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Resumo

AQUINO, Eliane Lima de. Substancias humicas, reguladores vegetais e
substratos na propagacao de mirtileiro ‘Bluecrop’. Orientadora: Adriane Marinho
de Assis. 2020. 77f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de

Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Capao do Leéo, 2020.

Objetivou-se com este estudo avaliar a viabilidade da utilizagdo de substancias
hamicas, reguladores vegetais e diferentes substratos na obtencédo de mudas de
mirtileiro (Vaccinium sp.) ‘Bluecrop’ por micropropagagdo. Para tanto, foram
realizados trés experimentos, sendo que no primeiro avaliou-se a utilizacdo de
substancias humicas adicionados ao meio de cultura para a multiplicagéo in vitro
dessa cultivar. Plantulas de mirtileiro ‘Bluecrop’ estabelecidas in vitro foram
segmentadas em explantes contendo duas gemas que foram inoculados em meio de
cultura WPM (Wood Plant Media), contendo os diferentes tratamentos. O
delineamento experimental foi em esquema fatorial 2x4 (auséncia ou presenca (100
mg.L'1) de 2-lIsopenteniladenina) e quatro concentragdes de substdncias humicas
(0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 ml.L™"). Apds 90 dias avaliou-se: porcentagem de sobrevivéncia,
numero de gemas, numero de brotagdes, comprimento da maior brotacdo, massa da
matéria fresca e seca total. No segundo experimento, avaliou-se o efeito das
substancias humicas no enraizamento in vitro de plantulas de mirtileiro. O
delineamento experimental foi em esquema fatorial 2x4 (auséncia ou presenga (1,0
mg.L™) de acido indolbutirico) e quatro concentragdes de substancias himicas (0,0;
1,0; 2,0 e 3,0 ml.L"). Apos 90 dias avaliou-se: porcentagem de sobrevivéncia,
numero de raizes, comprimento da maior raiz, massa da matéria fresca e seca total.
No terceiro experimento testaram-se diferentes concentragbes de acidos humicos e
substratos no enraizamento ex vitro da frutifera. Utilizou-se o esquema fatorial 3x3
(trés tipos de substratos (vermiculita, casca de arroz carbonizada e fibra de coco) e
trés concentragdes de substancias humicas (0,0; 2,0, e 4,0 mI.L'1). Apos 90 dias
avaliou-se: porcentagem de sobrevivéncia, numero de raizes, comprimento da maior
raiz, massa da matéria fresca e seca total. Ao final dos experimentos concluiu-se,
nas condicdes avaliadas, que a utilizacdo de substancias humicas nao interferiu
positivamente na multiplicacdo e enraizamento do mirtileiro ‘Bluecrop’, sendo que na

multiplicagéo in vitro a utilizagdo de 2iP mostrou melhores resultados, na etapa de



enraizamento in vitro dispensa-se o uso do AIB e no enraizamento ex vitro o

substrato vermiculita € o mais indicado.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Acidos humicos. Vaccinium sp.



Abstract

AQUINO, Eliane Lima de. Humic substances, plant regulators and substrates in
the propagation of blueberry 'Bluecrop'. Advisor: Adriane Marinho de Assis.
2020. 77f. Dissertation (Master of Science) - Faculty of Agronomy Eliseu Maciel,
Federal University of Pelotas, Capao do Leéo, 2020.

The objective of this study was to evaluate the feasibility of using humic substances,
plant regulators and differents substrates to obtain ‘Bluecrop’ blueberry seedlings
(Vaccinium sp.) by micropropagation. For this, three experiments were carried out,
the first of which evaluated the use of humic substances added to the culture medium
for the in vitro multiplication of this cultivar. The ‘Bluecrop’ blueberry seedlings
produced in vitro were segmented in explants containing two buds that were
inoculated in WPM (Wood Plant Media) culture medium, containing the different
treatments. The experimental design was in a 2X4 factorial scheme (absence or
presence (100 mg.L™") of 2-Isopentenyladenine) and four concentrations of humic
substances (0,0; 1,0; 2,0 and 3,0 ml.L™" ). After 90 days it was evaluated: percentage
of survival, number of buds, number of sprouts, length of the largest sprout, total
fresh and dry matter mass. In the second experiment, the effect of humic substances
on in vitro rooting of blueberry seedlings was evaluated. The experimental design
was in a 2X4 factorial scheme (absence or presence (1,0 mg.L™") of indolbutyric acid)
and four concentrations of humic substances (0,0; 1,0; 2,0 and 3,0 ml.L™). After 90
days it was evaluated: percentage of survival, number of roots, length of the largest
root, mass of fresh and total dry matter . In the third experiment, different
concentrations of humic acids and substrates were tested in the ex vitro rooting of
the fruit. The 3x3 factorial scheme (three types of substrates (vermiculite, carbonized
rice husk and coconut fiber) and three concentrations of humic substances (0,0; 2,0
and 4,0 ml.L™") were used. After 90 days it was evaluated: percentage of survival,
number of roots, length of the largest root, total fresh and dry matter mass. At the
end of the experiments it was concluded, under the evaluated conditions, that the
use of humic substances did not positively interfere in the multiplication and rooting
of the blueberry 'Bluecrop', and in the multiplication in vitro the use of 2iP showed
better results, in the rooting stage in In vitro, the use of IBA is dispensed with and in
rooting ex vitro the vermiculite substrate is the most suitable.

Keywords: In vitro cultivation. Humic acids. Vaccinium sp.
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1. INTRODUGAO

A cultura do mirtileiro representa uma alternativa para os produtores do Sul
do Brasil por ser rustica, rentavel e demandar pouca quantidade de insumos,
contribuindo com a preservacdo do meio ambiente e a segurancga alimentar
(ARRUDA et al., 2017). Aléem disso, a fruta vem despertando o interesse dos
consumidores, devido a aparéncia e o sabor exético, além de suas propriedades
nutracéuticas (PIETTA; PALEZI, 2015).

As cultivares comerciais de mirtileiro sao divididas em trés grupos
principais, de acordo com suas caracteristicas morfologicas: Lowbush, Rabbiteye
e Highbush (V. corymbosum L.). Este ultimo é subdividido em dois subgrupos, de
acordo com a maior ou menor necessidade de horas de frio da planta,
respectivamente: “Northern Highbush Blueberry” (NHB) e “Southern Highbush
Blueberry” (SHB) (MATOS, 2015). Uma das cultivares promissoras para algumas
regides do Brasil € a ‘Bluecrop’ (V. corymbosum L.), pertencente ao subgrupo
NHB e, segundo Antunes; Raseira (2006), considerada por muitos anos como a

cultivar mais importante do mundo.

Para a expansdo nas areas de cultivo dessa frutifera € fundamental a
utilizacdo de mudas de qualidade. Embora a estaquia seja o meétodo mais
utilizado para a obtencdo de mudas de mirtileiro em escala comercial (SOUZA et
al, 2011), dependendo da cultivar, a técnica nem sempre possui alto rendimento
(PENA et al, 2012). Assim, uma alternativa para contornar tal fato é a
micropropagacao, técnica que possibilita a produgdo de mudas em quantidade,
com qualidade e em um curto espago de tempo (DAMIANI; SCHUCH, 2009b).

Varios fatores podem contribuir para o sucesso da micropropagacao;
dentre os quais esta o tamanho e tipo do explante, as concentracbes de
reguladores de crescimento e a composigdo do meio de cultura (HORBACH et al,
2011).

Os reguladores de crescimento sédo responsaveis por induzir a proliferacao
de gemas axilares e aumentar a regeneragcao de explantes cultivados in vitro. Na

multiplicagdo de mirtileiro sdo utilizadas citocininas, como o 2iP (N°-
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isopenteniladenina) e a zeatina no meio de cultura (JAKOOLA et al. (2001), SILVA
et al., (2006) e SCHUCH et al. (2008). Além disso, substancias nutritivas e
bioestimulantes, como as substancias humicas podem ser usadas no meio de

cultura, a fim de promover melhor desenvolvimento das plantas cultivadas in vitro.

As substancias humicas estdo presentes no solo e possuem efeitos no
crescimento e desenvolvimento de varias espécies vegetais (BALDOTTO et al.,
2009; BALDOTTO; BALDOTTO, 2013). No cultivo in vitro podem atuar como
bioestimulante e seus efeitos foram comprovados em trabalhos sobre
micropropagacao de espécies ornamentais e medicinais, como as orquideas
(Orchidaceae) e o manjericao (Ocimum basilicum) (CORDEIRO, 2010; SILVA et
al., 2015). Por outro lado, no crescimento ex vitro os efeitos foram observados no
acumulo de biomassa e nutrientes pelas plantas, aumento do crescimento
radicular, além de possuirem mecanismo de acgao similar as auxinas (BALDOTTO
et al., 2014).

Apesar dos resultados promissores, sdo escassos os estudos acerca da
utilizacdo das substancias humicas no cultivo in vitro e ex vitro de mirtileiro e seus

possiveis efeitos sobre o desenvolvimento da planta.

Além dessas substancias, outro fator primordial no processo de producao
de mudas de mirtileiro € o substrato utilizado durante a aclimatizagcado (MUNIZ,
2013), que é uma das etapas mais criticas da micropropagagdo. O mesmo deve
possuir caracteristicas fisicas e quimicas que atendam as necessidades da
espécie a ser propagada (CUNHA et al., 2006). Considerando a diversidade de
materiais a serem usados como substrato torna-se importante a identificacdo do
mais adequado para cada cultivar de mirtileiro, de forma a aperfeicoar a etapa de
aclimatizacao e o enraizamento ex vitro.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito de
concentracbes de substancias humicas no meio de cultura na fase de
multiplicagdo e enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’, além de identificar o
substrato e a concentragdo de substancias humicas mais adequada para o

enraizamento ex vitro de mudas micropropagadas da cultivar supracitada.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos socioecondmicos da fruticultura

A fruticultura € um setor do agronegdcio de grande importancia para
diversos paises ao redor do globo. Neste cenario, a China lidera como maior
produtor mundial, com cerca de 261 milhdes de toneladas colhidas em 2014
(APEX BRASIL, 2017). Em segundo lugar na lista dos paises que mais produzem
frutas esta a india, que em 2017 colheu cerca de 97 milhdes de toneladas (THE
TIMES OF INDIA, 2018).

O Brasil ocupa a terceira posi¢do no ranking mundial, com cerca de 43,5
milhdes de toneladas colhidas no ano de 2017 (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2018). No pais, a fruticultura figura como um dos setores mais
importantes do agronegocio e contribui direta e indiretamente para a geragao de
seis milhdes de empregos, 0 que corresponde a 27% dos postos de trabalho
ofertados pela area (ABRAFRUTAS, 2018).

A diversidade edafoclimatica possibilita a produ¢cdo de varias frutas em
todas as regides do Brasil. De acordo com os dados do IBGE (2018), as principais
frutas produzidas no pais sao laranja (Citrus sinensis) (16.713.534 t), banana
(Musa sp.) (6.752.171 t), melancia (Citrullus lanatus) (2.240.796 t), coco-da-baia
(Cocos nucifera) (1.564.500 t), abacaxi (Ananas comosus) (1.766.986 t), mamao
(Carica papaya) (1.060.392 t) e uva (Vitis sp.) (1.591.986 t) (ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2018).

Mesmo com altos valores de produgao anual a exportagao de frutas frescas
e derivados pelo Brasil ainda é pouco expressiva. Esse fato evidencia o consumo
interno de frutas e os desafios enfrentados pelo pais para comercializar seus
produtos em outros mercados, como a dificuldade dos produtores em se
adequarem as exigéncias do mercado externo, que preza por alta qualidade e por
alimentos comprovadamente produzidos através de boas praticas agricolas. Tais
praticas exigem mudancas significativas nos sistemas de produgéo, que envolvem
gestdo do meio ambiente, relagdes trabalhistas, processos de pds-colheita e

adocgao de protocolos muitas vezes inacessiveis aos fruticultores (COSTA, 2016).
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Com relagao as frutiferas de clima temperado, estas representam cerca de
37,0% do valor total de exportagdes de frutas do pais. A produ¢cdo das mesmas
esta distribuida em 11 estados brasileiros, sendo que o Rio Grande do Sul
responde por quase metade da producao brasileira, seguido de Santa Catarina,
Sao Paulo, Parana, Pernambuco, Bahia e Minas Gerais (FACHINELLO et al.,
2011).

