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RESUMO

Trabalho de Conclusao de Curso
Curso de Agronomia
Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul - Campus
Ibiruba

ESTABELECIMENTO /N VITRO DE EXPLANTES DE DOIS CULTIVARES DE
MIRTILO SUBMETIDOS A TECNICAS DE ASSEPSIA

AUTORA: KAREN NAYARA DURIGON
ORIENTADORA: PROF2 DRA DANIELA BATISTA DOS SANTOS
Ibiruba/RS, 26 de junho de 2025

A disponibilidade de mudas de qualidade é um fator que dificulta o cultivo do mirtilo,
principalmente devido ao fato de que: i) a propagagao por sementes nao é difundida pelo
tamanho diminuto das sementes e baixos indices germinativos; e ii) na propagacgao
vegetativa por estacas, estas apresentam crescimento inicial lento, baixo indice de
sobrevivéncia e enraizamento. Neste cenario, a propagacao in vitro destaca-se por
possibilitar, em curto periodo de tempo, produzir, de forma massal, plantas com
caracteristicas desejaveis, sadias e de alta qualidade. Entretanto, no cultivo in vitro, o
estabelecimento dos explantes pode ser prejudicado pela contaminagdo microbioldgica, seja
por fungos ou bactérias. A contaminacdo pode ser desenvolvida por meio das condigdes
enddégenas dos explantes, onde ha presenca de microrganismos, ou pela contaminagao
laboratorial, através de equipamentos e materiais contaminados. Assim, o objetivo deste
trabalho foi propagar dois cultivares de mirtilo (Bluegem e Climax) de forma vegetativa, por
meio da micropropagacédo, comparando dois tratamentos de assepsia dos explantes:
Tratamento 1 (alcool 70%; Hipoclorito de Sddio; agua destilada e autoclavada) e
Tratamento 2 (alcool 70%; Hipoclorito de Sdédio + Tween 20; agua destilada e autoclavada).
Devido a alta presenca de contaminagido fungica em ambos os cultivares, realizou-se
também o isolamento dos patdégenos em placas de Petri e posterior visualizagdo
microscopica. Apds 60 dias foram avaliados numero de brotos, niumero de folhas,
contaminagdo microbiolégica, oxidacao e reatividade. O cultivar Bluegem obteve melhor
desempenho em relagdo a cultivar Climax, destacando-se com a adicdo de Tween 20,
presente no Tratamento 2, apresentando um maior numero de brotos e folhas, maior
reatividade e menor taxa de oxidagao e contaminagao. Também, constatou-se a presenca
de quatro fungos de origem enddégena da planta matriz. Phomopsis/Diaporthe spp.,
Fusicoccum/Botryosphaeria spp., Rhizopus spp. e Alternaria spp.

Palavras-chave: Micropropagacao. Cultura de tecidos. Contaminagao. Fungos.
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The availability of high-quality seedlings is a limiting factor for blueberry cultivation, mainly
due to the following reasons: (i) propagation by seeds is not widespread because of the small
size of the seeds and their low germination rates; and (ii) in vegetative propagation by
cuttings, the cuttings exhibit slow initial growth, low survival rate, and poor rooting. In this
context, in vitro propagation stands out by enabling the mass production of healthy,
high-quality plants with desirable traits in a short period of time. However, in vitro cultivation,
explant establishment can be compromised by microbiological contamination, either from
fungi or bacteria. Contamination may arise from the endogenous conditions of the explants,
where microorganisms are present, or from laboratory contamination through contaminated
equipment and materials. Thus, this study aimed to vegetatively propagate two blueberry
cultivars through micropropagation, evaluating two explant disinfection treatments: Treatment
1 (70% alcohol; sodium hypochlorite diluted 50% in water; distilled and autoclaved water)
and Treatment 2 (70% alcohol; sodium hypochlorite diluted 50% in water + Tween 20;
distilled and autoclaved water). After 60 days, the following were evaluated: number of
shoots, number of leaves, contamination, oxidation, and reactivity. The results showed that
the Bluegem cultivar performed better under Treatment 2, exhibiting a higher number of
shoots and leaves, greater reactivity, and lower oxidation and contamination rates. Due to the
high presence of fungal contamination in both cultivars, pathogens were also seeded on Petri
dishes and later observed under a microscope. The analysis confirmed the presence of four
fungi of endogenous origin from the mother plant: Phomopsis/Diaporthe spp.,

FusicoccumiBotryosphaeria spp., Rhizopus spp., and Alternaria spp.

Keywords: Micropropagation. Tissue culture. Contamination. Fungi.
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1 INTRODUGAO

A fruticultura € uma atividade agricola na qual o Pais se destaca por ocupar o
terceiro lugar no ranking mundial de maiores produtores de frutas, de acordo com a
FAO 2022. Dada a dimenséao e localizagado no globo terrestre, o Brasil produz mais
de 300 variedades de frutas, tanto de clima tropical quanto temperado, além de
diversas espécies estrangeiras que adaptaram-se ao pais (Junior et al., 2010).
Assim, a fruticultura exerce importante papel econémico, social, cultural e tem se
apresentado, de acordo com Medeiros (2006), como uma das atividades mais
importantes da cadeia de alimentos, tanto na oferta de fruta in natura como
processados.

Entre a diversidade de frutas produzidas, o grupo de “pequenas frutas”,
também denominadas “frutas vermelhas” vem ganhando espacgo na cadeia produtiva
da fruticultura e, por sua vez, demandando de técnicas de manejo especificas para
estas espécies. Isso se deve ao grande interesse por parte do consumidor, que cada
vez mais busca por alimentos saudaveis, ja que estas apresentam grande
quantidade de compostos antioxidantes e fendlicos, capazes de prevenir doengas e
combater a acao de radicais livres.

Incluso no grupo de pequenas frutas encontra-se o mirtilo (Vaccinium spp.),
que é originario do hemisfério norte, e passou a ser difundido em outras regioes,
com condigdes semelhantes a de sua origem, incentivando a produg¢ao e consumo
em locais ndo tradicionais. Por ser rico em vitaminas e minerais (Chu et al., 2011) e
pela concentracdo de substéncias de alto poder antioxidante (Congenso et al.,
2015), o consumo regular especialmente como produto fresco, bem como uma maior
disponibilidade de material genético, ampliou as zonas geograficas em que esta
cultura é cultivada comercialmente (Retamales et al., 2015).

Mundialmente, o mirtilo € produzido em 39 paises, com uma area cultivada de
126.144 hectares, resultando em uma producédo de 850.886 toneladas de mirtilo
(FAOSTAT 2022, apud Antunes et al., 2022). Aléem de principais produtores
mundiais, os Estados Unidos e Canada s&o também os maiores consumidores, mas
suas producdes nido suprem a demanda interna. Desta forma, para ofertar fruta
fresca no mercado durante o ano todo €& necessario importa-la no periodo de
entressafra, surgindo uma atrativa oportunidade de negdcio, principalmente para os
paises da América do Sul (Fachinello, 2008; Antunes e Madail, 2007).
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No Brasil, o mirtilo foi introduzido no ano de 1983 pela Embrapa Clima
Temperado, no estado do Rio Grande do Sul, com cultivares oriundas da Flérida,
passando por um processo lento de adocdo da cultura, iniciando os cultivos
comerciais a partir de 1990 no municipio de Vacaria, RS (Radunz, 2014).

Conforme o Levantamento Fruticola 2023, realizado entre a Secretaria da
Agricultura, Pecuaria e Desenvolvimento Rural (SEAPDR) e a Associagéao
Riograndense de Empreendimentos de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural e a
Associacédo Sulina de Crédito e Assisténcia Rural (EMATER/RS-ASCAR, 2023), no
Rio Grande do Sul a area total de cultivo de mirtilo consta em 74,41 hectares, a
partir de 69 unidades produtivas, com produgcao estimada em 356,80 toneladas
obtidas no ano de 2023. Os municipios maiores produtores de mirtilo sdo: Vacaria,
Jaguarao, Pelotas, Caxias do Sul, Encruzilhada do Sul, Sdo Francisco de Paula,
Erval Grande, Capao Bonito do Sul, Farroupilha e Ipé, respectivamente
(EMATER/RS - ASCAR, 2023).

Diante disso, a cultura do mirtilo € uma nova possibilidade na area de
fruticultura nas regides sul e sudeste do Brasil. Isso ocorre devido a sua alta
rentabilidade, baixa utilizacdo de insumos e facilidade de produgédo limpa
(preservacédo do meio ambiente e seguranga alimentar) (Arruda et al., 2017). O
mirtilo € uma otima opgado para pequenas propriedades rurais que praticam a
Agricultura Familiar, ja que possibilita a obtengdo de alto retorno econdmico em
pequenas areas de cultivo, diversificando as propriedades, podendo ser inserido em
modelos de produgéo de base ecolbgica, agroecolbgica, e sistema organico.

O alto valor comercial dos frutos de mirtilo € um fato que atrai produtores. Na
Central de Abastecimento do Rio Grande do Sul a cotagdo do mirtilo no dia 05 de
junho de 2025 atingiu o valor de R$116.67/kg, o que pode representar alta
rentabilidade para os produtores.

O mirtilo, pertencente a familia Ericaceae e ao género Vaccinium, cresce
naturalmente em algumas regides de clima temperado e com prevaléncia de solos
acidos, da Europa e América do Norte, onde é cultivado em grande escala (Madail e
Santos, 2004). O Brasil encontra-se atualmente numa fase de consolidagcdo do
sistema de producgao e expansao das areas de cultivo. Porém existem alguns fatores
que limitam a expansdo da cultura do mirtilo, e entre estes, esta a dificuldade de

propagacdo, que reduz a disponibilidade de plantas para a comercializagdo
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(Hoffmann, 1994), quer seja de plantas micropropagadas ou por enraizamento de
estacas, o que cria alta demanda e oferta reduzida de mudas (Monteiro, 2004).

