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RESUMO

Agentes de contaminacdo de tecidos como bactérias e
fungos sdo comuns em plantas in vivo, mas apresentam efeitos
danosos sobre plantas em condigdes in vitro. A oxidagdo dos
explantes pode levéa-los & morte, ocasionando uma reducéo no
percentual de obteng&o de novas brotagdes, possiveis de originarem
uma nova planta. Neste trabalho objetivou-se definir a assepsia
mais adequada para o estabelecimento in vitro de mirtileiro das
cultivares Bluecrop, Duke e Misty. O experimento foi realizado,
no Laboratério de Micropropagacdo de Plantas do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias (CAV/UDESC), em Lages (SC). Foram
testados cinco tratamentos para a desinfestacdo dos explantes:
(T1: 1min &lcool 70%; T2: 10 min NaOCI 2 %; T3: 15 min NaOCI
2%; T4: 1 min alcool 70%; + 10 min NaOCIl 2% e T5: 1 min alcool
70%; + 15 min NaOCI 2 %) e trés cultivares de mirtileiro (Bluecrop,
Duke e Misty), 0 que constituiu um fatorial 5 x 3. Foram avaliadas
a porcentagem de contaminagdo fuingica, bacteriana e oxidacao aps
28 dias e o estabelecimento dos explantes aos 45 dias de cultivo in
vitro. Para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais de
mirtileiro, ha um comportamento distinto entre as cultivares. A
oxidagdo in vitro dos explantes de mirtileiro é baixa. Para o
estabelecimento in vitro de segmentos nodais de mirtileiro, pode-
se fazer 0 uso de imersdo em solucéo de alcool 70%, durante 1
minuto ou em NaOCI 2 % durante 10 minutos.

Termos para indexagdo: Vaccinium spp., biotecnologia vegetal,
pequenas frutas.

ABSTRACT:

Tissue contaminants such as bacteria and fungi are
common in plants in vivo, but produces devastating effects on
plants under in vitro conditions. The oxidation of explants may
lead to dead, or a reduction in the percentage of new shoots,
and possible to develop a new plant. The objective of this
study was to define the best asepsis for the in vitro
establishment of blueberry cultivars Bluecrop, Duke and Misty.
The experiment was conducted at the Laboratory of Plant

Micropropagation, of Agroveterinary Sciences Center (CAV /
UDESC) in Lages (SC). Five treatments for asepsis of explants
were tested (T1: 1 min alcohol, T2: 10 min 2% NaOClI, T3: 15
min 2% NaOCI; T4: 1 min alcohol + 10 min 2% NaOCl and T5:
1 min alcohol + 15 min 2% NaOCI) and three cultivars of
blueberry (Bluecrop, Duke and Misty), arranged in a 5 x 3
factorial. We evaluated the percentage of fungal and bacterial
contamination, oxidation after 28 days, and the establishment
of explants after 45 days of in vitro culture. During the in vitro
establishment of nodal segments of blueberry there is a distinct
behavior between cultivars. The in vitro oxidation of blueberry
explants is low. To establish in vitro nodal segments of
blueberry, the of use alcohol 70% for 1 minute or NaOCI 2%
for 10 minutes was successful.

Index terms: Vaccinium spp., plant biotechnology, small fruits.
INTRODUCAO

A micropropagacdo de plantas ¢ uma forma de
propagacdo clonal massal de um gendtipo selecionado por
técnicas de culturainvitro (HARTMANN; KESTER, 1997) e
¢ assim denominada em fungdo do tamanho dos propagulos
utilizados (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A grande aplicagdo préatica da técnica de
micropropagacao encontra-se na producdo comercial de
plantas, o que permite rapida multiplicagdo de material e
em curtos periodos de tempo e espaco (GRATTAPAGLIA,;
MACHADO, 1998).

