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O mirtileiro é originario do Hemisfério Norte, onde o numero de horas com
temperaturas <7,2°C exigidas para o desenvolvimento deste sdo naturalmente
atingidas. No Brasil, a introducdo de variedades com menor exigéncia em horas-frio
viabilizou o cultivo do fruto nas regides sul e sudeste. A estaquia € a principal técnica
de propagacao da cultura do mirtilo. Entretanto, a dificuldade de enraizamento e a
baixa taxa de sobrevivéncia tém limitado a aplicagdo deste método. Assim, a
propagacao in vitro surge como alternativa para a produgdo de mudas. Apesar de
promissora, existem diversas lacunas de pesquisas atreladas ao cultivo in vitro, as
quais estado incluidas as épocas de coleta dos explantes. Além da época, existe
também grande variacdo de resposta entre os gendtipos. Visando contribuir para o
aperfeicoamento da micropropagacgao do mirtileiro, este trabalho objetiva identificar a
época de coleta dos explantes mais adequada, bem como verificar a adaptabilidade
ao cultivo in vitro dos cultivares de mirtilo Climax e Bluegem. O experimento foi
desenvolvido junto ao Laboratério de Propagacao Vegetal do IFRS Campus Ibiruba
e os explantes coletados no pomar de mirtilos da mesma instituicido em duas épocas
de coleta (primavera e verdao). O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado (DIC), em esquema fatorial 2x2 (2 cultivares x 2 épocas), com 15
repeticobes. Para ambas as épocas, 0 meio basal utilizado na fase de
estabelecimento foi o WPM (Woody Plant Media, 1980) acrescido de 6 g.L™" de agar,
1mg.L" de 6-Benzilaminopurina e sacarose (100 mg.L™"), com pH do meio ajustado a
5,0. Os explantes contendo cerca de 1,5 cm de comprimento foram desinfetados e
introduzidos nos tubos de ensaio contendo o meio WPM que foram lacrados e,
posteriormente transferidos para a sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas
e temperatura de 25°C+ 2 °C. Apds 60 dias do inicio da fase de estabelecimento,
foram avaliadas a taxa de contaminacao, taxa de oxidacdo, numero de brotos e
numero de folhas. Os dados tabulados foram submetidos a analise de variancia e ao
teste T, a 5% de probabilidade de erro. Para o cultivar Bluegem obteve-se maiores
taxas de contaminagcdo quando os explantes foram coletados no verdao. Para o
cultivar Climax, por outro lado, houve menor contaminagdo dos explantes quando
coletados no verdo. O cultivar Climax apresentou maiores taxas de oxidagao
independente da época e n&do emitiu brotacdes quando os explantes foram coletados
no verao. Para o numero de folhas, a melhor época de coleta dos explantes ocorreu
na primavera em ambos os cultivares testados.
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The blueberry plant originates from the Northern Hemisphere, where the number of
hours with temperatures at or below 7.2°C required for its development is naturally
achieved. In Brazil, the introduction of varieties with lower chilling hour requirements
has made it possible to cultivate the fruit in the southern and southeastern regions.
Cutting is the main propagation technique used for blueberry cultivation. However,
the difficulty of rooting and the low survival rate have limited the application of this
method. Therefore, in vitro propagation emerges as an alternative for seedling
production. Although promising, there are several research gaps related to in vitro
cultivation, including the appropriate timing for explant collection. In addition to the
season of explant collection, genotype response varies considerably. This study aims
to contribute to the refinement of blueberry micropropagation by identifying the
optimal explant collection period and assessing the in vitro adaptability of the Climax
and Bluegem cultivars. The experiment was conducted at the Plant Propagation
Laboratory of IFRS — Ibiruba Campus, and the explants were collected from the
institution's blueberry orchard during two different seasons (spring and summer). The
experimental design followed a completely randomized design (CRD) in a 2x2
factorial scheme (2 cultivars x 2 seasons), with 15 replicates. For both seasons, the
basal medium used during the establishment phase was WPM (Woody Plant
Medium, 1980), supplemented with 6 g-L™" of agar, 1 mg-L™ of 6-benzylaminopurine,
and sucrose (100 mg-L™"), with the medium pH adjusted to 5.0. Explants
approximately 1.5 cm in length were disinfected and placed into test tubes containing
the WPM medium, which were sealed and subsequently transferred to a growth room
with a 16-hour photoperiod and a temperature of 25 £ 2°C. After 60 days from the
beginning of the establishment phase, contamination rate, oxidation rate, number of
shoots, and number of leaves were evaluated. The tabulated data were subjected to
analysis of variance and Student’s t-test at a 5% significance level. For the Bluegem
cultivar, higher contamination rates were observed when explants were collected in
the summer. The Climax cultivar, on the other hand, showed lower contamination
when explants were collected during the same season. Climax exhibited higher
oxidation rates regardless of the collection period and did not produce shoots when
explants were collected in the summer. As for the number of leaves, the best explant
collection season was spring for both cultivars tested.
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1 INTRODUGAO

A regidao do Alto Jacui, no estado do Rio Grande do Sul, destaca-se pela
producdo de commodities agricolas, como soja e milho, além da exploragdo da
pecuaria leiteira (COREDE, 2015). Constituida de 14 municipios, a regido apresenta,
segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2017), cerca de 15
mil estabelecimentos agropecuarios dos quais aproximadamente 48% dispbéem de
area inferior a 20 hectares. Tal informagdo indica a presenga de pequenos
produtores rurais ocupando o espago agrario da regiao.

Quanto ao tamanho dos estabelecimentos agropecuarios, Schaeffer et al.
(2023) salientam que a diversificagao das atividades nessas propriedades consiste
em uma alternativa para aumento da renda, ja que a produgao de commodities nao
€ excepcionalmente rentavel para o pequeno agricultor. Arbage (2000) afirma que a
escala de produgdo dos pequenos agricultores para commodities agricolas é
incompativel com o tamanho minimo de propriedade necessario para um razoavel
retorno por unidade de capital investido.

Diante da atual conjuntura, surge na regido do Alto Jacui, a demanda pela
diversificagdo das atividades agricolas com objetivo de gerar renda para as familias
proprietarias de pequenos estabelecimentos rurais. Dentre as possibilidades para
diversificagao, a fruticultura destaca-se como uma alternativa viavel.

Fachinello et al. (2008) caracterizam a fruticultura como o conjunto de
técnicas aplicadas adequadamente com o objetivo de explorar espécies vegetais a
fim de obter-se frutos comestiveis. A imponente extensao do territério brasileiro esta
associada a ocorréncia de uma grande diversidade de climas e biomas que
favorecem o cultivo de diferentes espécies frutiferas, sejam elas nativas ou exaticas.
Dentre as espécies exdticas, o cultivo de “pequenas frutas” como morango, amora e
mirtilo vem ganhando expressividade na cadeia produtiva e espago na dieta da
populagdo (Antunes et al., 2013). Em destaque, o mirtilo (Vaccinium spp.)
caracteriza-se como uma fruta exdtica, de sabor e aparéncia agradavel capaz de
atrair consumidores gragas a beleza e propriedades medicinais antioxidantes.

O Brasil encontra-se em fase de consolidagdo das areas cultivadas com
mirtilo. Entretanto, as dificuldades relacionadas ao enraizamento para a producao de

mudas constitui-se como um importante fator limitante para a expansao desta cultura
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no pais. Tal problematica gera um desequilibrio entre oferta e demanda (Monteiro,
2004), o que resulta em pregos mais elevados de aquisicdo das mudas.

Do ponto de vista comercial, a estaquia herbacea ou semilenhosa vem sendo
utilizada como principal técnica de propagagao da cultura do mirtilo no Brasil (Souza
et al., 2011). No entanto, os resultados praticos da propagagédo por estaquia sdo
insatisfatorios dependendo do cultivar, ja que cada material distingue-se quanto a
capacidade de enraizamento (Schuch et al., 2007).

Com intuito de atender a demanda por mudas de maneira rapida e eficiente, a
propagacao in vitro surge como alternativa na produgdo de mudas com elevada
qualidade. Esta baseia-se na capacidade de rejuvenescimento das células vegetais,
em que tecidos ja diferenciados retornam ao seu estado juvenil, 0 que retoma a
capacidade de enraizamento e o vigor de crescimento dos explantes (Carvalho,
1996).

De maneira geral, o cultivo in vitro pode ser fragmentado em trés grandes
etapas: estabelecimento, multiplicacdo e enraizamento. Dentre estas etapas, o
estabelecimento caracteriza-se pela fase mais critica em fung¢ao da possibilidade de
contaminagdo por agentes microbiolégicos endoégenos ou do ambiente e pela
oxidagao fendlica dos tecidos vegetais (Grattapaglia e Machado, 1998).

O adequado estabelecimento gera uma cultura livre de contaminantes
visiveis, e suficientemente adaptadas as condic¢des in vitro. Entretanto, fatores como
0 genodtipo, a época de coleta dos explantes, as técnicas de desinfecg¢ao, o tipo de
tecido vegetal utilizado e os agentes contaminantes podem interferir no sucesso do
desta etapa.

Apesar de ser determinante, a literatura acerca dos protocolos envolvendo a
etapa de estabelecimento para o cultivo in vitro do mirtileiro ainda & escassa,
sobretudo quanto a época de coleta dos explantes e o comportamento dos cultivares
diante das condi¢des in vitro. Nesse contexto, este trabalho objetiva avaliar a
resposta de dois cultivares de mirtilo (Climax e Bluegem) a etapa de
estabelecimento in vitro com explantes coletados em duas épocas do ano distintas
(primavera e verao) e, assim, contribuir para a construgdo de um protocolo de

micropropagacao proprio do IFRS Campus Ibiruba.