Na busca de um sistema de producao eficiente e competitivo que garanta a
qualidade e sanidade das mudas, e sendo o mirtilo uma das poucas espécies
frutiferas que responde com grande éxito a cultura de tecidos, esta técnica surge
como alternativa de propagacao (Almeida et al., 1997).

Através de técnicas como a micropropagacao, o setor de mudas frutiferas tem
obtido bons resultados, possibilitando além do controle sobre a produg¢ao de mudas,
um grande numero de individuos de elevada qualidade sanitaria. Dessa forma, a
micropropagacgao torna-se uma ferramenta importante no setor de produgédo de
mudas frutiferas, devido a necessidade de melhorar a tecnologia de producéo de
mudas de mirtilo, para possibilitar o aumento da area de plantio da fruteira, a fim de
suprir a demanda crescente desta fruta no mercado interno e externo (Silva, 2006).

Pasqualini (2013) ressalta que definir as melhores condigdes de cultivo in vitro
e desenvolver protocolos especificos para as diferentes cultivares sdao acdes
importantes para viabilizar a micropropagacao em escala comercial.

Diante do exposto, neste trabalho objetivou-se propagar mudas de mirtilo por
meio da micropropagacédo, estudando alguns fatores envolvidos durante o
estabelecimento das microestacas, com base na avaliagcdo do efeito de duas
técnicas de assepsia, utilizando dois cultivares do grupo Rabbiteye: Bluegem e
Climax. Deste modo, espera-se divulgar os conhecimentos obtidos sobre a
micropropagagao desta espécie, contribuindo para a produgdo de mudas de

qualidade.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.1 Caracteristicas botanicas do Mirtilo

O mirtilo trata-se de uma frutifera de clima temperado, nativa de regiées dos
Estados Unidos e Europa. E membro da familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae
e género Vaccinium (Sharpe, 1980).

A planta possui porte arbustivo, podendo ser de habito ereto ou rasteiro,
dependendo dos cultivares, sendo que todos apresentam habito caducifélio. As
folhas do mirtileiro sdo dispostas de forma alternada ao longo dos galhos, variando
de acordo com a espécie, podendo apresentar-se de forma eliptica, espatulada ou
ovada (Retamales; Hancock, 2012).

De acordo com Fonseca, 2007, na planta do mirtilo o sistema vascular das
raizes e da parte aérea ndao se encontra totalmente interligado. Varios estudos
comprovam que se a agua e os nutrientes forem distribuidos de um dos lados da
planta, s6 esse lado se desenvolvera, sendo necessaria uma distribuicdo uniforme
da agua e nutrientes em torno da planta.

O sistema radicular do mirtileiro € muito superficial e compacto, sendo
constituido por dois tipos distintos de raizes: raizes finas com diametro inferior a 2
mm e raizes de suporte com didmetro entre 2 e 11 mm. As raizes finas e fibrosas
distribuem-se nos primeiros 30 a 40 cm de profundidade e asseguram a absorgéo de
agua e nutrientes. As raizes mais grossas, que podem alcancgar profundidades de
cerca de 1 metro, sdo responsaveis pela fixagdo da planta ao solo (Associagao dos
Jovens Agricultores de Portugal, 2017).

Grande parte dos cultivares de mirtilo possuem sistema radicular com
auséncia de pelos radiculares (Darnell, 2006). Para superar a caréncia nutricional,
realizam simbiose com fungos micorrizicos (Bowling, 2005), estes asseguram a
absorcao de agua e nutrientes do solo em troca de fotoassimilados (Associagao dos
Jovens Agricultores de Portugal, 2017).

O mirtilo tem preferéncia por solos arenosos ou franco arenosos, acidos, com

pH entre 4 e 5,5, arejados, bem drenados, ricos em matéria organica e permeaveis,
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nao suportando solos encharcados. Os solos arenosos ou franco arenosos permitem
nao sO a penetragao das raizes finas e fibrosas dos mirtilos no solo, como também a
presenca dos fungos que vivem em simbiose com as raizes, facilitando a absorgao
de agua pelas raizes (Associagao dos Jovens Agricultores de Portugal, 2017).

A floracdo do mirtilo € consideravelmente longa, durando de 7 a 14 dias,
dependendo das condigdes ambientais como temperatura e caracteristicas
genéticas de cada cultivar (Associagao dos Jovens Agricultores de Portugal, 2017).
As flores podem possuir forma campanulada, de sino ou de urna (Silveira et al.,
2009) e reunem-se em inflorescéncias compostas por 6 a 14 flores, sendo que o
numero de flores por gema floral é dependente da posi¢cdo da gema no ramo. Além
disso, as suas caracteristicas desfavorecem a autopolinizagdo e facilitam a
polinizagdo cruzada, ja que as pétalas protegem os estames do vento, evitando que
o polen caia sobre o seu proprio estigma.

As flores sao aromaticas e possuem glandulas nectariferas, por isso a visita
por insetos polinizadores que conseguem adentrar na corola é favorecida, além de
outros insetos como as abelhas e as vespas, no entanto, estes podem danificar as
flores. Cada o6vulo fertilizado ira dar origem a uma semente e quanto maior for o
numero de sementes que se desenvolvem, maior sera a dimensao e o peso do fruto
(Associacao dos Jovens Agricultores de Portugal, 2017).

De acordo com Fachinello, 2008, na produgdao comercial, € fundamental a
presenca de abelhas para a realizagdo da polinizagdo, pois algumas cultivares nao
sao autoférteis e necessitam de polinizacao cruzada, devido a sua incompatibilidade,
sendo aconselhavel o plantio de mais de uma cultivar (Silveira et al., 2009).

O fruto do mirtileiro € uma baga de cor azul-escura, de formato achatado,
coroada pelos lobulos persistentes do calice e com aproximadamente 1 a 2,5 cm de
didmetro e 1,5 a 4 gramas de peso. Apresenta em seu interior muitas sementes e
possui sabor doce-acido a acido (Fachinello, 2008).

A dimensao dos frutos depende principalmente da sua localizagdo, ramos
grossos produzem frutos maiores devido a maior capacidade de fornecimento de
agua e nutrientes ao fruto, ja que estes possuem mais folhas e consequentemente
maior capacidade fotossintética. A superficie do fruto é influenciada pela presenca
de pruina, uma cera que reveste a camada externa da cuticula e forma uma barreira
a perda de agua, impedindo o murchamento das bagas (Associagdo dos Jovens

Agricultores de Portugal, 2017). A coloragdo azul-escuro ocorre em fungdo da
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concentragdo de um pigmento denominado antocianina. Tal pigmento, relaciona-se
com a agao antioxidante que o consumo de mirtilo promove no corpo humano (Kuck
et al., 2011).

Devido ao fato de ser originaria de clima temperado, o mirtilo necessita
acumular um somatorio minimo de horas frio (HF), com temperaturas abaixo ou igual
a 7,2 °C (Cantuarias-Avilés, 2010) para sua plena produtividade.
Consequentemente, necessita de um periodo de dorméncia ativado pelo frio no
outono, exigindo o acumulo de HF para produzir compostos bioquimicos e sair do
repouso hibernal. O novo ciclo produtivo inicia na primavera, em setembro, com
brotagdes uniformes e floragbes. Quando a quantidade de horas frio requeridas pela
planta ndo é atingida, ocorre desuniformidade das brotacdes, afetando o tamanho e
quantidade de frutos, além de promover a antecipagao da floragao (Hoffman, 2012).

As necessidades de horas frio variam de acordo com os grupos de cultivares
(Highbush, Lowbush e Rabbiteye), onde o requerimento de HF varia de 150 a
valores superiores a 1.000 horas frio. Se a planta cumpre antecipadamente a
exigéncia em frio, a floragao inicia-se no final do inverno, tornando-se suscetivel aos
efeitos negativos causados pelas geadas (Associacdo dos Jovens Agricultores de
Portugal, 2017; Cantuarias-Avilés, 2010).

2.1.2 Cultivares

O género Vaccinium compreende 450 espécies de mirtileiros
(Cantuarias-Avilés, 2010), entretanto, a maior parte da produgédo origina-se de
cultivares derivadas de quatro grupos: highbush (northern e southern), lowbush,
rabbiteye e de seus hibridos (Rowland et al., 2012). Estes grupos diferem-se por
gendtipo, habito de crescimento, tipo de fruto produzido e outras caracteristicas. As
praticas de manejo sao diferenciadas para cada um dos grupos, desde a producao
de mudas até a colheita e utilizacdo dos frutos (Fachinello, 2008).

No Brasil, especialmente no Rio Grande do Sul, é recomendavel o plantio de
cultivares do grupo Rabbiteye por apresentarem menor exigéncia de horas frio (entre
300 e 400 horas) (Raseira e Antunes, 2004).

O grupo Rabbiteye ou olho de coelho (Vaccinium ashei Reade), originario do
sul da América do Norte (Fachinello, 2008), é o principal cultivado no Brasil, ja que

as cultivares deste grupo brotam e florescem bem com apenas 360 horas de frio



15

(HF), condicdo esta encontrada em grande parte dos municipios do sul do Brasil
(Herter e Wrege, 2006). O grupo destaca-se por apresentar, maior produgdo por
planta, vigor, longevidade, produtividade, baixa necessidade em frio, produzindo
frutos firmes e de longa duragdo pos-colheita (Ehlenfeldt et al., 2007). As cultivares
mais plantadas do grupo sdo Aliceblue, Bluebelle, Bluegem, Briteblue, Climax,
Delite, Powderblue e Woodard (Cantuarias-Avilés, 2010).

Dentre o grupo Rabbiteye, a cultivar Bluegem é originaria da Flérida, e
necessita de polinizagao cruzada. Os frutos possuem sabor bem aceito e a pelicula
apresenta bastante pruina. Ja a cultivar Climax, originaria da Geérgia, possui frutos
considerados de tamanho médio com pelicula de coloragao azul escura e polpa com
sabor doce-acido. Amadurecem de maneira relativamente uniforme e possuem
pelicula coberta por bastante pruina dando um aspecto bem azulado (Raseira e
Antunes, 2004).

