) do teste foi plotada no grafico, as diferencas entre os niveis do tratamento foram
consideradas significativas quando ndo houve sobreposicdo entre as barras verticais. Os efeitos dos
subcultivos foram avaliados por modelos de regresséo (p<0,05), conforme segue: y =y, + ax; y =

Yo + ax + bx?; y =y, + a/x + b/x?, onde: y = variavel resposta; yo, = variavel resposta correspondente
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ao ponto minimo da curva; a = valor maximo estimado para a variavel resposta; b = declividade da
curva; x = namero de subcultivos. A sele¢do do modelo foi baseada no baixo residuo, baixo p-valor,
e alto R? e R? adj.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os pressupostos do modelo matematico estabelecido foram atendidos e néo foi necessaria a
transformacdo dos dados para todas as varidveis respostas estudadas. Para o comprimento da
brotacdo mais desenvolvida (F = 3,00, gl =6, p = 0,0137); numero médio de brotacdes por explante
(F = 6,39, gl =6, p <0,0001); comprimento médio das brotagdes (F = 6,64, gl = 6, p < 0,0001);
numero meédio de gemas por explante (F = 4,96, gl = 6, p = 0,0005); e, taxa de multiplicacdo (F =
4,96, gl = 6, p = 0,0005) foi verificada significancia para a interacdo entre os fatores de tratamento
testados (cultivar e subcultivo) (Figuras 1 e 2).

Nos subcultivos dois, trés, quatro e cinco, a cultivar Woodard apresentou 0s maiores
comprimentos da brotacdo mais desenvolvida em comparacao a cultivar Misty. Foi ajustado modelo
de regressdo polinomial quadréatico para a cultivar Misty (F = 39,8529, p = 0,0023) e inverso de
segunda ordem para Woodard (F = 9,9388, p = 0,0004). Para a cultivar Misty, houve decréscimo no
comprimento da brotacdo mais desenvolvida de 3,2% do primeiro ao terceiro subcultivo, e a partir
desse subcultivo, ocorreram acréscimos até o Ultimo subcultivo (Figura 1 A). Para a espécie
medicinal Pfaffia tuberosa, as maiores médias para brotacdo mais desenvolvida ocorreram no
segundo e terceiro subcultivos, decrescendo no quarto e quinto subcultivo (FLORES et al., 2006).

Quanto as varidaveis numero médio de brotacdes por explante e comprimento médio das
brotacdes, as cultivares ndo diferiram entre si do primeiro ao terceiro subcultivo. Enquanto que, do
quarto ao sétimo subcultivo os maiores resultados foram encontrados para a cultivar Woodard. Para
0 numero médio de brotacfes por explante foi ajustado modelo de regressao linear para ‘Woodard’
(F = 25,3348, p = 0,004), sendo que para ‘Misty’ nao foi possivel ajustar modelo de regressao
(Figura 1 B). Para o comprimento médio das brotacdes ajustou-se modelo de regressdo polinomial
quadratico ambas as cultivares, Misty (F = 8,2165, p = 0,0016) e Woodard (F = 12,0094, p = 0,0204)
(Figura 1 C). Santos et al. (2008) constatou aumento do nimero médio de brotacbes em abacaxi
ornamental (Ananas comosus var. bracteatus (Lindl.)) em periodos sucessivos de subcultivo (até o
quarto subcultivo), resultados semelhantes foram verificados por Solano et al. (2019) ao trabalhar
com Baunilha (V. planifolia), onde os maiores nimeros de brotacfes por explante ocorreram nos

subcultivos seis a dez, ja para a varidvel comprimento de brotagdes, a medida que os subcultivos
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aumentavam, decréscimos no comprimento foram observados diferindo dos resultados encontrados

no presente estudo.

Figura 1 - Comprimento da brotacdo mais desenvolvida (cm) (A), nimero médio de brotagGes por explante (B) e
comprimento médio das brotagdes (cm) (C) de mirtileiro para as cultivares Misty e Woodard (Wood) em diferentes
subcultivos. UFPel, Pelotas/RS, 2017/18. (As barras verticais representam a DMS do teste t (p<0,05)).