No Sul ha o predominio da produgao de frutas sazonais, como a maca
(Malus domestica), a uva (Vitis sp.) e o péssego (Prunus persica); porém, outras
culturas de clima temperado, como o mirtilo (Vaccinium sp.) sdo cultivadas na
regido (CARVALHO; MIRANDA, 2009).

Analisando o panorama mundial de mirtilo observa-se que o cultivo
concentra-se na América do Norte (EUA e Canada), na Europa (Polénia e
Alemanha) e paises do Hemisfério Sul (Australia, Argentina e Chile), sendo que
entre os anos de 1988 e 2014 a produgao mundial subiu de 144 para 540 mil
toneladas por ano (FILHO et al., 2018). Em paises do hemisfério Sul a produgao
dessa fruta é bastante promissora em fungao da época de colheita coincidir com a
entressafra dos maiores produtores mundiais, o que representa uma oportunidade
para exportacdo (MOURA, 2013).

No Brasil, dados sobre o cultivo da fruta ainda sdo escassos, mas supde-
se que este esteja restringido a 150 hectares. O Rio Grande do Sul é o principal
produtor, com 270 toneladas colhidas em cerca de 60 produtores (G1, 2018). As
demais plantagdes encontram-se nos estados de Santa Catarina, Sul do Parana e
Serra da Mantiqueira, Sao Paulo e Minas Gerais (MATHIAS; PI1O, 2015).

2.2 Pequenas Frutas

A denominacdo pequenas frutas refere-se a frutos pequenos e delicados,
oriundos de regides de clima frio e temperado que possuem em sua composiGao
altas concentragdes de vitamina A e C, flavonoides e substancias antioxidantes,
além de possuirem curta vida pés-colheita (BARBIERI; VIZZOTTO, 2012).
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Os antioxidantes sdo substancias capazes de proteger as células do corpo dos
radicais livres, que sao formados pela respiracdo e por diversos processos
oxidativos que ocorrem no corpo humano e que contribuem para o aparecimento
de doengas como tumores, inflamagbes, mal de alzheimer e problemas
cardiovasculares (SILVA et al., 2010). O consumo diario de frutas vermelhas
previne o aparecimento de tais enfermidades, além de fortalecer o sistema
imunoldgico, se somado a uma alimentagdo saudavel e atividades fisicas
regulares, melhorando a qualidade de vida e a capacidade do corpo de resistir a
doencas (TAVARES et al., 2014).

Nesse grupo estao inseridas a amora-preta (Rubus spp.), 0 morango (Fragaria
x ananassa Duch.), a framboesa (Rubus idaeus), a physalis (Physalis peruviana)
e o mirtilo (CARVALHO; MIRANDA, 2009).

Tais frutas sdo consumidas principalmente como frutas frescas. Além disso, no
mercado ha a oferta de muitos outros produtos processados a partir dessas
frutas, como geleias, iogurtes, néctares, sucos, purés, polpas pasteurizadas e
congeladas e frutas liofilizadas (KROLOW, 2012).

2.3. Mirtileiro: classificagao botanica e morfologia

O mirtileiro (Figura 1), blueberry ou arandano (Vaccinium sp.) € uma
frutifera da familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae, género Vaccinium e
subgénero Cyanococcus, nativa da América do Norte, Canada e Estados Unidos
(RASEIRA; ANTUNES, 2004; FACHINELLO, 2008;). O género possui cerca de
450 espécies, sendo que 40% destas se encontram na Asia e no Pacifico, 26% na
América do Norte e 6% na Europa (FONSECA; OLIVEIRA, 2007).
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- 4

Figura'1. Mirtileiro cItivar Duke (V. corymbosum) cultivado em vaso (A) e detalhe
das folhas (B) e dos frutos (C) em diferentes estagios de maturagao.
Foto: autor, 2020.

E uma planta arbustiva perene, podendo chegar a trés metros de altura,
adaptada a clima mais frio e exigente em baixas temperaturas para superagao da
dorméncia (HOFFMANN; ANTUNES, 2004).

O sistema radicular é superficial, sendo que grande parte das raizes sao
encontradas nos primeiros 60 centimetros do solo. As raizes podem ser finas e
fibrosas até adventicias e originarias de um rizoma, mas estas caracteristicas
variam de acordo com a cultivar. (ANTUNES et al., 2013).

As folhas sao simples e caducifdlias, apresentam variagdo em relagao a
cor e tamanho de acordo com a espécie, podendo ser utilizadas para diferencia-

las (Figura 1).

Podem possuir de oito a dezesseis flores por gema em forma de racimo. As
flores sdo completas, possuem cinco sépalas unidas, cinco pétalas também
unidas, oito a dez estames e pistilo simples (ANTUNES et al., 2013). O fruto

(Figura 1) € uma baga de cor azulada, de dimens&o e formato que variam de
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acordo com a espécie e cultivar e seu sabor € agridoce. Amadurece cerca de dois

a trés meses apos a floragao (MATOS, 2015).

As cultivares de mirtileiro de interesse econdmico s&o reunidas em trés
grupos principais: cultivares Lowbush, rabbiteye e Highbush (GALLETA;
BALLINGTON, 1996). Tais grupos séo descritos a seguir:

Lowbush: sao arbustos de pequeno porte, com menos de meio metro de altura.
Neste grupo estéo incluidas plantas da espécie Vaccinium angustifolium, além do
mirtilo do Canada (V. myrtilloides e V. boreale) (GALLETA; BALLINGTON, 1996).
Necessitam de 650 a 850 horas de frio anuais e a maior parte dos frutos
produzidos (cerca de 97,0%) é destinada a industria. Representam 31,0% da éarea
plantada no mundo (CANTUARIAS- AVILES et al, 2014).

Rabbiteye: conhecida como “olho-de-coelho” (V. ashei), s&o plantas que podem
atingir até quatro metros de altura, bastante vigorosas e produtivas, possuindo
resisténcia a seca e ao calor, além de baixa exigéncia em frio (300 a 400 horas de
frio anuais). Possuem frutos acidos, firmes e com alta longevidade pds-colheita. A
espécie é considerada pelos melhoristas como a que oferece melhores condigdes
para melhoramento genético devido a sua resisténcia a intempéries (GALLETA,
BALLINGTON, 1996). Representam cerca de 15,0% da produgdo mundial, sendo
que 65,0% dos seus frutos sdo destinados a industria de processados
(CANTUARIAS- AVILES et al, 2014).

Highbush: arbustos altos, com dois metros de altura ou mais. Possuem
necessidade em frio hibernal de 650 a 850 horas. Neste grupo estao incluidas as
especies V. corymbosum L. e V. australe small. A espécie V. corymbosum L.
conta com cultivares que possuem maior ou menor necessidade de horas de frio,
sendo “Northern Highbush Blueberry” (NHB) e “Southern Highbush Blueberry”
(SHB), respectivamente (MATOS, 2015). Os mirtileiros altos representam certa de
55,0% da producdo mundial e reunem as cultivares mais importantes para o
mercado. Metade da producéao de frutos € destinada a industria de processados e
a outra metade destinada ao consumo in natura. As variedades comerciais desse
grupo sao as que detém frutos com a melhor qualidade organoléptica
(CANTUARIAS- AVILES et al, 2014).
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No Brasil o mirtileiro foi introduzido em 1983 pelo pesquisador da Embrapa
Clima Temperado Alverides Machado dos Santos, em Pelotas — RS. Na época,
plantas do grupo “rabbiteye” provenientes da Universidade da Florida foram
trazidas ao Brasil com o intuito de avaliar sua adaptagdo ao clima e solos
brasileiros. Tal pesquisa deu inicio a difusdo da cultura no pais, pois permitiu a
obtencdo de informagbes sobre o manejo da planta nas condi¢des climaticas
brasileiras (HOFFMANN, 2004).

2.3 Cultivar Bluecrop

A cultivar Bluecrop esta inserida no grupo highbush, mais especificamente
no subgrupo “Northern Highbush Blueberry” (NHB). Originou-se do cruzamento
entre GM-37 (Jersey x Pioneer) x CU-5 (Stanley x June), realizado por Coville e
Freeman em 1934 e langcada pelo Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA) em 1952 (RASEIRA; ANTUNES, 2004; DAL MOLIN et al., 2014).

Os frutos (bagas) (Figura 2) sdo de tamanho médio e necessitam
permanecer na planta cerca de sete dias apds a “maturacao visual” para adquirir
sabor agradavel. Além disso, sao frutos resistentes a rachaduras, com polpa firme
de sabor subacido (MATOS, 2015). Assim como outras cultivares de mirtileiro
Highbush, seus frutos sdo destinados a industria de alimentos processados e ao
consumo in natura. As variedades comerciais desse grupo possuem frutos com a
melhor qualidade organoléptica (CANTUARIAS- AVILES et al, 2014).
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Figura 2. Frutos de Vaccinium corymbosum cultivar Bluecrop.
Foto: MATOS, 2015.

Trata-se de um arbusto vigoroso e produtivo, ereto, resistente a seca e
geadas, relativamente dificl de propagar através da estaquia e da

micropropagacao, por conta da baixa taxa de enraizamento (FIRA et al., 2008).

2.4 Propagacao de mirtileiro

O mirtileiro pode ser multiplicado por meio de propagacédo sexuada ou
assexuada, a partir da estaquia e micropropagacao (FISCHER et al., 2008). A
propagacao por sementes é utilizada para fins de melhoramento genético, onde a
variabilidade € uma caracteristica desejavel. Porém, em escala comercial esta
frutifera € propagada, em sua maioria, através da estaquia (ERIG; SCHUCH,
2005).

Vignolo et al. (2012), trabalhando com estacas das cultivares Delite,
Bluebelle e Briteblue constataram maior taxa de enraizamento para a cultivar
Briteblue (59%), com a utilizacdo de 6.000 mg.L™ de &cido indolbutirico (AIB) . Ja
Koyama et al. (2019), observaram que a aplicagdo de 1.000 mg.L™ de AIB nao

influenciou no enraizamento de estacas de mirtileiro ‘Briteblue’.

Além da estaquia convencional, o mirtileiro pode ser propagado por meio
da miniestaquia. A técnica foi desenvolvida para plantas do género Eucalyptus e

consiste em manter genotipos selecionados em viveiro (jardim miniclonal), sendo
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as brotagdes dessas plantas coletadas em intervalos regulares para formacéo das
mudas comerciais (WENDLING; SOUZA JUNIOR, 2003). Dentre as vantagens de
utilizacdo da miniestaquia estdo a reducdo da area para formagao de jardim
miniclonal, reducdo dos custos com transporte e coleta das brotagbes e maior
velocidade, qualidade e porcentagem de enraizamento das miniestacas (XAVIER
et al., 2003). Trabalhos realizados com diferentes cultivares de mirtileiro
evidenciam os beneficios da utilizagdo da miniestaquia (PELIZZA, 2009;
FISCHER et al., 2012; RISTOW et al., 2012).

Considerando a baixa taxa de enraizamento na estaquia de algumas
cultivares, a micropropagacdo é uma alternativa que permite a produgdo de
grande quantidade de mudas em um curto espa¢o de tempo, com qualidade
fitossanitaria (DAMIANI; SCHUCH, 2009b). No Rio Grande do Sul, os primeiros
protocolos de micropropagacao de mirtileiro foram desenvolvidos no Laboratério
de Propagacdo de Espécies Frutiferas, pertencente ao departamento de
Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel — Universidade Federal de
Pelotas, através de experimentos orientados pela pesquisadora Marcia Wulff
Schuch (SILVA et al., 2006; SILVA et al., 2007; SILVA et al, 2008).

