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RESUMO

A expansao da area cultivada de mirtileiro no Brasil esta diretamente vinculada a
oferta de mudas de qualidade ao mercado, que podera resultar em aumento da
producdo. A técnica da micropropagacao de plantas viabiliza a produgéo e fornece
plantas de elevada qualidade, fisiologicamente viaveis, sadias e isentas de virus em
curto espaco de tempo. Plantas lenhosas apresentam dificuldade de enraizamento in
vitro, nesse contexto o desenvolvimento de um sistema de enraizamento mais
eficiente resulta em mudas com maior qualidade fisiolégica e diminuigdo de perdas
durante a fase de aclimatizacdo. No primeiro experimento os tratamentos
consistiram em 8 doses de BIOBRAS 16° (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 mg L™)
adicionados no meio de cultura no momento do preparo. As seguintes
caracteristicas foram avaliadas: numero de calos, didmetro do calo, numero de
raizes, comprimento total de raizes, comprimento total, numero de brotacdes,
comprimento de brotacbes, numero de folhas e massa fresca. A menor
concentracdo de BIOBRAS 16° utilizada (0,1 mg L") apresentou maior percentual de
enraizamento (%), comprimento de raizes (cm) e numero de folhas, porém também
estimulou o desenvolvimento de calos. A dose de 0,4 mg L™ estimulou a formagao
de brotagbes e o comprimento das mesmas. Nao houve diferenga significativa para
os demais parametros avaliados. No segundo experimento os tratamentos
consistiram em diferentes doses de BIOBRAS 16®(0,1; 0,3; 0,5 mg L") associadas a
diferentes doses de acido incolacético (1; 3; 5 uM L) adicionados ao meio de
cultura no momento do preparo. As caracteristicas avaliadas foram numero de calos,
diametro do calo, numero de raizes, comprimento total de raizes, comprimento total,
numero de brotacdes, comprimento de brotagcdes, numero de folhas e massa fresca.
A utilizacdo de BIOBRAS 16° associado a acido indolacético mostrou efeito positivo
para caracteristicas de desenvolvimento in vitro de mirtileiro. Para enraizamento, as
concentracdes de 0,3 mg L™ de BIOBRAS 16° + 5 MM de AlA apresentaram maior
percentual. As concentragées de 0,5 mg L' de BIOBRAS 16° + 5 uM de AIA
induziram a formacao e didmetro de calos, caracteristica indesejavel quando o
objetivo € o enraizamento. Para as caracteristicas numero de brotagées e numero
de folhas, o melhor resultado foi da concentragao de 0,1 mg L' de BIOBRAS 16® + 5
MM de AIA.

Palavras-chave: Vaccinium Ashei, micropropagacido, brassinosteroide, acido
indolacético



ABSTRACT

The expansion of cultivated blueberry fields in Brazil is directly linked to the provision
of quality seedlings to the market, which may result in the increase of production. The
plant micropropagation technique enables the production and provides high quality
plants, physiologically viable and healthy and free from viruses in a short space of
time. Woody plants presente difficulty in the in vitro rooting, in this context the
development of a more efficient system of rooting results in plants with higher
physiological quality and reduction of losses during the acclimatization phase. In the
first experimente the treatments consisted in 8 doses of BIOBRAS 16® (0; 0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 mg L'1) added to the culture medium at the time of preparation.
The following characteristics were evaluated: number of corns, callus diameter,
number of roots, the total root length, total length, number of shoots, length of shoots,
number of leaves and fresh mass. The lowest concentration of BIOBRAS 16® used
(0,1 mg L") presented a higher percentage of rooting, root length and number of
leaves, but also stimulated the development of calluses. The dose of 0,4 mg L™
stimulated the formation of shoots and length thereof. There was no significant
difference for other parameters evaluated. In the second experiment the treatments
consisted in diferent doses of BIOBRAS 16° (0,1; 0,3; 0,5 mg L'1) associated to
different doses of indole acetic acid (1; 3; 5 L™ uM) added to the culture medium
during preparation. The parameters evaluated were the same as the experiment 1.
The use of BIOBRAS 16® associated with indolacetic acid showed a positive effect
for the development of in vitro characteristics of blueberry. For rooting, the
concentration of 0,3 mg L' BIOBRAS 16° + 5 uyM AIA showed a higher percentage.
Concentrations of 0,5 mg L' BIOBRAS 16° + 5 pM of AlA induced the formation and
callus diameter, undesirable feature when the goal is rooting. For the parameters
number of shoots and number of leaves, the best result was the concentration of 0,1
mg L™ BIOBRAS 16® + 5 uM of AlA.

Keywords: Vaccinium Ashei, micropropagation, brassinosteroid, indolacetic acid
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1 INTRODUGAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas em nivel mundial (5,7%), com
uma producado equivalente a 41,5 milhdes de toneladas, perdendo apenas para
China (26,1%) e india (11,8%). Juntos os trés maiores produtores contabilizam
43,6% da producado, sendo que o principal destino € o consumo interno. Nesse
contexto a produgédo vem atendendo a demanda nacional (SEAB, 2015), de maneira
que a importacao seja apenas em pequena quantidade de frutas de clima temperado
(CARVALHO, 2010).

A producado nacional de frutas apresenta grande diversidade de espécies e
oferta durante o ano, podendo coincidir com o periodo de entressafra do Hemisfério
Norte. Todavia, quando se trata de exportagcao, o Instituto Brasileiro de Fruticultura
(IBRAF) compila que o Brasil exporta somente 9% da produgéo total (IBRAF, 2011),
que quando comparado ao ano de 2007 que exportou apenas 3%, teve um
excelente aumento. Esse percentual mostra uma boa perspectiva de mercado e
aumento no setor de exportacéo de frutas, ja que o pais possui diversidade climatica
que possibilita a producao de diferentes espécies, e algumas delas até duas safras
por ano.

No ano de 2013, as frutas mais produzidas no Brasil foram laranja, banana e
abacaxi totalizando 24,8 milhdes de toneladas, sendo que a laranja e a banana
compde mais de 60% (14,8 milhdes de toneladas) do volume nacional de frutas
frescas (SANTOS, 2013). A producao nacional de frutas de clima temperado como
macga, péra, nectarina, ameixa, péssego e pequenos frutos como amora e mirtilo é
insuficiente para suprir a demanda interna, acarretando na necessidade de
importacdo de frutos que poderiam estar sendo produzidos no pais, atendendo as
necessidades de mercado interno, e ainda aspirando a exportagdo (FACHINELLO et
al., 2011).

Apesar de estar em um momento de expansao, com producdo em menores
indices quando comparada a laranja e banana, o grupo das frutas vermelhas, que
inclui morango (Fragaria ananassa), amora-preta (Morus nigra), framboesa (Rubus
idaeus) e o mirtilo (Vaccinium spp.) nos ultimos anos vem evoluindo e ocupando
areas agricolas consideraveis. Essa evolugao resulta em aumento na produgéo e

diversificacao do cultivo de frutas vermelhas e boas perspectivas de mercado para
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essas especies, ja que a demanda esta aumentando. Sendo assim, o produtor
necessita de mudas de qualidade para instalar e/ou aumentar a area comercial do
pomar e atender as necessidades dos consumidores, que estdo cada vez mais
exigentes quanto a qualidade dos frutos (EPAMIG, 2012). A
propagacdo comercial de frutiferas lenhosas, na maioria das vezes é realizada
através de estaquia, porém também pode ser utilizado o método de
micropropagacado, que traz vantagens como plantas com elevada qualidade
fitossanitaria e fisiologica, isentas de virus, geneticamente uniformes e produzidas
em um curto espaco de tempo, porém o custo ainda é elevado. A técnica da
micropropagag¢ao mostra-se uma alternativa ao produtor que necessita de mudas
sadias e fisiologicamente viaveis para implantagao de seu pomar.

A qualidade sanitaria e genética das mudas sao caracteristicas consideradas
altamente importantes para o sucesso da implantagdo do pomar, ja que a fruticultura
esta fundamentada em pomares produtivos e o sucesso do empreendimento
depende do uso de mudas de alta qualidade (FACHINELLO et al., 2011).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 MIRTILO

Dentro do grupo das frutas vermelhas encontra-se o mirtilo, que vém
despertando interesse e atingindo o mercado consumidor, principalmente por suas
caracteristicas nutricionais qualitativas como elevado poder antioxidante, alta
concentracdo de bioflavonodides, atividade neuroprotetora e combate a acdo de
radicais livres no organismo (PATEL, 2014; SOUZA et al., 2014; JACOB, 2012;
ROA, 2005). O mirtlo € um fruto apreciado devido ao seu sabor exotico e
caracteristico, valor econdmico e propriedades medicinais. Vem ganhando espaco
nao somente em paises da Europa também como no Brasil, decorrente da busca
cada vez maior dos consumidores por frutos com qualidades nutricionais. No ano de
2011, diferentes espécies de mirtileiro foram cultivadas comercialmente em 27
paises (EVANS e BALLEN, 2014).