4,2 |
3,5 1
2,8 ;
2,1 ;
1,4 ;
0,7 1
0,0 !

—o— y (Misty) = 1,48 - 0,30x + 0,07x*  R*=0,95
—+— y(Wood) = 3,27 - 1,47/x - 0,32/x* R*=0,70

Comprimento da brotacgao
mais desenvolvida (cm)

1 2 3 456 7

4,0

AR

16 e
0.8 - ? ; % —o Misty
0,0 ¥ i —e— y(Wood) = - 0,22 + 0,53x R>=0,83

1 2 3 456 7

por explante

Numero médio de brotagoes

2,0 1
15 |
1,0 |
0,5 ;
0,0 ;

—o— y (Misty) = 0,12 - 0,04x + 0,02x*  R*=0,64
—+— y(Wood) =- 0,21 + 0,49x - 0,04x* R?*=0,86

Comprimento médio
das brotagdes (cm)

1234567

Numero de subcultivos
O numero médio de gemas por explante e a taxa de multiplicacdo foram menores para a
cultivar Misty, que ndo diferiu da “Woodard’ apenas no primeiro subcultivo. Para 0 nimero médio
de gemas por explante foi ajustado modelo de regressdo linear para a cultivar Misty (F = 12,3382,
p =0,0171) e polinomial quadratico para Woodard (F = 10,7217, p = 0,0247) (Figura 2 A). Para a

taxa de multiplicagéo ajustou-se modelo de regresséo linear para a cultivar Misty (F = 12,3382, p =
0,0171) e quadréatico para Woodard (F = 10,7217, p = 0,0247) (Figura 2 B). Para cultivar Woodard,
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tanto para numero de gemas quanto para taxa de multiplicacdo houve acréscimos ao longo dos
subcultivos, e a maior taxa de multiplicacdo ocorreu no altimo subcultivo (16,27). Koriesh et al.
(2018) encontraram resultados similares para a variavel niumero de gemas (folhas) em acafrédo
(Curcuma longa L.), apresentando comportamento crescente ao longo dos subcultivos, sendo o
maior nimero de folhas obtido também no ultimo subcultivo (sexto subcultivo).

Para a cultivar Misty houve decréscimos na taxa de multiplicagdo de 39,6 e 79,3% no
segundo e terceiro subcultivos respectivamente, em relacdo ao primeiro, sendo que a maior taxa de
multiplicacdo ocorreu no ultimo subcultivo (6,99) (Figura 2 B). Corroborando com estes resultados
Brahm e Oliveira (2004) em trabalho realizado com cultivares de morangueiro, obtiveram a maior
taxa média de multiplicacdo no ultimo subcultivo (quarto subcultivo), e observaram diferencas de
multiplicacdo entre as cultivares, 0 mesmo ocorreu no trabalho de EL-Sayed et al. (2017) também
com cultivares de morangueiro, onde as maiores taxas de multiplicacdo ocorreram no Gltimo
subcultivo (sexto subcultivo).

Diante deste contexto é possivel afirmar que tanto para Misty como para Woodard, 0s
resultados satisfatorios foram obtidos no sétimo subcultivo (Figura 3). No entanto ocorreu grande
variacdo nos percentuais entre diferentes cultivares de mirtileiro, que pode ser justificado pelo

potencial genético diferenciado de cada cultivar.

Figura 2 - Nimero médio de gemas por explante (A) e taxa de multiplicacdo (B) de mirtileiro para as cultivares Misty
e Woodard (Wood) em diferentes subcultivos. UFPel, Pelotas/RS, 2017/18. (As barras verticais representam a DMS do
teste t (p<0,05)).
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Figura 3 - Frascos com explantes de mirtileiro das cultivares Misty e Woodard no sétimo subcultivo. UFPel, Pelotas/RS,
2017/18.

4 CONCLUSOES

‘Misty’ e ‘Woodard’ apresentam diferenga pronunciada quanto ao potencial de
multiplicagdo in vitro.
Para ambas as cultivares os resultados satisfatorios ocorrem no sétimo subcultivo.

A cultivar Woodard obteve os maiores resultados nas variaveis estudadas.
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