A condic¢do da planta-matriz, a descontaminacéo, a
diminuicdo do tempo de manipulacdo do material vegetal, a
selecdo de explantes com maior vigor, e, principalmente, a
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imersdo dos explantes em agentes desinfestantes séo as
abordagens usualmente utilizadas durante o estabelecimento
de protocolos de assepsia do material vegetal
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; SKIRVINetal., 1999).

Os principais contaminantes que afetam a cultura
de tecidos de plantas sdo bactérias e fungos. Esses
contaminantes sdo comuns em plantas in vivo, mas
apresentam efeitos danosos sobre plantas em condi¢es
in vitro (SKIRVIN et al., 1999). De acordo com
Grattapaglia e Machado (1998), algumas substancias com
acdo germicida sdo utilizadas para efetuar a
desinfestacdo de explantes, como o etanol e o
hipoclorito de sédio e de calcio. Skirvin et al. (1999)
também indicam a lavagem em agua corrente por algumas
horas ou até dias para remover detritos e limpar o
explante, além do uso de detergentes, com o material
vegetal em agitacdo ou ndo. Sedlak e Paprstein (2012)
utilizaram o cloreto de mercurio na concentracdo de
0,15% para desinfestar explantes superficialmente. Traore
etal. (2005) recomendaram o uso do fogo, obtido através
da chama do bico de bunsen, por onde os explantes séo
submetidos por diferentes tempos, por trés ou cinco
segundos, seguido de um mergulho rapido em agua estéril
ou ainda, até a chama se extinguir por si mesma. Alcantara
etal. (2011) indicaram, como melhor método de assepsia
para o estabelecimento in vitro, a sequéncia de lavagem
com &gua esterilizada, seguida de alcool 70% por 30
segundos, hipoclorito de sédio a 2,5% por 20 minutos,
fungicida a base de benomyl 1% por 20 minutos e trés
lavagens com agua esterilizada.

Assim, conduziu-se este trabalho, com o objetivo
de definir a assepsia mais adequada para o
estabelecimento in vitro de mirtileiro das cultivares
Bluecrop, Duke e Misty.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de
Micropropagacdo de Plantas do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias (CAV), Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC), em Lages (SC).

Os explantes, segmentos nodais com 1,5cm de
comprimento, foram retirados de ramos herbaceos de
plantas matrizes com aproximadamente um ano e meio
de idade, acondicionadas em cAmara de crescimento e
previamente tratadas com biocidas: Cercobin® 700 WP
—0,7g.L* e Kasumin®(2ml.L*), além da aplicacdo de
Fosfito de Potassio (2,5ml.L?). Foram retirados
segmentos de aproximadamente 30 cm, cujas folhas
foram removidas. Apo6s, foram seccionados e lavados
em agua corrente e detergente com auxilio de uma escova
dental macia. Em seguida, foram levados para cAmara de
fluxo laminar, imersos nas solucgdes desinfestantes com
adicdo de duas gotas de Tween 20, lavados por trés
vezes em agua destilada esterilizada e, posteriormente,
inoculados em tubos de ensaio, tamanho 20 x 150 mm,
com 7 ml de meio nutritivo.

Utilizou-se o meio de cultura WPM (LLOYD;
MCCOWN, 1980), com 50% da concentracdo dos sais,
adicionado de 30 g.L* de sacarose e 7 g.L* de agar.
Ajustou-se 0 pH da solu¢do com NaOH 1N para 5,0, antes
da adicdo do agar. Os explantes permaneceram em ambiente
ausente de luz por sete dias e depois permaneceram em
condigBes normais de sala de crescimento, sob temperatura
de 25°C, fotoperiodo de 16 horas de luz e densidade de
fluxo de fétons de 30 umol. m2.s* obtidos por lampadas
fluorescentes brancas frias. Foram testados cinco métodos
de assepsia: 1) imersdo em alcool 70% durante 1 minuto; 2)
imersdo em NaOCI 2% durante 10 minutos; 3) imerséo em
NaOCI 2% durante 15 minutos; 4) imersdo em alcool 70%
durante 1 minuto + imersdo em NaOCI 2% durante 10
minutos e 5) imersdo em &lcool 70% durante 1 minuto +
imerséo em NaOCl 2% durante 15 minutos e trés cultivares
de mirtileiro (Bluecrop, Duke e Misty), que constituiram
em experimento com delineamento inteiramente casualizado,
arranjado em fatorial 5 x 3, com quatro repeticBes por
tratamento, onde cada unidade experimental foi constituida
por seis tubos com um explante cada.

