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Enraizamento in vitro de mirtilo em condicdes fotoautotroficas

In vitro rooting of blueberry under photoautotrophic conditions

Claudia Roberta Damiani " Marcia Wulff Schuch!

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia
do enraizamento fotoautotrdfico de mirtilo (Vaccinium ashei
Reade), cultivar ‘Delite’, comparando o efeito da luz natural
(casa de vegetagdo) e da luz artificial (sala de crescimento)
durante duas épocas do ano (verdo e inverno), bem como o
efeito de trés concentragoes de sacarose (0; 15 e 30g L")
adicionadas ao meio de cultura e de diferentes tipos de vedagdo
dos frascos de cultivo (aluminio, algoddo e filme pldstico).
Apds 60 dias de enraizamento in vitro em meio de cultura
WPM, contendo 9uM L' de AIB, observou-se que o enraizamento
em meio de cultura livre de sacarose promoveu o aumento do
numero de raizes e da porcentagem de enraizamento e, quando
associado ao fechamento dos frascos com algoddo, favoreceu,
também, o incremento do comprimento das raizes e da massa
fresca total. Quanto ao ambiente de cultivo e as épocas do
ano, concluiu-se que o enraizamento pode ser realizado com
sucesso de forma fotoautotrdfica e, durante o verdo,
independentemente do ambiente de cultivo, verifica-se um
aumento do comprimento de raizes, da porcentagem de
enraizamento e da massa fresca total.

Palavras-chave: Vaccinium ashei, vedac¢do dos frascos,
ambiente de cultivo, sacarose, luz natural,
varia¢do sazonal.

ABSTRACT

The aim of this research was to assess the
photoautotrofic rooting efficiency of blueberry (Vaccinium ashei
Reade), cultivar ‘Delite’ by comparing the effect between natural
light (greenhouse) and artificial light (growth room) in two
seasons (summer and winter), as well as the effect of different
three sucrose concentrations (0; 15 or 30g L) added to the
culture medium and different types of flasks closure (aluminum,

cotton and plastic film). After 60 days of in vitro rooting on
WPM medium culture containing 9uM L' AIB, rooting in free-
sucrose culture medium promoted an increased in the number
of roots and rooting percentage; and, whether associated to
cotton closed, there was an increase in length of roots and in
the total fresh weight. Regarding environment growth and
season, rooting could be successfully realized under
photoautotrophic conditions. At summer, it was verified an
increase in roots length, rooting percentage and total fresh
weight independently of environment growth.

Key words: Vaccinium ashei, flasks closure, environment
growth, sucrose, natural light, seasonal variation.

INTRODUCAO

Dentre as pequenas frutas, o mirtilo
(Vaccinium spp) ¢ uma fruta que tem se mostrado como
uma alternativa vidvel e rentavel para as pequenas
propriedades devido a existéncia de um mercado
bastante promissor. No Brasil, o quadro produtivo atual
esta estimado em cerca de 60 toneladas, concentrado
nas cidades de Vacaria e Lavras, no Rio Grande do Sul,
e Campos do Jorddo, em Sao Paulo, totalizando uma
area de 12 hectares em producao comercial (MADAIL
& SANTOS, 2004). No entanto, a area plantada ainda é
pequena, principalmente devido a indisponibilidade, a
qualidade e ao preco das mudas, situagdo decorrente
da dificuldade de propaga¢do da maioria das cultivares
(TREVISAN etal., 2008).
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A propagacdo vegetativa de mirtilo ¢é
realizada por meio de estaquia, micropropagagao e
rebentos. No Brasil, a produ¢do comercial de mudas é
realizada por meio de estaquia, mas os resultados
praticos sdo insatisfatorios e bastante varidveis de
acordo com a cultivar (FACHINELLO et al., 1995). A
técnica de micropropagacdo vem sendo utilizada com
resultados satisfatorios para a produgdo de mudas de
mirtilo em escala comercial no Uruguai, em resposta a
crescente demanda por parte de viveiristas e produtores
(CASTILLOetal.,2004).

O uso da técnica de micropropagagao, além
da producao de grande quantidade de plantas em curto
periodo de tempo, permite a obtengao de plantas livres
de doencas e a propagacgdo de espécies dificeis de serem
multiplicadas por outros métodos. Outra vantagem do
ponto de vista pratico da micropropagacdo esta
relacionada a restauracdo da competéncia de
enraizamento, resultado do rejuvenescimento obtido
pelos sucessivos subcultivos e pelo uso de reguladores
de crescimento (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998). Por outro lado, a aplicagdo dessa técnica na
produgdo comercial de mudas implica elevados custos,
que se devem, principalmente, ao funcionamento ¢ a
manutencao das salas de crescimento com regimes de
luz artificial e temperatura controlada (KODYM &
ZAPATA-ARIAS, 1998), as perdas causadas pela
contaminacdo in vitro, as desordens fisioldgicas e
morfoldgicas nas plantas e & baixa porcentagem de
sobrevivéncia no estadio de aclimatizagao as condi¢des
ex vitro (KOZAI & KUBOTA, 2001).