Na micropropagacao tém-se quatro etapas: na primeira é feito o
estabelecimento do explante in vitro, coletado em campo ou em casa de
vegetacdo, em meio de cultura apropriado; na segunda ha a indugdo do
crescimento de novos brotos (multiplicagdo), que serdo repicados e novamente
inoculados em meio de cultura para desenvolvimento de novos explantes (Figura
3A e 3B); na etapa trés ocorre a formacao de raizes nos explantes, enquanto a
quarta refere-se a aclimatizacdo desses explantes, onde as mudas serdo

transferidas gradualmente para a condigao ex vitro (HARTMANN et al., 1997).
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Figura 3. Materiais utilizados na micropropagacao (A) e procedimento de repicagem de
explantes de mirtileiro cultivar Bluecrop, antes da montagem dos experimentos (B).
Foto: autor, 2019.

No caso de espécies lenhosas como o mirtileiro, a micropropagagao
normalmente é realizada por meio de segmentos nodais ou gemas axilares, onde
se procede a inoculagédo desses segmentos em meio de cultura para multiplicagdo
direta, sendo este material posteriormente enraizado in vitro ou ex vitro (PELIZZA,
2009).

Com relagdo a micropropagagao de mirtileiro e o desenvolvimento das
mudas no campo, Souza et al. (2011), avaliando cultivares do grupo “rabbiteye”
observaram maior crescimento vegetativo inicial das mudas micropropagadas em
detrimento daquelas produzidas através da estaquia, devido ao rejuvenescimento
promovido pelos sucessivos subcultivos in vitro. Resultados semelhantes foram
obtidos por Litwinczuk et al. (2005), em experimento com o mirtileiro ‘Hebert
highbush (V. corymbosum L.). Além dessas pesquisas, Camargo et al. (2018),
constataram maior crescimento inicial de mudas da cultivar Bluegen

micropropagadas, em comparagao com mudas produzidas por estaquia.

E importante salientar que o sucesso da micropropagacdo também esta
relacionado com fatores como tamanho e tipo do explante, concentragbes de
reguladores de crescimento utilizadas e composicdo do meio de cultura
(HORBACH et al, 2011). Para a multiplicagdo de mirtileiro pode ser usado o meio
de cultura WPM (Wood Plant Media) (LLOYD; MCCOWN, 1981), que também é
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amplamente usado para a producdo comercial de mudas de outros arbustos e
arvores (QUISEN; ANGELO, 2008).

Os meios de cultura podem ser acrescidos de reguladores de crescimento
e substancias nutritivas e bioestimulantes, a fim de favorecer a multiplicagéo e o
desenvolvimento de plantas nessas condigdes. Os reguladores de crescimento
comumente utilizados no cultivo in vitro de mirtileiro sdo o 2iP (N6-
isopenteniladenina) e a zeatina (citocininas), como demostram os trabalhos de
Jakoola et al. (2001), Silva et al. (2006) e Schuch et al. (2008). Em relagéo as
substancias estimulantes utilizadas na micropropagag¢ao podem-se citar os acidos
humicos (SILVA et al., 2015).

Apos a multiplicacdo do material propagativo com a utilizagdo das
citocininas procede-se ao enraizamento dos explantes, que pode ser feito in vitro
ou ex vitro. Em ambos os casos sao utilizados reguladores de crescimento da
classe das auxinas para promover o crescimento de raizes adventicias, em
especial o AIB (acido indolbutirico), devido a sua eficiéncia em diversas espécies
(HARTMANN et al., 1997).

No enraizamento in vitro uma das vantagens € o melhor controle das
condigbes de trabalho, visto que esta € uma da etapa dificil da micropropagacéao
(LEITZKE et al., 2009). No entanto, mudas enraizadas in vitro podem apresentar
problemas durante a fase de aclimatizacéo, além do fato que o enraizamento in
vitro aumenta o periodo de permanéncia das plantas em laboratorio, elevando
custos de produgao (PELIZZA et al., 2012). Assim, o enraizamento de mudas ex
vitro pode ser uma ferramenta para otimizar o processo de producdo de mudas,
garantindo plantas de qualidade e diminuindo custos de produgdo, visto que as
plantas serdo retiradas da sala de crescimento para enraizamento em condi¢cdes
de viveiro, diminuindo assim custos com energia elétrica e meios de cultura
(TORMEN, 2017).

O enraizamento ex vitro permite ainda a formacado de um sistema radicular
mais funcional, evitando o aparecimento de calos que podem atrapalhar a
conexao dos sistemas vasculares da planta e permitindo o crescimento de maior
numero de raizes secundarias (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
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Na micropropagagdo também é possivel produzir mudas através da
microestaquia para formacgdo de jardim microclonal. Dentre as vantagens da
microestaquia, se comparada a estaquia convencional, estdo a maior
porcentagem de enraizamento, maior vigor das raizes, maior uniformidade de
mudas, diminuigdo do tempo de viveiro e maior taxa de sobrevivéncia de mudas
no campo (PELIZZA et al., 2011).

De acordo com Ristow et al. (2012), a técnica de microestaquia é eficiente
para a propagagdao do mirtileiro ‘Georgiagem’, visto a porcentagem de
enraizamento acima de 80% quando se utilizou os substratos turfa de musgo
(Sphagnum sp) e as misturas turfa + perlita, turfa + perlita + fibra de coco, turfa +
perlita + serragem. Pelizza et al. (2011), ao desenvolver experimentos para avaliar
a capacidade de enraizamento de microestacas apicais € medianas de mirtileiro
‘Climax’, observaram que a utilizagdo de microestacas medianas em substrato
Plantmax © + casca de arroz carbonizada (1:1) € mais indicada para a produgao
de mudas do mirtileiro, por proporcionar maior porcentagem de enraizamento e

sobrevivéncia das mesmas.

Tais resultados evidenciam que a taxa de enraizamento das microestacas
dependera do substrato utilizado e das caracteristicas fisicas e quimicas do

material, como porosidade, capacidade de retengédo de agua e pH.

2.5 Substancias humicas

Os solos sao meios ricos em microorganismos, que desempenham papel
fundamental no processo de decomposicdo da matéria organica. A agdo dos
microoganismos sobre esse material da origem a compostos organicos
condensados (acidos humicos e fulvicos), denominados substancias humicas
(BALDOTTO; BALDOTTO, 2014).

As substancias humicas participam de grande parte das reagdes que
ocorrem no ambiente, influenciando na transformacdo de compostos quimicos e
na disponibilidade de nutrientes no solo, contribuindo diretamente na estrutura e
fertilidade do mesmo (CANELLAS et al., 2008). A definicdo exata de substancias
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huamicas é algo muito complexo, assim como a complexidade da sua composigao.
No entanto, na literatura encontra-se que tais substancias podem ser definidas
como o produto de reagdes de sintese secundarias, bidticas e abidticas, formando
uma série de polimeros amorfos de coloragdo amarelada a preta, com alto peso
molecular (BENITES et al., 2003).

Na agricultura as substancias humicas sdo comumente utilizadas como
condicionadores de solo. Agem diretamente nas propriedades fisicas, quimicas e
microbiolégicas do solo, proporcionando maior capacidade de retengcédo de agua e
aeracgao. Elevam o poder tampao (diminuicdo das variagdes de pH) e promovem
reducdo da toxidez de alguns ions metalicos através de sua agdo complexante
(CARON et al., 2015). Além disso, melhoram a agregagao do solo, aumentam a
CTC e a concentragdo de matéria organica, diminuindo a perda de nutrientes
potenciais (GONZALEZ et al., 2010).

Em pequenas concentragdes, possuem elevada acgado estimulante no
crescimento de plantas cultivadas in vitro (SILVA et al., 2015). Atualmente,
existem produtos comerciais compostos por substancias humicas (acidos humicos

e fulvicos) para utilizacdo na agricultura (Figura 4).

Figura 4. Produto comercial Solo Humics®.
Foto: Autor, 2020.

Bernardes et al. (2011), em experimento com mudas de tomateiro
(Solanum Iycopersicum) ‘Carmen’ constataram a viabilidade do uso de

substancias humicas na produ¢do de mudas da planta, ao observarem maior
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desenvolvimento de raizes e parte aérea com a aplicagdo de Codahumus 20®
através de pulverizagdo. Em outro estudo, Pires et al. (2010), trabalhando com a
cultivar de tomateiro Vénus, verificaram que a aplicagdo de do mesmo produto
comercial via fertirrigagdo combinada ao substrato fibra de coco promoveu
aumento de firmeza dos frutos, além da reduc¢do da porcentagem de solubilizagéo

péctica.

A firmeza de frutos € um aspecto importante na avaliagado da qualidade de
tomates, pois indica a tolerancia dos frutos ao manuseio e ao transporte até os
pontos de comercializagdo (RESENDE et al., 2004).

Com relagdo ao cultivo in vitro, Baldotto et al. (2009), trabalhando com
mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitoria’ (Ananas comosus L. Merril),
observaram que a aplicacdo de 15 mmol L™ de C de acidos himicos durante a
aclimatizagao das plantas influenciou no desenvolvimento de raizes e crescimento
da parte aérea, além de propiciar maior acumulo de N, P, K Ca e Mg e aumento

da relagao clorofila a/ clorofila b.

Em estudos realizados sobre micropropagagdo com outras plantas
horticolas, como a Cattleya warneri ‘Concolor’, Silva et al. (2015), verificaram
maior desenvolvimento nas mudas submetidas a tratamento com 4,16 mM de C.L
! de acidos humicos, sendo que a substancia proporcionou incremento de 159%
de massa da matéria fresca das raizes em comparagdao com o tratamento
controle. Da mesma forma, Baldotto et al. (2014) observaram maior acumulo de
matéria seca e aceleragdo do crescimento de mudas de orquideas do género
Cymbidium sp. durante a aclimatizagdo, quando as mesmas foram tratadas com

acidos humicos extraidos de cama de frango e esterco bovino.

Rzepka-Plevnes et al. (2011), ao avaliarem a influéncia das substancias
huamicas no enraizamento in vitro de duas cultivares de morango (Fragaria x
ananassa Duch.) concluiram que a adi¢cdo de acidos humicos ao meio de cultura
na concentragdo de 1 mg.dm™ e 5 mg.dm™ foram mais benéficas para o
desenvolvimento das plantas do que a utilizagdo das auxinas acido indolbutirico
(AIB) e acido naftaleno-acético (NAA) na concentracdo de 1 mg.dm™, comumente

empregadas na propagagao in vitro dessa espécie.
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Apesar desses trabalhos, informacgdes sobre a utilizacdo de substancias
hamicas no cultivo in vitro e ex vitro de mirtileiro e seus possiveis efeitos sobre o
desenvolvimento da planta sdo escassas, justificando estudos relacionados ao

emprego dessa substancia na propagacao da frutifera.

2.6 Reguladores vegetais

Reguladores vegetais sao substancias de origem natural ou sintética que
podem ser aplicados em plantas com o objetivo de incrementar a produgao ou
aumentar a qualidade de culturas de interesse econdmico (COBUCCI et al.,
2008). Dentro deste grupo encontram-se as auxinas, giberelinas, citocininas,
retardadores, inibidores de etileno, além de outras moléculas com efeitos
similares como o acido jasménico, o acido salicilico e as poliaminas (CATO,
2006).

Os reguladores vegetais tém sido utilizados para controlar o crescimento de
fruteiras de clima temperado como a macieira e a pereira, evitando-se a brotacao
excessiva e promovendo a floragdo e frutificagcdo precoce em plantas jovens
(MOUCO et al., 2011). No cultivo in vitro tais substancias possuem a funcdo de
induzir e controlar a morfogénese quanto a regeneragdo de brotos e raizes,
estimulando a expanséao e divisdo celular. Para este fim, destaca-se a utilizacéo
de auxinas e citocininas na suplementacdo dos meios de cultura (MORAIS et al.,
2014).