As variaveis avaliadas foram a percentagem de
contaminacdo fungica, bacteriana e oxidacdo dos explantes
aos 28 dias apds o estabelecimento in vitro. Aos 45 dias,
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foi avaliada a percentagem de estabelecimento dos
explantes.

Os da-dos obtidos foram submetidos a analise de
variancia, e as médias, quando significativas, foram
comparadas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), por
meio do programa estatistico Winstat, quando os dados
expressos em percentagem foram transformados em
arcoseno da raiz quadrada de x/100 e os dados numéricos
foram transformados em raiz quadrada de x+0,5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi verificada interacdo entre os fatores
cultivar e agentes desinfestantes para as variaveis:
contaminacgdo fangica, contaminacdo bacteriana,
explantes de mirtileiro oxidados e estabelecidos aos 28
dias de cultivo in vitro (Tabela 1). Para as variaveis
contaminac@es fungica e bacteriana néo foi verificado
efeito significativo em relagéo ao fator cultivar (Tabela 1)
e aos diferentes agentes desinfestantes testados (Tabela

2). Observou-se efeito significativo para as variaveis
explantes oxidados e estabelecidos em ambos os fatores
estudados (Tabela 1 e 2).

Dentre as cultivares de mirtileiro avaliadas,
‘Duke’ apresentou maior percentual de explantes
oxidados comparativamente a cultivar Bluecrop e
igualou-se estatisticamente a ‘Misty’(Tabela 1). Em
trabalho conduzido por Silva et al. (2008), onde testaram
a presenca e a auséncia da auxina acido-indol-acético
(AlA), no estabelecimento de diferentes cultivares de
mirtileiro em meio nutritivo WPM, acrescido de 73,8 uM
de 2iP, estes ndo observaram efeito significativo na
auséncia do fitorregulador sobre a percentagem de
oxidacdo dos explantes. Porém, verificaram o
comportamento distinto que ocorre entre as cultivares
testadas Delite, Florida, Powderblue, Bluebelle, Bluegem,
Briteblue e Woodard na presenca do acido-indol-acético
(AIA). Neste trabalho, verificou-se que tal condigéo,

TABELA 1 - Porcentagem de explantes de mirtileiro das cultivares Misty, Duke e Bluecrop com contaminacéo flngica,

bacteriana, oxidados e estabelecidos in vitro.

Cultivares Contaminagéo Contaminagéo Explantes Expla.ntes
Flngica (%) Bacteriana (%) Oxidados (%) Estabelecidos (%)

Misty 19,47 a 20,03 a 6,96 ab 67,41 a

Duke 21,69 a 27,29 a 16,69 a 62,75 a

Bluecrop 16,70 a 25,02a 4,18 b 28,17b

p ns ns 0,02 <0,01

* Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

TABELA 2 - Porcentagem de explantes de mirtileiro com contaminago flngica, bacteriana, oxidados e estabelecidos
in vitro, com o uso de diferentes agentes desinfestantes.