Em busca de alternativas para reduzir os
custos da micropropagacao convencional e melhorar a
qualidade fisiolégica das plantas produzidas,
aumentando a sobrevivéncia durante o periodo de
aclimatizacdo, destaca-se o desenvolvimento da
micropropagag¢do fotoautotrofica. Esse processo
consiste na produg@o de micropropagulos em meio de
cultivo sem adi¢do de sacarose no meio de cultura e
sob condigdes ambientais que promovam a fotossintese
na planta com o uso de luz natural (KUBOTA &
TADOKORO, 1999). A micropropagacio
fotoautotréfica com o uso de luz natural permite a
redug@o dos custos de produgdo de mudas diretamente,
por meio da reducdo do gasto com energia elétrica, ¢
indiretamente, por meio da melhoria da qualidade das
mudas, reduzindo, tanto a perda de plantas durante a
aclimatizacdo, quanto a contaminacdo microbiana
(ERIG & SCHUCH, 2005). No entanto, para auxiliar o
crescimento das plantas durante a micropropagacgio
fotoautotrofica, é necessario aumentar a concentragao
de CO, e reduzir a umidade relativa e a concentragao de
etileno nos frascos de cultivo (KOZAI & KUBOTA,
2001; ARIGITA etal., 2002). Uma pratica que vem sendo
testada para favorecer as trocas gasosas ¢ o uso de

diferentes sistemas de vedagao dos frascos, utilizando-
se materiais mais porosos, tais como algodao ou filtros
permeaveis a gases (KOZAI & NGUYEN, 2003).

Diante do exposto, este trabalho teve como
objetivo avaliar a viabilidade técnica do enraizamento
in vitro fotoautotrofico de mirtilo (V. ashei), cultivar
‘Delite’, comparando luminosidade, épocas,
concentragdes de sacarose ¢ vedagdo dos frascos,
visando reduzir os custos da micropropagacao in vitro
convencional e favorecer a produgdo de mudas dessa
espécie.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no periodo de
inverno (julho/agosto de 2006) e verdo (dezembro/
janeiro de 2006-7), no Laboratorio de Micropropagagéo
de Plantas Frutiferas e na casa de vegetacao
pertencente ao Departamento de Fitotecnia, da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM)/
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Pelotas, Rio
Grande do Sul (RS). Como explantes, foram utilizados
segmentos caulinares de mirtilo (Vaccinium ashei
Reade), cultivar ‘Delite’, cultivados in vitro com seis
gemas, apice caulinar e folhas.

Para o enraizamento, os explantes foram
cultivados em meio Wood Plant Media (WPM —LLOYD
& MCCOWN, 1980), adicionado de sacarose (conforme
tratamento), mio-inositol (100mg L"), acido
indolbutirico - AIB (9uM L) e gar (6g L'). O pH foi
ajustado para 5,0 antes da adicdo do agar. O meio de
cultura distribuido em Erlenmeyers com capacidade de
250mL, contendo 50mL de meio cada, foi autoclavado
a120°C e 1,5atm, por 20 minutos.

Os tratamentos consistiram de duas épocas
do ano (inverno e verdo), trés concentragdes de
sacarose (0; 15 e 30g L), trés tipos de vedagdo dos
frascos (algoddo, aluminio e filme plastico) e dois
ambientes de cultivo: sala de crescimento (16 horas de
fotoperiodo, densidade de fluxo de fotons no periodo
de luz de 42umol m? s') e casa de vegetacao (luz
natural). A temperatura foi mantida a 25+2°C em ambos
os locais por meio do uso de condicionadores de ar.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, fatorial 2x3x3x2, com quatro repeti¢oes por
tratamento. Cada repeticdo constituiu-se de um frasco
com cinco explantes.