O mirtilo (blueberry) pertence a familia Ericaceae e ao género Vaccinium,
originario da América do Norte é caracterizado por ser um arbusto caducifélio baixo,
de 1 a 2 metros de altura e o fruto constitui-se de uma pequena baga que apresenta
coloragcao azulada. Possui sabor levemente agridoce e quando maduro o fruto é
envolto por uma camada de cera esbranquicada denominada pruina (AVILES et al.,
2014).E cultivado em solos ligeiramente acidos, com pH ideal variando de 4,8 a 5,2
(EMBRAPA, 2007).

E muito valorizado devido aos beneficios que promove a saude humana
(HOWELL, 2009) por apresentar alto teor de antocianinas, substancias
caracteristicas por seu alto poder antioxidante, devido a presenca de compostos
fendlicos, previne doengas degenerativas, doengas crénicas nao transmissiveis,
protecao ao cérebro contra danos isquémicos, retarda o declinio cognitivo associado
ao envelhecimento e reduz os niveis de hipertensédo (KALT et al., 2007).

Além das propriedades nutricionais e medicinais, o mirtilo apresenta uma
possibilidade de diversificacdo de renda ao produtor, devido ao seu alto valor
agregado, tanto para frutos in natura como para a industria e processamento, e
também devido as perspectivas de aumento no consumo (STRIK, 2007).

Foi introduzido no Brasil em 1983 através da Embrapa Clima Temperado,
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localizada em Pelotas (RS), porém a comercializag&o iniciou-se a partir da década
de 90 na cidade de Vacaria (RS) (EMBRAPA, 2007).

As perspectivas para a expansao da producdo de mirtiio no Brasil sao
promissoras, ja que a época da colheita coincide com a entre safra no Hemisfério
Norte, que sao os maiores consumidores do fruto. O cultivo do mirtilo no Brasil tem
crescido significativamente, e a perspectiva é que o crescimento prossiga
(BRAZELTON; STRICK, 2007). A area cultivada no pais é de 150 hectares, e esta
crescendo, preponderantemente na regido Sul. Dos fatores que dificultam essa
expansdo estdo os diferentes climas e solos, dificuldade do manejo da planta,
crescimento lento e falta de oferta de mudas no mercado. Essa falta de oferta é
consequéncia de escassez de conhecimento técnico da cultura (PENA et al., 2012).

A espécie Vaccinium ashei Reade € a mais promissora € com maior potencial
para o Sul do Brasil, ja que as condi¢des edafoclimaticas séo favoraveis e atendem
as necessidades das cultivares. Estudos estdo sendo realizados com essa espécie
principalmente na regidao Sul, visando aperfeicoar o desenvolvimento da cultivar.

As dificuldades do setor comercial como a pequena oferta mesmo em vista de
demanda mais alta, a fragilidade dos frutos e as caracteristicas da pos colheita,
mesmo com um aumento no consumo € no interesse dos produtores dificultam a

ascensao e fixagdo da cultura no pais.

2.2 MICROPROPAGAGCAO DE PLANTAS

A técnica de cultivo in vitro, fundamenta-se na inoculagdo de sementes ou
fragmentos de tecidos da planta matriz previamente desinfestados, designados
explantes em meio de cultura ajustado e em condi¢des assépticas, de maneira que
esses tenham condigbes ideais para crescer e desenvolver-se, produzindo uma
planta com as mesmas caracteristicas genéticas da planta matriz (MINAMO et al.,
2010).

O meio de cultivo mais difundido na micropropagacao vegetativa foi
estabelecido por Murashige e Skoog em 1962, tornando-se um meio de propagacao
in vitro universal também conhecido como meio MS. Existem também outros meios
utilizados na micropropagag¢ao, como WPM — Wood Plant Medium (LLOYD e MC

COWN, 1981) utilizado na propagagdo de plantas lenhosas em laboratorios
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comerciais (QUISEN e ANGELO, 2008). Deve-se utilizar o meio a cultura ideal para
cada planta levando em consideracdo os protocolos pré-existentes e as
necessidades da cultura a ser utilizada.

A micropropagacao proporciona o suprimento continuo e uniforme de plantas,
e também viabiliza a obtencdo de mudas sadias e homogéneas. E baseada na
totipotencialidade das células, ou seja, na capacidade das células responderem a
estimulos, traduzi-los, induzindo a formagao dos érgaos vegetais, que constituem o
corpo de um organismo completo (BROWN e THORPE, 1986).

A organogénese somatica consiste na obtencdo de eixos caulinares
monopolares originados de gemas preexistentes. Estes eixos caulinares sao
induzidos ao enraizamento in vitro, resultando em plantulas completas, que podem
ser entdo aclimatizadas (BROWN e THORPE, 1986). A organogénese direta
sucede-se sem a passagem por formacdo calosa. Assim, em meio de cultivo e
reguladores vegetais, os explantes de células ou tecidos meristematicos sao
induzidos a formar diretamente 6rgaos de plantas (PERES, 2002).

Os explantes comumente utilizados na organogénese direta sdo os
meristemas apicais, segmentos nodais e apicais e, por possuirem tecidos
indiferenciados e células meristematicas em constante divisdo celular (TORRES et
al., 1998).

A organogénese somatica indireta € designada pela passagem de calo, que
somente ao ser recultivado promovera a formacao dos 6rgaos da plantula. Calo é
um tecido formado de células desorganizadas em resposta a injuria causada em
funcdo da excisdo do tecido da planta matriz. Na organogénese somatica direta, a
passagem por calo é indesejavel, devido ao fato de algumas plantas regeneradas
apresentarem variagao genética, comumente denominada, variagdo somaclonal,
podendo obter plantas n&o idénticas a planta matriz (LARKINS E VASIL, 2000).

Diferentes fatores estao relacionados ao sucesso da micropropagacgéao, entre
eles o tipo e tamanho dos explantes, tipos e tamanhos dos frascos utilizados, meio
de cultivo adequado, utilizagdo de reguladores de crescimento e fatores abidticos.

A utilizacdo da micropropagagcdo em ambito comercial ja& € realidade em
diversos paises do mundo, com destaque para os da Europa Ocidental e os Estados
Unidos (ARAUJO; CARVALHO, 2005).
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2.3 MICROPROPAGAGCAO DE MIRTILO

A consolidacédo do sistema de producdo e expansao de mirtilo no pais limita-
se devido a alguns fatores, e entre eles estda a dificuldade de propagacado, que
restringe a disponibilidade de mudas viaveis para comercializagdo. O mirtilo é
propagado principalmente através de enraizamento de estacas, que € um processo
mais demorado, e vem apresentando problemas devido a dificuldade de
enraizamento de algumas cultivares (HOFFMANN, 1995), e, além disso, demanda
de maior tempo quando comparado a micropropagacao.

A técnica de micropropagacao visa a produ¢cao de mudas em menor tempo,
de d6tima qualidade sanitaria e garantindo a manutengcdo das caracteristicas
agrondmicamente desejaveis (TREVISAN, 2004). Essas caracteristicas impulsionam
o setor de micropropagacao e tornam essa técnica mais um aliado para o fruticultor,
que busca tecnologias mais avangadas para aumentar cada vez mais a area de
produc¢ao, suprindo suas necessidades e tornando-a mais eficiente.

Para otimizar a técnica de micropropagacao, diversos reguladores vegetais
sao utilizados com o intuito de melhorar as condicbes de desenvolvimento das
plantulas in vitro. A dificuldade de enraizamento do mirtilo in vitro € apontada como
um dos entraves para produgdao de mudas, pois o0 desenvolvimento do sistema
radicular a partir da formagdo de raizes adventicias em plantas propagadas
vegetativamente in vitro ou in vivo € um processo altamente complexo, envolvendo
fatores enddégenos e exdgenos, ainda nao elucidados totalmente (SOUZA e
PEREIRA, 2007).