11

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO DE LITERATURA

2.1.1 Caracterizagao da cultura do mirtileiro

2.1.1.1 Relevancia econémica

A Organizacao das Nacgdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO,
2022), indica que nas ultimas trés décadas houveram ampliagdes significativas tanto
na produgdo, quanto nas areas cultivadas com mirtilo no mundo. O volume
produzido passou de aproximadamente 134 mil toneladas em 1994, para 1,2 milhdo

de toneladas em 2022, o que representa um acréscimo proximo a 860% (Grafico 1).

Grafico 1 — Evolugao da produgao mundial de mirtilos em milhares de toneladas (1994 - 2022).
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Fonte: Dados coletados pela FAO (2022), adaptado pela autora

Quanto a area de cultivo, a mesma entidade estima que em 1994, no mundo,
eram destinados a producéo de mirtilo cerca de 41 mil hectares, enquanto que em

2022, esse valor ultrapassou 170 mil hectares (Gréafico 2).
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Grafico 2 — Evolugao da area em milhares de hectares (ha) mundial destinada ao cultivo do mirtilo

(1994 - 2022).
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Fonte: Dados coletados pela FAO (2022), adaptado pela autora

Apesar do mirtilo ser originalmente cultivado em paises de clima temperado

do Hemisfério Norte, o melhoramento genético e langamento de novos cultivares

permitiu a insercdo deste fruto em outros locais com condi¢gdes distintas de

temperatura. No ranking dos maiores produtores mundiais de mirtilo, disponibilizado

pela FAO (2022), a entidade estabelece os dez principais paises produtores, que

incluem Estados Unidos da América, Peru, Canada, Chile, Espanha, México,

Polénia, Marrocos, Portugal e Alemanha com produgao e area de cultivo descritos

na Tabela 1.

Tabela 1 — Producédo e area cultivada dos maiores paises produtores de mirtilos no mundo.

Pais Producio (t) Area (ha)
Estados Unidos da América 317.150 46.539
Peru 292.584 21.899
Canada 180.117 42.216
Chile 122.512 17.822
Espanha 70.420 4.810
México 67.304 5.887
Poldnia 64.000 11.400
Marrocos 30.250 6.418
Portugal 19.050 2.620
Alemanha 15.370 3.400

Fonte: Dados coletados pela FAO (2022), adaptados pela autora
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Apesar de ser relativamente recente, o cultivo comercial de mirtilos na
América do Sul apresenta grande importancia no cenario internacional, ja que a
regido responsabiliza-se por 33,8% da produgdo mundial. Paises como Chile, Peru,
Argentina e Uruguai ampliaram os indices de produgdo e de area cultivada com
mirtilo a partir dos anos 2000. Peru e Chile, na atualidade, sao lideres na producéo
destes frutos na América do Sul dispondo de 21,8 mil hectares e 17,8 mil hectares
cultivados, respectivamente (FAO, 2022).

No Brasil, o cultivo de mirtilo encontra-se em fase de consolidacdo e
expansao das areas de producdo. As pesquisas iniciais envolvendo este fruto foram
conduzidas pela Embrapa Clima Temperado no municipio de Vacaria/RS em 1983,
enquanto que oOs primeiros pomares comerciais da regiao datam de 1990, ambos
com cultivares oriundos da Flérida (EUA) (Caminiti et al., 2016). Embora nao existam
dados estatisticos oficiais em relacdo ao mercado de mirtilo no pais, Retamales e
Hancock (2018) estimam que a area destinada a produgao brasileira se aproxima de
400 hectares, distribuidas pelos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo e Minas Gerais.

No Rio Grande do Sul, segundo levantamento realizado pela Empresa de
Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (EMATER - Ascar) em 2023, existem
aproximadamente 74,41 hectares com este cultivo distribuidos em 69 unidades
produtivas nos municipios de Vacaria, Pelotas, Jaguardo, Caxias do Sul,
Encruzilhada do Sul, Sdo Francisco de Paula, Erval Grande, Capao Bonito do Sul,
Farroupilha e Ipé.

A expansao da produgao de mirtilo em diferentes locais tornou este fruto
disponivel o ano todo ao redor do mundo, ja que as safras dos paises produtores
ocorrem em periodos distintos, conforme descrito no Quadro 1.

Na América do Norte, a temporada tem inicio no estado da Flérida no més de
marcgo, seguido pela Califérnia, Gedrgia e na Costa do Golfo na segunda metade de
abril. Carolina do Norte inicia a colheita durante a metade de maio, seguido por Nova
Jersey, Oregon e Washington na metade de junho. As ultimas frutas sdo colhidas em
Michigan, Washington e na Columbia Britdnica (Canadd) durante os meses de
setembro e outubro (Retamales e Hancock, 2018).

Na Europa, a safra inicia no més de margo na Espanha e em Portugal, e a
colheita estende-se até setembro na Pol6nia. A safra sul-americana de mirtilos inicia

na Argentina que produz durante os meses de setembro a janeiro. Mais tarde, em
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outubro, a temporada de colheita chilena comeca, estendendo-se até marco. Em
funcdo das condigdes climaticas, o Peru é capaz de produzir mirtilos durante o ano
todo, com énfase produtivo entre os meses de agosto a dezembro (Retamales e
Hancock, 2018).

A Australia comeca a exportar mirtilo para o mercado europeu e asiatico
durante os meses de agosto até fevereiro. Ja na Nova Zelandia, o periodo de
colheita compreende os meses de novembro a margo. A safra de mirtilos chinesa,
por outro lado, tem inicio no més de abril, estendendo-se até outubro. O Japao
produz frutos entre os meses de maio até agosto (Brazelton et al., 2023).

O periodo de producdo de mirtilos na Africa do Sul ocorre entre os meses de
agosto a janeiro, enquanto que no Marrocos, a colheita abrange o intervalo entre os
meses de dezembro até junho (Brazelton et al., 2023). No Brasil, a época de colheita
inicia geralmente no més de dezembro e estende-se até o més de fevereiro, periodo

no qual o Hemisfério Norte encontra-se na entressafra (Garces, 2007).

Quadro 1 — Epoca de colheita dos paises produtores de mirtilo no mundo (inicio).

Meses do ano

Paises JIFIMIAIM|J|J]|A|S|O|N|D

Africa do Sul 2

Marrocos 2

China ?

Japao 2

Polénia

Alemanha '

Franca '

Paises Baixos '

Espanha’

Portugal

Italia *

Australia 2
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Quadro 1 — Epoca de colheita dos paises produtores de mirtilo no mundo (conclusao)

Meses do ano

Paises JIFIM|AIM|J|J|[A|S|O[N|D

Canada’

Estados Unidos '

Nova Zelandia 2

México '

Chile '

Argentina

Peru’

Brasil 3

Fontes: ' Adaptado de Brazelton (2015), dados citados por Retamales e Hancock (2018)
2 Adaptado de Brazelton (2023)
% Adaptado de Garces (2007)

2.1.1.2 Descrigéo boténica

O mirtilo pertence a familia botanica Ericaceae, a subfamilia Vaccinoideae e
ao género Vaccinium. Tal género inclui cerca de 400 espécies, sendo que 40% delas
sdo nativas da Asia; 25% da América do Norte; 10% da América Central e Sul; 25%
de outros locais do mundo (Antunes et al., 2013). Destacam-se dentro dos
programas de melhoramento genético algumas espécies nativas da América do
Norte, como o V. ashei Reade, V. corymbosum L. e V. angustifolium (Retamales e
Hancock, 2018).

O mirtileiro apresenta porte arbustivo, em que as brotagbes vegetativas
ocorrem preferencialmente nas gemas basais (Antunes et al., 2012). O arbusto do
mirtilo € composto por brotagées que emergem das gemas recentemente formadas
ou de gemas dormentes previamente formadas da coroa da planta. As brotagcdes
que emergem da base tornam-se lenhosas na segunda temporada de crescimento
(Retamales e Hancock, 2018).

As raizes do mirtileiro podem ser classificadas em dois tipos: raizes finas e

raizes de suporte. As raizes finas dispdem de diametro inferior a 2 mm e
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distribuem-se, majoritariamente, nos primeiros 30 a 40 cm do solo, onde sao
responsaveis pela absorgdo de agua e nutrientes. As raizes de suporte, por outro
lado, apresentam diametro entre 2 e 11 mm e alcangam profundidades proximas a 1
m. Tém como fungédo o suporte e fixagdo do arbusto junto ao solo (Fonseca e
Oliveira, 2007).

Outra caracteristica marcante que distingue as espécies do género
Vaccinium, relaciona-se com a auséncia de pelos radiculares. Conforme Taiz e
Zeiger (2017), os pelos radiculares sao protusdes subcelulares da epiderme da raiz
que estao intimamente associados com a absorcédo de nutrientes pouco méveis no
solo como o fésforo, por exemplo (Gongalves e Lynch, 2014). Para minimizar os
efeitos negativos da inexisténcia destas estruturas, o mirtilo desenvolve associagcbdes
simbidticas com varios fungos de solo que, através de suas hifas, contribuem para a
absorg¢ao de agua e nutrientes (Fonseca e Oliveira, 2007).

As folhas sdo simples, inteiras ou serrilhadas e organizadas de maneira
alternada ao longo dos ramos (Retamales e Hancock, 2018). O tamanho e formato
das folhas varia em fungédo do grupo de cultivar. De maneira geral, cultivares do
grupo Highbush possuem folhas maiores, com comprimento entre 5 e 7 cm,
ovaladas ou lanceoladas, com bordas inteiras ou levemente serrilhadas. Por outro
lado, as folhas dos cultivares pertencentes ao grupo Rabbiteye sdo menores, com
comprimento entre 4 e 5 cm, lanceoladas, com borda inteira ou serrilhada. (Queiroga
et al., 2021).