Aos 60 dias de cultivo, foram avaliados a
porcentagem de enraizamento, o nimero de raizes, o
comprimento das raizes (cm) e a massa fresca total (mg).
O numero de raizes foi transformado em raiz
quadrada(X+0,5), e a porcentagem de enraizamento foi
transformada em arcoseno raiz quadrada (X/100). Ap6s
a andlise de variancia, as médias foram comparadas
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pelo teste de Duncan (5% de probabilidade de erro) e
regressdo polinomial, por do programa estatistico
WINSTAT (MACHADO & CONCEICAO, 2005).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em todos os tratamentos, as maiores
porcentagens de enraizamento foram observadas em
meio sem a adi¢ao de sacarose (Figura 1A ¢ 1B). No
entanto, a porcentagem de enraizamento ¢ bastante
influenciada pelas condi¢des de cultivo, observando-
se, por meio da analise estatistica, interagdo tripla entre
a concentragdo de sacarose, o tipo de vedacdo dos
frascos e a época do ano e entre o tipo de vedacdo dos
frascos, a época do ano ¢ o ambiente de cultivo. Na
auséncia de sacarose, durante o verdo e em frascos
vedados com algodao, o percentual de enraizamento
foi superior a 90% (Figura 1A). Esses resultados
indicam que, para o enraizamento in vitro de mirtilo,
ndo € necessario o uso de sacarose como principal
fonte de energia. A eliminag@o da sacarose do meio de
cultivo, além de reduzir os riscos de contaminagdo
microbiana, também melhora as caracteristicas
fisiologicas das plantulas e facilita a aclimatizag@o
destas as condicdes ex vitro (AFREEN et al., 2002).
Observou-se que o tipo de vedagdo dos frascos ndo
alterou a porcentagem de enraizamento (Figura 1B)
durante o verdo e em condi¢des de luminosidade
controlada (sala de crescimento).

O numero de raizes induzidas nos
segmentos caulinares foi afetado pelos fatores
testados. Obtendo-se interagdo significativa entre o
tipo de vedagdo dos frascos, a época do ano ¢ a
concentragdo de sacarose (Figura 2A) e entre a
concentrag@o de sacarose, o ambiente de cultivo ¢ a

auséncia de sacarose, o nimero de raizes foi aumentado
com o uso de algoddo na vedagao dos frascos (Figura
2A), o que pode ser explicado pelo aumento da
intensidade luminosa (maior fotoperiodo) quando
comparado ao inverno, bem como pelo aumento das
trocas gasosas com o uso de um sistema de vedagdo
mais permeavel a gases (no caso, o algoddo), reduzindo
a umidade relativa e o acimulo de etileno nos frascos
de cultivo. O fechamento dos frascos com filtros
permeaveis a gases ou com chumagos de algodido
favorece as trocas gasosas, aumentando a
concentragdo de CO2 e, simultaneamente, reduzindo a
umidade relativa e a concentragao de etileno (KOZAI
&NGUYEN, 2003). O efeito benéfico da eliminagio total
ou parcial da sacarose no meio de cultura, sob
condi¢des de alta concentragdo de CO, e alta
luminosidade, juntamente com a redugdo da umidade
relativa e da concentragdo de etileno nos frascos de
cultivo, foi observado no processo de enraizamento
de outras espécies (KANECHI et al., 1998; KOZAI &
KUBOTA, 2001; KODYM & ZAPATA-ARIAS, 2001;
ARIGITA etal., 2002).

Os explantes cultivados em meio livre de
sacarose (Figura 2B) apresentaram maior nimero de
raizes, principalmente quando associados ao cultivo
em casa de vegetacdo sob luminosidade natural, ou
seja, de forma fotoautotrofica. Com excegdo dos
explantes cultivados em 30g L'! de sacarose durante o
verdo e em casa de vegetacdo, a adicdo de sacarose
causou um decréscimo linear no numero ¢ no
comprimento das raizes, concomitante com o aumento
da concentragdo. Esses resultados estdo de concordo
com os obtidos por KUBOTA & TADOKORO (1999),
0os quais, comparando a micropropagacao
fotoautotrofica ¢ fotomixotrofica em tomateiro
(Lycopersicon esculentum Mill.), verificaram que

época do ano (Figura 2B). Durante o verdo e na explantes cultivados fotoautotroficamente
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Figura 1 - (A) Efeito da concentra¢do de sacarose, das épocas e da vedagdo dos frascos e (B) do ambiente de cultivo, da época do ano
e da vedagdo dos frascos na porcentagem de enraizamento in vitro de mirtilo, cultivar ‘Delite’. UFPEL, Pelotas-RS, 2007.
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apresentavam maior vigor e maior desenvolvimento de
folhas e raizes.