As citocininas sado substancias responsaveis pela quebra de dominancia
apical, inducao da proliferacdo de gemas axilares e aumento da regeneracgéao in
vitro (HU; WANG, 1983). Ja as auxinas possuem a funcdo de promover o
crescimento de raizes adventicias nos explantes (HARTMANN et al., 1997). Para
a micropropagacao de mirtileiro as citocininas comumente utilizadas sédo o 2iP
(N-isopenteniladenina) e a zeatina, além do AlB (acido indolbutirico), pertencente
a classe das auxinas (JAKOOLA et al., 2001; SILVA et al., 2006; SCHUCH et al.,
2008). No enraizamento ex vitro, a utilizacdo de AIB também aumenta o
desenvolvimento de raizes nas estacas, bem como a uniformidade e qualidade
das mesmas (PASQUALINI, 2013).
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Schuch et al. (2008) constataram maior numero de brotagdes com o uso da
zeatina na multiplicagdo de mirtileiro ‘Climax’, em comparagdo com o 2iP. No
entanto, as brotagdes formadas em meio de cultura suplementado com este
regulador vegetal apresentaram pequeno tamanho e menor numero de gemas por
brotacdo. Resultados semelhantes foram encontrados por Silva et al. (2006),
durante o estabelecimento in vitro de mirtileiro ‘Delite’. Além de maior numero de
brotagdes, 0 uso de zeatina promoveu maior porcentagem de sobrevivéncia de

explantes, além de diminuir a oxidagdo do material.

A resposta do mirtileiro a aplicagdo de AIB durante a estaquia varia de acordo
com a cultivar, sendo muitas vezes indiferente de acordo com a concentracio
utilizada. Para a cultivar Briteblue, a aplicacdo de 1000 mg.L'1 de AIB néo
influencia no desenvolvimento radicular das estacas, independente da forma de
aplicacao (via liquida ou através de talco) (KOYAMA et al., 2019). Trevisan et al.
(2008) observaram resultados variaveis quanto a utilizacdo de AIB durante
enraizamento de estacas herbaceas de mirtileiro ‘Florida’, ‘Bluegen’, ‘Woodard’,
‘Bluebelle’, ‘Climax’ e ‘Briteblue’, ndo observando influéncia do regulador vegetal

sobre o enraizamento até a concentracdo de 7500 mg.L™.

Em outro estudo, Vignolo et al., (2012) constataram que a utilizacdo de AIB até
a concentracdo de 6000 mg.L" ndo é suficiente para expressar o maximo
potencial de enraizamento de estacas lenhosas das cultivares Bluebelle, Briteblue
e Delite. Ja no cultivo in vitro, a concentragao de AIB utilizada no meio de cultura
varia entre 7 a 9 uM L' (DAMIANI; SCHUCH, 2009a; DAMIANI; SCHUCH,
2009b).

2.7 Substratos no enraizamento ex vitro

Assim como a utilizagdo de reguladores de crescimento, durante o
enraizamento ex vitro € de suma importancia o emprego do substrato adequado
para desenvolvimento das plantas. Kampf (2000) define substrato como o meio
onde as plantas desenvolvem suas raizes na auséncia de solo, sendo que este

possui 0 objetivo de fixar a planta e suprir suas necessidades nutricionais.
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Segundo Cunha et al. (2006), o substrato adequado € aquele cujas
caracteristicas fisicas e quimicas atendam as necessidades da espécie a ser
propagada. Entre as propriedades fisicas podem ser citadas a densidade, a
porosidade, a aeragdo e a capacidade de retengcdo de agua do material
(LACERDA et al., 2006), enquanto o pH e a condutividade elétrica estdo entre as
propriedades quimicas dos substratos (KAMPF, 2000). Outros aspectos a serem
considerados na selegao de substratos sao a disponibilidade e o custo do material
(FONSECA, 2001).

De modo geral, para o cultivo de frutiferas o substrato ideal varia de acordo
com a espécie e a cultivar. Para estaquia de pitangueira (Eugenia uniflora),
recomenda-se o substrato Plantmax® (ANTUNES et al., 2012; PICOLLOTO et al.,
2013). O mesmo substrato também é utilizado na germinagdo de sementes de
pessegueiro (Prunus persica L. Batsh) (JUNIOR et al., 2007), podendo ser
combinado a outros materiais como o humus (PICOLLOTO et al., 2007). Ja para
estacas herbaceas de amoreira-preta (Rubus spp.), pode-se utilizar a casca de
arroz carbonizada (YAMAMOTO et al., 2013) e o substrato Plantmax®, combinado

a vermiculita e a casca de arroz carbonizada (VILLA et al., 2006a).

Varios estudos foram realizados com o uso de substratos na produgao de
mudas de mirtileiro ex vitro. Pelizza et al. (2012), avaliando as cultivares
Bluebelle Woodard e Georgiagem constataram maior comprimento de raizes ao
utilizar vermiculita de granulometria média como substrato no enraizamento ex
vitro das plantas. Para altura média de plantulas, resultados superiores para a
cultivar Woodard foram observados com a utilizacdo de serragem curtida de
pinus, enquanto que para as outras cultivares testadas ndo se obtiveram

diferencgas significativas.

Ristow et al. (2012), analisando os efeitos de diferentes substratos na
producdo de mudas de mirtilo ‘Georgiagem’ pelo processo de microestaquia
(estacas retiradas de matrizes micropropagadas) obtiveram resultados superiores
nos substratos turfa de musgo (Sphagnum sp.) e nas misturas de turfa + perlita,
turfa + perlita + fibra de coco e turfa + perlita + serragem. Em outro estudo,
Koyama et al. (2018), trabalhando com miniestacas de mirtilo ‘Woodard’ e

‘Briteblue’ constataram que a utilizagdo de casca de arroz carbonizada como



32

substrato proporcionou maior porcentagem de sobrevivéncia e brotacdo de mudas

para essas cultivares.

Dada a importancia dos substratos para o enraizamento e desenvolvimento
de mudas de mirtilo, torna-se importante a identificagdo do material mais
adequado para cada cultivar, de forma a aperfeicoar e otimizar o processo de

enraizamento ex vitro.
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3. CAPITULO | - Substancias humicas e 2-isopenteniladenina na
multiplicacao in vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’

3.1 Introducgao

Na regido sul do Brasil a cultura do mirtileiro (Vaccinium sp.) representa
uma alternativa promissora, demandar pouca quantidade de insumos e possuir
maior rusticidade, contribuindo com a preservacdo do meio ambiente e a
seguranga alimentar (ARRUDA et al.,, 2017). Além disso, a fruta vem sendo
reconhecida pelos consumidores por suas propriedades nutracéuticas (SILVEIRA
et al., 2007).

A cultivar Bluecrop esta inserida no grupo Highbush e originou-se do
cruzamento entre GM-37 (Jersey x Pioneer) x CU-5 (Stanley x June), realizado
por Coville e Freeman em 1934 e langada pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) em 1952 (RASEIRA; ANTUNES, 2004; DAL MOLIN et
al., 2014). Seus frutos sao de tamanho médio, possuem polpa firme e sabor
subacido, sendo destinados a industria de alimentos processados € ao consumo
in natura (CANTUARIAS- AVILES et al, 2014).

Para a expansdo nas areas de cultivo é primordial o uso de mudas de
qualidade. No caso do mirtileiro, a propagagcdo pode ser realizada de forma
sexuada e assexuada (por estaquia ou micropropagacao). No Brasil, a forma mais
utilizada para obtencdo de mudas comerciais € a estaquia (SOUZA et al, 2011).
No entanto, dependendo da cultivar a técnica possui baixo rendimento (PENA et
al., 2012). Assim, uma opgdo para contornar esses problemas é a
micropropagacgao, por possibilitar a produgdo de mudas em quantidade e com
qualidade em um curto espaco de tempo (DAMIANI; SCHUCH, 2009b).

Dentre os fatores que podem contribuir para o0 sucesso da
micropropagacao estao o tipo de explante, as concentragdes de reguladores de
crescimento e a composi¢do do meio de cultura (HORBACH et al., 2011). Além
disso, o meio de cultura pode ser suplementado com diferentes substancias
bioestimulantes, capazes de promover melhor desenvolvimento das plantas

micropropagadas, sendo uma delas as substancias humicas (SILVA et al., 2015).
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Tais substéncias s&do originadas do processo de decomposicdo da matéria
organica por microoorganismos (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014) e influenciam
ativamente a disponibilidade de nutrientes no solo, além de interferir diretamente
na estrutura e fertilidade do mesmo (CANELLAS et al., 2008).

Os efeitos das substancias humicas em condicdbes de campo sao
observados no acumulo de biomassa e de nutrientes pelas plantas e no
crescimento radicular, além de possuirem mecanismo de ag¢ao similar as auxinas
(BALDOTTO et al.,, 2014). Na micropropagacao seu efeito bioestimulante é
observado com o uso de pequenas concentragdes, promovendo incremento no
crescimento de plantas (SILVA et al., 2015).

Varios estudos foram realizados com o uso de substancias humicas, como
o de Bernardes et al. (2011), que observaram maior desenvolvimento de raizes
nas mudas de tomateiro (Solanum lycopersicum) ‘Carmen’ com a aplicagao de
CODAHUMUS 20° através de pulverizacdo. No cultivo in vitro, Baldotto et al.
(2009), trabalhando com mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitoria’
(Ananas comosus L. Merril), constataram que a aplicacdo de acidos humicos
durante a aclimatizacdo das plantas influenciou positivamente no

desenvolvimento de raizes e crescimento da parte aérea das mudas.

Em pesquisas sobre micropropagagao de outras plantas horticolas, como a
Cattleya warneri ‘Concolor’, Silva et al. (2015), verificaram maior desenvolvimento
nas mudas submetidas a tratamentos com doses de acidos humicos (4,16 mM de
C.L'1), sendo que a substancia proporcionou incremento de 159% de massa da
matéria fresca das raizes em comparagao com o tratamento controle. No entanto,
sdo escassas na literatura informacgdes acerca da utilizacdo de substancias
humicas no cultivo in vitro de espécies frutiferas lenhosas, em especial o

mirtileiro.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
concentracbes de substdncias humicas, combinado com o uso de 2-
isopenteniladenina (2iP) no meio de cultura para a multiplicagdo in vitro de

mirtileiro ‘Bluecrop’.
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3.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no periodo de janeiro a abril de 2019, no
Laboratério de Propagacédo de Plantas Frutiferas pertencente ao Departamento
de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), Universidade

Federal de Pelotas, Campus Capao do Leéo - RS.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 2x4, composto por quatro concentracbes de substancias
humicas (SH) (0,1,0, 2,0 e 3,0 ml.L"" de SoloHumics®), adicionados ou n&o de 2-
Isopenteniladenina (2ip) (100 mg.L™"). Cada tratamento foi constituido por quatro
repeticdes, sendo utilizado um frasco com quatro explantes por repeticdo. Foram
utilizados explantes de mirtileiro ‘Bluecrop’ contendo duas gemas (0,5 cm),
cultivados previamente in vitro em meio de cultura Wood Plant Media (WPM)
(Lloyd; McCown, 1980) por cinco subcultivos no mesmo laboratério (Figura 5A e
5B).

Figura 5. Mirtileiro 'Bluecrop' cultivado in vitro para retirada dos explantes (A) e materiais
utilizados na instalagdo do experimento (B).
Foto: autor, 2019.

Os explantes foram inoculados em frascos de vidro transparente com
capacidade de 200 mL, contendo 30 mL de meio de cultura WOOD PLANT
MEDIA (Wood Plant Media — Lloyd; McCown, 1980), suplementado com 6 g.L™ de
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agar, 30 g.L" de sacarose, 0,1 gL' de mio-inositol, além dos respectivos
tratamentos (Figura 6), com pH ajustado para 5,8. Os frascos foram vedados com

folha de papel aluminio e autoclavados a 120°C e 1,5 atm por 15 minutos.

Figura 6. Preparo dos meios de cultura nos frascos contendo as concentragdes de
substancias humicas.
Foto: autor, 2020.

O produto comercial utilizado (SoloHumics®) ¢é um fertilizante
organomineral com a seguinte composi¢ao: acido humico (25%), acido fulvico

(5%), matéria organica (59%), carbono orgéanico total (31%) e potassio (3%).