Para ambos os grupos, as folhas da maioria dos cultivares sao deciduas, ou
seja, caem durante o inverno (Queiroga et al., 2021). A caracterizagdo de cada um
dos grupos de cultivares de mirtilo sera descrita mais detalhadamente no tépico
2.1.1.3 do presente trabalho.

Conforme Moura (2013), a inflorescéncia do mirtileiro pode ser classificada
como racemo (ou cacho) contendo entre 8 e 16 flores que desenvolvem-se na
porgcao terminal do ramo florifero. Quanto a morfologia, as flores assemelham-se a
um sino e possuem corola simpétala com 4 ou 5 I6bulos. Os estames sdo em
numero de oito ou dez e as anteras apresentam a forma de tubos ocos, com um
poro na extremidade final para a saida do pdlen. O estigma € indiferenciado sobre
um estilete com aparéncia filiforme (Antunes e Raseira, 2004).

Os frutos do mirtilo, segundo Cantuarias-Avilés (2010), sdo bagas de formato

achatado que apresentam diametro entre de 1,0 a 2,5 cm formadas a partir de uma
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unica flor do ovario infero. Em geral, a porgédo inferior dos frutos possui uma
cavidade em formato de coroa, resultado da persisténcia dos I6bulos do calice da
flor (Fachinello, 2009). Dependendo do gendtipo cultivado, levam de 2 a 3 meses
para serem formados a partir da polinizagdo (Retamales e Hancock, 2018).

A coloragdo azul-escuro caracteristica do mirtilo ocorre em funcdo da
concentracdo de um pigmento denominado antocianina encontrado nas camadas
epidérmicas da casca. Tal pigmento, relaciona-se com a acédo antioxidante que o
consumo de mirtilo promove no corpo humano (Kuck et al., 2011). O fruto do
mirtileiro € envolvido por uma fina camada serosa denominada pruina (Santos e
Raseira, 2002).

2.1.1.3 Caracterizagdo dos gendtipos e seus respectivos grupos

Galletta e Ballington (1996) categorizaram as diferentes variedades de mirtilo
comercialmente cultivadas com base no porte, na necessidade de frio e nas
espécies selvagens de origem. Baseado nessa categorizagado surgiram diferentes
grupos de variedades denominados Southern highbush, Northern highbush, Half
High e Rabbiteye. No Brasil, o grupo Rabbiteye e alguns cultivares do grupo
Highbush adequam-se as principais regides de cultivo (Antunes et al., 2012).

As variedades pertencentes ao grupo Highbush ou “arbusto alto” sao plantas
que podem atingir até 2m de altura e necessitam, em média, entre 650 a 850 horas
de temperaturas < a 7,2°C (Silva et al., 2008). Dependendo do local de origem da
espécie predominante nos cruzamentos e da necessidade de horas de frio, esse
grupo pode ser subdivido em Southern highbush ou Northern highbush.

O grupo Southern highbush inclui as espécies V. corymbosum e V. australe
Small e os hibridos destas com o V. darrowi e V. ashei originarios do Sul dos
Estados Unidos. Neste grupo, € possivel encontrar variedades com menor exigéncia
em frio, adaptadas ao cultivo no Brasil e maior precocidade reprodutiva
(Cantuarias-avilés, 2010). Esses genodtipos requerem, de maneira geral, valores
menores ou proximos a 550 horas com temperatura < 7,2°C. Sdo exemplos de
variedades pertencentes ao grupo Southern highbush e que podem ser cultivadas no
Brasil, os materiais: O’Neal, Biloxi, Georgiagem e Misty (Retamales e Hancock,
2018; Antunes e Baccan, 2023).
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Ja o grupo Northern highbush inclui variedades com maior exigéncia em frio,
com necessidades que variam entre 800 a 1000 horas de temperatura < 7,2°C. Nas
variedades comerciais constituintes deste grupo, predomina a espécie V.
corymbosum que forma hibridos com as espécies V. lamarckii, V. britonii, V.
arkansanum, V. simulatum, entre outras (Raseira e Antunes, 2004). Os materiais
Duke, Bluecrop e Elliot sdo exemplos de gendtipos pertencentes a esse grupo
(Hancock, 2006).

As variedades incluidas no grupo Half High sao caracterizadas como
intermediarias aos grupos anteriores. Estes materiais necessitam, de maneira geral,
mais frio que as variedades do grupo Southern highbush, porém nao toleram o frio
extremo o qual as variedades do grupo Northern highbush s&o adaptadas. A espécie
selvagem V. darrowi, assim como nas variedades do Sul, também é importante para
o desenvolvimento dos gendtipos intermediarios (Hancock, 2006).

O grupo Rabbiteye ou “olho de coelho” caracteriza-se por variedades
vigorosas que podem atingir até 4m de altura. Apresentam elevada produtividade,
longevidade e tolerancia ao calor e a seca. Adaptam-se a regides em que o acumulo
de temperaturas < 7,2°C permanega entre 300 a 500 horas (Santos et al., 2004).
Este grupo é originario a partir de hibridos da espécie selvagem Vaccinium ashei
Reade (Santos, 2015). Os gendtipos Climax, Bluegem, Delite, Brightwell, Aliceblue
sdao exemplos de materiais pertencentes a esse grupo e que podem ser cultivados
no Brasil.

Outros autores ainda incluem o grupo Lowbush ou “arbusto baixo” na
classificagdo das variedades comerciais (Raseira e Antunes, 2004; Queiroga et al.,
2023, Strick, 2005). Os materiais desse grupo sao originados, em sua maioria, da
espécie selvagem V. angustifolium, o que os confere elevada necessidade de
horas-frio. Raramente ultrapassam a altura de 60cm e os frutos apresentam-se
ligeiramente menores quando comparados com os demais grupos. Os materiais
incluidos no grupo Lowbush ndo sao adaptados as condi¢gdes climaticas brasileiras
(Carpenedo et al., 2022).

2.1.1.4 Exigénicas edafoclimaticas

A temperatura do ar & um elemento meteorologico de fundamental

importancia para a distribuicdo natural das espécies vegetais no mundo. Por estar
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atrelado a ativagdo de inumeras atividades fisioldgicas nos vegetais, esse fator afeta
diretamente o crescimento e desenvolvimento das plantas (Matzenauer et al., 2005).
Uma das atividades fisiolégicas influenciadas pela temperatura do ar € a dorméncia.

O periodo de dorméncia compreende o intervalo entre a queda das folhas no
outono e a aparicao de primordios foliares ou novas brotagdes na primavera. Nesse
momento, as plantas cessam o crescimento vegetativo e reduzem a intensidade das
atividades metabdlicas (Petri et al., 2021). Em frutiferas de clima temperado, como o
mirtileiro, a dorméncia € um fator preponderante a formagao e producao adequada
dos frutos.

No caso do mirtileiro, a reducdo da temperatura no outono e o acumulo de
determinada quantidade de horas-frio durante o inverno estdo associados,
respectivamente, a indugdo e a superacao da dorméncia (Petri et al., 2021). Neste
sentido, tanto a regularidade, quanto a quantidade de frio s&o indispensaveis para a
superacao natural da dorméncia. Em condicbes de frio deficitario, podem haver
alteragdes significativas na capacidade de emissao de brotagdes, produgao
desuniforme de flores, além de redugdo na quantidade e na qualidade dos frutos
produzidos (Retamales e Hancock, 2018).

O requerimento de maior ou menor quantidade de frio em espécies de clima
temperado esta diretamente associado ao material genético, estado nutricional da
planta, e posicao das gemas (Cardoso, 2011). Para que seja possivel o inicio de um
novo ciclo vegetativo na primavera, as frutiferas de clima temperado exigem
exposi¢ao a uma determinada quantidade de horas-frio, com temperaturas < 7,2°C.

Buscando elaborar um levantamento do acumulo de horas de frio para o
zoneamento agricola de frutiferas de clima temperado no estado do Rio Grande do
Sul, Wrege et al. (2003) confeccionaram o mapa representado pela Figura 1. Nesse
mapa, € possivel identificar que as regides mais frias s&o localizadas nos Campos
de Cima da Serra, metade leste do Planalto Meridional, Escudo Sul-Riograndense,
metade leste da Campanha e extremo sul do estado, locais onde o acumulo de frio
supera 350 horas.

O mapeamento realizado por Wrege et al. (2003), pode ser utilizado como
ferramenta para delimitagdo da adaptagdo das variedades de mirtilo aos diferentes
locais do Rio Grande do Sul quanto ao acumulo de horas-frio. Com base nesse

trabalho, as variedades adaptadas as condicdbes de acumulo de horas-frio
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caracteristico da regido do Alto Jacui pertencem ao grupo Rabbiteye ou ao grupo
Southern highbush.

Segundo Junior et al. (2013), os municipios de Vacaria e Pelotas sado os locais
onde o cultivo de mirtilo encontra-se em expansao significativa especialmente em
funcdo dos incentivos realizados por instituicdes de pesquisa como a Embrapa
Clima Temperado por exemplo, e pelo acumulo de horas-frio superior a 400 horas.
No entanto, € possivel observar a expansao desse cultivo para as demais regides do
estado, desde que estas atendam a demanda quanto ao acumulo de horas-frio,

como é o caso da regido do Alto Jacui, por exemplo.

Figura 1 — Total de horas de frio (<7,2 °C) entre maio e setembro no Rio Grande do Sul.