Em condigcbes normais, no Rio Grande do Sul, as cultivares do grupo
Rabbiteye florescem entre os meses de agosto e outubro, com colheita
estendendo-se entre dezembro e janeiro (Antunes, et al., 2008). Estima-se que no
estado sejam cultivados 74,41 hectares, em 69 unidades produtivas
(EMATER/RS-ASCAR, 2023). Esse numero reflete que o cultivo do mirtilo ainda é
baixo comparado a outras culturas, entretanto, seu cultivo deve ser incentivado, ja
que apresenta um cenario promissor, principalmente em pequenas propriedades
com mao de obra familiar, com grande potencial para expansdo no mercado da fruta
e pela busca por diversificagao das culturas na propriedade. Em conjunto, a continua
pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias de manejo, principalmente para
controle de pragas, doengas e producao de mudas, associados com o apoio técnico
aos produtores, sdo fundamentais para o sucesso e a expansido dessa cultura no

estado.

2.1.3 Doengas que atacam a cultura

A cultura do mirtilo, apesar de ser relativamente resistente, esta sujeita a uma
variedade de doencas que podem comprometer a producido € a manutencao das

plantas. Tais doengas sao causadas principalmente por fungos, virus e bactérias, e
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se manifestam de diversas formas, desde manchas nas folhas e frutos até o
apodrecimento das raizes.

Ainda que possa ser cultivado em sistema agroecoldgico, algumas doencgas,
sobretudo fungicas, podem limitar a producdo, quer pela redugdo do
desenvolvimento das plantas ou pela redugcao da qualidade dos frutos. Dessa forma,
o efetivo controle das doencgas é obtido ndo somente com o uso de defensivos, mas
conjugado com praticas preventivas e de manejo cultural (Amorim et al, 2016).

As principais doengas causadoras de danos econdmicos na cultura sdo de
origem fungica, dentre elas destacam-se a requeima de flores e podridao cinzenta
(Botrytis cinerea), cancro dos ramos (Botryosphaeria spp.), requeima dos ramos
(Phomopsis vaccinii), antracnose (Colletotrichum spp.), ferrugem das folhas
(Pucciniastrum vaccini), podridao das raizes (Phytophthora cinnamomi) e mancha
das folhas (Alternaria tenuissima).

A requeima de flores e podridao cinzenta causada pelo patégeno Botrytis
cinerea, ocasiona lesbes de cor marrom em ramos novos e requeima de flores e
folhas recém formadas. Nos frutos a podridao inicia com manchas encharcadas de
cor marrom, proximas a regidao do cdlice, o que leva a sua queda prematura. A
sobrevivéncia do patégeno é na forma de esclerédio ou micélio em tecidos
sintomaticos e restos vegetais de poda, raleio e colheita que permanecem nos
pomares. A doenca é mais intensa em regides de clima mais ameno, e nas
variedades do grupo Rabbiteye. Epidemias severas podem ocorrer na presencga de
neblina ou chuviscos com temperatura entre 15 e 20 °C (Amorim et al., 2016).

A fertilizacdo da cultura com excesso de nitrogénio pode favorecer o aumento
da incidéncia dessa doenca. Para controle devem ser eliminadas as fontes de
in6culo, também, em condi¢des favoraveis para infeccdo por B. cinerea
recomenda-se o0 uso de fungicidas protetores recomendados pelo MAPA para a
cultura (Amorim et al., 2016).

A doengca cancro dos ramos ocasionada por Botryosphaeria spp.,
caracteriza-se por manchas avermelhadas nos ramos que evolui para lesdes
deprimidas que podem afetar toda a circunferéncia do ramo, o que leva a desfolha e
morte. Nas lesdes ha a formagéo de picnidios que contém conidios, 0s quais sao
disseminados a curtas distancias pela acdo da agua da chuva. A infecgao
frequentemente se inicia em ferimentos que ocorrem na poda, permanecendo em

ramos sintomaticos que ficam no pomar. A doencga causa danos principalmente em



17

regides quentes e chuvosas. Recomenda-se para controle eliminar ramos
sintomaticos com sinais de cancro e eliminar restos vegetais do pomar. Além disso,
a aplicagao de pasta cuprica nos cortes apos as podas desfavorece a penetragao do
patdgeno nas plantas, podendo ser uma medida de controle importante (Amorim et
al., 2016).

A requeima dos ramos causada pelo fungo Phomopsis vaccinii forma
picnidios nas lesdes, sendo os esporos dispersos por agua da chuva ou irrigacéo, a
sobrevivéncia do patdgeno ocorre nos ramos novos sintomaticos. Os sintomas
incluem gemas infectadas que tornam-se marrom e morrem. Nos ramos, lesdes
necroticas de cor marrom sao formadas ao redor das gemas mortas, e progridem
aumentando a area podendo resultar no anelamento dos ramos, levando-os a morte.
Também, pode-se aparecer lesdes em folhas, sendo essas caracterizadas por
manchas irregulares de coloragdo marrom. Ramos infectados podem exibir murcha
foliar durante o periodo de verao, as folhas desses ramos adquirem prematuramente
cor vermelha ou marrom. Em frutos, os sintomas de podriddo podem ocorrer préximo
ao periodo de colheita, diminuindo severamente a produtividade (Amorim et al.,
2016).

Para controle, recomenda-se a eliminagao dos ramos doentes e pulverizacao
com fungicidas em gemas inchadas até plena floragao, e durante a maturacéo dos
frutos, com a utilizagdo de fungicidas recomendados pelo MAPA para a cultura
(Amorim et al., 2016).

A antracnose, ocasionada por Colletotrichum spp. pode causar sintomas em
folhas, ramos, flores e frutos. Nos ramos ocorrem lesdes de cor marrom escura com
anéis concéntricos de coloragao alaranjada. Em flores ocorre requeima e em frutos
ocorre podridées no periodo de maturagdo plena e na pos-colheita. O patdégeno
sobrevive na forma de micélio em ramos novos. As praticas de controle associam a
eliminacao de tecidos doentes, fungicidas recomendados pelo MAPA para a cultura
em pos colheita, variedades resistentes e resfriamento rapido dos frutos colhidos
(Amorim et al., 2016).

A ferrugem das folhas, causada por Pucciniastrum vaccini, trata-se de uma
ferrugem heteroécia macrociclica que ocorre em hospedeiros da familia ericacea.
Em regides com invernos amenos os urediniésporos sobrevivem no hospedeiro e
sdo disseminados para outras ericaceas pelo vento. Os sintomas incluem formacéao

de pustulas amarelo-alaranjadas na face abaxial das folhas. Ja na face adaxial, na



18

area correspondente as pustulas, aparecem manchas amarelas que depois
escurecem e tornam-se avermelhadas ou pretas. Em areas com alta intensidade da
doenga podem ocorrer necrose e queda precoce de folhas. Nao ha fungicidas
registrados para o controle dessa doenca e em mirtilo no Brasil (Amorim et al.,
2016).

A podridao das raizes (patégeno Phytophthora cinnamomi), é uma doenca
caracterizada pela formagao de lesdes e necrose no sistema radicular e colo das
plantas. Os sintomas reflexos sdo observados na parte aérea com amarelecimento
e avermelhamento das folhas e desfolha. Cultivares do grupo Rabbiteye sdo menos
suscetiveis a doenga. O patégeno se dissemina na forma de zodsporos e
clamiddsporos a curtas distancias pela agua ou a longas distancias por mudas e
solo. O controle desta doenga envolve o uso de mudas sadias, solos com drenagem
adequada e eliminagao de tecidos ou plantas doentes (Amorim et al., 2016).

A mancha das folhas causada por Alternaria tenuissima € uma doenca que
ocorre nas folhas e se caracteriza por pequenas manchas circulares com centro
claro e bordas avermelhadas. Nos frutos podem ocorrer lesdes deprimidas escuras
préximas ao ponto da colheita. A doenga ocorre em temperatura baixa e umidade
na primavera, causando desfolha precoce e podridao de frutos maduros. O controle
pode ser feito eliminando restos de tecidos doentes, e através de fungicidas
recomendados pelo MAPA, na floragao e préximo do periodo de colheita (Amorim et
al., 2016).

Outras doencas de ocorréncia na cultura do mirtilo séo o oidio (Microsphaera
vaccinii), fusarioses (Fusarium spp.) e doengas que atacam principalmente os frutos
como a mumificacdo dos frutos (Monilinia vaccinii-corymbosi), € podridao dos frutos
(Rhizopus spp.). Além disso, podem ocorrer doengas de origem bacteriana
causadas por Agrobacterium sp. e Xylella fastidiosa.

Através dos avancos tecnoldgicos, tem-se cerca de 18 fungicidas registrados
pelo MAPA para a cultura do mirtilo, estes e seus respectivos controles estao

descritos na Tabela 1.