Apos a transferéncia dos explantes para os frascos em camara de fluxo
laminar, os mesmos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de
25 + 2°C, luminosidade de 48 umols. m2.s™ e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8

horas de escuro.

Apos 90 dias avaliou-se: porcentagem de sobrevivéncia, taxa de
multiplicagdo (numero de gemas obtidas apdés 90 dias dividido pelo numero de
gemas inicial (2)), numero de brotagdes, comprimento da maior brotagao (cm),
massa de matéria fresca total (g) e massa da matéria seca total (g). Para tanto,
utilizou-se balanga analitica e régua comum, sendo a pesagem de matéria seca
total realizada apés a secagem das amostras em estufa a 60°C até massa

constante.
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Os resultados foram submetidos a analise de variéncia através do teste T a
5,0% de significancia. Constatando-se significancia estatistica, os fatores
qualitativos foram avaliados pelo teste T, os quantitativos avaliados por regresséo
e a interagao entre os fatores avaliada pelo teste Tukey a 5% de significancia. As

avaliagdes foram realizadas no programa estatistico Sisvar.

3.3 Resultados e discussao

N&o foram observadas diferengas significativas entre os tratamentos para a
porcentagem de sobrevivéncia, sendo que apenas com o uso de 3 ml.L" e sem a

presenca de 2iP o valor foi de 96,87%.

A porcentagem de sobrevivéncia € uma variavel importante nos estudos
relacionados a produgcao de mudas. Quanto maior a quantidade de explantes

vivos, maior sera a possibilidade de rentabilidade na comerciaizagdo das mudas.

Para a taxa de multiplicacdo houve diferenca significativa para presenca de
2iP no meio de cultura. Tratamentos contendo a citocinina propiciaram maior
numero de gemas (Figura 7). Porém, quanto a concentragdo de substancias

hamicas, ndo se observou diferenga significativa (Tabela 1).

Tabela 1. Taxa de multiplicacido de explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidos
as concentragdes de substancias humicas e 2-Isopenteniladenina (2iP) (100 mg.L
') no meio de cultura Wood Plant Media, aos 90 dias de cultivo. Capdo do Ledo,
2019.

Taxa de multiplicagéo

Meio de Concentracao de substancias humicas (mI.L'1)
cultura 0,0 1,0 2,0 3,0 Média geral
Com 2iP 20,47a* 19,87a 19,36a 14,60a 18,57a
Sem 2iP 3,45b 4,60b 4,81b 3,00b 3,96b
Média geral 11,96 12,23 12,08 8,80
CV(%):43,00

"Nao significativo. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste T
a 5% de significancia.
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Figura 7. Explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidas aos tratamentos contendo substancias
hdmicas (SH) e 2- Isopentemladenlna (2iP) (100 mg.L™"), com comprlmento variando entre
2,07 e 4,46 cm, sendo: T1—0mIL de SH + 2iP; T2= 1,0 mI.L" de SH +2|P T3=2,0 ml.L"
de SH + 2iP; T4=3,0 ml.L™" de SH + 2iP, T5= 0 mI.L" de SH ; T6= 1,0 ml.L" de SH ; T7= 2,0
ml.L" de SH ; T8=3,0 ml.L" de SH.

Fonte: autor, 2019.

Para o numero de brotagdes ndao houve diferenca significativa para a
adicdo de substancias humicas no meio de cultura (Tabela 2). No entanto,
verificou-se diferenga significativa para a utilizagdo de 2iP, sendo os tratamentos
adicionados da citocinina superiores em relacado aqueles sem a presenca do

regulador vegetal.

De acordo com Muleo; Morini (2006), o aumento da concentragdo de
citocininas no tecido pode promover o crescimento de gemas laterais em fungao
da reducgao do efeito inibitério das auxinas, partindo da hip6tese que a dominéncia

apical é afetada pelo balanco auxina/citocinina.
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Tabela 2. Numero de brotagcbes em explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidos
as concentragdes de substancias humicas e 2-Isopenteniladenina (2iP) (100 mg.L
') no meio de cultura Wood Plant Media, aos 90 dias de cultivo. Capdo do Ledo,
2019.

N° de brotacoes

Meio de Concentracao de substancias humicas (mI.L'1)
cultura 0,0 1,0 2,0 3,0 Média geral
Com 2iP 4,92a* 5,97a 4,22a 3,00a 4,53a
Sem 2iP 1,00b 1,00b 1,00b 0,87b 0,96b
Média geral 2,96" 3,48 2,61 1,93
CV(%):45,22

"Nao significativo. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste T
a 5% de significancia.

O numero de brotagdes e de gemas sao variaveis diretamente relacionadas
ao desenvolvimento das folhas, que sado responsaveis pela fotossintese e
producao de fotoassimilados, fatores cruciais para a sobrevivéncia e crescimento
das mudas (LIMA et al., 2007).

Pasa et. al. (2012), em estudo com a amoreira-preta ‘Xavante’ constataram
que a utilizagao da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) promoveu maior numero
de brotacdo e de gemas, se comparado aos tratamentos onde o regulador de
crescimento ndo foi utilizado. Resultados semelhantes foram verificados por Villa
et al. (2006b) para a cultivar Brazos. No entanto, Erig; Schuch (2006), observaram
que a adi¢ao de 2iP (25 mM) ao meio de cultura WPM nao proporcionou aumento

no numero médio de brotagcdes e gemas para mirtileiro ‘Delite.

Nao houve diferenga significativa no comprimento da maior brotagao, tanto
para utilizacdo de 2iP quanto para as concentragdes de substéncias humicas,
sendo que as médias dos tratamentos permaneceram entre 2,07 e 4,46 cm
(Tabela 3).
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Tabela 3. Comprimento da maior brotacdo em explantes de mirtileiro 'Bluecrop'
submetidos as concentragbes de substéncias humicas e 2-lIsopenteniladenina
(2iP) (100 mg.L™") no meio de cultura Wood Plant Media, aos 90 dias de cultivo.
Capéo do Leao, 2019.

Comprimento da brotagdo (cm)

Meio de Concentragio de substancias humicas (ml.L")
cultura 0,0 1,0 2,0 3,0 Média geral
Com 2iP 3,90™ 4,46" 3,81™ 4,16" 4,08
Sem 2iP 2,20 4,36 4,18 2,07 3,20
Média geral 3,05™ 4,41 3,99 3,12

CV(%):38,55

"Nao significativo.

Para a massa de matéria fresca houve diferenca significativa para
utilizacdo de 2iP e concentragdes de substancias humicas, ndo havendo interagao

entre os fatores de estudo (Tabela 4).

Tabela 4. Massa da matéria fresca em explantes de mirtileiro 'Bluecrop'
submetidos as concentragcbes de substéncias humicas e 2-lIsopenteniladenina
(2iP) (100 mg.L™") no meio de cultura Wood Plant Media, aos 90 dias de cultivo.
Capéo do Leao, 2019.

Massa da matéria fresca total (g)

Meio de Concentragcao de substancias humicas (mI.L'1)
cultura 0,0 1,0 2,0 3,0 Média geral
Com 2iP 1,064a* 1,076a 0,680a 0,418a 0,81a
Sem 2iP 0,102b 0,225b 0,097b 0,057b 0,12b
Média geral 0,583"° 0,650 0,389 0,238
CV(%):49,92

"Nao significativo. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste T
a 5% de significancia.

Tais resultados sugerem a importancia da utilizagao de citocininas no meio
de cultura para promover maior numero de brotacdes, influenciando diretamente

no ganho de massa pelas plantas.

Com relagdo a adicdo de substancias humicas, observou-se um
decréscimo da massa de matéria fresca com o aumento da concentracido, na
presenca e auséncia de 2iP. Para essa varidvel, a concentragdo de 1,0 ml.L™

promoveu resultados superiores (Figura 8).
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Figura 8. Massa de matéria fresca total dos explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidos as
concentragdes de substancias humicas e 2iP (100 mg.L'1) no meio de cultura Wood Plant Media.
S/ 2iP=sem 2iP. C/ 2iP=Com 2iP.

O efeito bioestimulante das substancias humicas €& observado com a
utilizacdo de pequenas concentracdes da substancia (de 1 mg de C.L"" a 5 mg
de C.L™" ) (NARDI et al., 2007; AGUIAR et al., 2013) e o sucesso da aplicagdo
dessas substancias depende de estudos preliminares que definam a melhor
concentracao utilizada (BALDOTTO; BALDOTTO, 2014).

Silva et al. (2015), constataram aumento na quantidade de matéria fresca
de folhas das plantulas da orquidea Cattleya warneri nos tratamentos contendo
4,16 mM de C.L™" de acidos humicos extraidos de vermicoposto, com incremento

de 81% em relagao ao tratamento sem adi¢gédo da substancia.

Para a massa da matéria seca, houve interagcdo entre os fatores, com
diferenca significativa na adicdo de 2iP e na concentracdo de substancias
humicas. Assim como nas demais variaveis, nos tratamentos onde se utilizou a

citocinina foram obtidas maiores médias de massa (Tabela 5).
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Tabela 5. Massa da matéria seca em explantes de mirtileiro '‘Bluecrop' submetidos
as concentracgdes de substancias humicas e 2-Isopenteniladenina (2iP) (100 mg.L
') no meio de cultura Wood Plant Media, aos 90 dias de cultivo. Capdo do Ledo,
2019.

Massa da matéria seca total (g)

Meio de Concentragdo de substancias himicas (ml.L™)
cultura 0,0 1,0 2,0 3,0 Média geral
Com 2iP 0,198a* 0,203a 0,105a 0,069a 0,14a
Sem 2iP 0,017b 0,042b 0,035b 0,015b 0,02b
Média geral 0,107ab 0,129a 0,063ab 0,042b
CV(%):57,27

"Nao significativo. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna (e na linha para média geral das
concentragdes de substancias humicas) n&o diferem entre si pelo teste T a 5% de significancia.

Com o aumento da concentracdo de substincias humicas as médias de
massa da matéria seca também sofreram declinio, evidenciando a importancia de
se utilizar pequenas concentragbes do bioestimulante na propagacao in vitro
(Figura 9).

0.25 y ( ¢/2iP)=-0,0125x2 - 0,0115x + 0,1985
R2=0,89

0.2 y (s/2iP) = -0,0125x2 + 0,0345x + 0,0145
R2=0,62

C
[
2
3
2 0.15
8
g
g 01
©
©
(4]
g 0.05 .
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Concentragdo de substancias humicas (ml.L-1)

Figura 9. Massa de matéria seca total dos explantes de mirtileiro 'Bluecrop’ submetidos as
concentragdes de substancias humicas e 2iP (100 mg.L'1) no meio de cultura Wood Plant Media.
S/ 2iP= sem 2iP. C/ 2iP= com 2iP.

Observou-se que os tratamentos contendo 2iP, na concentragdo de 0 e 1
ml.L™" de substancias humicas foram superiores aos demais tratamentos para a

variavel massa de matéria seca total;
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Baldotto et al. (2014) observaram maior acumulo de matéria seca e
aceleracdo do crescimento de mudas de orquideas do género Cymbidium sp.
durante a aclimatizagdo, quando as mesmas foram tratadas com pequenas
concentragbes de acidos humicos extraidos de cama de frango (18,75mmol L'1) e
esterco bovino (3,77mmol L™). Silva et al. (2015) também observaram incremento
na matéria seca de plantulas da orquidea Cattleya warneri nos tratamentos
contendo baixas concentragdes de acidos humicos extraidos de vermicoposto
(4,16 mM de C.L™"). Tais resultados também evidenciam a importancia da origem
das substancias humicas, podendo este fato, assim como a composicdo do

produto comercial, interferir nos resultados.

Com base no exposto, as concentracdes de substancias humicas testadas
neste estudo nao influenciaram na etapa de multiplicagcdo in vitro do mirtileiro
‘Bluecrop’. Entretanto, é importante testar outras concentracbes, além de
comparar substancias humicas de diferentes origens, no intuito de identificar se

outra concentracao e/ou composic¢ao sao eficientes para essa cultivar.