Ws7° W55° W53° Wwsil°
528° §28°
S30° $30°
S31° S31°

Horas de frio :
150 200 250 300 350 400 500 700
@T T 17

$33° S$33°¢

Ws57°¢ W55° W53° wsi1°

Fonte: Wrege et al., 2003.

Quanto a necessidade hidrica, o mirtileiro caracteriza-se como um cultivo
dependente de irrigagdo, especialmente quando a quantidade e frequéncia de
precipitacbes naturais ndo atendem as demandas da planta. De maneira geral,
conforme Queiroga et al. (2021), a irrigagcado por gotejamento adequa-se a maior
parte dos pomares, pois além do suprimento hidrico, também permite que sejam

realizados manejos referentes a fertirrigacdo. Apesar disso, a irrigagao por aspersao
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também pode ser utilizada para minimizar os efeitos da geada sobre os tecidos
vegetais (Phillips e Williamson, 2021).

Santos e Raseira (2002) definem que a necessidade semanal de agua
requerida pelas plantas de mirtilo durante a fase de produgéo dos frutos pode chegar
a 50 mm. Entretanto, a exigéncia de agua varia em fungdo do tamanho da planta,
estadio fenoldgico, cultivar, densidade de plantas, sistema de producgao, condi¢coes
climaticas e caracteristicas do solo. Durante o ciclo, a demanda por agua do
mirtileiro aumenta durante a formacgao dos frutos na primavera e no verao, durante o
periodo de crescimento do dossel (Phillips e Williamson, 2021).

Embora sensivel ao déficit hidrico, o mirtileiro ndo tolera ambientes
encharcados deficientes em gas oxigénio (O,) (Raseira e Antunes, 2004). A baixa
disponibilidade de oxigénio no solo, reduz a taxa de respiragao do sistema radicular,
o que afeta significativamente a producdo de energia pelas plantas (ATP). No
processo de respiragao celular, o oxigénio atua como aceptor final de elétrons na
etapa de maior producdo de ATP conhecida como fosforilagdo oxidativa (Taiz e
Zeiger, 2017).

Os efeitos do encharcamento do solo variam em fung¢ao da duragao, periodo
de desenvolvimento e material genético. Para amenizar esta problematica, Queiroga
et al. (2021) sugerem a constru¢do de camalhbdes de 0,7-1,0 m de largura e
0,30-0,40 m de altura os quais podem ser incorporados serragem de pinheiro ou
casca de arroz a fim de ampliar a drenagem e aeragao do solo.

O pH do solo também é outro fator preponderante no crescimento e producéo
do mirtileiro. Divergindo da maioria das espécies vegetais de produgao agricola, o
mirtileiro desenvolve-se melhor em solos acidos, com valores de pH compreendidos
entre 4,5 e 5,5 (Jiang et al., 2019; Retamales e Hancock, 2018). Quando o mirtileiro
€ conduzido em solos com pH elevado, as folhas tornam-se pequenas e amarelas
com as nervuras verdes, ou totalmente amarelas (Retamales e Hancock, 2018).

Para acidificacdo do solo ou substrato, existem alternativas como a aplicagao
de enxofre elementar ou acido sulfurico (H,SO,). As aplicagdes de enxofre elementar
exigem mais tempo e condi¢des de temperatura e umidade adequadas para a
reducao do pH, ja que as reagdes sao catalisadas por microrganismos (Boaro et al.,
2014). As aplicagdes de H,SO,, por outro lado, devem ser realizadas através do

sistema de irrigacao (Almutairi et al., 2017).
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A preferéncia por solos acidos implica na adaptagdo do mirtileiro em
ambientes de baixa disponibilidade de nutrientes (Retamales e Hancock, 2018).
Com o pH do solo entre 4,5 e 5,5, a disponibilidade de muitos nutrientes é limitada, o
que reduz a capacidade de absorcdo de elementos minerais pelas plantas
(Malavolta et al., 1997).

Na cultura do mirtileiro, a ordem de extragdo anual de nutrientes ocorre da
seguinte maneira: nitrogénio > calcio > potassio > fésforo > magnésio (Raseira e
Antunes, 2004).

O nitrogénio, em muitas situagdes, € o unico nutriente que exige a aplicagao
periddica para reposicao dos niveis no solo (Raseira e Antunes, 2004). Para isso,
podem ser utilizados a ureia e o sulfato de amdbnio [(NH:).SO:] em sistemas
convencionais. Em pomares organicos, esterco animal, adubagao verde e residuos
de processos agroindustriais sdo alternativas para o fornecimento de N as plantas
(Caspersen et al., 2016).

Apesar da deficiéncia de calcio ser incomum no mirtileiro, Retamales e
Hancock (2018) ressaltam a necessidade de acompanhamento dos niveis deste
nutriente no solo, ja que o calcio tem papel preponderante na qualidade dos frutos.
Nesse caso, a aplicacdo de gesso, pode ser utilizada como ferramenta para o

suprimento de calcio nos pomares de mirtilo (Queiroga et al., 2021).

2.1.2 Cultivo in vitro

2.1.2.1 O cultivo in vitro na cultura do mirtileiro

Acerca das técnicas de propagagdao do mirtileiro, Farias et al. (2014),
ressaltam trés possibilidades: propagacéo por estaquia, propagagéo por sementes e
propagacao in vitro. Em geral, a propagagao por sementes restringe-se a programas
de melhoramento genético, quando o objetivo € gerar variabilidade para produzir
novos cultivares através de cruzamentos. Todavia, na producdo de mudas, o
interesse consiste em manter as caracteristicas genotipicas do cultivar. Portanto, as
formas de propagacéo assexuada (estaquia e micropropagagao) sao mais eficientes.

Tradicionalmente, o mirtileiro pode ser propagado através da estaquia
herbacea ou semi-lenhosa (Marino et al., 2014). Entretanto, a aplicacdo desta

técnica pode néao ser eficiente para todos os cultivares em funcédo das baixas taxas
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de enraizamento de determinados materiais (Lyrane, 1981). Além disso, conforme
Miller et al. (2004), a estaquia também nao permite a rapida producédo de grandes
quantidades de propagulos para a comercializagao, sobretudo de novos gendétipos
langados no mercado.

Com o objetivo de atender a demanda por mudas de maneira rapida e
eficiente, a micropropagacgéo surge como alternativa para a produgdo de mudas com
elevada qualidade e livre de agentes patogénicos. Esta baseia-se na capacidade de
rejuvenescimento das células vegetais, em que tecidos ja diferenciados retornam ao
seu estado juvenil, o que retoma a capacidade de enraizamento e o vigor de

crescimento (Carvalho, 1996).

2.1.2.2 Etapas do cultivo in vitro para a cultura do mirtileiro

Carvalho (1999) fragmenta o cultivo in vitro em cinco grandes etapas: selegao
e desinfeccao dos explantes coletados a campo, estabelecimento dos explantes in
vitro, multiplicacdo visando a produgdo massal de tecido vegetal para os sucessivos
subcultivos, enraizamento e aclimatizagdo das mudas.

O tipo e tamanho do explante a ser selecionado para dar inicio a
micropropagacao depende da adaptagédo da espécie vegetal a técnica utilizada. Erig
e Schuch (2005), ao avaliar diferentes tamanhos de explantes de mirtilo coletados a
campo para o inicio do cultivo in vitro, obtiveram maiores taxas de sobrevivéncia
quando utilizado segmentos nodais contendo 1,5 cm de comprimento para os dois
estados fisicos de meio nutritivo testados.

Os explantes obtidos a campo necessitam ser submetidos a etapa de
desinfeccdo para eliminagdo dos agentes patogénicos presentes. Entretanto,
segundo Thorpe et al. (1991), a adequada desinfeccdo dos explantes de espécies
lenhosas representa um dos maiores entraves no estabelecimento in Vvitro,
especialmente se a origem dos explantes for de matrizes cultivadas a campo.

De maneira geral, a etapa de assepsia dos explantes de mirtilo pode ser
descrita através dos seguintes passos: |I) Dentro de uma cémara de fluxo laminar,
imersdo dos explantes em recipiente contendo alcool 70% por 10 segundos. Il)
Imersdao em hipoclorito de sédio durante 5 minutos. Ill) Triplice lavagem em agua

destilada e esterilizada.
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Ap6s a desinfeccdo e ainda sob agdo da camara de fluxo laminar, os
explantes sdo adicionados em tubos de ensaio contendo o meio de cultivo +
indutores de brotagao (citocininas) apropriados a espécie para dar inicio a fase de
estabelecimento. Em seguida, o material vegetal deve ser prontamente conduzido
para a sala de crescimento, local onde seréo fornecidas condigdes de luminosidade
e temperatura exigidos para o estabelecimento e desenvolvimento de novas
brotagdes (Carvalho, 2006).

Diante do adequado estabelecimento dos explantes coletados a campo,
tem-se material vegetal suficiente destinado ao primeiro subcultivo. Para isso, as
brotacbes sdo separadas, inseridas novamente em tubos de ensaio com meio de
cultivo e realocadas na sala de crescimento. Sucessivos subcultivos podem ser
realizados enquanto n&do houver perda da estabilidade genética dos explantes.
Souza et al. (2011), obteve resultados satisfatorios quanto a produ¢cdo de mudas
micropropagadas de mirtilo dos cultivares Woodard, Bluegem e Briteblue mesmo no
décimo subcultivo.

Apo6s a multiplicagao, a etapa seguinte é o enraizamento ou rizogénese. Esta
objetiva a formagdo de raizes adventicias nos explantes obtidos a partir de
diferentes subcultivos (Lattuada, 2010). Nesse momento, substituem-se os indutores
de brotagao por indutores de formagao do sistema radicular no meio de cultivo. Os
explantes sao realocados no novo meio de cultivo e mantidos na sala de
crescimento com condi¢do controlada de fotoperiodo e temperatura até a formacéao
das raizes.