Souza et al.,, (2011) verificaram que plantas de mirtilo micropropagadas
obtiveram maior crescimento vegetativo inicial, motivo do rejuvenescimento
provocado pela micropropagacdo. Quando adicionado Acido Indol Acetico (AIA) no
meio de cultivo de diferentes cultivares de mirtilo oriundas de diferentes fontes de
explantes, o estabelecimento in vitro foi favorecido através da utilizagédo de
reguladores vegetais (SILVA et al., 2008). Nesse contexto, o objetivo do presente
trabalho é testar a agcdo de um analogo de Brassinosteroide isolado e associado a

uma Auxina, no enraizamento de mirtilo propragado in vitro.
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2.4 FORMAGAO DE RAIZES IN VITRO

O enraizamento dos explantes multiplicados in vitro é pré-requisito para
qualquer protocolo de micropropagacdo, pois influencia diretamente no
estabelecimento da muda no solo (PATI et al., 2006). Diversos fatores influenciam
na resposta do enraizamento, fatores exdgenos (relagdes hidricas, luminosidade,
temperatura, meio de cultura, nutrientes e carboidratos) e enddgenos
(caracteristicas do explante, efeito de gemas, efeito de folhas) que vém sendo
estudados ao longo dos anos, principalmente para induzir a formagao de raizes em
espécies com dificuldade de enraizamento (HARTMANN et al., 2002;
GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; ASSIS e TEIXEIRA, 1998; COUVILLON,
1988).

Os obstaculos encontrados no enraizamento se devem principalmente a
interacdo dos fatores citados acima, que dificultam o isolamento e a caracterizagao
das variaveis envolvidas na formacao radicular. Cada espécie, ou cultivar de uma
mesma espécie, apresenta resposta diferente ao enraizamento in vitro, devido as
caracteristicas genéticas. Portanto, ndo é possivel estabelecer um protocolo geral de
enraizamento in vitro para todas as espécies.

No decorrer do enraizamento sucede-se a formagao de raizes adventicias nas
partes aéreas formadas anteriormente na fase de multiplicagdo. A formacao de
raizes adventicias origina-se de grupos de células maduras de diferentes tecidos,
como folha, caule, caule subterraneo e regides das proprias raizes. Esses grupos de
células adentram no ciclo celular e retomam a capacidade de divisdo, originando um
meristema radicular de maneira analoga a formacéo de raizes laterais, com origem
endogena (VANNESTE et al., 2007; SMET et al., 2006; MERCIER, 2004).

O tempo da rizogénese varia de uma a trés semanas em meio de cultura
adequado para enraizamento. Existem diversos fendmenos envolvidos na etapa de
enraizamento, porém sao dificeis de isolar e caracterizar, devido a sua
complexidade, sendo assim sao apontados como obstaculos no conhecimento
especifico de cada etapa (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; ASSIS e
TEIXEIRA, 1998).

O processo de formacédo de raizes adventicias inclui varios estagios, que
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podem ser divididos em quatro fases. A primeira fase € definida como indugao, onde
ocorrem processos moleculares e bioquimicos, sem alteragcdes visiveis e envolve a
disferenciacdo de células especificas, acarretando na formagcdo de um novo
meristema. A segunda fase é a formagdo, nesse momento ocorrem as divisdes
celulares e crescimento de novas raizes. A terceira fase € o desenvolvimento das
raizes iniciais em primérdios radiculares e posteriormente a fase definida como
crescimento e emergéncia dos primérdios radiculares, com formacado de vasos
condutores entre os primordios e o tecido vascular do explante (FEET-NETO et al.,
2001).

A iniciagao radicular € diretamente influenciada pelo estado nutricional da
planta, através da quantidade de carboidratos, reguladores de crescimento e outros
compostos metabdlicos, que também alteram a velocidade de enraizamento no
processo de rizogénese adventicia (HIGASHI et al., 2004). De maneira geral,
qualquer nutriente envolvido nos processos metabdlicos associados a diferenciagao
e formagado do meristema radicular é essencial para a iniciagdo do processo de
formacgao de raizes (BLAZICH, 1987; MALAVASI, 1994). Outro fator que influencia é
a idade da planta, quanto mais velha, maior a redugao nas taxas de divisdo celular e
capacidade regenerativa, consequentemente um enraizamento insuficiente (WANG
e ANDERSEN, 1989).

2.5 ENRAIZAMENTO DE PLANTAS LENHOSAS

O processo de enraizamento de partes aéreas de plantas herbaceas é mais
simples quando comparado a plantas lenhosas, sendo que para as herbaceas € uma
etapa que se sucede sem agravamentos, ja que as raizes adventicias emergem de
células parenquimaticas do floema, de células da epiderme ou do periciclo, variando
de acordo com a espécie (HARTMANN et al., 2002; ASSIS e TEIXEIRA, 1998). Em
plantas lenhosas existem mais camadas de floema e xilema secundario e as raizes
adventicias formam-se a partir de células vivas do parénquima, primeiramente do
floema secundario mais jovem.

As plantas lenhosas apresentam dificuldade na adaptacdo a cultura de
tecidos in vitro e poucas espécies apresentam sucesso quando utilizada essa

técnica (ROUT et al., 1999). O enraizamento se depara com obstaculos nos
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fendbmenos envolvidos com a formacao de raizes adventicias, motivo dos fatores
relacionados a este processo apresentarem interacdo entre si (ASSIS e TEIXEIRA,
1998).

Outra caracteristica de plantas lenhosas é o tempo de desenvolvimento das
raizes iniciais, que varia entre espécies. Vieira et al (2007) descreve que para Mallus
pumilla, uma espécie de macieira, as raizes levam aproximadamente 20 dias para
desenvolverem-se completamente. Para Continus coggygria, arvore ornamental, as
raizes apresentaram desenvolvimentos completo aos 10 dias (METIVIER et al.,
2007).

2.5.1 Enraizamento de mirtilo

A micropropagacdo in vitro é caracterizado por apresentar regime
heterotréfico, com troca gasosa restringida e baixa intensidade luminosa, o que pode
acarretar em plantas com alta quantidade de agua, correndo risco de desidratagao e
morte durante a aclimatacdo das mesmas (KUBOTA e KOZAI, 1992). O mirtileiro
possui sistema radicular superficial, caracterizado por ter raizes primarias muito
finas, fibrosas e com auséncia de pelos radiculares (FONSECA e OLIVEIRA, 2007).
Sendo assim o substrato utilizado tem grande importancia tanto na propagacéao
quanto na micropropagagao, proporcionando condi¢des adequadas para o
enraizamento, através de fornecimento de nutrientes adequados (WILLIANSON;
MILLER, 2009).

A micropropagacgao € uma técnica de rejuvenescimento utilizada com éxito na
propagacao de espécies como eucalipto (WENDLING e DUTRA, 2010), o que
acarreta em ganhos como maior indice de enraizamento e redugado do tempo para
formacao das mudas, através do uso de propagulos com maior grau de juvenilidade
(RISTOW et al., 2009).

O desenvolvimento de um sistema de enraizamento mais eficiente resulta em
mudas com maior qualidade fisiolégica e diminuicdo de perdas durante a fase de
aclimatizagao.

Damiani e Schuch (2009) ao estudarem desenvolvimento de mirtilo in vitro
verificaram aumento no comprimento, numero de raizes, matéria fresca total e

matéria fresca radicular, além de maior percentual de enraizamento quando
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adicionando perlita e vermiculita ao meio de cultura tanto em casa de vegetacéo
quanto em sala de crescimento.

CUCE et al., (2013) ao utilizarem diferentes concentracdes de Acido
indolbutirico (AIB), verificaram que menores doses da auxina (0,5 mg L) induziram
enraizamento de mirtilo in vitro. Obtiveram também maior desenvolvimento de parte
aérea no tratamento contendo 1 mg L™ de zeatina acrescido de 0,1 mg L™ de AIB. O
meio de cultura suplementado com 2 mg L™ de zeatina acrescido de 0,1 mg L' de
AIB apresentou maior numero de folhas e proliferacdo de ramos multiplos.

Mussig et al., (2003) ao testarem diferentes doses dos brassinosteroides 24-
epicastasterone e 24-epibrassinolideo em plantas de Arabdopsis mutantes com
deficiéncia desse hormonio, verificaram que baixas concentragdes promovem
elongacdo radicular das mesmas. O efeito estimulante dos BRs aplicados
exogenamente ndo € reduzido pelo inibidor de transporte de auxina 2,3,5
triidobenzoic acid, mostrando que o efeito do brassinosteroide ao estimular o
crescimento de raizes parece ser em grande parte independente da acdo de
auxinas. Concluiram que os dois horménios, auxina e brassinosteroide estimulam o

crescimento radicular de maneira aditiva.