3.4 Conclusao

A multiplicagao in vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’ pode ser feita com o uso de

2-1sopenteniladenina (2iP), sem a adigdo de substancias humicas.
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4. CAPITULO Il - Substancias humicas e acido indolbutirico no
enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’

4.1 Introdugao

O mirtileiro (Vaccinium sp.) é uma frutifera pertencente a familia Ericaceae,
nativa da América do Norte, Canada e Estados Unidos (RASEIRA; ANTUNES,
2004; FACHINELLO, 2008). Por ser uma opgao promissora para a
comercializagdo, a cultura desperta o interesse de pesquisadores e produtores
(PELIZZA et al., 2011).

Um dos entraves para a expansdo da cultura no pais é a dificuldade de
propagacao da planta, que possui baixa taxa de enraizamento quando propagada
através da estaquia (PENA et al., 2012). Considerando este entrave, a
micropropagac¢ao € uma alternativa para a propagacao da frutifera, permitindo a
produgdo de grande quantidade de mudas em um curto espagco de tempo,
utilizando menos material propagativo e garantindo a qualidade fitossanitaria das
plantas (DAMIANI; SCHUCH, 2009b).

Dentre as etapas realizadas na micropropagagdo esta o enraizamento,
sendo comum o uso de reguladores de crescimento da classe das auxinas, como
o acido indolbutirico (AIB). As auxinas sao responsaveis por estimular a diviséo e
o alongamento das células, culminando na formacgado das raizes (Ford et al.,
2001). Além dos reguladores de crescimento, os meios de cultura utilizados na
micropropagacao de espécies vegetais podem ser acrescidos de substéncias
nutritivas e bioestimulantes, como as substancias humicas (SILVA et al., 2015), a

fim de favorecer o enraizamento da planta.

As substancias humicas estdo presentes no solo e desempenham papel
fundamental na disponibilidade de nutrientes e fertilidade do mesmo (CANELLAS
et al., 2008). Possuem o poder de estimular diversos processos fisiologicos
relacionados ao crescimento das plantas, sobretudo o desenvolvimento radicular
através do aumento do transporte de ions e ativagdo das H*ATPases, possuindo
funcdo similar a das auxinas (AGUIAR et al., 2009; DOBSS et al., 2010;
ZANDONADI et al., 2013).
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Mudas que possuem raizes mais desenvolvidas tém melhores condi¢des
de se adaptar as condicbes de campo, podendo sobreviver a ambientes com
baixa disponibilidade de agua e nutrientes (AGUIAR et al., 2009). Em pequenas
concentragdes as substancias humicas sao capazes de estimular o crescimento e

enraizamento de plantas cultivadas in vitro (SILVA et al., 2015).

Varios estudos evidenciam os beneficios da utilizagdo de substancias
hamicas na etapa de enraizamento in vitro de plantas. Silva et al. (2015),
avaliando o desenvolvimento de plantulas de Cattleya warneri ‘Concolor’
submetidas a tratamentos com diferentes doses de acidos humicos verificaram
maior desenvolvimento nas mudas da planta com a utilizagdo de 4,16 mM de C.L
' da substancia. J4 Rzepka-Plevnes et al. (2011), ao avaliarem a influéncia dos
acidos humicos no enraizamento in vitro de cultivares de morango (Fragaria x
ananassa Duch.), constataram que a adigdo de acidos humicos ao meio de
cultura foi mais benéfica para o desenvolvimento das raizes da planta do que a
utilizagdo das auxinas comumente empregadas na propagagao in vitro dessa

especie.

Apesar dessas pesquisas, sdo escassos o0s estudos que tratam da
utilizagcdo das substancias humicas na micropropagagcdo do mirtileiro e seus
possiveis efeitos sobre o desenvolvimento da frutifera. Levando em consideragao
tais informagdes, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de concentragbes de
substancias humicas, combinado com o uso de acido indolbutirico no meio de

cultura para o enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’.

4.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no periodo de maio a agosto de 2019, no
Laboratério de Propagacado de Plantas Frutiferas pertencente ao Departamento
de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), Universidade

Federal de Pelotas, Campus Capao do Ledo-RS.

O delineamento experimental utilizado foi em esquema fatorial 2x4,

composto por quatro concentragdes de substancias humicas (AH) (0;1,0; 2,0 e 3,0
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ml.L" de SoloHumics®), adicionados ou ndo de acido indolbutirico (AIB) (0,0 ou
1,0 mg.L1). Cada tratamento foi constituido por quatro repeticdes, sendo utilizado
um frasco com quatro explantes por repeticdo. O produto comercial utilizado
(SoloHumics®) é um fertilizante organomineral com a seguinte composic&o: acido
hamico (25%), acido fulvico (5%), matéria organica (59%), carbono orgénico total
(31%) e potassio (3%).

Foram utilizados explantes de mirtileiro ‘Bluecrop’ contendo duas gemas
(0,5 cm), cultivados in vitro em meio Wood Plant Media (WPM) (Lloyd; McCown,

1980), por cinco subcultivos no mesmo laboratério (Figura 10A e 10B).

Figura 10. Mirtileiro 'Bluecrop' cultivado in vitro para retirada dos explantes (A) e
materiais utilizados no experimento (B).
Foto: autor, 2019.

Os explantes foram inoculados em frascos de vidro transparente com
capacidade de 200 mL, contendo 30 mL de meio de cultura Wood Plant Media
(WPM)(Lloyd; McCown, 1980), suplementado com 6 g.L™' de agar, 30 g.L"' de
sacarose, 0,1 g.L'1 de mio-inositol, além dos respectivos tratamentos, tendo seu
pH ajustado para 5,8. Antes da inoculacao os frascos foram vedados com folha de

aluminio e autoclavados a 120°C e 1,5 atm por 15 minutos.

Apos a transferéncia dos explantes para os frascos em camara de fluxo

laminar, os mesmos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de
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25 + 2°C, luminosidade de 48 umols. m2.s™ e fotoperiodo de 16 horas de luz e 8

horas de escuro.

Apos 90 dias avaliou-se: porcentagem de sobrevivéncia, numero de raizes,
comprimento da maior raiz (cm), massa de matéria fresca total (g) e massa da
matéria seca total (g). Para tanto, utilizou-se balanga analitica e régua comum,
sendo a pesagem de matéria seca total realizada apds a secagem das amostras

em estufa a 60°C até que as mesmas apresentassem massa constante.

Os resultados foram submetidos a analise de varidncia através do teste T a
5% de significancia. Constatando-se significancia estatistica os fatores
qualitativos foram avaliados pelo teste T, os quantitativos avaliados por regressao
e a interagao entre os fatores avaliada pelo teste Tukey a 5% de significancia. As

avaliagdes foram realizadas no programa estatistico Sisvar.

4.3 Resultados e discussao

Nao houve diferenga significativa para a porcentagem de sobrevivéncia
dentre os fatores, ou seja, em todos os tratamentos verificou-se 100% de

explantes vivos.

Alta porcentagem de sobrevivéncia permite maior aproveitamento do
material propagativo utilizado, além de aumentar a possibilidade de maior
rendimento relacionado a comercializagdo de mudas, ja que dardo origem a um

numero maior de plantas.

Com relagdo ao numero de raizes, houve diferenga significativa apenas a
presenca de acido indolbutirico no meio (Tabela 6). O uso do AIB proporcionou
meédias de numero de raizes mais baixas do que aqueles tratamentos sem o uso

da auxina (Figura 11).
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Tabela 6. Numero de raizes em explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidos as
concentragdes de substancias huimicas e &cido indolbutirico (AIB) (1,0 mg.L™") no
meio de cultura Wood Plant Media. Capao do Leao, 2019.

N° de raizes
Meio de Concentragdo de substancias humicas (ml.L™)
cultura 0,0 1,0 2,0 3,0 Média geral
Com AIB 0,00b* 0,00b 0,00b 0,06b 0,01b
Sem AIB 0,68a 1,00a 0,87a 1,18a 0,93a
Média geral 0,34"° 0,50 0,43 0,62

CV(%):83,80

"Nao significativo. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste T
a 5% de significancia.

Figura 11. Plantulas de mirtileiro 'Bluecrop' submetidas aos diferentes tratamentos contendo
substancias humicas e acido indolbutirico (AIB), sendo: sendo: T1= 0 ml.L" de SH + AlB;
T2=1,0ml.L" de SH + AIB; T3= 2,0 ml.L" de SH + AIB; T4= 3,0 ml.L" de SH + AIB, T5=0
ml.L" de SH; T6=1,0 ml.L" de SH; T7=2,0 ml.L"" de SH ; T8= 3,0 ml.L" de SH.

Foto: Autor, 2019.

Tal fato pode estar relacionado, em parte, com a concentracdo hormonal
enddégena. Além disso, o adequado balango hormonal favorece o crescimento de
raizes, nédo necessitando de aplicagbes exogenas de reguladores vegetais
(TREVISAN et al., 2008).
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Os resultados do presente estudo corroboram com Rzepka-Plevnes et al.
(2011), que ao avaliarem o enraizamento in vitro de duas -cultivares de
morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) observaram que a aplicagdo de acidos
hamicos provenientes de terra negra e “solo enferrujado” no meio de cultura
favoreceram o crescimento e desenvolvimento das raizes, além de aumentar a
massa da matéria fresca das plantas, sendo os tratamentos com acidos humicos

superiores aqueles onde se utilizou o AIB como suplemento do meio de cultura.

Camargo et al. (2017), testando a utilizagdo de substratos e formas de
imersdo de auxina (AIB) no cultivo in vitro da cultivar Duke concluiram que a
utilizacdo de vermiculita e meio WPM liquido sem a utilizagdo de AIB (1,0 mg.L™")
favoreceu o crescimento de brotacdes e raizes das plantas micropropagadas. No
entanto, Ostrolucka et al. (2004), ao trabalharem com diferentes cultivares de
mirtilo obtiveram até 95% de enraizamento utilizando a concentragao 0,8 mg.L-1
de AIB no meio de cultura, sendo que essa porcentagem variou entre as
cultivares, o que demonstra a diferenga da resposta das plantas ao uso de

auxinas.

Para o comprimento da maior raiz foi observada diferenca significativa

apenas para a presencga ou auséncia de AlIB (Tabela 7).

Tabela 7. Comprimento da maior raiz em explantes de mirtileiro 'Bluecrop'
submetidos as concentragdes de substancias humicas e acido indolbutirico (AIB)
(1,0 mg.L™") no meio de cultura Wood Plant Media. Capéo do Ledo, 2019.

Comprimento da maior raiz (cm)

Meio de Concentragdo de substancias himicas (ml.L™)

Cultura 0,0 1,0 2,0 3,0 Média geral
Com AIB 0,00b* 0,00b 0,00b 0,03b 0,007b
Sem AIB 1,24a 1,38a 1,28a 1,47a 1,34a

Média geral 0,62™ 0,69 0,64 0,75

CV(%):102,1

"Nao significativo. *Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste T
a 5% de significancia.

O desenvolvimento das raizes de uma muda pode influenciar diretamente
na sobrevivéncia desta em condi¢gdes de campo. Raizes mais desenvolvidas tém

melhores condicdes de explorar o solo, facilitando a aclimatizacdo e a adaptagao
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da planta a ambientes de baixa disponibilidade de agua e baixa fertilidade
(AGUIAR et al., 2009).

Espécies vegetais lenhosas apresentam dificuldade para enraizar por conta
da maturidade do material propagativo. Nesse sentido, a micropropagagao pode
ser empregada para promover o rejuvenescimento dos explantes e aumentar as
taxas de organogénese, sem necessitar da utilizagdo de reguladores vegetais,
sendo esta técnica bastante utilizada na cultura do eucalipto (TITON, 2001).

Para a massa de matéria fresca total dos explantes houve diferencga
significativa para a utilizacdo de AIB e concentragdo de substancias humicas
(Tabela 8).