Tabela 1 - Fungicidas registrados para a cultura do mirtilo e sua indicagao de

NOME DO PRODUTO

controle

EMPRESA REGISTRANTE

INDICAGAO DE CONTROLE

Airone

Amistar Top

Approve

Asgard 500 SC

Cantus

Collis

Curado

Fitter

Fluazinam 500 SC

Iprodione

Mythos

Nativo

Gowan ®

Syngenta ®

lharabras ®

Crystal Agro ®

Basf®

Basf®

Sumitomo Chemical Brasil ®

Syngenta ®

Nortox ®

Nortox ®

Bayer ®

Bayer ®

Colletotrichum acutatum
(Flor preta)
Phomopsis obscurans
(Mancha de Dendrophoma)

Colletotrichum gloeosporioides
(Antracnose)

Pucciniastrum vaccinii
(Ferrugem)

Mycosphaerella fragariae
(Mancha foliar)

Alternaria tenuissima
(Mancha de Alternaria)
Alternaria tenuissima
(Tombamento)
Botrytis cinerea
(Mofo cinzento)

Alternaria tenuissima
(Tombamento)
Botrytis cinerea
(Mofo cinzento)
Cercospora spp.
(Cercosporiose)

Mycosphaerella fragariae
(Mancha foliar)

Botrytis cinerea
(Mofo cinzento)
Colletotrichum acutatum
(Flor preta)

Mycosphaerella fragariae
(Mancha foliar)

Botrytis cinerea
(Mofo cinzento)

Botrytis cinerea
(Mofo cinzento)

Cercospora spp.
(Cercosporiose)
Pucciniastrum vaccinii
(Ferrugem)
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Tabela 1 - Fungicidas registrados para a cultura do mirtilo e sua indicagao de

NOME DO PRODUTO

controle

EMPRESA REGISTRANTE

(continua)

INDICAGAO DE CONTROLE
PARA

Orkestra SC

Prev-AM (6leo de casca de
laranja)

Score

Switch

Tutor

Unix 750 WG

Basf®

Oro ®

Syngenta ®

Syngenta ®

Basf®

Syngenta ®

Cercospora spp.
(Cercosporiose)
Pucciniastrum vaccinii
(Ferrugem)
Colletotrichum acutatum
(Flor preta)
Armillaria spp.
(Podrid&o-radicular)

Botrytis cinerea
(Mofo cinzento)

Colletotrichum gloeosporioides
(Antracnose)

Colletotrichum acutatum
(Flor preta)
Botrytis cinerea
(Mofo cinzento)

Phomopsis obscurans
(Mancha de Dendrophoma)
Colletotrichum gloeosporioides
(Antracnose)

Botrytis cinerea
(Mofo cinzento)

2.1.4 Propagacao do mirtilo

Fonte: Adaptado de Agrolinkfito (2025)

Entre os principais fatores que restringem a expanséo da cultura do mirtilo

estdo as dificuldades relacionadas as técnicas de propagacao, que tém limitado a
disponibilidade de mudas (Hoffman et al., 1995; Wagner Junior et al., 2004).

O mirtilo pode ser propagado por sementes para fins de melhoramento

genético; estacas lenhosas, semilenhosas e herbaceas, ou utilizando técnicas de

micropropagacao in vitro. A propagacgao por estacas, que aparentemente pode ser

relativamente facil, tem uma série de complicagdes que se traduzem em uma baixa

porcentagem de enraizamento ou a propagacgao de doengas indesejaveis para o

cultivo (Buzeta, 1997). Ja a propagacado por sementes nao é utilizada em nivel
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comercial, em razdo da segregagdo genética, que origina descendentes com
caracteres distintos aos da planta-méae (Hoffman et al., 1995).

Uma boa muda € produzida através de técnicas de propagacédo que visam,
nao apenas multiplicar os individuos, mas também garantir a manutengcdo das
caracteristicas agronémicas desejaveis nas espécies (Trevisan, 2004). A
micropropagacgao trata-se de cultivo asséptico de parte do vegetal (explante), em
meio nutritivo artificial e juntamente com o uso de reguladores de crescimento,
podendo ser caracterizada como o método preferido de propagacédo (Caldwell,
1984). Devido a adigéo de reguladores de crescimento no meio de cultivo in vitro as
plantas revertem ao seu estado de juvenilidade, portanto adquirem uma melhor
capacidade de enraizamento. Por essa razdo o enraizamento € de quase 100% se
for usado material in vitro (Buzeta, 1997). Além de assegurar a uniformidade dos

pomares e a alta sanidade das mudas (Souza et al., 2008).

2.1.4.1 Micropropagacéo

De acordo com Carvalho (1999), a micropropagagdo ou propagagao
vegetativa in vitro é utilizada principalmente naquelas plantas de dificil propagac¢ao
pelos métodos convencionais, permitindo a obtengdo de grande numero de plantas
sadias e geneticamente uniformes, em curto periodo de tempo.

Por cultivo in vitro entende-se o conjunto de técnicas e de metodologias que
permitem o crescimento e a multiplicacdo de células, tecidos, 6érgéos ou partes de
orgaos de uma planta (explante) sobre um meio nutritivo e em condigdes assépticas.
Utilizam-se recipientes herméticos e o cultivo se realiza sob condigdes ambientais de
iluminacdo e temperatura controladas. Essa técnica se baseia principalmente no
aproveitamento da totipoténcia das células vegetais, ou seja, na capacidade de
produzir 6orgaos, como brotos e/ou raizes (organogénese) ou embrides somaticos
que regeneram uma planta completa (embriogénese somatica) num meio de cultivo
favoravel (Carvalho, 1999).

Entre as vantagens da micropropagacao pode-se citar: ndo requer um grande
numero de plantas matrizes, uma vez que o processo pode ser iniciado com poucas
gemas vegetativas; as plantas se desenvolvem em ambiente asséptico, livre de

doencgas; a propagagao pode ocorrer o ano todo, independente da estagdo do ano;
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um grande numero de plantas uniformes s&o produzidas em um periodo
relativamente curto de tempo (Smagula, 2006).

Durante o processo de micropropagacao, varios fatores podem influenciar no
potencial regenerativo de uma espécie, como o gendtipo utilizado, os tipos e
dosagens de reguladores vegetais, os tipos e tamanhos de explantes, os meios de
cultura utilizados e as condigbes de cultivo (Bered, et al., 1998).

A escolha do explante ideal € de suma importédncia para o sucesso da
micropropagacao. Silva, et al. (2008) observou que explantes obtidos de brotagdes
laterais novas de aproximadamente 15 cm, originados de ramos lenhosos dentro da
sala de crescimento, sdo adequados para o estabelecimento in vitro de Vaccinium
ashei Reade. Também, de acordo com Silva, 2006, a micropropagacao de Vaccinium
ashei Reade através de ramos herbaceos forneceram maior numero de brotagoes.

Na micropropagacédo de uma espécie, a primeira etapa € o estabelecimento in
vitro de plantas, o que se inicia com a selecao dos explantes mais adequados para
micropropagacao e termina com a obteng¢ao de uma cultura livre de contaminantes
visiveis, e suficientemente adaptadas as condicdes in vitro, de modo que apresente
reacdo a aplicagdo de fitorreguladores na fase seguinte de multiplicagédo
(Grattapaglia e Machado, 1998). Esta etapa pode ser realizada a partir de
segmentos nodais, com uma gema (Gonzales et al., 2000), passando por um
processo de assepsia para entdo ser introduzido no meio de cultivo, por meio de
alcool 70%, hipoclorito de sddio e agua destilada e autoclavada, levando cerca de 60
dias para se concretizar.

Uma planta in vitro é heterotréfica, sendo assim, pode-se dizer que no cultivo
in vitro necessita-se: agua, macro e micronutrientes e acucar como fonte de carbono
(Pierik, 1988). De acordo com Tetsumura et al. (2008) o meio de cultura mais usual
na propagacao in vitro do mirtileiro tem sido o WPM (Wood Plant Media) por possuir
todos compostos essenciais para plantas lenhosas, como macro e micronutrientes,
vitaminas e aminoacidos.

Conseguinte ao estabelecimento in vitro, ocorre a fase de multiplicagdo, onde
o objetivo principal é produzir o maior numero possivel de plantas, no menor espago
de tempo, embora alguns aspectos importantes como qualidade e homogeneidade
das partes aéreas produzidas devem ser considerados (Chaves et al., 2005). Um
dos objetivos da micropropagagao € a maximizagao da multiplicagdo de gemas (Erig

et al., 2002), podendo ser alcangado na fase de multiplicagdo in vitro. Fatores como
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meio de cultura, tipo e concentragdo de citocininas sdo importantes de serem
observados nesta fase (Grattapaglia e Machado, 1998).

O uso de citocininas na fase de estabelecimento e multiplicagdo tem como
principal objetivo suprir as possiveis deficiéncias dos teores endogenos de
horménios nos explantes, que se encontram isolados das regides produtoras da
planta matriz (Silva et al., 2006). A citocinina desempenha papel importante, sendo o
tipo e sua concentracdo os principais fatores que influenciam o sucesso da
multiplicacdo in vitro, elas sao indispensaveis para auxiliar a superagdo da
dominancia apical e indugdo de proliferacdo de gemas axilares (Grattapaglia e
Machado, 1998). Segundo Schuch e Erig (2005), as concentragdes de citocininas
para a multiplicagdo estdo entre 0,1 e 5,0 mg L. Concentragdes altas de citocininas
induzem a iniciagao de brotos e suprimem o enraizamento (Ferri, 2008).

ApOs a fase de multiplicagdo, que dura em torno de 60 dias, a etapa seguinte
€ a de formacgao de raizes com o propoésito de formar raizes adventicias nas partes
aeéreas obtidas no estagio de multiplicacédo obtendo assim plantas completas, com a
utilizacdo de hormdnios auxinicos. Esta etapa pode ser realizada em ambiente ex
vitro com o propoésito de diminuir custos, utilizando-se substratos comerciais.

No ambiente in vitro, deve-se utilizar juntamente ao meio de cultura WPM,
horménios auxinicos. Os tipos mais utilizados sao o AIB (acido indolbutirico), o ANA
(acido naftalenoacético) e o AlA (acido indolacético). Estes auxiliam no equilibrio
hormonal, proporcionando um enraizamento rapido e com taxas mais elevadas,
principalmente o acido indolacético. Nesta fase, ha a substituicdo do meio de cultivo
de multiplicagdo pelo meio de cultivo enraizador, com presenga auxina, horménio
estimulador de raiz.