2.6 BRASSINOSTEROIDES (BRs)

Foram denominados de brassinas os primeiros compostos identificados no
polen de canola (Brassica napus L.) com atividade no estimulo do crescimento
vegetal, por Mitchell et al (1970). Posteriormente foi isolado o composto de maior
atividade, denominado brassinolideo, que teve sua estrutura quimica elucidada.

Todos os BRs de ocorréncia natural sdo provenientes de 5a-colestanos e
fazem parte do grupo de esterdides contendo de 27 a 29 atomos de carbono, como
fitoesterodides tipicos (GARATE et al., 1998). Na década de 90, através de estudos
realizados com Arabidopsis sp., BRs foram classificados como uma nova classe de
hormonios vegetais (CLOUSE e SASSE, 1998).

Brassinosteroides (BRs) abrangem uma classe de esterdides hidroxilados que
ocorrem naturalmente no reino vegetal. Os BRs apresentam efeitos bioldgicos

mesmo em baixas concentracbes e sao encontrados em gimnospermas, algas,
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monocotileddéneas e dicotiledbneas, podendo ser sintetizados em folhas, sementes,
frutos, caules, botdes florais e raizes, influenciando diversos processos durante o
crescimento e desenvolvimento das plantas (GOMES, 2011).

Sao hormoénios vegetais que apresentam diversos efeitos, como o estimulo a
divisdo e o alongamento celular em caules e raizes, desenvolvimento de raizes
laterais, desenvolvimento reprodutivo, senescéncia foliar, resposta a estresses,
germinagao de sementes, defesa vegetal, manutencdo da dominancia apical,
diferenciagao vascular e esterilidade masculina, sendo que ainda se faz necessario
a completa elucidacédo do papel dos BRs nestes processos (ZULLO e ADAM, 2002).

Os brassinosteroides tem capacidade de estimular enzimas que
desempenham papel essencial no crescimento de plantas, tais como ativagao da
bomba de protons, a sintese protéica e de acidos nucleicos. Pode também induzir
mudanga na composi¢gdo de alguns aminoacidos em proteinas. Em membranas
celulares, ocasionam mudangas na composi¢cdo de acidos graxos, acarretando em
mudancgas em suas propriedades, alterando a plasticidade (TANAKA et al., 2003).

Nesse contexto podem também controlar a atividade das aquaporinas
presentes na membrana plasmatica, podendo assim aumentar a permeabilidade a
agua, sem que haja perda da integridade da plasmalema, porém com suficiente
afrouxamento da parede (MORILLON et al., 2001). Brassinosteroides ainda
apresentam a habilidade de aumentar a transcricio de RNA mensageiro, que
codificam para enzimas do tipo xiloglicana endotransglicosilases (CATALA, 1997).

Quando aplicados exdégenamente, em concentragées da ordem do nano a
micromolar, os BRs manifestam efeito marcante na proliferacdo e alongamento
celular (ADAM e MARQUARDT, 1986). Entre suas caracteristicas, possuem
propriedade de atuar com alto efeito biolégico em concentragdes muito baixas (5x10-
4 — 5x10-3 ug mL™).

Em plantas de Arabidopsis thaliana (L.) Heyhn foi constatada uma proteina
rica em leucina, que é considerada como receptor de brassinosteroide, e encontra-
se localizada na membrana plasmatica, onde sua funcao é a transdugao de sinal na
superficie celular (HAUBRICK; ASSMANN, 2006).

A maneira como brassinosteroides sao transportados na planta ainda nao
esta totalmente elucidada. Estudos realizados em raizes de tomateiro e alface,
mostram que brassinolideo promoveu mudangas no crescimento do hipocatilo e

peciolos e quando aplicado na base do hipocétilo do feijao, promoveu alongamento
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do epicotilo (GREGORY e MANDAVA, 1982). Estudos realizados indicam que
podem ser transportados das raizes para a parte aérea via xilema, desse modo
podem estar envolvidos na sinalizagdo molecular para induzir a sintese da ACC
sintase, estimulando entdo a sintese de etileno (ARTECA, 1995).

Borcioni e Negrelle (2012) ao aplicarem diferentes concentragdes do analogo
de brassinosteroide BIOBRAS 16® em embrides zigdticos de bocaiuva (Acrocomia
aculeata) in vitro e na fase de aclimatagdo concluiram que a aplicagdo nao
promoveu acréscimo no percentual de germinagao, entretanto estimulou o
desenvolvimento de plantas normais.

Com o objetivo de comparar diferentes espécies de inhame (Dioscorea Spp.)
onde os brotos foram cultivados in vitro com dois diferentes meios, o primeiro
contendo 24-epibrassinolideo (0,1 uM) acrescido de acido giberélico (0,23 uyM) e o
segundo contendo benzil adenina (0,6 uM), acido naftalenoacético (1,07 uM) e acido
giberélico (0,23 pM) Engelmann-Silvestre e Engelmann (2013) verificaram que o
nivel de oxidagao foi reduzido no meio contendo brassinosteroide quando
comparado ao outro, entretanto ndo apresentou aumento no tamanho dos brotos.
Esse resultado ressalta o efeito de 24-epibrassinolideo na redugdao da oxidagao,
podendo ser utilizado para regeneracgao in vitro da cultura do inhame.

Arora et al., (2008) testaram sementes de milho (Zea mays L.) tratadas com
28-homobrassinolideo, expostas a estresse salino e verificaram aumento na
atividade das enzimas antioxidantes, menor teor de peroxidacgao lipidica e aumento
na concentragao protéica, em comparacgao a testemunha. Dessa maneira, sugere-se
que 28-homobrassinolideo pode diminuir o estresse oxidativo de plantas de milho

submetidas a estresse salino.

2.7 AUXINAS

As auxinas desempenham fung¢des essenciais na regulagao do crescimento e
desenvolvimento vegetal. Foi o primeiro fitorménio descoberto, sendo assim os
primeiros estudos foram realizados na agdo desse hormoénio (KERBAUY, 2008).

S&o hormoénios de vasta ocorréncia no reino vegetal, encontrados
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principalmente em 6rgdos que encontram-se em crescimento ativo, como folhas
jovens, coledptilos, sementes em desenvolvimento e regides meristematicas dos
apices radiculares e caulinares. Sao sintetizadas em locais de crescimento ativo,
como o meristema apical do caule, gemas axilares ou laterais, folhas jovens e
meristemas das raizes (TAIZ E ZEIGER, 2009).

A auxina natural em maior abundancia é o AIA (Acido indol-3-acético), que é
caracterizado por promover o crescimento das raizes de plantas, através do
alongamento celular. Os niveis de AIA nos tecidos vegetais séo regulados por
variagbes nas velocidades de sintese, inativagdo e degradagdo. Dessa maneira,
através de processos ou reagdes enzimaticas a molécula de AIA pode ligar-se a
outras moléculas, produzindo compostos inativos. AlA oxidase é responsavel pela
catabolizacdo das auxinas, e como resultado um dos produtos finais € o metileno-
oxindol. Verifica-se também a fotoxidagdo da molécula de AIA, onde substancias
como a riboflavina, absorvem a energia utilizada para ativar a oxidagdo do acido
indol acético, como o AlA-aspartato e o AlA—glutamato (BANDURSK et al., 1995).

Sao amplamente utilizadas na micropropagacao, visando melhores resultados
em parametro como enraizamento, desenvolvimento de parte aérea e percentual de
sobrevivéncia.