Segundo Rocha et al. (2008), a etapa de aclimatizagdo consiste na
transferéncia da planta do ambiente in vitro, asséptico e ambientalmente controlado
para um ambiente ex vitro, geralmente em casa de vegetagdo. Zimmerman (1988)
descreve essa etapa como a retirada da muda de uma condicdo heterotréfica, em
que os nutrientes sao fornecidos diretamente no meio de cultivo para realoca-la em
um ambiente que permita a adaptacdo da planta a condigcdo autotréfica. Deste
modo, é imprescindivel que a planta disponha de érgéos fotossintéticos ativos e
sistema radicular funcional, aspectos morfofisiolégicos desenvolvidos nas etapas de

multiplicagdo e enraizamento.
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2.1.2.3 Meio de cultivo, fitormdnios e reguladores de crescimento vegetal

Os meios de cultivo sao indispensaveis a micropropagacao vegetal, uma vez
que suprem as necessidades em nutrientes, vitaminas e energia exigidos para o
desenvolvimento pleno dos explantes. Em geral, os meios sao utilizados na forma
semi-solida com a necessidade de adigao de substancias com agao gelificante como
0 agar, agarose ou amido (Carvalho, 1999).

Na pratica, varios meios de cultivo podem ser empregados para a
micropropagagao dependendo da espécie vegetal de interesse e dos objetivos
atrelados a aplicacdo desta técnica. Dentre os meios passiveis de utilizacdo nos
laboratérios de micropropagacgao, destacam-se o meio White (1951), o meio MS
(Murashige e Skoog, 1962), o meio B5 (Gamborg et al., 1968), o meio SH (Schenk e
Hildebrant, 1971), o meio Anderson (1980) e o meio WPM (Lloyd McCown, 1980)
entre outros (Quisen e Angelo, 2008).

Entre os meios mencionados, o meio MS é o mais utilizado especialmente
para espécies herbaceas. No entanto, conforme Tetsumura et al. (2008) ha uma
tendéncia do meio basal MS produzir materiais hiper hidratados dependendo da
espécie e do gendtipo. Para a produgdo de mudas de plantas lenhosas como o
mirtilo, por exemplo, formulagcbes especiais como os meios basais WPM (Woody
Plant Medium) e Anderson atendem de maneira mais adequada a exigéncia destes
materiais. A composi¢gdo quimica basica dos meios MS, WPM e Anderson esta

descrita na Tabela 2.
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Tabela 2 — Comparativo entre a composicao quimica dos meios basais MS, WPM, e Anderson.

Componente Meio MS Basico (mg.L™) Meio WPM Basico Meio Anderson
(mg.L") (mg.L")
Macroelementos
NH,NO, 1.650 400 400
CacCl, 332,20 72,50 332,20
Ca(NO;),.4H20 - 386,34 -
KNO:s 1.900 - 480
MgSO.-7H.0O 180,69 180.69 180,69
NaH:PO. - - 330,39
KH:PO. 170 170 -
K2:SOs - 990 -
Microelementos
H:BO: 6,20 6,20 6,20
CuS0:-5H.0 0,025 0,025 0,025
Na,EDTA 2H20 36,044 37,30 74,50
FeSO.-7H:0 - 27,8 55,70
MnSO,-H20 16,90 22,3 16,90
CoCls-6H20 0,025 - 0,025
Na,MoQO, 0,213 0,213 0,213
ZnSO«7H,0 8,60 8,60 8,60
KI 0,83 - 0,3
Vitaminas
Mio-inositol 100 100 100
CeHsNO, 0,5 0,5 -
CsH{;NO;-HCI 0,5 0,5 -
C4,H;N,OS 0,100 1,0 0,4
Aminoacido
C:HsNO. 2 2 2

Fonte: Himedia (2017); Himedia (2021), adaptado pela autora.
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Além dos nutrientes e vitaminas constituintes do meio de cultivo, podem ainda
ser adicionados na solugao basal horménios vegetais e reguladores de crescimento
sintéticos (Carvalho et al., 2006).

Os hormbnios vegetais, de acordo com Albuquerque et al. (2008), sao
compostos produzidos em pequenissimas concentragdes por diferentes partes dos
vegetais. Tais compostos sdo capazes de promover, inibir e/ou modificar o
crescimento de locais, em geral, diferentes daqueles que os produziram. Os
reguladores de crescimento, por outro lado, sdo substancias sintéticas capazes de
promover efeitos semelhantes aos hormoénios vegetais (Carvalho et al., 2006).

Entre horménios naturais e reguladores de crescimento, existem nove grupos
que atuam como sinalizadores celulares no desencadeamento de respostas
fisiologicas nas plantas, sendo eles: auxinas, giberelinas, citocininas, etileno, acido
abscisico, brassinosteroides, jasmonatos, acido salicilico e estrigolactonas (Taiz e
Zeiger, 2017). Nas técnicas de cultivo in vitro, enfatiza-se a utilizagao principalmente
das citocininas e das auxinas (Morais et al., 2014).

As citocininas sao importantes para as etapas de estabelecimento e
multiplicagdo dos explantes e caracterizam-se por apresentarem efeito mitogénico,
ou seja, estimulante da divisdo celular de células vegetais (Sezgin e Kahya, 2018).
Entretanto, quando adicionadas ao meio em concentragdes elevadas, podem induzir
a formacao de brotos adventicios e inibir a formacao de raizes. Sdo exemplos de
citocininas: Kinetina (KIN), zeatina (ZN), 6-benzilaminopurina (BAP ou BA) e
isopenteniladenina (2iP) (Carvalho, 2006).

Os hormébnios auxinicos sao essenciais para a formacgao radicular e
elongacao celular na fase de rizogénese. Segundo Floss (2011), as raizes séo
extremamente sensiveis a presenca das auxinas, especialmente no que se refere a
indugdo a formacgado de raizes adventicias em estacas. Seguindo essa premissa,
horménios auxinicos como o AIB (acido indolbutirico), o ANA (acido
naftalenoacético) e o AIA (acido indolacético) sdo empregados na etapa de

rizogénese das microestacas produzidas na fase de multiplicagéo.

2.1.2.4 Epoca de coleta dos explantes & campo

A época de coleta também é um fator de extrema importancia para o

adequado estabelecimento in vifro dos explantes. Grattapaglia e Machado (1998)
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afirmam que a época de coleta dos explantes exerce influéncia no estabelecimento
da cultura in vitro de material adulto, ocasionada principalmente pelos ciclos
climaticos e pela ocorréncia de outros tipos de flutuagdes do meio, que acabam
afetando as condigdes fisiologicas das matrizes cultivadas a campo.

De acordo com Pasqual et al. (1998), a melhor época para coleta de
explantes das espécies lenhosas corresponde aquela na qual as matrizes produzem
brotagcdes novas e vigorosas, evento variavel conforme a espécie e com o tipo de
explante que sera utilizado.

Coletti (2009), em experimento realizado com 7 cultivares de mirtilo no
municipio de Passo Fundo/RS, identificou que para todos os materiais testados, o
inicio da brotagdao ocorreu uma ou duas semanas apoés o inicio da floragao, fato
comum para as especies de clima temperado. Neste experimento, foi identificado
que cultivares mais precoces como a Climax e Aliceblue, iniciaram a emissao de
brotacbes no més de setembro, enquanto que cultivares mais tardias como a
Bluecrop e Elliot iniciaram a emissao de brotagdes em novembro.

Segundo Fachinello et al. (1995), materiais herbaceos apresentam alta
atividade meristematica e baixo grau de lignificacdo, o que pode influenciar
positivamente o estabelecimento in vitro de segmentos nodais. Nesse sentido,
compreende-se que quanto mais jovem o ramo utilizado como fonte de explantes for,
havera maior facilidade no estabelecimento in vitro em funcdo da menor lignificacao
das paredes celulares.

Silva et al. (2008), ao comparar o grau de lignificacdo dos ramos fonte de
explantes para trés cultivares de mirtilo obteve que as porcentagens de
contaminagao fungica e bacteriana apresentaram diferenca para o tipo de ramo
doador de explante. Explantes de ramos herbaceos (menos lignificados)
apresentaram menor contaminagdo fungica e bacteriana respectivamente em
comparagao com ramos lenhosos (mais lignificados). Neste experimento, os
cultivares “Delite” e “Powderblue” n&o apresentaram diferengca estatistica
significativa para a sobrevivéncia e estabelecimento quanto ao grau de lignificagao
do ramo. Entretanto, no cultivar “Florida”, os ramos herbaceos apresentaram maior
sobrevivéncia.

Souza et al. (2006), obteve maior contaminagao fungica, maior contaminagao
bacteriana, menor sobrevivéncia e menor estabelecimento em explantes obtidos de

ramos semi-lenhosos de araca, em comparacdo aos ramos herbaceos. Os ramos
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herbaceos, por outro lado, apresentaram maiores taxas de oxidacdo fendlica em

comparagao aos ramos semi-lenhosos.

2.2 MATERIAIS E METODOS

A execugdo deste trabalho foi dividida em duas etapas: ) a
construgao/organizagao do Laboratério de Propagacao Vegetal do IFRS Campus
Ibiruba e IlI) condugao de experimento voltado para a micropropagacao da cultura do

mirtileiro.