Em relagdo aos meios de propagacédo do mirtileiro, Camargo et al. (2018),
observaram que plantas micropropagadas de mirtileiro Bluegem apresentam maior
crescimento vegetativo quando comparadas com plantas oriundas por estaquia. Em
relacdo aos atributos fisico-quimicos, as plantas micropropagadas produzem frutos
com maior teor de antocianinas e, além disso, aqueles colhidos em plantas sem
poda ou com poda leve apresentam maior atividade antioxidante. Ja Ferri (2008),
expds que para o grupo rabbiteye a cultivar Climax foi a que apresentou maior
desenvolvimento vegetativo em mudas micropropagadas, comparada a cultivar
O’Neal.
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2.1.4.1.1 Contaminacgao

A micropropagacao de plantas é uma técnica que possibilita a propagagao
massal de gendtipos selecionados, no entanto, a contaminagdo por microrganismos
continua sendo um dos principais problemas para a aplicagdo dessa técnica
podendo chegar, inclusive, a ser um fator limitante para o estabelecimento de cultivo
in vitro de certos explantes (Ribas et al., 2003).

Um dos maiores problemas na micropropagacao diz respeito a contaminagao
bacteriana e fungica; além dessas contaminagbes superficiais, € frequente se
deparar com contaminacdes presentes no interior dos tecidos, conhecida como
contaminagdo enddgena, mais frequente em explantes derivados de plantas
cultivadas no campo (Carvalho et al., (2006). Entretanto, a desinfestacdo apenas
permite a limpeza superficial do explante, sem eliminar patdogenos que estejam
localizados internamente nos tecidos (Fior, 2007).

A condicao fitossanitaria da planta-matriz determina o grau de facilidade do
processo de eliminacdo de microrganismos contaminantes existentes no explante,
durante a fase de estabelecimento in vitro (Montarroyos (2000). A manutenc&o das
plantas-matrizes em ambiente asséptico e protegido como casa de vegetagao,
segundo Grattapaglia e Machado (1998) é uma medida preventiva contra a
contaminacgao dos explantes.

Quando se utilizam explantes de plantas crescidas no campo, deve-se dar
preferéncia aos ramos novos em crescimento ativo, cuja coleta deve ser feita no
inicio do periodo de brotacdo. Orgéos e tecidos com contaminacdo endégena sdo de
dificil desinfestacdo. Quando se detecta a presenca de fungos ou bactérias
endogenas deve-se preferir outras fontes de explantes, sobretudo aquelas derivadas
de plantas cultivadas em ambientes controlados (Teixeira, 2005).

A desinfestacdo do explante € uma etapa essencial na qual podem ser
utilizadas diversas substancias de agdo germicida, dentre os quais os mais utilizados
estao o alcool, o hipoclorito de sodio, além dos habituais detergentes de cozinha ou
Tween 20, que podem ser aplicados na solugéo desinfestante, com o objetivo de
facilitar o contato dos agentes esterilizantes com o tecido, reduzindo a tenséo

superficial (Willadino e Camara, 2005).
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O Tween 20 é um polisorbato que age como como emulsificante, estabilizante
e umectante, com a funcdo de aumentar o contato da solucido desinfestante com o
material, sendo misturado a solugao de hipoclorito de sodio, com isso, diminui-se a
tensdo superficial do tecido, o que aumenta a penetracdo do cloro e,
consequentemente a eliminagdo de propagulos de microrganismos (Fior, 2007).

Além disso, o controle da contaminagao deve ser realizado em todas as
etapas da micropropagagao, desde a desinfeccdo do material vegetal, até a
esterilizagdo dos instrumentos e recipientes utilizados na manipulagéo do explante.
Os instrumentos (pingas, bisturis etc) devem ser submersos em alcool 96%;
flambados e colocados sobre um suporte limpo, dentro da camara de fluxo laminar
(Carvalho, et al., 2006).

Com todos esses cuidados, ainda podem permanecer propagulos de
microrganismos viaveis, o que sera percebido com alguns dias de incubagédo. Em
geral, a contaminacdo por fungos se manifesta nos primeiros dias apds o
estabelecimento. Contaminacgdes bacterianas, entretanto, surgem mais tardiamente,
em cerca de 1 a 3 semanas apods. Contudo, em alguns casos, principalmente em
tecidos de plantas lenhosas, col6nias bacterianas surgem apdés 30 a 40 dias desde a
inoculagao (Fior, 2007).

Problemas crénicos de contaminagdo podem ser amenizados adicionando
fungicidas e/ou bactericidas ao meio de cultivo. Porém, esta pratica nem sempre da
bons resultados, principalmente quando ndo sao adotados critérios técnicos para a
escolha dos antibiéticos, em fungéo do tipo de organismo a ser controlado. Manejos
adequados durante o tratamento da planta matriz oferecem melhores resultados e

diminuem o risco ao manipulador (Fior, 2007).

2.1.4.1.2 Oxidacao

A oxidacado fendlica € um dos sérios problemas que podem dificultar o
estabelecimento inicial dos explantes (Flores et al. (1998). Este tipo de oxidagao que
gera o escurecimento do tecido esta associado ao ferimento que resulta na liberagao
e oxidacdo de compostos fendlicos que inibem o crescimento do explante (Fior,
2007).

A oxidacao fendlica é altamente dependente da espécie e do gendtipo. Ela

depende igualmente do tipo de explante utilizado. Em geral, explantes jovens
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oxidam menos que os velhos. Essa oxidagdo representa um dos mais sérios
problemas, especialmente na fase de estabelecimento da cultura in vitro de
explantes de espécies lenhosas por ocasionar a perda do explante. Menores danos
fisicos e quimicos no momento da excisdo e desinfestacdo podem contribuir para
minimizar o impasse (Teixeira, 2005).

A oxidagao ocorre devido a liberacdo de compostos fendlicos in vitro, muito
presentes na cultura do mirtilo, tais compostos acabam inibindo o crescimento in
vitro através da producdo de substancias téxicas, ocasionando a morte dos
explantes. A atividade das enzimas no que diz respeito a biossintese e oxidagao de
fendis € aumentada pela luz, portanto, o escurecimento dos tecidos podera ser
reduzido e até mesmo impedido, caso os explantes sejam cultivados no escuro por
até 14 dias (Monaco et al., 1977).
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Construgao do Laboratério de Biotecnologia e Propagacgao Vegetal

Para alcangar os objetivos propostos, foi preciso estruturar fisicamente o
Laboratério de Biotecnologia e Propagacdo Vegetal no Instituto Federal de
Educagéao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS), Campus Ibiruba,
visando um local correto para condug¢ao do experimento. Assim, foi construida uma
sala com condigbes ambientais controladas (iluminagdo e temperatura), fechada e

com acesso limitado para manutengao dos explantes (Figura 1).

Figura 1 - Laborat6rio de Biotecnologia e Propagacgao Vegetal no Instituto Federal
de Educacao, Ciéncia e Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS), Campus Ibiruba

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

A construgdao da sala de crescimento iniciou-se com a medi¢cdo do local e
demarcagao do espacgo. De modo que suas dimensdes foram de 2,91 metros de
comprimento e 1,95 metros de largura, totalizando 5,67 m?, sendo que a area total
do laboratério € de 36,07 m2.

Posteriormente, iniciou-se a colocacado de painéis divisorios modulares, a fim
de separar a sala de crescimento do restante do laboratério, juntamente com a
instalacdo de uma porta de acesso e vedagéo de possiveis entradas de luz (Figura
2).
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Figura 2 - Montagem da sala de crescimento (A); Sala de crescimento finalizada (B);
Interior da sala de crescimento (C)

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

Devido a necessidade de controle de luz e temperatura, importante para
permitir crescimento vegetal, foi instalado um ar-condicionado para manter a

temperatura constante proxima de 25 °C, com variagao de cercade £ 1 a 2 °C.
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No local, foram dispostas trés estantes de metal desmontaveis, sendo duas
com seis prateleiras e uma com cinco prateleiras, distantes entre si
aproximadamente 40 a 50 cm, onde instalou-se o sistema de iluminagdo composto
por quatro lampadas de LED de 20W, duas de cada lado (Figura 3). Além disso, em
cada prateleira foi colocado um interruptor para ligar ou desligar o sistema. Ja o
fotoperiodo é controlado por timers digitais, os quais sdo dispostos uma unidade em
cada estante, regulado para a sala ficar 16 horas com luz. Também fez-se a
instalagdo de tomadas e de um termo-higrbmetro para controlar a temperatura e

umidade do ambiente.

Figura 3 - Estantes de metal com sistema de iluminagao e fotoperiodo para a sala
de crescimento do Laboratoério de Biotecnologia e Propagacao Vegetal

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A sala de crescimento € um local indispensavel para a pratica da
micropropagagao e sua entrada é restrita para que ndo ocorram mudangas
indesejadas no ambiente, bem como, a entrada de contaminantes.

Em suma, a construgcédo da sala de crescimento em anexo ao Laboratério de
Biotecnologia e Propagacédo Vegetal, representou um avango significativo para o
IFRS Campus Ibiruba. A infraestrutura desenvolvida permitiu a realizagdo do

experimento de micropropagacdo de mirtilo em condi¢gdes ideais, superando a



30

inexisténcia de um local adequado. A sala de crescimento, com seu controle de luz e
temperatura, demonstrou ser um ambiente essencial para o sucesso do cultivo in
vitro dos explantes, possibilitando a pratica da micropropagacéo. A expectativa é de
que o laboratorio e a sala de crescimento impulsionem futuras pesquisas e projetos
na area de biotecnologia vegetal, beneficiando a comunidade académica e regional
por meio da produgado de mudas de diversas espécies de dificil propagagao.

Para o preparo das solugdes estoques, meios de cultivo e operagdes em
camara de fluxo laminar utilizou-se da estrutura do Laboratério de Fitossanidade,
que fica ao lado do Laboratério de Biotecnologia e Propagacgéo Vegetal, ja que esse
possui toda a infraestrutura e equipamentos necessarios, como autoclave, balanga

analitica, pHmetro, agitador, entre outros.

2.2.2 Implantagao do experimento

Apos a concretizagdo do Laboratério de Biotecnologia e Propagacéo Vegetal
e sala de crescimento nas dependéncias do Instituto Federal de Educacao, Ciéncia
e Tecnologia do Rio Grande do Sul (IFRS), Campus Ibiruba, deu-se inicio a
producdo de mudas de mirtilo por meio da técnica de micropropagacgao.