Radmann et al., (2002) ao testarem acido indolacético, acido naftalenoacético
e acido indolbutirico, verificaram maior porcentagem de enraizamento, niumero e
comprimento de raiz e maior parte aérea quando utilizaram as maiores
concentragbes de acido indolacético. Quando foi utilizado acido naftalenoacético e

acido indolbutirico essas caracteristicas foram encontradas nas menores doses.
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3 CAPITULO I: Utilizagdo de Brassinosteroide no desenvolvimento e
enraizamento in vitro de mirtileiro

RESUMO

O cultivo de mirtilo no Brasil é recente e encontra-se em expansdo, porém a
disponibilidade de mudas de qualidade para o mercado apresenta-se como um
entrave do aumento de produgéo e na area cultivada. A técnica da micropropagagao
de plantas viabiliza a producdo de plantas de elevada qualidade, fisiologicamente
viaveis e sadias e isentas de virus em curto espago de tempo. O objetivo do trabalho
foi avaliar o efeito de diferentes doses de BIOBRAS 16° em plantas de mirtilo
micropropagadas, visando o enraizamento in vitro. Os tratamentos consistiram em 8
doses de BIOBRAS 16® (0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 mg L'1) adicionados no
meio de cultura no momento do preparo. As seguintes caracteristicas foram
avaliadas: numero de calos, diametro do calo, numero de raizes, comprimento total
de raizes, comprimento total, numero de brotagdes, comprimento de brotagdes,
numero de folhas e massa fresca. A menor concentracio de BIOBRAS 16° utilizada
(0,1 mg L") apresentou maior percentual de enraizamento, comprimento de raizes e
numero de folhas, porém também estimulou o desenvolvimento de calos. A dose de
0,4 mg L™ estimulou a formagdo de brotagcdes e o comprimento das mesmas. Nao
houve diferenga significativa para as variaveis didametro do calo, comprimento total e

massa fresca.

Palavras-chave: Vaccinium sp., micropropagagao, brassinosteroide.
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3 CHAPTER I: Use of brassinosteroid in the development and rooting of
blueberry in vitro

ABSTRACT

The blueberry cultivation in Brazil is recent and is expanding, but the availability of
quality seedlings to the market presents itself as an obstacle to the increase of
production and acreage. The plant micropropagation technique enables the
production of high quality plants, physiologically viable and healthy and free from
viruses in a short space of time. The objective of this study was to evaluate the effect
of different doses of BIOBRAS 16® in micropropagated blueberry plants, targeting
the in vitro rooting. The treatments consisted in 8 doses of BIOBRAS 16® (0; 0,1; 0,2;
0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7 mg L") added in the culture medium during preparation. The
following characteristics were evaluated: number of corns, callus diameter, number of
roots, the total root length, total length, number of shoots, length of shoots, number of
leaves and fresh mass. The lowest concentration of BIOBRAS 16® used (0,1 mg L")
had a higher percentage of rooting, root length and number of leaves, but also
stimulated the development of calluses. The dose of 0,4 mg L stimulated the
formation of shoots and length thereof. There was no significant difference for the

variables diameter of callus, total length and fresh mass.

Keywords: Vaccinium sp, micropropagation, brassinosteroid.
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Introducgao

A regido Sul do Brasil apresenta condicbes ideais e alto potencial para
producdo de pequenas frutas, como o mirtilo (Vaccinium sp.) As perspectivas de
expansdo do mirtilo estdo vinculadas a possibilidade de oferta do fruto na
entressafra dos maiores produtores e também consumidores como Estados Unidos
e alguns paises da Europa (CANTUARIAS-AVILES, 2010).

Apesar disso, a area cultivada de mirtilo no Brasil ainda é pequena e um dos
pontos que dificultam a expansdo é a escassez de métodos de propagacao
eficientes. A propagacao de mirtilo pode ser realizada através de estacas, sementes
e rebentos. A produgdo comercial € realizada por estaquia, porém esse meétodo
apresenta desvantagens como longo periodo de produgdo e contaminagbes (ERIG;
SCHUCH, 2005).

Nesse contexto a pratica da micropropagagdo faz-se um meétodo viavel e
vantajoso, pois oferece alta quantidade de plantas de qualidade utilizando pouco
material vegetal. O estabelecimento da espécie in vitro, necessita de estudos com
diferentes horménios vegetais, com o objetivo de favorecer e otimizar o
desenvolvimento e desempenho inicial da planta.

A presenca de brassinosteroides € ampla no reino vegetal e diferentes
compostos analogos tém sido sintetizados para uso comercial (CORTES et al.,
2003). Dos diferentes analogos de brassinosteroides que vem sido testados e
avaliados quanto a sua eficacia no crescimento e desenvolvimento vegetal,
encontra-se o Biobras 16°. O produto constitui-se de uma formulagdo comercial
onde a substédncia ativa € um analogo de brassinosteroide espirostano
polihidroxilado de formula C.7H420s5, que pode ser aplicado via aspersdo ou
introduzido ao meio de cultura (COLL et al., 1995).

A utilizagdo de brassinosteroides e seus analogos fornece resultados
divergentes em diferentes espécies testadas. Sendo assim, sao utilizados de
maneira e doses diferenciadas em estudos de germinagéo, enraizamento de estacas
e embriogénese somatica (BORCIONI, NEGRELLE, 2012).

O objetivo do presente trabalho foi testar diferentes doses de BIOBRAS 16®

no desenvolvimento e enraizamento de mirtileiro in vitro.
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Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Biotecnologia Aplicada a
Fruticultura, Departamento de Agronomia, localizado na Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG). Os explantes utilizados foram segmentos caulinares de
mirtilo contendo de 1 a 2 gemas (1,0 a 1,5 cm), previamente cultivados in vitro.

O meio utilizado foi WPM (Wood Plant Medium — Lloyd e Mc Cown, 1981)
acrescentado de sacarose (3%), mio-inositol (100mg L), agar (6g L") e Biobras 16®
conforme o tratamento. O pH foi requlado em 5,3 anteriormente a adi¢do do agar. O
meio de cultura foi distribuido em frascos contendo 30 mL cada e autoclavados a
120°C durante 20 minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, os explantes foram
acondicionados no meio. Os tratamentos embasaram-se em diferentes doses do
brassinosteroide Biobras 16®, como mostra a tabela 1. Foram mantidos em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas, densidade de fluxo de foétons de 27
pumol.m2.s™, e temperatura de 25 + 2°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cada
tratamento contendo 4 repetigdes. A repeticdo constituiu-se de um frasco contendo 5
explantes, totalizando assim 32 unidades amostrais. Os resultados obtidos foram
analisados através do programa estatistico Assistat (SILVA e AZEVEDO, 2009).

Tabela 1: Tratamentos contendo diferentes doses de Biobras 16°.

Tratamentos Biobras 16® (mg L™)

T1 0

T2 0,1
T3 0,2
T4 0,3
T5 0,4
T6 0,5
T7 0,6

T8 0,7
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Resultados e discussao

A nao-utilizagcdo da analise de regressao para o fator concentracdo, deve-se
ao fato de nenhum dos modelos de equacdes lineares adequarem-se aos dados,
demonstrados pelos baixos coeficientes de determinacéo (R?). Sendo assim, optou-
se por utilizar delineamento inteiramente aleatorizado.

Para o numero de brotacbes laterais, a concentracdo de 0,4 mg L' de
BIOBRAS 16° apresentou maior média quando comparada aos demais tratamentos,
como mostra a figura 1. As concentragdes de 0,2; 0,3 e 0,7 mg L™ ndo apresentaram
diferencga significativa quando comparadas a testemunha. As menores médias foram
encontradas nas concentragées de 0,1; 0,5 e 0,6 mg L' que apresentaram valores
baixos e proximo a zero. Quanto ao comprimento
das brotacdes, a concentragdo de 0,4 mg L' também mostrou-se a mais eficiente
com comprimento médio de 1,43 cm, como mostra a figura 2. Os demais
tratamentos n&o apresentaram diferengca significativa quando comparados a
testemunha, exceto a concentracédo de 0,3 mg L™, que apresentou comprimento
médio de 0,64 cm. Quando
plantas de mirtileiro micropropagadas foram comparadas com plantas provenientes
de semente, as oriundas de micropropagacado obtiveram menor comprimento de
brotagées de acordo com o aumento na concentragdo do regulador vegetal 2iP. As
plantas provenientes de sementes mantiveram o comprimento das brotagdes
independentemente da concentracdo de regulador utilizada (SCHUCH et al.,2008).

Ao
adicionarem 2iP ao meio de cultura de mirtilo cultivar Climax, Schuch et al. (2008)
observaram comprimento médio de brotacbes de 1,5 cm, resultado esse que
corrobora com o encontrado no presente trabalho (1,43 cm).

Schuch e Damiani (2008) ao trabalharem com zeatina e 2P na
micropropagacao de mirtilo cultivar Climax, observaram incremento no numero de
brotagdes de acordo com o aumento na concentracdo de ambos reguladores de
crescimento.

Erig e Schuch (2006) relatam que no estabelecimento do mirtilo in vitro &

habitual o desenvolvimento de explantes que emitem brotos alongados e com
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diversas gemas, no entanto, alguns emitem brotos sem alongamento, com folhas

grandes que paralisam o desenvolvimento.