2.2.1 Construgao e organizagao do Laboratério de Propagacgao Vegetal

Para o desenvolvimento deste trabalho, o IFRS Campus Ibiruba disponibilizou
uma sala com 36m? junto ao Bloco F que ja seria originalmente destinada ao
Laboratério de Propagacédo Vegetal. Entretanto, o ambiente encontrava-se em
desuso para a fungdo a qual foi designado e servia como depdésito de materiais de
outros laboratorios, 0 que exigiu uma organizagao prévia do local.

Com o espaco fisico apropriado, foi realizado um levantamento das condi¢des
de viabilidade de implantacdo da micropropagacéo através da identificacdo de
materiais necessarios ja existentes no Campus, bem como materiais e reagentes a
serem adquiridos. Os itens indispensaveis a micropropagacao foram levantados a
partir da literatura existente na area e através de visitas ao Laboratério de

Biotecnologia Vegetal da Universidade de Passo Fundo (UPF) (Figura 2).

Figura 2 — Explantes e detalhamento da sala de crescimento do Laboratério de Biotecnologia Vegetal
da UPF.

Fonte: A autora (2023; 2024)
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A partir do diagnostico das condicdes de viabilidade, identificou-se a
necessidade de construgdo de uma reparticao no ambiente do laboratério conhecida
como “sala de crescimento” para que houvesse adequado controle do fotoperiodo e
da temperatura. Com uma area de 5,6m?, a sala de crescimento foi construida com
divisorias modulares Eucatex® disponibilizadas pelo Campus (Figura 3). As janelas
da sala de crescimento foram vedadas também com placas Eucatex® e as bordas

das placas seladas com silicone acético para evitar escape do ar refrigerado da sala.

Figura 3 — Construgéo da sala de crescimento do Laboratério de Propagagéo Vegetal do IFRS
Campus Ipirubé com as divisérias modulares.
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Fonte: Schroeder, Laura Cfarbline Scheffel (2024)

Outro aspecto indispensavel a micropropagacao é o controle do fotoperiodo.
Para isso, foi construido um sistema de iluminagdo simples em estantes de ago
contendo 4 lampadas de LED 20W em cada nivel da estante. No total, foram
confeccionadas este modelo de iluminagdo em duas estantes para permitir a
propagacao de um volume expressivo de materiais vegetais simultaneamente.

Para os dois sistemas de iluminagdo, foram utilizados 40 soquetes, 40
ldmpadas LED 20W, 15 metros de cabo flexivel amarelo 2,50mm, 15 metros de cabo
flexivel azul 2,50mm, 4 metros de cabo de transferéncia de energia e madeiras para

suporte dos soquetes. O tempo de iluminagdo em relagédo ao tempo de escuro foi
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controlado através de um timer digital da marca SH Automacédo Industrial® para
cada estante configurado para 16 horas de luz e 8 horas de escuro.

A temperatura do ar também é um fator limitante a micropropagacao. No caso
da micropropagacao do mirtilo, a temperatura ideal deve permanecer préxima a 25 +
2 °C, o que demandou a necessidade de instalagdo de um ar condicionado junto a
sala de crescimento. Desse modo, um ar condicionado da marca Electrolux® de
9000 BTUs foi instalado na sala de crescimento para manutencéo da temperatura na
faixa adequada. Para monitoramento da temperatura e umidade, um
termo-higrometro digital foi fixado junto a sala de crescimento.

A Figura 4 demonstra um panorama geral da area de trabalho do Laboratdrio
de Propagacao Vegetal, bem como da sala de crescimento construida para a

elaboragao do presente trabalho.

Figura 4 — Laboratério de Propagacgéo Vegetal do IFRS Campus Ibiruba

Fonte: A autora (2025)
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2.2.2 Condugao do experimento

O experimento foi conduzido junto ao Laboratério de Propagacao Vegetal do
Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul Campus
Ibiruba no municipio de Ibiruba (RS), durante o segundo semestre de 2024 e o
primeiro semestre de 2025.

Os materiais vegetais utilizados para dar inicio a fase de estabelecimento do
cultivo in vitro foram constituidos por segmentos caulinares da porcao apical dos
ramos contendo duas gemas vegetativas dos cultivares de mirtilo pertencentes ao
grupo Rabbiteye Climax e Bluegem coletados no pomar de mirtilos do IFRS -
Campus Ibiruba, sob as coordenadas geograficas 28°39'11"S 53°06'41"W.

O pomar encontra-se localizado na regido fisiografica Planalto Médio
Riograndense, com clima Cfa, conforme a Classificagcdao de Koppen, em que ha a
ocorréncia de verdes quentes e chuvas distribuidas durante o ano inteiro (MORENO,
1961) (Figura 5). O solo é classificado como Latossolo Vermelho (EMBRAPA, 2018).
As plantas foram transplantadas para o pomar no ano de 2020 e, portanto,
encontravam-se bem estabelecidas no campo. Ademais, visualmente exibiam

condicdes satisfatérias tanto de fertilidade, quanto de sanidade.

Figura 5 — Localizagdo do pomar de mirtilos utilizado como fonte de explantes.
3 t

Fonte: Google Earth, 2025.

O delineamento experimental utilizado consistiu no inteiramente casualizado
(DIC), organizados em um esquema fatorial 2x2 (2 cultivares x 2 épocas de coleta

dos explantes), com 4 tratamentos e 15 repeti¢cdes, totalizando 60 unidades
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experimentais. Para a época 1, a coleta ocorreu no dia 6 de novembro de 2024
(primavera), enquanto na época 2, a coleta ocorreu no dia 31 de janeiro de 2025
(verao), para os cultivares Climax e Bluegem. A primeira época de coleta ocorreu
durante o periodo de floracao/inicio da producdo de frutos, quando os ramos
possuiam menor grau de lignificagdo, enquanto que a segunda época ocorreu apos
o término do periodo produtivo quando os ramos dispunham de maior grau de
lignificagao.

Os dados meteoroldgicos de acumulo de precipitacdo e temperatura média
mensal entre os meses de maio a janeiro foram obtidos a partir da estacéo
meteorolégica da Cooperativa Agricola Mista General Osoério (Cotriba), localizada a
aproximadamente 1.700 metros de distancia do pomar fonte dos explantes. Os
dados de acumulo de precipitagao e temperatura média mensais estdo descritos no
Grafico 3.

Grafico 3 — Médias de temperatura e acumulo de precipitagdo (mm) mensal nos meses de maio de

2024 a janeiro de 2025.
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Fonte: Dados coletados pela estagdo meteorolégica da Cotriba, adaptados pela autora (2025).

O meio de cultivo padrao utilizado para o estabelecimento em ambas as
épocas de coleta foi o WPM (Wood Plant medium — Lloyd; McCown, 1980) da marca

Himedia®, acrescido de sacarose (30g.L™"), 6-Benzilaminopurina (1mg.L") e
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agar-agar (6g.L"") ambos da marca Exodo Cientifica®. Os produtos comerciais
utilizados para o preparo do meio padrao estdo representados na Figura 6. Como

fonte de sacarose foi utilizado agucar de cozinha refinado.

Figura 6 — P6 WPM (A), BAP (B) e agar-agar (C) utilizados no meio de cultivo.
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Fonte: A autora (2024)

Para o preparo de 1 litro de solugao do meio WPM, foi necessario reconstituir
2,4 gramas do p6 WPM em 700 mL de agua destilada, adicionar 30 gramas de
sacarose € o horménio vegetal 6-Benzilaminopurina (BAP) na concentragao de 1
mg.L™'. Em sequéncia, o volume da solugdo foi completado com agua destilada até a
obtencdo de 1 L e o pH da solugao foi determinado com auxilio de um peagametro
de bancada. Apés a determinagcdo do pH da solugéo, foram adicionadas algumas
gotas de hidroxido de sédio (NaOH) na concentragao de 0,1mol/L para que o meio
de cultivo atingisse um pH proximo a 5,0.

Com o pH devidamente ajustado, foram acrescidos na solugdo 6 gramas de
agar-agar. Para ativagao das propriedades gelificantes do agar, foi necessario ferver
a solugdo em um agitador magnético com aquecimento. Apds a fervura, o meio de
cultivo foi fracionado em Erlenmeyers, que foram lacrados e prontamente
conduzidos para a autoclavagem com objetivo de eliminar quaisquer contaminantes
biolégicos. O meio foi autoclavado a uma temperatura de 120°C, sob presséo de 1,5
atm por 20 minutos.

Para ambas as épocas, o meio foi preparado na semana anterior as datas de
coleta e, portanto, para verté-lo nos tubos de ensaio houve a necessidade de
aquecimento em banho-maria nos dias da implementagdo dos tratamentos. O

vertimento do meio de cultivo nos tubos de ensaio, a desinfec¢cado dos explantes e a
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transferéncia dos explantes para o meio ocorreram em camara de fluxo laminar para
minimizar a contaminagao microbioldgica.

Quanto a retirada dos explantes a campo, foram coletados ramos jovens com
aproximadamente 10 cm de comprimento durante o periodo da manha. Os explantes
permaneceram acondicionados em caixa térmica com agua destilada até o momento
de esterilizacao e inicio do cultivo in vitro. Destaca-se que o inicio do cultivo in vitro
foi realizado no mesmo dia da coleta dos explantes, nas respectivas datas de cada
coleta/tratamento. Antes da esterilizagdo, os ramos foram divididos em segmentos
caulinares de aproximadamente 1,5 cm de comprimento, com duas gemas
vegetativas.

A desinfecgao superficial dos explantes foi realizada inicialmente em alcool
70% por 10 segundos, seguida da desinfecgdo em solugcédo de hipoclorito de sédio
(NaClO) (2,5%) por 5 minutos e, por fim, a triplice lavagem com agua destilada e
estéril. A partir da esterilizacdo, as demais atividades que envolveram o manuseio
dos explantes foram conduzidas em camara de fluxo laminar para evitar a
recontaminagdo do material vegetal e do meio de cultivo. Além disso, todos os
materiais utilizados (pingas, tubos de ensaio, bisturis e tesouras) também foram
esterilizados e submetidos a autoclavagem.