As plantas matrizes, onde foram retirados os explantes, estdo cultivadas no
pomar de mirtilos da instituigdo, localizado na area agricola do Campus Ibiruba, sob
as coordenadas geograficas 28°39'11"S 53°06'41"W, e possuem cerca de seis anos
e meio de idade. O pomar de mirtilos foi instalado no Campus no ano de 2020 com o
total de 48 plantas, sendo 24 da cultivar Bluegem e 24 da cultivar Climax, ambas
pertencentes ao grupo Rabbiteye, dispostas por meio de um delineamento
experimental inteiramente casualizado.

Um projeto de pesquisa (submetido no ano de 2020), envolvendo quatro
laminas de irrigagéo (Figura 4), foi a motivagao inicial para a implantagéo da espécie
no Campus. Apos o término desse projeto, todas as plantas que compdéem o pomar
recebem, igualmente, os tratos culturais necessarios para a conducéo da cultura,

como irrigagéo, poda e controle de plantas daninhas.
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Figura 4 - Pomar de mirtilos do IFRS - Campus Ibiruba

q-'_#--_. -

Fonte: Elaborado pela autora (2024)

A primeira etapa da micropropagag¢ao ocorreu com a retirada dos explantes
da planta mée, denominados de microestacas (Figura 5A). No presente trabalho,
foram coletados explantes dos dois cultivares do grupo Rabbiteye: Bluegem e
Climax. Os explantes foram provenientes das brotagbes apicais e herbaceas da
planta, com presengca de gemas vegetativas (Figura 5C), e foram mantidos em
caixas térmicas com agua destilada para evitar desidratacao.

Para o estabelecimento das plantas in vitro, utilizaram-se tubos de ensaio
(150 x 20 mm) autoclavados, completos com dois dedos de meio de cultura para
nutrir as microestacas (Figura 5D).

Para o mirtilo, o principal meio de cultura utilizado € o WPM (planta de
madeira média), da marca Himedia, que possui em sua composicdo 6
macronutrientes, 7 micronutrientes, 4 vitaminas e 1 aminoacido, e mio-inositol (para
captagdo de glicose), acrescido de 1 mg/L de citocinina 6-Benzilaminopurina
(horménio vegetal promotor de divisdo celular), 30 g/L de sacarose e 8 g/L de agar
para solidificar o meio liquido. O pH do meio de cultivo foi ajustado préximo a 5,0
antes da adigcao do agar, através de titulagdo com acido cloridrico (HCI) ou Hidroxido
de Sddio (NaOH) para diminuir ou aumentar o pH do meio, respectivamente. Apds a
dissolugdo do agar, o meio foi autoclavado a uma temperatura de 120 °C, sob
pressao de 1,5 atm por 20 minutos.

Todo o processo metodologico realizado para micropropagacédo de mirtilo

visando analisar duas técnicas de assepsia esta demonstrado na Figura 5.
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Figura 5 - Etapas do estabelecimento in vitro: Retirada dos explantes da planta-mae
de mirtilo (A); Meio de cultivo WPM (B); Processo de toalete e retirada das folhas
(C); Passagem do meio de cultivo para os tubos de ensaio autoclavados (D);
Assepsia dos explantes (E); Colocagao dos explantes no meio de cultivo, dentro dos
tubos de ensaio (F); Fechamento dos tubos de ensaio (G); Alocagédo dos explantes
na sala de crescimento (H)

Fonte: Elaborado pela autora (2025)
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Os explantes coletados foram transportados até o laboratério e no mesmo dia
passaram por um processo de toalete, que consistiu em retirar as folhas na altura do
peciolo e deixar do tamanho aproximado de dois a trés centimetros, contendo duas
a trés gemas (Figura 5C).

Sob a camara de fluxo laminar desinfetada com alcool 70% iniciou-se o
processo de estabelecimento dos explantes in vitro. Previamente, verteu-se cerca de
dois dedos do meio de cultivo nos tubos de ensaio autoclavados, aguardando sua
solidificag&o (Figura 5D).

As microestacas passaram por um processo de desinfecg¢do, essencial para
eliminar possiveis contaminantes presentes nos tecidos das plantas, como fungos e
bactérias. Sendo assim, o presente trabalho baseou-se em dois tratamentos:
Tratamento 1 (alcool 70%; Hipoclorito de Sodio, propor¢ao 50% diluido em agua;
agua destilada e autoclavada) e Tratamento 2 (alcool 70%; Hipoclorito de Sdédio,
proporgcao 50% diluido em agua + Tween 20; agua destilada e autoclavada) (Figura
5E).

Ambos os tratamentos consistiram em mergulhar os explantes em duas
solugdes: a primeira de alcool 70% por cerca de 10 segundos, e a segunda solugao
de Hipoclorito de Sédio, proporgédo 50% diluido em agua, permanecendo por cerca
de 10 minutos. No Tratamento 2, fez-se a adicao de 3 gotas de Tween 20 a cada
100 mL da solugao de Hipoclorito de Sodio, agindo como detergente e emulsificante,
com o objetivo de facilitar o contato dos agentes esterilizantes com o tecido,
reduzindo a tenséo superficial. Em seguida, os explantes foram enxaguados com
agua destilada e autoclavada durante trés vezes para retirar demais residuos,
esperando-se a obtengao de uma cultura livre de contaminantes.

Os instrumentos como pingas e tesouras foram, no momento do uso
esterilizados com alcool 96%, sendo periodicamente flambados durante os
processos. Além disso, para o manuseio dos explantes e desinfecgdo, foram
utilizadas placas de Petri e Becker de vidro autoclavados.

Apo6s o processo de assepsia, foi alocado um explante para cada tubo de
ensaio, na posigao vertical (Figura 5F). Os tubos de ensaio tiveram o bocal selado
com papel aluminio e filme plastico PVC (Figura 5G). Cada tubo de ensaio, com um

explante, compés uma unidade experimental.
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Os tubos de ensaio foram dispostos em suporte de tubos de ensaio,
distribuidos aleatoriamente nas estantes dentro da sala de crescimento (Figura 5H),
sob delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x2 (2 cultivares x

2 tratamentos) com 15 repetigdes, totalizando 60 unidades experimentais.

2.2.3 Avaliagoes do experimento

Nos primeiros sete dias de cultivo, os explantes permaneceram no escuro, a
fim de reduzir o processo de oxidagédo. Aos 60 dias de cultivo in vitro, os explantes
de cada tratamento testado foram avaliadas quanto: i) a porcentagem de
contaminagao fungica e/ou bacteriana; ii) porcentagem de explantes oxidados, a
qual foi determinada pela coloragao verde do tecido vegetal; iii) numero de brotagdes
e numero de folhas, através da contagem e analise visual; iv) reatividade dos
explantes, definido pelo desenvolvimento das brotagdes no explante, para o qual
adotou-se uma escala numérica, onde o explante reativo: 100, explante nao reativo:

10; e explante sem vida: 0 (Figura 6).

Figura 6 - Aspecto dos explantes de mirtilo aos 60 dias apos estabelecimento in
vitro: Explante recém estabelecido (A); Explante reativo (B); Explante contaminado
por fungos (C); Explante oxidado (D); Explante nao reativo (E)

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Quando completados os 60 dias, procedeu-se a técnica de isolamento dos
microrganismos contaminantes presentes nos tubos de ensaio/explantes. Para tal,
fragmentos do explantes foram transferidos para placas de Petri contendo meio de

cultura BDA (batata dextrose agar) e mantidos em incubadora B.O.D., a 25°C, com o
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objetivo de multiplicar o patégeno em coldnia pura para posterior identificacao

desses (Figura 7).

Figura 7 - Isolamento dos fungos contaminantes: Separagao dos fungos
semelhantes visualmente (A); Meio BDA vertido nas placas de Petri (B); Retirada do
explante contaminado (C); Semeadura do explante contaminado (D); Identificagao
das placas de Petri (E); Alocacao das placas de Petri em Incubadora B.O.D (F)

4 /':f'l M

Fonte: Elaborado pela autora (2025)
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Apos 7 dias de plagueamento e isolamento dos patdégenos nas placas de
Petri, houve crescimento microbiano e a partir da estrutura microbiana realizou-se o
preparo de laminas de observagdo microscopica. Desse modo, as estruturas
fungicas como micélios, estruturas de frutificagcdo e esporos foram observadas e
confrontadas com a literatura, buscando realizar a identificagdo do patdégeno (Figura
8).

Figura 8 - Preparagéo da lamina de observagao microscopica: Separagéo dos
fungos semelhantes visualmente (A); Coleta da amostra fungica com fita adesiva
(B); Colagem da fita adesiva na lamina de observacéo (C); Observagéo das
estruturas fungicas no microscopio (D); Estruturas fungicas visiveis (E)

Fonte: Elaborado pela autora (2025)
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2.2.4 Analise estatistica

Os resultados das avaliagdes (porcentagem de contaminagao fungica e/ou
bacteriana; porcentagem de explantes oxidados; numero de brotagdes; numero de
folhas e reatividade dos explantes) foram submetidos a analise de variancia, a 5%
de probabilidade de erro através do software Sisvar. Quando a analise de variancia
demonstrou significancia das causas de variacdo sobre as variaveis, as médias
foram comparadas utilizando-se Teste T, a 5% de probabilidade de erro. Nao foi

realizada analise estatistica sobre a identificagdo dos patdgenos.



38

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise de variancia (ANOVA) elaborou-se um quadro resumo, que
esta apresentado na Tabela 2, para o valor-p de acordo com a variavel analisada e

as causas de variagao.

Tabela 2 - Resumo da analise de variancia (valor-p) referente as variaveis numero de
brotos (NB), contaminacdo (Cont), oxidagéo (Oxi), numero de folhas (NF) e
reatividade (Reat) em funcéo dos cultivares de mirtilo e técnicas de assepsia.