Tabela 8. Massa da matéria fresca total em explantes de mirtileiro 'Bluecrop'
submetidos as concentracdes de substancias humicas e acido indolbutirico (AIB)
(1,0 mg.L™) no meio de cultura Wood Plant Media. Cap&o do Leo, 2019.

Massa da matéria fresca total (g)

Meio de Concentracgio de substancias himicas (ml.L™)

Cultura 0,0 1.0 2.0 3.0 Média geral
Com AIB 0,077a* 0,025b 0,034a 0,028a 0,040b
Sem AIB 0,122a 0,102a 0,061a 0,064a 0,087a

Média geral 0,099a 0,063ab 0,047b 0,045b

CV (%):50,09

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna (e na linha para média geral das concentragdes de
substancias humicas) n&o diferem entre si pelo teste T a 5% de significancia.

Para as concentracdes de substancias humicas no meio, observou-se que
as maiores médias foram obtidas sem a utilizagdo do bioestimulante (Figura 12).
Tais resultados s&o distintos aos registrados por Silva et al. (2015), que
observaram acréscimos de até 159% na massa da matéria fresca de raizes de
Cattleya warneri ‘Concolor’ utilizando acidos humicos provenientes de

vermicomposto durante a multiplicacdo e o enraizamento in vitro.
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Figura 12. Massa de matéria fresca total dos explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidos as
concentracdes de substancias humicas e AIB no meio de cultura Wood Plant Media. S/AIB = sem
AIB, C/AIB = com AIB.

Assim como a variavel anterior, em relacdo a massa da matéria seca total
houve diferenga significativa para a presenca de acido indolbutirico no meio de

cultura e as concentragdes de bioestimulante utilizadas (Tabela 9).

Tabela 9. Massa da matéria seca total em explantes de mirtileiro 'Bluecrop'
submetidos as concentragdes de substancias humicas e acido indolbutirico (AIB)
(1,0 mg.L™") no meio de cultura Wood Plant Media. Capéo do Ledo, 2019.

Massa da matéria seca total (g)

Meio de Concentragdo de substancias himicas (ml.L™)
cultura 0,0 1,0 2,0 3,0 Média geral
Com AIB 0,056b* 0,018b 0,025a 0,020a 0,029b
Sem AIB 0,094a 0,078a 0,047a 0,054a 0,068a
Média geral 0,074a 0,047ab 0,036b 0,037b

CV (%):50,21

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna (e na linha para média geral das concentragdes de
substancias humicas) nao diferem entre si pelo teste T a 5% de significancia.

Para as concentracdes de substancias humicas, médias superiores foram

observadas quando néo se utilizou o bioestimulante (Figura 13).
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Figura 13. Massa de matéria seca total dos explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidos as
concentragdes de substancias humicas e AIB no meio de cultura Wood plant media. S/AIB = sem
AIB, C/AIB = com AIB.

Cabe ressaltar que a origem dos acidos humicos pode influenciar no efeito
sobre as plantas cultivadas in vitro e ex vitro. Dhanapal, Sekar (2014), ao
comparar a resposta dos acidos humicos extraidos de leonardita e dois produtos
comerciais durante a micropropagacdo de bananeira ‘Grand naine’ (Musa
accuminata), constataram que tais produtos comerciais tiveram menor
desempenho sobre o desenvolvimento dos explantes do que os acidos humicos

provenientes de leonardita.

Deste modo, o desenvolvimento de novos estudos sobre o emprego das
substancias humicas no enraizamento de mirtileiro ‘Bluecrop’ € importante, com o
objetivo de identificar se existe outra concentragdo ou produto adequado para o

enraizamento in vitro desta cultivar.

4.3 Conclusao

O enraizamento in vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’ pode ser feito sem o uso de

acido indolbutirico (AIB) e sem a adi¢ao de substancias humicas.
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5. CAPITULO lll - Substancias humicas e substratos no enraizamento ex
vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’

5.1 Introducgao

O mirtileiro (Vaccinium sp.) € uma frutifera nativa da América do Norte,
Canada e Estados Unidos (RASEIRA; ANTUNES, 2004; FACHINELLO, 2008).
Seus frutos possuem excelentes caracteristicas organolépticas e nutricionais,
visto sdo que ricos em polifendis, vitaminas e antocianinas (SILVEIRA et al.,
2007).

Embora nos ultimos anos o cultivo da frutifera tenha sido ampliado na
regido sul, uma das dificuldades para a expansao da cultura no pais € dificuldade
de propagacao dessa planta, ja que algumas cultivares possuem baixa taxa de
enraizamento quando multiplicadas através da estaquia (PENA et al., 2012).
Considerando tal problema, a micropropagac¢ao surge como uma alternativa para
a produgao de mudas da frutifera (DAMIANI & SCHUCH, 2009b).

O enraizamento de plantas micropropagadas pode ser feito em condigdes
de viveiro ou de campo (ex vitro), sem a necessidade da infraestrutura de um
laboratério. Em meio as vantagens do enraizamento ex vitro de plantas esta a
reducdo dos custos com infraestrutura e mao-de-obra, visto que as plantas serao
retiradas da sala de crescimento para enraizamento em condi¢gdes de viveiro,
diminuindo assim custos com energia elétrica e meios de cultura (TORMEN,
2017). A técnica também permite a formagdo de um sistema radicular mais
funcional, evitando o aparecimento de calos que podem atrapalhar a conexao dos
sistemas vasculares da planta e permitindo o crescimento de maior numero de
raizes secundarias (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Neste método de propagagao varios produtos podem ser utilizados para
estimular o enraizamento de mudas, podendo se citar as substancias humicas.
Estas substadncias desempenham papel fundamental na disponibilidade de
nutrientes na estrutura do solo (CANELLAS et al., 2008), estimulam diferentes

processos fisioldgicos relacionados ao crescimento de plantas, sobretudo o
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desenvolvimento de raizes, possuindo fung&o similar a das auxinas (AGUIAR et
al., 2009; DOBSS et al., 2010; ZANDONADI et al., 2013).

Estudos evidenciam os beneficios da utilizagdo de substancias humicas na
etapa de enraizamento ex vitro de plantas. Baldotto et al. (2009), em trabalho com
mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitéria’ (Ananas comosus L. Merril)
observaram que a utilizagdo de acidos humicos (fracdo das substancias humicas
soluvel em meio alcalino) durante a aclimatizacdo das plantas influenciou no
desenvolvimento de raizes e crescimento da parte aérea, além de propiciar maior
acumulo de N, P, K Ca e Mg e aumento da relagao clorofila a/ clorofila b. Em
outro experimento, Meirelles et al. (2017) constataram maior produtividade em
alface (Lactuca sativa L.) submetida a tratamento com acidos humicos

combinados a aplicagao de bactérias diazotroficas.

Assim como a utilizacdo de substdncias que possam estimular o
crescimento de raizes, durante o enraizamento ex vitro € de suma importancia o
emprego do substrato para promover o desenvolvimento das plantas. Para Cunha
et al. (2006), substrato adequado € aquele cujas caracteristicas fisicas e quimicas
atendam as necessidades da espécie a ser propagada. Outros aspectos a serem
considerados na selegao de substratos sdo a disponibilidade e o custo do material
(FONSECA, 2001).

Para a producdo de mudas de mirtileiro, o substrato ideal varia de acordo
com a cultivar. Pelizza et al. (2012) verificaram maior comprimento de raizes ao
utilizar vermiculita de granulometria média para as cultivares Bluebelle Woodard e
Georgiagem durante enraizamento ex vitro. Entretanto, Koyama et al. (2018),
trabalhando com miniestacas de mirtilo ‘Woodard’ e ‘Briteblue’ concluiram que a
utilizacdo de casca de arroz carbonizada proporcionou maior porcentagem de

sobrevivéncia e brotacido de mudas para essas cultivares.

Levando em consideracao tais estudos e a importancia da produgao de
mudas para a expansao da cultura do mirtileiro no Brasil, o objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito da adicdo de substancias humicas e de trés tipos de
substratos no enraizamento ex vitro de brotagdes micropropagadas de mirtileiro

‘Bluecrop’.
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5.2 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no periodo de agosto a novembro de 2019, no
Laboratério de Propagagédo de Plantas Frutiferas e estufa pertencente ao
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM),

Universidade Federal de Pelotas, Campus Capéao do Leao - RS.

O delineamento experimental utilizado foi em esquema fatorial 3x3,
composto por trés concentracdes de substancias hiimicas (SH) (0, 2,0 e 4,0 ml.L™
de SoloHumics®), em diferentes substratos (vermiculita de granulometria média,
casca de arroz carbonizada (CAC) e fibra de coco. Cada tratamento foi
constituido por quatro repetigdes com dez plantas, sendo utilizada para cada
repeticdo uma embalagem plastica transparente com tampa, formato retangular,
com 16 cm de largura, 24 cm de comprimento e 5 centimetros de profundidade,

marca Zettapack® (Figura 14).

Figura 14. Preparo das embalagens plasticas com casca de arroz carbonizada para a
instalacdo do experimento.
Foto: autor, 2019

Foram utilizados explantes de mirtileiro ‘Bluecrop’ com cerca de trés
centimetros de comprimento, sem apices e sem raizes, cultivados previamente
em meio Wood Plant Media (WPM) (Lloyd; McCown, 1980), por cinco subcultivos

no mesmo laboratério (Figura 15A e 15B).
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Figura 15. Mirtileiro 'Bluecrop' cultivado previamente in vitro (A) e explante com 3 cm,
utilizado na instalagéo do experimento (B).
Foto: autor, 2019.

O produto comercial utilizado (SoloHumics®) ¢é um fertilizante
organomineral com a seguinte composi¢ao: acido humico (25%), acido fulvico

(5%), matéria organica (59%), carbono organico total (31%) e potassio (3%).

As embalagens plasticas foram mantidas em bancadas suspensas de
madeira (com 2 m de largura, 1 m de comprimento e 70 cm de altura), em casa de
vegetagcdo com temperatura de 25°C (Figura 162 e 16B). As regas foram feitas em
dias alternados de forma manual com o auxilio de um pulverizador manual de
pressdao marca Western®, com vazao maxima de 0,5L/min e pressao de trabalho
0,2 a 0,3 MPa, enquanto as aplicagdes (conforme o tratamento) foram realizadas

uma vez por semana, sendo o produto comercial diluido na agua da irrigacéo.
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Figura 16. Explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidos aos tratamentos com acidos humicos e
vermiculita (A) e fibra de coco (B).
Foto: autor, 2020.

Apos 90 dias avaliou-se: porcentagem de sobrevivéncia, numero de raizes,
comprimento da maior raiz, massa de matéria fresca total e massa da matéria
seca total. Para tanto, utilizou-se balanga analitica e régua comum, sendo a
pesagem de matéria seca total realizada apds a secagem das amostras em estufa
a 60°C até que as mesmas apresentassem massa constante.

Os resultados foram submetidos a analise de variéncia através do teste T a
5% de significancia. Constatando-se significAncia estatistica os fatores
qualitativos foram avaliados pelo teste T, os quantitativos avaliados por regressao
e a interagdo entre os fatores avaliada pelo teste Tukey a 5% de significancia. As

avaliagdes foram realizadas no programa estatistico Sisvar.

5.3 Resultados e discussao

Para a porcentagem de sobrevivéncia houve diferenga significativa apenas
quanto ao tipo de substrato. Na vermiculita obteve-se as maiores médias, nao
diferindo significativamente da fibra de coco e da casca de arroz carbonizada na

concentragdo de 2,0 ml.L™ de substancias humicas (Tabela 10).
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Tabela 10. Porcentagem de sobrevivéncia em explantes de mirtileiro 'Bluecrop’
submetidos as concentragdes de substadncias humicas e diferentes substratos
durante enraizamento ex vitro, aos 90 dias de cultivo. Capao do Leao, 2019.