Apos o preparo do meio de cultivo e a desinfeccdo dos explantes, os
segmentos caulinares foram transferidos com auxilio de uma pinga para dentro dos
tubos de ensaio. Aproximadamente 3 do comprimento total do segmento caulinar foi
introduzido no meio de cultivo a fim de evitar a submersao das gemas vegetativas.
Em sequéncia, os tubos de ensaio foram vedados com papel aluminio e plastico
filme.

Ao concluir o processo de transferéncia dos explantes para o meio de cultivo,
os tubos de ensaio foram conduzidos para a sala de crescimento do Laboratério de
Propagacédo Vegetal. Durante os 7 dias iniciais da fase de estabelecimento, os
explantes permaneceram totalmente no escuro com objetivo de reduzir a oxidagao
fendlica dos tecidos vegetais. Posterior a esse periodo, iniciou-se o controle do
fotoperiodo mantendo as condigbes de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. A
temperatura da sala de crescimento foi mantida durante toda a execugdo do
experimento proxima a 25°C, com variagdo maxima de + 2 °C através de um

ar-condicionado.
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A Figura 7 demonstra um fluxograma geral dos procedimentos necessarios

para a fase de estabelecimento do cultivo in vitro da cultura do mirtileiro.

Figura 7 — Reconstituicdo do meio de cultivo WPM, adi¢do do horménio BAP e de sacarose (A);
Determinacao e ajuste do pH do meio (B); Adicao de agar e fervura do meio (C); Lacre dos
Erlenmeyers contendo o meio de cultivo (D); Autoclavagem do meio (E); Derretimento do meio em
banho-maria (F); Vertimento do meio para os tubos de ensaio (G); Coleta dos explantes a campo (H);
Divisdo dos segmentos caulinares (1); Assepsia com hipoclorito de sddio e alcool (J); Alocagao do
explante no tubo de ensaio (K) e condugao dos explantes para a sala de crescimento (L).

R — ,

Fonte: A autora (2024)
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Durante o estabelecimento, foram realizadas avaliacbes aos 7, 14, 21, 28, 35,
42 e aos 60 dias do inicio do cultivo in vitro. Os fatores avaliados foram a taxa de
oxidagao fendlica dos explantes (indicada pela coloragdo marrom), a contaminagao
(indicada pela presenga de micélios fungicos ou col6nia bacteriana), o numero de
brotos por explante e o numero de folhas por broto. Os dados foram tabulados em
planilha eletrbnica do Excel. A Figura 8 caracteriza os explantes considerados

oxidados, contaminados e sadios neste experimento.

Figura 8 — Explante de mirtilo oxidado (A) e explante contaminado com micélios do fungo (B) e
explante sadio (C).

" o a
Fonte: A autora (2024)
Com os dados coletados na etapa de estabelecimento (numero de brotos,
oxidagao, contaminagado e numero de folhas), foram elaborados graficos através do
Software Excel® que relacionam o desenvolvimento dos explantes para os dois
cultivares, as duas épocas de coleta e os dias apds o inicio do cultivo in vitro. A
partir dos dados coletados na estagdo meteorolégica da Cotriba, foi elaborado um
grafico comparando a temperatura média mensal e a precipitagdo acumulada no
periodo de maio de 2024 até janeiro de 2025.

Os dados coletados aos 60 dias foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) pelo Teste F. Quando a ANOVA indicou influéncia das causas de variagéo,
as médias dos tratamentos e as interagdes foram comparadas estatisticamente pelo
teste T, a 5% de probabilidade de erro através do software Sisvar ® versao 5.8.92 e
os graficos gerados através do Excel®.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados tabulados durante a execugao do experimento referente aos
aspectos contaminagao, oxidacdo, numero de brotos e numero de folhas foram

submetidos a analise de variancia, cujo resumo esta descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Resumo da analise de variancia entre os fatores analisados referente as diferentes
cultivares atreladas a época de coleta dos explantes de mirtilo no municipio de Ibiruba/RS.

Valor-p
Fonte de variagao GL
Ct Ox Nbe Nfe
Cultivar 1 0,2945 0,0350* 0,0481* 0,1050
(Fator A)
Epoca de coleta do 1 0,2945 0,5913 0,0481* 0,0041*
explante
(Fator B)
AxB 56 0,0388* 0,9975 0,0481* 0,5048
CV (%) 26,14 130,39 127,78 145,91

Legenda: Ct (contaminagao), Ox (oxidacdo), Nbe (nimero de brotos por explante) e Nf (nimero de
folhas por explante).

Diante da Tabela 2, percebe-se que o cultivar (fator A) influenciou a oxidagao
dos explantes e o numero de brotos. Ja a época de coleta do explante (fator B)
apresentou influéncia sobre o numero de brotos por explante e o numero de folhas.
Referente a interagcdo entre os fatores A e B, foi possivel identificar efeito sobre os
aspectos contaminagédo e numero de brotos por explante.

A contaminagdo dos explantes foi uma problematica bastante presente ao
longo do processo de estabelecimento para ambos os cultivares nas duas épocas de
coleta testadas. A elevada taxa de contaminacédo dos explantes sugere ineficiéncia
no protocolo de assepsia, 0 que segundo Xavier et al. (2013), € comum no cultivo in
vitro de espécies lenhosas, pois a assepsia dos explantes nao expde o0s
microrganismos endoégenos aos agentes desinfestantes. O mesmo autor sugere
iniciar o controle asséptico com a aplicagdo de tratamentos (fungicidas e

bactericidas) na planta-matriz previamente a coleta dos propagulos.
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Apesar do grau de contaminacdo dos explantes, foi possivel identificar a
ocorréncia de interacdo entre os fatores época de coleta e cultivar para a taxa de
contaminacao.

Na Tabela 3, observa-se que para a contaminacédo dos explantes coletados
a partir de matrizes do cultivar Bluegem n&o houve diferenga estatistica significativa
entre as épocas de coleta. A contaminagdo dos explantes do cultivar Bluegem foi
inferior a contaminagcdo do cultivar Climax na primavera, e superior no verdao. O
cultivar Climax demonstrou menores taxas de contaminacdo quando os explantes

foram coletados durante o verao.

Tabela 3 — Porcentagem de contaminagéo dos cultivares de mirtilo Climax e Bluegem coletados na
primavera e no verdo no municipio de |biruba/RS.

Epoca de coleta de explante

Cultivar Média
Primavera Veréo

Bluegem 93,33 Aa* 100,00 Ab 96,66

Climax 100,00 Bb 80,00 Aa 90,00
Média 96,66 90,00

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste T, a 5% de
probabilidade de erro.
**Minuscula na coluna, maiuscula na linhas.

As altas taxas de contaminagado, diferem do obtido por Ferri (2009) que
observou uma porcentagem de contaminagao fungica média no cultivo in vitro dos
cultivares de mirtilo Florida e Powderblue de aproximadamente 5,3%. A autora
ressalta que a baixa contaminacdo dos explantes era esperada em funcédo das
plantas-matrizes terem sido cultivadas em ambiente protegido e asséptico,
diferentemente do realizado no presente trabalho.

Os dados apresentados na Tabela 3 concordam parcialmente com o que foi
obtido por Rosa et al. (2006) no cultivo in vitro da erva-mate (llex paraguariensis) em
que foram avaliadas a época de coleta dos explantes em seis meses com condi¢des
ambientais distintas: agosto (inverno), setembro (inverno/primavera), dezembro
(verdo), marco (verao), abril (verdo/outono) e maio (outono). Os autores nao
observaram diferengas estatisticas significativas para contaminagdo fungica nos
explantes de erva-mate obtidos na primavera (setembro) e no verdo (dezembro),

semelhante ao ocorrido com o cultivar Bluegem. Rosa et al. (2006) constataram que
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as menores taxas de contaminacdo foram obtidas quando os explantes foram
coletados em marco, abril e agosto.

A relacdo entre a precipitagdo, temperatura e gendtipo também pode ter
exercido influéncia nas taxas de contaminacdo dos explantes de cada um dos
cultivares. Conforme indica o Grafico 3, a primeira época de coleta ocorreu apds um
periodo mais umido e de temperaturas mais baixas, com acumulo de precipitacdo no
més anterior a coleta (outubro) de cerca de 191 mm e temperaturas médias
proximas aos 20°C, o que pode ter proporcionado uma maior incidéncia de
contaminagdo no cultivar Climax de agentes patogénicos em que este € mais
suscetivel.

A oxidagao dos explantes € altamente dependente da espécie, do gendtipo e
do tipo de material utilizado. Existe também uma correlagdo entre oxidacdo e a
época do ano, ja que nos periodos mais favoraveis ao crescimento, a oxidagao
fendlica dos explantes in vitro tende a ser menor (Carvalho et al., 2006). Apesar da
possivel relagdo com a época do ano, ndao houveram diferengas significativas
quando os explantes foram coletados na primavera ou no verao neste experimento
(Tabela 2). Em contrapartida, quanto aos cultivares testados, o cultivar Climax
obteve uma taxa de oxidagao significativamente superior ao cultivar Bluegem,

conforme demonstra o Grafico 4.

Grafico 4 — Porcentagem de oxidagéo dos explantes dos cultivares Climax e Bluegem coletados em
Ibiruba/RS.
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Médias diferem entre si pelo Teste T, a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: A autora (2025)
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Quanto ao cultivar Bluegem, a porcentagem de oxidacdo foi ligeiramente
inferior aos valores obtidos por Silva et al. (2006) que, ao testar a adigdo de acido
indolacético (AlA) no meio de cultivo para a fase de estabelecimento obteve uma
taxa de oxidacao de 36,86%.