Com relagdo a variavel comprimento de raiz
(Figura 3A e 3B), observou-se que esta varia em fungéo
do tipo de vedagdo dos frascos ¢ da época do ano,
verificando-se um aumento do comprimento da raiz em
frascos vedados com algodao e cultivados durante o
verdo (Figura 3A). O efeito positivo da vedagdo com
algoddo no comprimento das raizes foi aumentado com
o cultivo em meio livre de sacarose (Figura 3B). O efeito
da época do ano no crescimento radicular, além de
apresentar uma relagdo estreita com o sistema de
vedacdo dos frascos, apresentou uma interagdo
significativa com a concentragao de sacarose utilizada
no meio de cultura (Figura 3B), verificando-se que o

aumento de sacarose no meio de cultura durante o
inverno causou um decréscimo linear do comprimento
das raizes. REUTHER et al. (1992) estudaram o efeito
de diferentes concentragdes de sacarose no
crescimento in vitro de Vitis vinifera da cultivar
Riesling e, também, verificaram que o uso de baixas
concentragdes de sacarose (5g L") e a auséncia deste
carboidrato favorecem o enraizamento e promovem o
aumento do comprimento das raizes.

A interag¢do entre a concentragdo de
sacarose ¢ o tipo de vedagdo dos frascos, a
concentragdo de sacarose e o ambiente de cultivo, a
época do ano ¢ o tipo de vedagdo dos frascos e a
época do ano e o ambiente de cultivo afetou o teor de
massa fresca total (Figura 4A e 4B). Explantes
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de vedagdo dos frascos no comprimento de raiz aos 60 dias de enraizamento in vitro de mirtilo da cultivar ‘Delite’.
UFPEL, Pelotas-RS, 2007. As médias da figura A seguidas por letras distintas (minusculas dentro da mesma vedagdo e
maitsculas entre elas na mesma época) e as médias da figura B (minusculas dentro da mesma concentragdo e maiusculas
entre elas na mesma vedagdo) diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 4 - (A) Efeito da concentragdo de sacarose, da vedagdo dos frascos e do ambiente de cultivo e (B) da época do ano, da vedagio
dos frascos e do ambiente de cultivo na massa fresca por explante aos 60 dias de enraizamento in vitro de mirtilo da
cultivar ‘Delite’. UFPEL, Pelotas-RS, 2007. As médias da figura A seguidas por letras distintas (minusculas dentro da
mesma concentragdo ¢ maitsculas dentro da mesma vedagdo) e as médias da figura B (minusculas dentro da mesma época
e maiutsculas entre a mesma vedagdo) diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Epucn do ano

enraizados em meio livre de sacarose e em frascos
vedados com algoddo apresentaram um aumento
significativo da massa fresca (Figura 4A). O sistema de
vedagdo dos frascos, além de interferir na passagem
de luz para o interior dos frascos, altera a interceptagdo
de luz pelos explantes, sua capacidade de transpiragdo
e, devido a retencao de adgua, a quantidade de matéria
fresca (SOUZA et al., 1999). Porém, quando cultivados
em meio contendo sacarose, o fechamento dos frascos
com algoddo ndo difere dos demais, exceto para filme
plastico na concentragcdo de 15g L. Quanto ao
ambiente de cultivo e a concentragdo de sacarose
(Figura4A), observou-se que explantes cultivados em
sala de crescimento ndo diferem estatisticamente
quanto a presenca ou auséncia de sacarose. No
entanto, quando cultivados em casa de vegetagdo, o
cultivo em meio contendo 30g L' de sacarose aumentou
significativamente a quantidade de massa fresca. O
enraizamento durante o verdo (Figura 4B) favoreceu o
aumento da matéria fresca em ambos os locais de cultivo,
mas principalmente quando associados ao cultivo em
frascos vedados com algoddo. O aumento da massa
fresca durante o verdo, associado ao fechamento dos
frascos com algodao, pode ser explicado pelo aumento
das taxas fotossintéticas em virtude do aumento do
fotoperiodo em comparagdo ao inverno e pela maior
permeabilidade do algoddo, quando comparado ao
aluminio e filme plastico, aumentando as trocas
gasosas. Na auséncia de sacarose, o enriquecimento
do meio com CO, e 0 aumento da intensidade luminosa
sdo fundamentais para o aumento da taxa fotossintética
e, conseqiientemente, da quantidade de massa fresca
eseca (KOZAI & KUBOTA, 2001),

CONCLUSAO

O enraizamento fotoautotrofico de mirtilo
realizado por meio do cultivo em meio livre de sacarose
aumenta o percentual de enraizamento e o nimero de
raizes e, quando associado a vedacao dos frascos com
algodao, promove, também, o aumento do comprimento
das raizes e da massa fresca total. Durante o verdo s@o
obtidos os maiores percentuais de enraizamento ¢ este
pode ser realizado com sucesso em casa de vegetacao.
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