Fonte de variagao GL Valor-p
NB Cont Oxi NF Reat

Cultivar 1 0,0026* 0,7296 0,0033* 0,0089* 0,0026*
(Fator A)

Técnica de assepsia 1 0,7273 0,0879 0,1687 0,5898 0,8499
(Fator B)

AxB 1 0,7273 0,0182* 0,4063 0,8572 0,5707

CV (%) 200,94 45,50 111,10 225,55 162,98

*Significativo a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Conforme resumo da ANOVA (Tabela 2), observou-se efeito significativo (p <
0,05) do fator cultivar sobre o numero de brotos, porcentagem de oxidagao, numero
de folhas e reatividade. A técnica de assepsia nao influenciou nenhuma das
variaveis analisadas. A interagao entre cultivar e técnica de assepsia influenciou na
porcentagem de contaminagao.

A influéncia dos cultivares sobre o numero de brotos, porcentagem de
oxidagdo, numero de folhas e reatividade (Tabela 3), pode ser explicada pela
variabilidade genética entre os cultivares Bluegem e Climax. A genética pode
conferir maior ou menor susceptibilidade a contaminantes e ao estresse oxidativo
em condic¢des in vitro, bem como capacidade de se estabelecer e emitir brotacoes.
Conforme apresentado na Tabela 3, melhores resultados foram obtidos na cultivar

Bluegem.
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Tabela 3 - Médias de porcentagem de oxidagéo (Oxi), reatividade (Reat), numero de
brotos (NB) e numero de folhas (NF) dos cultivares Bluegem e Climax.

Cultivar Oxi Reat NB NF
Bluegem 23,33%* 34,66* 0,33* 1,13*
Climax 60,00% 7,00 0,03 0,13

*Diferem-se pelo Teste T, a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: Elaborado pela autora (2025)

A oxidacao e a reatividade dos explantes sé&o fatores que determinam sua
sobrevivéncia in vitro e, consequentemente, o sucesso da micropropagagao. Altas
taxas de oxidacédo e néo reatividade dos explantes resultam em perdas de material
propagativo e diminuicdo da capacidade de propagacdo massal de plantas
(Carvalho, 2006). Na figura 9 estdo apresentadas a porcentagem de oxidacéo e

escala de reatividade para os cultivares Bluegem e Climax.

Figura 9 - Porcentagem de oxidacgao (Oxi) (A) e escala de reatividade (Reat) (B) dos
explantes dos cultivares de mirtilo Bluegem e Climax estabelecidos in vitro.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Algumas cultivares tendem a produzir maior quantidade de compostos
fendlicos, o que aumenta o processo oxidativo (que causa morte do tecido do
explante), principalmente apds cortes dos tecidos das plantas. No presente estudo,
a maior de porcentagem de oxidagao (60,00%) ocorreu na cultivar Climax, em
comparacgao a cultivar Bluegem (23,33%), ndo sendo uma caracteristica favoravel a

cultivar Climax pois a oxidagao acarreta em perda de material do cultivo in vitro. De
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acordo com Flores et al. (1998), a oxidagao fendlica € um entrave que pode dificultar
o estabelecimento inicial dos explantes.

O processo oxidativo dos explantes vegetais também por ser influenciado por
caracteristicas da planta mae, luz, temperatura e pelos métodos de assepsia. Silva
et al. (2006) trabalhando com estabelecimento in vitro de mirtilo, observaram maior
porcentagem de oxidagdo nos explantes provenientes de material vegetal do campo
(12%), comparado aos explantes isolados de plantas da casa de vegetacao (0,08%).
Também, Jaakola et al. (2001) afirmam que os explantes podem oxidar e morrer
dependendo da intensidade de esterilizacao utilizada para evitar a contaminacao.

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), a oxidagdo é um problema
particularmente sério no isolamento de explantes de espécies lenhosas, cujos
tecidos sdo mais ricos em compostos fendlicos, precursores da sintese de lignina.
Alternativamente, a acomodacdo dos explantes na auséncia de luz nos sete
primeiros dias de estabelecimento in vitro ajuda a evitar a oxidagao fendlica (Dutra;
Wendling; Brondani, 2009).

A cultivar Climax, além de maior oxidacdo, obteve menor reatividade dos
explantes (7,00), em comparagao a cultivar Bluegem (34,66), conforme Figura 9. A
reatividade dos explantes ¢é determinada pela existéncia de brotagoes,
consequentemente, refere-se ao estabelecimento completo do explante. Quando o
explante permanece na coloracdo verde, porém nao sao observadas brotacdes a
medida em que os dias de cultivo avangam, o explante é considerado nao reativo,
devendo ser descartado. Apesar dos explantes se manterem vivos, observado pela
manutencao da coloragao verde (Erig e Schuch, 2005), essa auséncia de resposta
ndo € desejavel durante a fase de estabelecimento in vitro, uma vez que as
brotagdes sdo necessarias ao prosseguimento do processo de micropropagagao.

Dados referentes a reatividade de explantes de mirtilos sdo escassos na
literatura. Na cultura de eucalipto, Borges (2009) realizando micropropagacéo com
clones hibridos de Eucalyptus globulus, obteve altas taxas (até 80%) de explantes
sem resposta a indugao de brotagdes, ou seja, néo reativos.

Para o sucesso da micropropagagao, € essencial a formacédo de brotos e,
consequentemente, folhas. Estes fatores indicam o pleno estabelecimento do
explante, estando este adequado as condig¢des in vitro e preparado para as proximas

fases da micropropagacao. A Figura 10 apresenta as médias de numero de brotos e
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numero de folhas observados nos cultivares Bluegem e Climax, 60 dias apos

estabelecimento in vitro.

Figura 10 - Médias de Numero de brotos (NB) e Numero de folhas (NF) para os
cultivares de mirtilo Bluegem e Climax, 60 dias apds o estabelecimento in vitro.
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Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Em relagdo ao numero de brotos, a cultivar Bluegem obteve média superior
(0,33) a cultivar Climax (0,03), sendo possivel observar grande diferenca entre os
cultivares neste quesito. O numero de brotacdes € uma importante resposta quando
se pensa em producdo comercial, ja que reflete na quantidade de explantes que
poderao ser retirados e multiplicados a partir de um Unico explante, possibilitando
multiplicagcdo em grande escala e em curto espaco de tempo (Ferri, 2008).

Em trabalho realizado por Ferri (2008), estudando as posi¢gdes de colocagao
dos explantes no meio, a cultivar Bluegem apresentou maior numero médio de
brotagdes (1,8), aos 60 dias, em comparagao com as cultivares Woodard (1,0) e
Bluebelle (1,6), que apresentaram menor numero médio de brotacbes quando
estabelecidas na posicao vertical. Quando a posicdo do explante foi horizontal a
cultivar Bluegem também apresentou maior numero médio de brotacdes (2,8)
quando comparadas com as cultivares Bluebelle e Woodard (1,5 e 0,8
respectivamente). No presente estudo, a posigdo de estabelecimento dos explantes
foi vertical.

Gomes e Canhoto (2003) obtiveram média de 10% de explantes com
brotagdes para segmentos nodais de Eucalyptus nitens. Os autores atribuiram a

baixa indugao de brotagcdes ao alto nivel de contaminagao, que foi superior a 50%.
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Do mesmo modo, para a variavel numero de folhas, a cultivar Bluegem
destacou-se com média 1,13, obtendo vantagem expressiva sobre a cultivar Climax,
com média 0,13 (Figura 10).

Em relagdo a contaminacdo, houve interagdo entre os fatores cultivar e
técnica de assepsia (Tabela 2). Com a utilizagdo da técnica de assepsia referente ao
tratamento 2 (alcool 70%; Hipoclorito de Sédio, proporgdo 50% diluido em agua +
Tween 20; agua destilada e autoclavada), acrescido de Tween 20, houve menor
incidéncia de contaminagao para a cultivar Bluegem, obtendo uma meédia de 60%,
inferior ao Tratamento 1, onde ocorreu 100% de contaminagao, conforme descrito na
Tabela 4.

Tabela 4 - Porcentagem de contaminacao dos explantes de mirtilo das cultivares
Bluegem e Climax em funcao dos tratamentos de assepsia.

Técnica de assepsia

Cultivar Média
Tratamento 1 Tratamento 2
Bluegem 100,0 Ba* 60,0 Aa 80,0
Climax 80,0 Aa 86,6 Aa 83,3
Média 90,0 73,3

*Valores médios com letras maiusculas equivalentes na linha e letras minusculas equivalentes na
coluna nao diferem significativamente entre si pelo Teste T em nivel de 5%.

Tratamento 1: alcool 70%; Hipoclorito de Sédio, propor¢édo 50% diluido em agua; agua destilada e
autoclavada

Tratamento 2: alcool 70%; Hipoclorito de Sédio, proporgao 50% diluido em agua + Tween 20; agua
destilada e autoclavada

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Com o objetivo de facilitar o contato dos agentes esterilizantes com o tecido
vegetal, o Tween 20, por meio da redugéo da tensao superficial, se mostrou eficaz
quando em conjunto com os produtos desinfetantes para a assepsia da cultivar
Bluegem, apresentando resultados satisfatérios.

A interacéo significativa entre cultivar e técnica de assepsia, observada para a
variavel porcentagem de contaminagao, sugere que a eficacia de cada técnica de
assepsia pode variar dependendo do gendtipo da cultura. Isso implica que a escolha
da técnica de assepsia ideal pode ser cultivar-especifica, demandando uma
avaliagdo mais detalhada para cada material genético. Entretanto, a auséncia de
efeito significativo das técnicas de assepsia isoladamente para a maioria das

variaveis pode indicar que as técnicas avaliadas possuem uma eficacia geral similar,
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ou que seu efeito manifesta-se de forma diferenciada em funcdo do cultivar, como
observado na interagao para contaminagao. Ainda, a susceptibilidade dos materiais
genéticos as doengas e, consequentemente, a sanidade do pomar das plantas
matrizes também é um fator a ser considerado na escolha da técnica de assepsia e
nos resultados obtidos referentes a contaminagao dos explantes in vitro.