Assim como para a contaminagao, as condicdes da planta matriz utilizada
como fonte de explantes também influenciam nas taxas de oxidacgéao. Silva (2006) ao
trabalhar com estabelecimento in vitro de mirtilo, observaram maior porcentagem de
oxidagao nos explantes provenientes de matrizes a campo (12%), comparado aos
explantes isolados de plantas da casa de vegetagao (0,08%). Segundo Rout e Das
(2002), isso ocorre em fungdo das plantas cultivadas a campo estarem mais
expostas a estresses bidticos e abidticos, 0 que aumenta o acumulo de compostos
fendlicos nas células como estratégia de defesa.

O numero de folhas por explante foi influenciado significativamente pela
época de coleta. Apesar de ser esperado uma variagao entre os gendtipos testados,
a andlise estatistica ndo demonstrou efeito dos cultivares sobre o numero de folhas
por explante (Tabela 2). Os explantes coletados na primavera produziram um
numero significativamente superior de folhas em relagéo aos explantes coletados no

verao, independente do cultivar, conforme indica o Grafico 5.

Grafico 5 — Numero médio de folhas por explante de mirtilo quando coletados na primavera e no
verao em lbiruba/RS
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Apesar do numero de folhas por explante ter sido superior na primavera, a
meédia de folhas foi consideravelmente inferior aos valores obtidos por Leitzke et al.
(2010), que obteve um numero médio de folhas por explante de amoreira de 10
folhas por explante ao utilizar a combinagédo do meio WPM acrescido da citocinina
BAP na concentragdo de 7,5uM (equivalente a 1,68 mg.L™"), préxima a testada no
presente trabalho. Os mesmos autores identificaram que a concentragcdo de BAP
que teve maior efeito sobre o numero de folhas na amoreira foi de 22,5uM
(equivalente a 5,09 mg.L"), o que sugere que a concentragdo de 1mg.L™" utilizada no
presente trabalho possa ter sido insuficiente.

Cruz (2018) ao testar a utilizagado da citocinina 2iP no cultivo in vitro do cultivar
de mirtilo Woodard obteve resultados ainda mais expressivos quanto ao numero de
folhas. A autora verificou que na presenca da citocinina, 0 numero médio de folhas
por explante foi de 20,6. Mesmo no meio de cultivo ausente em citocinina, o numero
meédio de folhas por explantes obtido pela autora foi de 8,81, superior ao encontrado
neste trabalho.

O numero de brotacbes é uma variavel de extrema importancia para a
micropropagagao quando objetiva-se a producdo comercial. Quanto maior for o
numero de brotagdes, maior sera a quantidade de explantes que poderdo ser
retirados de cada brotagao, possibilitando uma multiplicacdo em larga escala e em
um espaco de tempo menor (Ferri, 2009).

Com a execucdo do presente trabalho, observou-se uma interacdo entre os
gendtipos testados e a época de coleta para a variavel numero de brotos. Conforme
a Tabela 4, é possivel identificar que a coleta dos explantes do cultivar Climax no
verdao culminou na auséncia de brotacdo (embora nessa época o cultivar tenha
apresentado menor contaminagdo conforme foi apresentado na Tabela 3). Isso
sugere que para esse cultivar, a coleta de explantes a partir de ramos mais jovens e

menos lignificados obtidos na primavera possa ser o0 mais adequado.
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Tabela 4 — Numero médio de brotos por explante dos cultivares de mirtilo Climax e Bluegem
coletados na primavera e no verdo no municipio de Ibiruba/RS.

Epoca de coleta de explante

Cultivar Média
Primavera Veréo
Bluegem 0,53 Aa* 0,46 Aa 0,49
Climax 0,46 Aa 0,00 Bb 0,23
Média 0,49 0,23

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferiram estatisticamente entre si pelo teste T, a 5% de
probabilidade de erro.
**Minuscula na coluna, maiuscula na linhas.

Ferri (2009) em experimento com os cultivares de mirtilo Bluegem, Bluebelle e
Woodard obteve as respectivas médias de brotos por explante: 1,8 (Bluegem), 1,6
(Bluebelle) e 1,0 (Woodard). Schuch et al. (2008), ao testar a adigdo ao meio de
cultivo das citocininas 2iP e zeatina na micropropagacéo do cultivar de mirtilo
Climax, obtiveram um numero de brotos por explante de 2,29 para 2iP e de 15,71
para zeatina, ambos na concentragdo de 7,5 mg.L". Os dados alcangados por
ambos os autores superam aos obtidos no presente trabalho independente do
cultivar e época de coleta.

Os graficos que acompanham o desenvolvimento semanal de cada um dos
cultivares referente a taxa de contaminacdo, taxa de oxidagdo, numero total de
folhas e numero total de brotos estao localizados nos apéndices 1, 2, 3,4,5,6,7 ¢ 8
do presente trabalho.

A literatura acerca da emissao de brotos em explantes coletados em distintas
épocas ainda € bastante escassa, 0 que evidencia a necessidade da realizagao de
mais pesquisas acerca da tematica para aprimorar os protocolos de
micropropagacao, tanto do mirtilo, quanto de outras espécies vegetais. A condugao
do presente trabalho representa um avancgo inovador para o IFRS Campus Ibiruba e
para a regido do Alto Jacui, ja que caracteriza-se como o primeiro experimento com
cultivo in vitro realizado no Laboratério de Propagacgao Vegetal da Instituigéo.

A execugdo do experimento forneceu fundamentacido cientifica para a
propagacao in vitro e auxiliara o desenvolvimento de uma metodologia propria do
IFRS Campus Ibiruba quanto aos protocolos de propagagdo vegetativa por
micropropagagao para espécies do género Vaccinium. Além dos aspectos

metodoldgicos, a execugao do trabalho permitiu a construgdo da infraestrutura
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basica necessaria a um laboratorio de cultivo in vitro, outrora inexistente. Tal
infraestrutura permitira ndo apenas a realizagao de aulas praticas pelos académicos,
como também a continuidade das pesquisas envolvendo a cultura de tecidos.

A partir dos dados coletados neste experimento, recomenda-se que no futuro,
as plantas fonte de explante sejam cultivadas em ambiente protegido, com aplicagao
periddica de fungicidas para reduzir a contaminagdo enddgena dos explantes. Além
disso, também sugere-se que sejam testadas tanto doses maiores de BAP e/ou
outros tipos de citocininas para indugao de brotagdes, quanto outras épocas de

coleta dos explantes.
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3 CONCLUSAO

Embora viaveis, as metodologias desenvolvidas para propagacao in vitro de
mirtilo necessitam ser ajustadas conforme as condi¢gdes da planta matriz e os
cultivares testados. A época de coleta dos explantes caracteriza-se como um fator
imprescindivel para o sucesso do cultivo in vitro, sobretudo de espécies com periodo
de dorméncia vegetativa, como é o caso do mirtileiro. Contudo, existem poucos
trabalhos na literatura acerca desta tematica.

No experimento realizado, o cultivar Bluegem demonstrou maior adaptagao
quanto a variagdo das épocas de coleta dos explantes, ja que, mesmo quando os
explantes foram coletados no verdo, houve a emissdao de brotacbes e,
consequentemente, a emissao de folhas. Além disso, o cultivar Bluegem demonstrou
maior tolerancia a oxidagao, porém também apresentou taxas de contaminagéo mais
elevadas quando os explantes foram coletados no verao, diferentemente do que
ocorreu com o cultivar Climax.

O cultivar Climax, por outro lado, demonstrou maiores taxas de oxidagao
independente da época de coleta dos explantes e ndo emitiu brotagées quando os
explantes foram coletados no verdo. Entretanto, obteve menores taxas de
contaminagao quando a coleta dos explantes foi realizada no verao.

A variavel numero de folhas sofreu influéncia da época de coleta, sendo que a
emissao de folhas foi superior quando os explantes foram coletados na primavera

para ambos os cultivares.
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APENDICES

Apéndice 1 — Acompanhamento semanal das avaliagdes quanto a contaminagéo dos explantes do

Taxa de contaminacgéo dos explantes (%)

cultivar Bluegem para as duas épocas de coleta.
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Apéndice 2 — Acompanhamento semanal das avaliagbes quanto a contaminacao dos explantes do

Taxa de contaminacéo dos explantes (%)

cultivar Climax para as duas épocas de coleta.
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Apéndice 3 — Acompanhamento semanal das avaliagdes quanto a oxidagao dos explantes do cultivar

Taxa de oxidag&o dos explantes (%)
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Apéndice 4 — Acompanhamento semanal das avaliagdes quanto a oxidagao dos explantes do

Taxa de oxidagao dos explantes (%)
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Apéndice 5 — Acompanhamento semanal das avaliagdes quanto ao numero total de folhas dos
explantes do cultivar Bluegem para as duas épocas de coleta.

= Primavera = Verao
40
35
30
25
20
15
10

Numero total de folhas

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Dias apés o inicio do cultivo in vitro

Apéndice 6 — Acompanhamento semanal das avaliagdes quanto ao numero total de folhas dos
explantes do cultivar Climax para as duas épocas de coleta.
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Apéndice 7 — Acompanhamento semanal das avaliagdes quanto ao numero total de brotos dos
explantes do cultivar Bluegem para as duas épocas de coleta.
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Apéndice 8 — Acompanhamento semanal das avalia¢gdes quanto ao numero total de brotos dos
explantes do cultivar Climax para as duas épocas de coleta.
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