Figura 1: Numero de brotagdes em mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta Grossa, 2015.
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Figura 2: Comprimento das brotagées de mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta Grossa, 2015.
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Para a porcentagem de enraizamento, a menor concentracdo utilizada

mostrou-se a mais eficiente com 46% de média, sendo que o tratamento testemunha

ndo apresentou enraizamento, como mostra a figura 3. As maiores doses (0,6 e 0,7

mg L") apresentaram percentual de 6% e ndo foram estatisticamente diferentes da

testemunha, assim como a concentragdo de 0,3 mg L. Mostrando assim, que a

menor dose de brassinosteroide utilizada foi

suficiente para estimular

(0]
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enraizamento de plantas de mirtilo cultivadas in vitro.

No que diz respeito ao comprimento de raizes, verificou-se que as maiores
concentracbes (0,6 e 0,7 mg L'1) obtiveram os valores mais baixos. A menor
concentracédo utilizada 0,1 mg L, apresentou maior meédia para esse parametro,
1,04 cm, concluindo que a menor dose foi suficiente para estimular o aumento no
comprimento das raizes, como mostra a figura 4. Estudos realizados com
brassinosteroides indicam que, de maneira abrangente, estes podem estimular o
desenvolvimento radicular (MUSSIG et al., 2003; BAO et al., 2004; MALABADI e
NATARAJA, 2007; CATUNDA et al., 2008; MAZORRA & NUNEZ, 2008).

Ao estudarem diferentes concentracbes de 24-epicastasterona e 24-
epibrassinolideo em plantas de Arabidopsis sp. Mussig et al., (2003) constataram
que as concentracbes mais baixas de 24-epibrassinolideo resultaram em maior
crescimento de raizes em plantas selvagens, e as concentracbes mais elevadas
inibiram o desenvolvimento de raizes. Para 24- epicastasterona, concentracées mais
baixas estimularam o crescimento da raiz em plantas mutantes brassinosteroides-
deficientes, ou seja, normalizaram o déficit de comprimento radicular. Foi constatado
de uma maneira geral que as concentragdes mais elevadas inibiram o enraizamento
0 que concorda com os resultados obtidos no presente estudo.

Damiani e Schuch (2009) obtiveram maior percentual de enraizamento,
comprimento de raizes e matéria fresca radicular das cultivares de mirtilo
Georgiagem e Delite ao utilizarem meio contendo perlita acrescido de AIB. Nesse
estudo a cultivar Georgiagem apresentou maior percentual de enraizamento quando

comparada a Delite.
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Figura 3: Porcentagem de enraizamento de mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta Grossa,

2015.
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Figura 4: Comprimento de raizes (cm) de plantas de mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta

Grossa, 2015.
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Apesar de apresentar

maior formagdo e comprimento de

raizes,

a

concentracdo de 0,1 mg L™ de BIOBRAS® 16 apresentou também maior formagao

de calos (95%, figura 5), e o tratamento testemunha apresentou o menor

desenvolvimento desse parametro. Calo é definido como um aglomerado de células

desorganizadas, oriundas de células diferenciadas e néo diferenciadas, que se

dividem ativamente e que, em geral, se originam em zonas com injurias quimicas ou

fisicas (BAJAJ, 1989).
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A formacéo de calo durante a etapa de micropropagacao é indesejavel, ja que
pode interferir na funcionalidade do sistema radicular, comprometendo
posteriormente a aclimatizacdo das plantulas e seu completo desenvolvimento
(SHAHSAVARI, 2010; GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

No estabelecimento in vitro de Vaccinium myrtillus, verificou-se que a adigao
de auxina no meio de cultura estimulou a calogénese, e a partir desses calos nao
houve nenhuma regeneragao, apenas quando foram transferidos para meio de
cultura isento de reguladores de crescimento (JAAKOLA,2001).

Grattapaglia e Machado (1998) relatam que a adigdo de reguladores de
crescimento imediatamente apos o isolamento do explante da planta mée em alguns
casos podem resultar em respostas indesejaveis, como a calogénese por exemplo.

Explantes que desenvolvem-se em meio de cultura contendo acido
naftalenoacético, formam calos na bases das plantas e induzem desenvolvimento de
raizes mais grossas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Pistacia vera, uma
espécie lenhosa, quando exposta a diferentes concentragdes de acido indolacético e
acido indolbutirico desenvolve calos na base dos explantes e por consequéncia e
formacgao de raizes é inibida (ONAY, 2000).

Figura 5: Porcentagem de formacdo de calos em mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta

Grossa, 2015.
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Reafirmando os resultados obtidos nos parametros anteriores, a menor
concentragdo utilizada (0,1 mg L) mostrou maior nimero de folhas obtido e néo
apresentou diferenca significativa quando comparada a 0,2 mg L™ de BIOBRAS 16°.

O menor numero de folhas obtidas foi na testemunha, figura 6.

Figura 6: Numero de brotagdes de mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta Grossa, 2015.
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Para as variaveis diametro do calo, comprimento total e matéria fresca nao

houve diferenca significativa entre os tratamentos.
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Tabela 2: Dados médios da formacao de calos (FC); didametro de calos (DC); numero de raizes (NR);
comprimento de raizes (CR), comprimento total (CT); nimero de brotagdes (NB); comprimento das
brotagbes (CB), numero de folhas (NF) e massa fresca (MS) de mirtileiro micropropagado aos 60
dias. Ponta Grossa, 2015.

Tratamentos FC DC™ NR CR cT™ NB CB NF MF"
mg Lt % Mm % Cm Cm Mm gr

0 25 b 0,9 00 b 00 b 1,4 0,5ab 0,05b 06b 0,02

0,1 95a 1,8 46 a 1,04 a 1,9 01 b 0,17b 15a 0,08

0,2 70 ab 1,8 26ab 0,36 ab 1,7 0,4ab 0,49b 14 a 0,06

0,3 55 ab 1,8 6b 0,13 b 1,7 06ab 0,64ab 11ab 0,07

0,4 60 ab 1,6 16ab 0,58 ab 1,8 1,0a 1,43a 12ab 0,07

0,5 60 ab 0,9 31ab 0,3 ab 1,6 01b 0,17b 11ab 0,03

0,6 50 ab 1,0 6 b 0,03 b 1,7 02b 0,32b 10ab 0,05

0,7 70 ab 1,8 6 b 0,09 b 1,7 0,3ab 051b 09ab 0,05

Média geral 60 1,5 17,5 2,13 1,74 0,39 0,47 11,41 0,05

CV (%) 3998 44,46 93,18 89,87 12,61 84,71 80,05 29,52 61,23

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de significancia. CV: coeficiente de variagao.

Conclusao

A utilizagdo do analogo de brassinosteroide BIOBRAS 16® na concentragdo
de 0,1 mg L™ apresentou resultado satisfatorio para porcentagem de enraizamento,
comprimento de raizes e numero de folhas, porém também apresentou formacéao de
calos. Para os parametros numero de brotagbes e comprimento das brotagdes a

concentracdo de 0,4 mg L™ foi a mais satisfatéria.
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4 CAPITULO II: Interagdo entre Brassinosteroide e Auxina no desenvolvimento
e enraizamento in vitro de mirtileiro

RESUMO

O cultivo de mirtileiro no Brasil € recente e encontra-se em expanséo, porém a
disponibilidade de mudas de qualidade para o mercado apresenta-se como um
entrave no aumento de producgao e na area cultivada. A técnica da micropropagagao
de plantas viabiliza a producdo de plantas de elevada qualidade, fisiologicamente
viaveis e sadias e isentas de virus em curto espaco de tempo. Diversos estudos
fisiologicos mostram sinergismos entre brassinosteroides e auxinas, e respostas
induzidas pela uso de auxina s&o aumentadas em tratamentos contendo
brassinosteroides. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes
concentracdes de BIOBRAS 16® associado ao acido indolacético em plantas de
mirtileiro micropropagado, visando a melhoria de caracteristicas de crescimento e
enraizamento in vitro. Os tratamentos consistiram em diferentes doses de BIOBRAS
16® (0,1;0,3; 0,5mg L'1) associadas a diferentes doses de acido indolacético (1; 3; 5
UM L) adicionados ao meio de cultura no momento do preparo. As seguintes
caracteristicas foram avaliadas: numero de calos, didmetro do calo, numero de
raizes, comprimento total de raizes, comprimento total, numero de brotacdes,
comprimento de brotacdes, numero de folhas e massa fresca. Brassinosteroide e
acido indolacético utilizados associadamente obtiveram maior percentual de
enraizamento, porém também houve maior desenvolvimento de calos e maior

didmetro dos calos.