Sobrevivéncia (%)

Substrato  Concentragdo de substancias himicas (ml.L™)

0,0 2,0 4,0 Média geral
Vermiculita 87.,5a* 77,5a 92,5a 85,8a
CAC 42.5b 50,0a 50,0b 47.5b
Fibra de coco 77.,5a 62,5a 87.,5a 75,8a
Média geral 69,16™ 63,33 76,66

CV(%): 27,50

"Nao significativo; CAC = casca de arroz carbonizada. *Médias seguidas pela mesma letra na
coluna nao diferem entre si pelo teste T a 5% de significancia.

A casca de arroz carbonizada, embora possua pH préximo da neutralidade,
baixa salinidade e alta porosidade, possui baixa capacidade de retencao de agua
(FERMINO & BELLE, 2000, KAMPF, 200), fato que pode ocasionar estresse
hidrico nas plantas em épocas mais quentes como o verdo, causando mortalidade
de mudas. Desse modo, embora o presente estudo tenha sido conduzido em casa
de vegetacdo com temperatura controlada, pode-se inferir que a vermiculita e a
fibra de coco propiciaram a diminuicdo desse estresse através da maior retencao

de agua, contribuindo para a maior sobrevivéncia de mudas.

Com relacdo ao numero de raizes, novamente houve diferenga significativa
apenas para o tipo de substrato utilizado, sendo que a vermiculita propiciou as
maiores meédias, nao diferindo significativamente dos demais na concentragao de
4,0 ml.L™ (Tabela 11).

Tabela 11. Numero de raizes em explantes de mirtileiro '‘Bluecrop' submetidos as
concentracbes de substancias humicas e diferentes substratos durante
enraizamento ex vitro, aos 90 dias de cultivo. Capdo do Leao, 2019.

Numero de raizes

Substrato Concentracido de substancias humicas (ml.L™)
0,0 2,0 4.0 Média geral
Vermiculita 1,65a* 1,87a 1,20a 1,57a
CAC 0,87b 0,87b 0,97a 0,90b
Fibra de coco 1,00ab 1,00b 1,02a 1,00b
Média geral 1,17" 1,25 1,06

CV(%): 41,33

"Nao significativo, CAC = casca de arroz carbonizada. *Médias seguidas pela mesma letra na
coluna nao diferem entre si pelo teste T a 5% de significancia.
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O numero e grau de desenvolvimento das raizes de uma muda podem
influenciar diretamente na sobrevivéncia desta em condigdes de campo. Raizes
mais desenvolvidas tém melhores condi¢des de explorar o solo, facilitando a
aclimatizacao e a adaptacao da planta a ambientes de baixa disponibilidade de
agua e baixa fertilidade (AGUIAR et al., 2009). Quanto maior o numero e quanto
mais desenvolvidas forem as raizes das mudas, maior a chance de sobrevivéncia

das plantas no campo.

Para o comprimento da maior raiz, houve diferenga significativa para o tipo
de substrato, sendo que a vermiculita propiciou as maiores médias que variaram
de 1,84 cm a 2,93 cm. Observando a média geral, tratamentos com vermiculita

foram superiores aos demais (Tabela 12).

Tabela 12. Comprimento da maior raiz em explantes de mirtileiro 'Bluecrop'
submetidos as concentragdes de substadncias humicas e diferentes substratos
durante enraizamento ex vitro, aos 90 dias de cultivo. Capao do Leao, 2019.

Comprimento da maior raiz (cm)

Substrato Concentragdo de substancias himicas (ml.L™)
0,0 2,0 4,0 Média geral
Vermiculita 1,84a* 2,93a 2,87a 2,55a
CAC 0,63b 1,31b 0,85b 0,82b
Fibra de coco 1,00ab 0,98b 1,05b 1,12b
Média geral 1,17 1,25 1,06

CV(%): 41,42

"Nao significativo; CAC = casca de arroz carbonizada. *Médias seguidas pela mesma letra na
coluna nao diferem entre si pelo teste T a 5% de significancia.

O baixo desempenho da casca de arroz carbonizada nas variaveis
relacionadas ao desenvolvimento de raizes pode estar relacionado, em parte,
com o fato de nao promover boa fixacdo das plantas durante seu
desenvolvimento, ndo sendo suficientemente densa e firme para o plantio de
mudas muito pequenas. Assim, durante a irrigacdo as plantas podem sofrer
tombamento por conta do impacto das goticulas de agua nas folhas, prejudicando

o desenvolvimento das mesmas.

Tais resultados corroboram com Pelizza et al. (2012), que em estudo com

as cultivares de mirtileiro Bluebelle Woodard e Georgiagem, observaram maior
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comprimento de raizes ao utilizar vermiculita de granulometria média como

substrato e AIB na concentragéo de 250 mg.L™".

Analisando a utilizagdo de substancias humicas, Baldotto et al. (2009), ao
avaliarem o desempenho de mudas micropropagadas de abacaxizeiro ‘Vitoria’
submetidas a tratamentos com acidos humicos isolados de vermicomposto e de

torta de filtro, obtiveram incremento de 39% na area radicular das plantas.

Na avaliacdo da massa da matéria fresca total de plantas houve interacao
entre tipo de substrato e concentragdo de substéncias humicas, onde cada
substrato respondeu de forma diferente ao aumento da concentracdo de
substancias humicas. Médias superiores foram observadas nos tratamentos com

vermiculita e fibra de coco (Figura 17).

y (Verm.) = -0,0064x2 + 0,0107x + 0,069

__0.12
0 R2=1
T 01 y (fibra)= -0,0166x2 + 0,0797x + 0,009
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‘s 0.06
N
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E . .
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2
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Concentragdo de substincias humicas (ml.L?)

Figura 17. Massa de matéria fresca total dos explantes de mirtileiro 'Bluecrop' submetidos as
concentragdes de substancias humicas e diferentes tipos de substrato.

Observando a analise de regressdo para concentracdo de substancias
humicas constata-se que concentracdes acima de 4,0 ml.L™" provocam declinio da
matéria fresca total de explantes quando se utilizou vermiculita e fibra de coco. No
entanto, para casca de arroz carbonizada observam-se resultados superiores com
o aumento da concentragdo do bioestimulante. Isso pode se dever ao fato da
casca de arroz carbonizada possuir baixa capacidade de retencdo de agua e dos

nutrientes. Sendo assim, quanto maior a concentragcao de substancias humicas,
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maior a disponibilidade destas para as plantas. Tal resultado também pode indicar
uma possivel interagdo entre substratos de origem organica e substancias
humicas, ressaltando a importancia de estudos sobre a combinagdo desses

materiais.

Baldotto et al. (2009), em estudo com o abacaxizeiro ‘Vitéria’ observaram
incremento na matéria fresca da parte aérea e raiz de plantulas submetidas a
tratamentos com acidos humicos provenientes de vermicomposto e torta de filtro,
nas concentracdes de 1568 mmolL'de C e 21,19 mmolL"'de C,
respectivamente, concentragdes mais baixas do que as utilizadas no presente

estudo.

Analisando a interagao entre os dois fatores, no tratamento onde se utilizou
fibra de coco com a concentracéo de 2,0 ml.L™" de substancias humicas obteve-se
a maior média, n&o diferindo significativamente da vermiculita na mesma
concentracdo. Ja para o tratamento onde nao se utilizou bioestimulante, a fibra de
coco obteve média mais baixa que a vermiculita, ndo diferindo significativamente

da casca de arroz carbonizada.

Para a massa seca total houve diferenga significativa para o substrato

(Tabela 14) e interagéo entre substrato e concentragdo de substéncias humicas.

Tabela 13. Massa da matéria seca total em explantes de mirtileiro 'Bluecrop'
submetidos as concentracbes de substancias humicas e diferentes substratos
durante enraizamento ex vitro, aos 90 dias de cultivo. Capao do Leao, 2019.

Massa da matéria seca (g)

Substrato  Concentragdo de substancias himicas (ml/L™)

0,0 2,0 4.0 Média geral
Vermiculita 0,045Aa* 0,027ABa 0,006Bb 0,026a
CAC 0,003Ab 0,011Ab 0,016Aab 0,010b
Fibra de coco 0,004Bb 0,037Aa 0,030Aa 0,023a
CV(%): 51,95 0,017™ 0,025 0,017

"Nao significativo; CAC = casca de arroz carbonizada. *Médias seguidas pela mesma letra na
maiuscula na linha e mindscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste T a 5% de significancia.

Nos tratamentos com casca de arroz carbonizada a massa foi menor nas
concentracbées de 0,0 e 2,0 mI.L'1, tendo peso de 0,003 g e 0,011 g,
respectivamente (Tabela 14). Para a concentracdo de 4,0 ml.L™" observaram-se

médias mais baixas no tratamento com vermiculita (0,006 g), mas este nao
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diferenciou significativamente do tratamento contendo casca de arroz
carbonizada. Nessa concentracdo, a fibra de coco obteve maiores médias.
Analisando a média geral dos tratamentos com diferentes substratos, ndo se

observou diferenca significativa entra a vermiculita e a fibra de coco.

Baldotto et al. (2014), ao avaliarem o desenvolvimento de orquideas do
género Cymbidium sp. durante a aclimatizagcdo observaram que a aplicagéo de
acidos humicos provenientes de cama de frango (18,75mmol L™") e esterco bovino
(3,77mmol L") resultaram em aumento do actimulo de matéria seca pelas plantas
em 21% e 28%, respectivamente, se comparado ao controle onde nao houve
aplicacdo do bioestimulante. Tal resultado sugere que, além da concentragéo
utilizada, a origem das substéncias humicas pode influenciar nos resultados
obtidos.

Analisando a interacao entre os fatores observa-se que no tratamento onde
se utilizou vermiculita como substrato e sem substancias humicas obteve-se a
maior média, nao diferindo significativamente dos tratamentos fibra de coco com
2,0e4,0ml.L" de SH e vermiculita com 2,0 ml.L™" de SH.

Em suma, nas condi¢des do presente estudo, entre os substratos testados,
de modo geral, a vermiculita propiciou as maiores meédias, seguida da fibra de
CcOoCo; porém, outras pesquisas podem ser realizadas; inclusive, com a mistura
desses materiais, que sao residuos agroindustriais. A escolha entre os substratos
também dependera do custo e da disponibilidade do material na regido,
priorizando aqueles com melhor custo-beneficio. Com relagdo as substancias
humicas, ressalta-se a importancia de mais estudos acerca da utilizacdo das
mesmas na micropropagacao, comparando substancias oriundas de diferentes
origens, além de testar concentragdes menores , ja que constatou-se declinio das
meédias de algumas variaveis avaliadas no enraizamento ex vitro da cultivar de

mirtileiro Bluecrop em concentragdes mais altas.
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5.4 Conclusao

O enraizamento ex vitro de mirtileiro ‘Bluecrop’ pode ser feito sem a adi¢ao

de substancias huimicas, utilizando o substrato vermiculita ou fibra de coco.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

- O estudo da utilizagdo de acidos humicos nas etapas da micropropagacgao de
mirtileiro ‘Bluecrop’ € de suma importancia, visto a escassez de informacdes
disponiveis sobre o tema e a diferenca de resposta de espécies vegetais e

cultivares a aplicagao do bioestimulante.

- As substancias humicas sdao complexas e seus efeitos podem variar de
acordo com uma série de fatores; dentre eles a concentragédo utilizada como
suplementacdo ao meio de cultura, além da fonte de extracdo dos mesmos.
Dessa forma, é necessario comparar produtos de diferentes origens, assim como
testar outras concentracdes do bioestimulante, com o objetivo de identificar se ha

eficacia na micropropagacgéo do mirtileiro ‘Bluecrop’.

- A utilizacado de 2-Isopenteniladenina (2iP) durante a multiplicagdo do mirtileiro
‘Bluecrop’ € importante, por proporcionar maior numero de brotagdes e de gemas,
nao sendo necessaria a utilizagdo das substadncias humicas durante este

processo.

- Na fase de enraizamento in vitro dessa cultivar dispensa-se o uso de acido

indolbutirico (AIB) e de substancias humicas.

- No enraizamento ex vitro o substrato mais indicado para esta cultivar é a
vermiculita e a utilizacdo de substancias humicas provenientes de turfa nao

proporciona incremento no desenvolvimento de raizes durante esta fase.
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