Devido a alta taxa de contaminacdo observada em ambas as cultivares
(Tabela 4), qualquer fator que interfira e diminua a possibilidade de contaminagao
torna-se satisfatorio para os estudos acerca da micropropagacao.

Borges (2009) realizando micropropagagéao com Eucalyptus globulus, obteve
uma contaminagao por bactérias chegando a 72,5%, sendo superior a 30% para a
maioria dos explantes. Na terceira introdugcdo in vitro, todos os explantes
apresentaram contaminagao por fungos. Destaca-se que neste trabalho, fez-se
aplicacdo com fungicidas nas plantas matrizes dois dias antes da coleta. Também,
os explantes coletados foram imersos em solugédo fungicida, além de passarem
pelas técnicas de desinfecgao.

Por outro lado, Ferri (2008) concluiu que a contaminagao dos explantes nao
representaram obstaculos para o estabelecimento in vitro das cultivares de mirtilo
Florida e Powderblue, com uma porcentagem de contaminagao fungica de 5,3%, em
meédia, e contaminagdo bacteriana praticamente nula, ocorrendo, em média, em
apenas 0,6 % dos explantes. A autora realizou a esterilizagdo superficial dos
explantes com alcool 70% por 10 segundo, seguido da desinfestagdo em solugéao de
hipoclorito de sédio por 5 min e posteriormente os explantes foram lavados em agua
estéril. Os ramos doadores foram retirados de plantas matrizes provenientes do
pomar.

De acordo com Sharma e Ramamurthy (2000) para o sucesso da
micropropagagao € necessario que os explantes emitam brotagbes livres de
contaminagdo. Do mesmo modo, Montarroyos (2000) ressalta que a condigao
fitossanitaria da planta-matriz determina o grau de facilidade do processo de
eliminacdo de microrganismos contaminantes existentes no explante, ou seja,
quando as plantas matrizes sdo cultivadas em ambiente protegido espera-se que
haja baixa contaminacao durante a fase de estabelecimento in vitro (Ferri, 2008).

Sendo assim, a manutencado das plantas-matrizes em ambiente asséptico e
protegido como casa de vegetacdo, segundo Grattapaglia e Machado (1998) € uma

medida preventiva contra a contaminagdo dos explantes. Entretanto, no presente
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trabalho as plantas matrizes sao cultivadas no campo. Desse modo, as plantas ficam
sujeitas a infecgdo por microrganismos, o que pode ter interferido na contaminacgao
dos explantes. Apesar de ndo haver sintomas de doengas nas plantas do pomar, os
microrganismos estdo presentes de maneira endogena.

No presente estudo foi possivel constatar apenas a presenca de
contaminagao fungica. Deste modo, apds proceder técnica de isolamento dos
fitopatdgenos em placas de Petri, preparacdo de laminas com suas estruturas,
mediante a observacdo microscopica e confronto com informagdes de literatura,
identificou-se a ocorréncia de quatro fungos de origem enddgena da planta matriz:
Phomopsis/Diaporthe spp., Fusicoccum/Botryosphaeria spp., Rhizopus spp. e
Alternaria spp. (Hilario et al., 2021; Zimowska et al, 2014; Paiva, 2020; Xiaozhe et
al., 2023)

O fungo Phomopsis spp. (fase sexuada) ou Diaporthe spp. (fase assexuada) é
causador da chamada requeima dos ramos em mirtilo, e pertence ao filo
Ascomycota. A espécie identificada na cultura do mirtilo € a Phomopsis vaccinii
(Cruz, 2019). Através do isolamento do patdégeno nas placas de Petri, observou-se a
presenca de um micélio felpudo branco (massa colonial) com a presenga de
pescogos periteciais, ou seja, estruturas que fazem parte do peritécio ou picnidio
(corpo frutificante) que permite a saida dos ascésporos (esporos sexuais) ou
conidios (esporos assexuais). No microscépio observou-se a presenca dos esporos
do patdogeno dentro e em torno dos ascos. Os ascos encontram-se contidos em
estruturas maiores chamadas peritécios, que sdo estruturas globosas que liberam os

esporos (Figura 11).
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Figura 11 - Patégeno Phomopsis/Diaporthe spp.: Colonizagao do fungo na placa de
petri (A); Colonizagao do fungo no tubo de ensaio em conjunto ao explante de mirtilo
(B); Observagao no microscopio das estruturas do patégeno (C)

N

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Outra visualizagdo foi do fungo Fusicoccum spp. (fase assexual) ou
Botryosphaeria spp. (fase sexual), sendo este causador da doencga cancro do colo
do mirtilo. O fungo faz parte do filo Ascomycota e possui caracteristica de apresentar
micélio esparso e moderadamente denso com coloragdo branco-creme. No
microscopio constatou-se a presencga de conidios tipicos de Fusicoccum, ou seja,

lisos, hialinos, fusiformes e unicelulares (Figura 12).
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Figura 12 - Patégeno Fusicoccum/Botryosphaeria spp.: Colonizagao do fungo na
placa de petri (A); Colonizagao do fungo no tubo de ensaio em conjunto ao explante
de mirtilo (B); Observagao no microscopio das estruturas do patdgeno (C)

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

O patégeno Rhizopus spp., causador de podriddao dos frutos principalmente
na pos colheita, também foi identificado como contaminante dos explantes. Este
pertence ao filo Zygomycota, apresentando micélio filamentoso de cor
branca-acinzentada, com colbnias de textura algodoada. Tanto nos tubos de ensaio
quanto nas placas de petri observou-se a presenca de pontuacgdes pretas a olho nu,
denominadas esporangioforos, que sao hifas especializadas que armazenam os
esporangios (estruturas onde sao formadas os esporos). No microscopio
visualizou-se ambas as estruturas, bem como os esporangidsporos (esporos

assexuados) (Figura 13).
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Figura 13 - Patégeno Rhizopus spp.: Colonizagao do fungo na placa de petri (A);
Colonizagao do fungo no tubo de ensaio em conjunto ao explante de mirtilo (B);
Observagao no microscépio das estruturas do patdégeno (C)

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Alternaria spp. foi o fungo de maior ocorréncia de contaminacao dos explantes
do presente experimento. A campo, o patdégeno é causador de podridao dos frutos e
manchas foliares. Na cultura do mirtilo foi assinalada a espécie Alternaria tenuissima
(Cruz, 2019), pertencente ao filo Ascomycota. Nas placas de petri observou-se a
colonizagao do fungo com padréao de crescimento em aneis concéntricos, coloragao
variando de marrom, cinza e preto com massa micelial felpuda e lanosa. No
microscoépio visualizou-se um emaranhado de hifas septadas de coloracdo marrom,
com conidios ovoides, também septados, formados individualmente e em cadeias,

caracteristicas distintivas do patégeno (Figura 14).
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Figura 14 - Patégeno Alternaria spp.: Colonizagao do fungo na placa de petri (A);
Colonizagao do fungo no tubo de ensaio em conjunto ao explante de mirtilo (B);
Observagao no microscépio das estruturas do patdégeno (C)

Fonte: Elaborado pela autora (2025)

Em relagdo a quantificacdo dos patdégenos nas unidades experimentais dos
explantes dos dois cultivares, o fungo Phomopsis/Diaporthe spp. apresentou-se em
4 explantes da cultivar Climax, assim como o patégeno Fusicoccum/Botryosphaeria
spp. que também teve evidéncia em 4 explantes do cultivar Climax. Ja o fungo
Rhizopus spp. ocorreu em 3 explantes de Bluegem e 4 explantes de Climax. Em
maior quantidade, o patdégeno Alternaria spp. ocorreu em 22 explantes do cultivar
Bluegem e 12 explantes do cultivar Climax.

Apesar do grande foco de contaminagdo, para alguns explantes a presenca
do fungo nao afetou seu desenvolvimento, permitindo a formagao de brotos. No caso
do cultivar Bluegem, 5 explantes contaminados com Alternaria spp. desenvolveram
brotagdes viaveis. Entretanto, com o in6culo ja instalado no explante, este segue

sendo transferido juntamente com a parte vegetal para as préximas fases da
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micropropagag¢ao, nao sendo algo benéfico e preferivel. Ainda, obteve-se 11
explantes sem contaminagao, destes 4 Bluegem e 1 Climax emitiram brotagdes

viaveis, e 2 Bluegem e 4 Climax ndo manifestaram reatividade.
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4 CONCLUSOES

Considerando as condi¢cdes experimentais e com base nos resultados obtidos
no estudo de micropropagagao de mirtilo com os cultivares Climax e Bluegem,
avaliando duas técnicas de assepsia, foi possivel concluir que:

e A instalagdo de um laboratério de Biotecnologia e Propagacédo Vegetal, bem
como sala de crescimento, foi de suma importancia para o IFRS Campus
Ibiruba, para conducgao deste experimento.

e A identificacdo de cultivares com menor taxa de contaminagao e oxidagao é
crucial para o sucesso do estabelecimento in vitro e para a propagagao
eficiente da espécie.

e Na3&o se visualizou contaminagao por bactérias em ambos cultivares.

e O cultivar Bluegem apresentou maior numero de brotos e folhas, teve menos
oxidagao de explantes e maior reatividade em comparagao a cultivar Climax.

e O cultivar Bluegem apresentou melhor estabelecimento e desenvolvimento
em ambos os tratamentos, apresentando menor oxidagcao, maior reatividade e
numero de brotos e folhas, destacando-se no Tratamento 2, com o uso de
Tween 20, onde houve menor contaminagao.

e O Tween 20 é eficiente no processo de assepsia, diminuindo a incidéncia de
contaminacgao dos explantes para o cultivar Bluegem.

e Em termos gerais, o Tratamento 2 foi satisfatério para o estabelecimento do

cultivar Bluegem.
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