Palavras-chave: Vaccinium sp., micropropagagdo, brassinosteroide, acido

indolacético.
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4 CHAPTER IlI: Interaction between brassinosteroid and auxin in the

development and rooting of blueberry in vitro

ABSTRACT

The blueberry cultivation in Brazil is recent and is expanding, but the availability of
quality seedlings to the market presents itself as an obstacle to the increase of
production and acreage. The plant micropropagation technique enables the
production of high quality plants, physiologically viable and healthy and free from
viruses in a short space of time. Many physiological studies show synergism between
BRs and auxin, and responses induced by the use of auxin are increased in
treatments containing Brassinosteroids. The objective of this study was to evaluate
the effect of different concentrations of BIOBRAS 16® associated with indole acetic
acid in micropropagated blueberry plants, aiming to improve growth characteristics
and in vitro rooting. The treatments consisted in different doses of BIOBRAS 16®
(0,1; 0,3; 0,5 mg L") associated with different doses of AIA (1; 3; 5 M L") added to
the culture medium during preparation. The following characteristics were evaluated:
number of corns, callus diameter, number of roots, the total root length, total length,
number of shoots, length of shoots, number of leaves and fresh mass.
Brassinosteroid and auxin used in association obtained the highest percentage of
rooting, but there was also but there was also further development of corns and

calluses of larger diameter.

Keywords: Vaccinium spp., Micropropagation, brassinosteroid, indolacetic acid.
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Introducgao

A regido Sul do Brasil apresenta condi¢gbes ideais e alto potencial para
producdo de pequenas frutas, como o mirtilo (Vaccinium sp.) As perspectivas de
expansdo do mirtilo estdo vinculadas a possibilidade de oferta do fruto na
entressafra dos maiores produtores e também consumidores como Estados Unidos
e alguns paises da Europa (CANTUARIAS-AVILES, 2010).

Apesar disso, a area cultivada de mirtilo no Brasil ainda é pequena e um dos
pontos que dificultam a expansdo é a escassez de métodos de propagacgao
eficientes. A propagacao de mirtilo pode ser realizada através de estacas, sementes
e rebentos. A producdo comercial € realizada por estaquia, porém esse método
apresenta desvantagens como longo periodo de produgdo e contaminagdes (ERIG;
SCHUCH, 2005).

Nesse contexto a pratica da micropropagacao faz-se um meétodo viavel e
vantajoso, pois oferece alta quantidade de plantas de qualidade utilizando pouco
material vegetal. O estabelecimento da espécie in vitro, necessita de estudos com
diferentes horménios vegetais, com o objetivo de favorecer e otimizar o
desenvolvimento e desempenho inicial da planta.

A presengca de brassinosteroides € ampla no reino vegetal e diferentes
compostos analogos tém sido sintetizados para uso comercial (CORTES et al.,
2003). Dos diferentes analogos de brassinosteroides que vem sido testados e
avaliados quanto a sua eficacia no crescimento e desenvolvimento vegetal,
encontra-se o Biobras 16°. O produto constitui-se de uma formulacdo comercial
onde a substdncia ativa € um andlogo de brassinosteroide espirostano
polihidroxilado de formula C,7H420s, que pode ser aplicado via aspersao ou
introduzido ao meio de cultura (COLL et al., 1995).

A utilizagdo de brassinosteroides e seus analogos fornecem resultados
divergentes em diferentes espécies testadas. Sendo assim, sdo utilizados de
maneira e doses diferenciadas em estudos de germinacao, enraizamento de estacas
e embriogénese somatica (BORCIONI, NEGRELLE, 2012).

Os efeitos de brassinosteriode no crescimento e desenvolvimento inicial de
plantas apresentam uma tendéncia de sinergismo com outros fitormdnios,
principalmente auxinas (HARDTKE et al., 2007).

O acido 3-indolacético (AlA) é a principal auxina encontrada nas plantas, e
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permanece ativo mesmo em concentragdes muito baixas. O acido indolacético
sintetizado nas plantas pode sofrer processos de inativagdo durante o crescimento e
diferenciagdo. Enzimas AlA-oxidase sdo responsaveis por catalisar processos de
reacoes de oxidacdo e foto-oxidacdo causando a oxidacdo do AIA. Além dos
processos de oxidagao, quando se liga a outras moléculas da planta o AIA pode
formar conjugados que podem reter ou inativar sua atividade (TAIZ e ZEIGER,
2009). Sendo assim, nos meios para enraizamento in vitro, diferentes tipos e
quantidades de auxina estarado influenciando diretamente o a formacao de raizes.

Quando adicionada em quantidades excessivas no meio, a auxina pode
acarretar na formagdo de calo na base do explante, prejudicando tanto o
desenvolvimento da rizogénese quanto o da parte aérea. Podem ser utilizadas
isoladas ou associadas a outro horménio, sendo que as concentragdes mais
utilizadas estéao entre 0,5 a 5,0 uM (GATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Estudos relatam que a utilizacdo de auxina ndo associada a outras auxinas ou
reguladores de crescimento favorece o enraizamento de espécies como Bixa
orellana, Rudgea viburnoides e Salvia fruticosa (ARITAK et al., 2004; BONILLA,
2002; ALMEIDA et al., 1995). Em contrapartida, outras espécies como Symonanthus
bancroftii, apresentaram maior taxa de enraizamento quando associada a outras
auxinas (PANAIA et al., 2000).

Yopp et al., (1981) verificou forte sinergismo entre brassinosteroide e auxina e
relatou aumento no tamanho de células de feijdo azuqui (Vigna angularis), feijao
(Phaseolus vulgaris) e ervilha (Pisum sativum). Ao estudarem arroz anao, Cao e
Chen (1995) relataram relacéo sinérgica ao utilizarem brassinosteroides e acido
indolacético visando a indugdo de dobra da Iamina de folha de arroz (Oryza sativa).

O objetivo do presente trabalho foi testar a interacdo entre BIOBRAS 16° e

acido indolacético no desenvolvimento e enraizamento de mirtileiro in vitro.

Material e métodos

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Biotecnologia Aplicada a
Fruticultura, Departamento de Agronomia, localizado na Universidade Estadual de
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Ponta Grossa (UEPG). Os explantes utilizados foram segmentos caulinares de
mirtilo contendo de 1 a 2 gemas (1,0 a 1,5 cm), previamente cultivados in vitro.

O meio utilizado foi WPM (Wood Plant Medium — Lloyd e Mc Cown, 1981)
acrescentado de sacarose (3%), mio-inositol (100mg L"), agar (6g L) e Biobras 16®
conforme o tratamento. O pH foi requlado em 5,3 anteriormente a adi¢do do agar. O
meio de cultura foi distribuido em frascos contendo 30 mL cada e autoclavados a
120°C durante 20 minutos.

Posteriormente, em camara de fluxo laminar, os explantes foram
acondicionados no meio. Os tratamentos embasaram-se em diferentes doses de
brassinosteroide Biobras 16® e 4cido indolacético associados, como mostra a tabela
3. Foram mantidos em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas, densidade
de fluxo de fétons de 27 umol.m™.s™, e temperatura de 25 + 2°C.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cada
tratamento contendo 4 repeticdes. A repeticdo constituiu-se de um frasco contendo 5
explantes, totalizando assim 48 unidades amostrais. Os resultados obtidos foram
analisados através do programa estatistico Assistat (SILVA e AZEVEDO, 2009).

Tabela 3. Diferentes doses de BIOBRAS 16° e acido 3-indolacético (AIA), 2015.

Tratamentos BIOBRAS 16° (mg L") AIA (uM)

T1 0,1 1
T2 0,1 3
T3 0,1 5
T4 0,3 1
T5 0,3 3
T6 0,3 5
T7 0,5 1
T8 0,5 3
T9 0,5 5
T10 0,3 0
T11 0 3
T12 0 0
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Resultados e discussao

N&do houve interagdo entre os fatores analisados através do programa
estatistico Assistat, por esse motivo foi realizada estatistica como delineamento
inteiramente casualizado.

O tratamento que continha a maior concentracdo de BIOBRAS 16® associada
a maior concentracao de AIA (T9: 0,5 ml L' BIOBRAS + 5 uM AlA) apresentou maior
formacao e didmetro de calos, como mostram as figuras 7 e 8. O maior percentual
de formacdo de calos foi 46,5% maior quando comparado ao menor valor
encontrado, que foi de 10% para trés tratamentos (T3; T5 e T11). Os dois primeiros
tratamentos que apresentaram menor percentual de formagao de calos (T3 e T5)
continham BIOBRAS 16® associado a AIA, porém o Ultimo citado (T9) continha
apenas BIOBRAS 16®, sem adicdo de auxina.

Radmann et al., ao testarem AIA e AIB visando enraizamento in vitro do porta
enxerto de macieira M-9, verificaram que as maiores concentragdes utilizadas (50 e
100uM) para ambos reguladores retardaram o enraizamento e induziram a formagéao
de calos na base dos explantes. Esses resultados corroboram com os encontrados
no presente trabalho, onde o tratamento que continha 0,5 BIOBRAS 16° + 5uM de
AIA (maiores doses) induziram a formacdo de calos. Barbosa et al., (2008)
verificaram decréscimo no percentual de enraizamento in vitro de figueira cultivar
‘Roxo de Valinhos” de acordo com aumento da dose de AIB utilizada e

consequentemente indug¢ao na formacéao de calos.
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Figura 7: Porcentagem de formacdo de calos em mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta
Grossa, 2015.
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Figura 8: Didametro do calo de mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta Grossa, 2015.
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Para o parametro numero de brotacdes laterais o tratamento que associou 0,1
mg L de BIOBRAS16® + 5 uM de AIA (menor e maior concentragdo para ambos
reguladores) apresentou maior numero de brotag¢des. O tratamento que apresentou
menor média foi 0 que continha menor concentracdo de BIOBRAS (0,1 mg L™ + 3
MM de AlA), que também nao apresentou diferenga significativa quando comparado
a testemunha. Esse resultado mostra que a maior concentragdo de auxina utilizada
induz a formacé&o de brotagdes laterais. Frota et al. (2004) ao analisarem a
influéncia de BAP e AIA sobre desenvolvimento de palma forrageira [Opuntia ficus-

indica (L.) Mill] micropropagada, concluiram que o tratamento suplementado com
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BAP 0,50 mg L™ + AIA 0,25 mg L™ favoreceu o desenvolvimento de brotagdes para
os clones estudados.

Nicioli et al., (2008) obtiveram aumento no numero de brotagbes de acordo
com o aumento na concentragao de cinetina, onde a melhor média foi de trés brotos
por explante em plantas micropropagadas de barbatimdo [Stryphnodendron

adstringens (Mart.) Coville], uma espécie lenhosa destinada a utilizacdo medicinal.

Figura 9: Numero de brotagdes de mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta Grossa, 2015.
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Quanto ao numero de folhas, o tratamento que continha a menor
concentracao de brassinosteroide associada a maior concentragao de AIA (0,1 mg L
' + 5 uM), mostrou-se o mais eficiente, sendo estatisticamente significativo quando
comparado aos demais. O tratamento com menor numero de folhas foi o que
continha 0,3 mg L' de BIOBRAS 16®, € mesmo na maior concentragdo do
brassinosteroide, mostrou menor desenvolvimento de folhas quando utilizado
isoladamente, concluindo assim a influéncia positiva de auxinas no desenvolvimento
de folhas.

Resultado contrario a esse foi encontrado por Praxedes et al. (2001) ao
estudar desenvolvimento in vitro de abacaxizeiro Pérola na presenca de AlA. Foi
constatado que o tratamento controle foi superior em numero de folhas produzidas
quando comparado aos tratamentos contendo AIA, onde os valores obtidos
mostraram tendéncia decrescente de acordo com o aumento da dose da auxina
citada.

Ao testarem BIOBRAS 16° para avaliar a germinagéo e desenvolvimento in
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vitro de embrides zigéticos de plantulas de bocaiuva [Acrocomia aculeata (Jacq.)
Lodd. ex. Martius], Borcioni e Negrelle (2012) observaram maior comprimento de
folhas foi obtido nos tratamentos que continham 0,05 e 1,0 mg L, porém estes nao
foram estatisticamente diferentes do tratamento controle, sem adicdo de
brassinosteroide. Esse resultado pode estar associado a alta diversidade genética
dos embrides testados. Porém, este resultado assemelha-se aos resultados
encontrados nesse trabalho, onde o menor numero de folhas era do tratamento com
brassinosteroide (0,3 mg L™) isolado e o maior desenvolvimento de folhas foi no
tratamento em que o brassinosteroide estava associado com a auxina, podendo

concluir que a agao da auxina é fundamental no desenvolvimento de folhas in vitro.

Figura 10: Numero de folhas de mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta Grossa, 2015.
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No que diz respeito ao enraizamento, o tratamento com a concentragdo média
de brassinosteroide associado a maior concentragdo de auxina (0,3 mg L™ + 5uM)
obteve maior percentual de enraizamento (70%). O segundo maior percentual de
enraizamento (65%) foi do tratamento 3 que continha a menor dose de
brassinosteroide associada a maior dose de auxina (0,1 mg L' + 5uM). O
tratamento controle ndo apresentou enraizamento. Os demais tratamentos nao
apresentaram diferenga significativa entre si, porém todos apresentaram
enraizamento, mesmo que em menor percentual, resultado este esperado para o
presente trabalho. A utilizacdo de auxina associada a brassinosteroide para
enraizamento de mirtilo in vitro foi satisfatéria.

Grattapaglia e Machado (1998) relataram que na presenga de altas

concentragdes de auxina houve inibicdo de fases do enraizamento, o crescimento de
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raizes foi inibido. Trabalhando com brotos de amoreira preta in vitro foi constatado

que os explantes enraizaram mais facilmente na auséncia de reguladores de

crescimento e também nao houve formacgao de calos (VILLA et al., 2005).

Figura 11: Porcentagem de enraizamento de mirtileiro micropropagado aos 60 dias. Ponta Grossa,

2015.
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Tabela 4: Dados médios da formacao de calos (FC); didametro de calos (DC); numero de raizes (NR);
comprimento de raizes (CR), comprimento total (CT); numero de brota¢cdes (NB); comprimento das
brotacées (CB), numero de folhas (NF) e massa fresca (MS) de plantas de mirtilo micropropagadas
aos 60 dias. Ponta Grossa, 2015.

Tratamentos FC DC NB CB™ CcT™ NF NR CR™ MF"
% mm cm % cm gr

T1 425ab 163ab 1,8ab 1,58 3,16 11,2 ab 10 abc 1,36 0,03
T2 50 b 11 b 12 b 1,16 3,11 9,00ab 25abc 1,20 0,02
T3 100 b 10 b 24a 2,13 3,85 17,8 a 65ab 1,35 0,10
T4 2000 b 1,32 b 1,6ab 1,91 3,73 9,33ab  30abc 1,40 0,03
T5 100 b 10 b 18ab 2,28 4,48 11,8ab 45abc 1,89 0,12
T6 150 b 121 b 18ab 2,25 5,39 14,7 ab 70a 22 0,06
T7 350ab 151 b 1,7ab 2,12 5,50 129ab 30abc 1,75 0,11
T8 250ab 129 b 1,7ab 0,86 2,33 7,25 ab 15abc 1,22 0,03
T9 62,5 a ,61a 1,3 b 0,71 4,51 8,46ab 25abc 2,34 0,06
T10 350ab 1,0 ab 1,6ab 0,23 2,91 11,0ab 05 bc 1,16 0,04
T11 100 b 187 b 14 b 1,87 4,47 552 b 50abc 1,89 0,12
T12 400ab 18 ab 12 b 0,56 2,68 78 ab 00 c¢ 1,39 0,03

Média geral 26,6 1,44 1,64 1,47 3,84 10,57 30 1,59 0,06

CV (%) 62,6 29,8 22,2 69,93 36,84 43,5 81,98 30,77 91,59

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente entre si

Tukey a 5% de significancia. CV: coeficiente de variagéo

pelo teste de



45

Conclusao

A utilizagdo do analogo de brassinosteroide BIOBRAS 16® associado a &cido
indolacético mostrou efeito positivo para caracteristicas de desenvolvimento in vitro
de mirtileiro. As concentragdes de 0,5 mg L™ de BIOBRAS 16° + 5 uM de AIA
induziram a formacao e didmetro de calos, caracteristica indesejavel quando o
objetivo € o enraizamento. Para os parametros numero de brotagbes e numero de
folhas, o melhor resultado foi da concentragdo de 0,1 mg L™ de BIOBRAS 16° + 5
UM de AIA. Para enraizamento, as concentragdes de 0,3 mg L™ de BIOBRAS 16° +

5 uM de AIlA apresentaram maior percentual.
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