. Contaminagéo Contaminagéo Explantes Explantes
Agente desinfestante fungica (%) bacteriana (%)  oxidados (%)  Estabelecidos (%)
Alcool 70% 1 min 19,07 a 27,09 a 0,01b 70,41 a
NaOCl 2 % 10 min 20,86 a 16,70 a 2,79b 67,08 a
NaOCl 2% 15 min 16,70 a 23,34 a 2,79b 47,63 ab
Alcool 70% 1 min + NaOCI 2% 10 min 23,36a 27,80 a 11,12 ab 41,40 ab
Alcool 70% 1 min + NaOCI 2 % 15 min 16,70 a 27,09 a 2293 a 37,45b
p ns ns <0,01 <0,01

* Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).
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ou seja, 0 comportamento distinto entre as cultivares,
quando se faz referéncia a variavel em questéo, ocorreu
com o uso de meio nutritivo WPM com 50% da
concentracdo dos sais e sem a utilizacdo de
fitorregulador.

No presente trabalho, as cultivares que se
estabeleceram com sucesso foram Misty e Duke, enquanto
que “‘Bluecrop’ apresentou baixa porcentagem de oxidacao,
porém baixa porcentagem de explantes estabelecidos
(Tabela 1). Erige Fortes (2002), em trabalho conduzido no
estabelecimento in vitro de gemas de pereira, verificaram
que a cultivar de pereira Carrick apresentou maior percentual
de explantes estabelecidos comparativamente a cultivar
Garber. A mesma condicéo foi observada por Silva et al.
(2008), quando verificaram, aos 30 e 45 dias de cultivoin
vitro, que o estabelecimento de explantes de mirtileiro esta
em fungdo das cultivares utilizadas, assim como com o
tipo de ramo doador dos explantes (herbaceo ou lenhoso).
Observag0es relacionadas ao comportamento distinto entre
as cultivares, quando de seu estabelecimento in vitro,
conforme observaram os autores Erig e Fortes (2002)
trabalhando com pereira e Silva et al. (2006) em mirtileiro,
estdo de acordo com os resultados obtidos neste trabalho.

Dentre os diferentes agentes desinfestantes
testados o uso de imerséo em alcool 70%, durante 1 minuto
+imersdo em NaOCI 2% durante 15 minutos, resultou em
maior percentual de explantes oxidados, comparativamente
aos demais tratamentos, no entanto, igualou-se
estatisticamente ao uso de imersdo em alcool 70% durante
1 minuto + imersdo em NaOCI 2% durante 10 minutos
(Tabela 2). E possivel verificar que, quando utilizado o
agente desinfestante imersdo em alcool 70% durante 1
minuto + imersdo em NaOCI 2% durante 15 minutos pela
maior expressdo na oxidacdo dos explantes, ocorre, nesse
tratamento, menor percentual de explantes estabelecidos,
comparativamente aos tratamentos compostos por imersao
em alcool 70% durante 1 minuto e imersao em NaOCI 2%
durante 10 minutos.

A imerséo de explantes em alcool 70% durante 1
minuto, isoladamente, ndo é uma pratica muito usual no

estabelecimento in vitro, ja que outros produtos de maior
poder desinfestante estdo disponiveis no mercado, o
que subentende-se que proporcionariam melhores
resultados, como o hipoclorito de sodio e de calcio
(Grattapaglia e Machado, 1998), o cloreto de mercurio
(Sedlak e Paprstein, 2012) ou, ainda, o uso de fungicidas
(Alcéntara et al., 2011). No entanto, com base nos dados
obtidos neste trabalho, verifica-se a viabilidade de uso
apenas do alcool 70% durante 1 minuto como
desinfestante de explantes de mirtileiro, em funcéo de
sua eficiéncia no controle da contaminacdo flngica e
bacteriana, bem como no baixo percentual de explantes
oxidados e pela alta percentagem de explantes
estabelecidos (Tabela 2).

O uso da imersdo dos explantes de mirtileiro em
NaOCI 2%, durante 10 minutos, mostrou-se muito
semelhante ao uso de imersdo em alcool 70%, durante 1
minuto + imersao em NaOCI 2% durante 15 minutos (Tabela
2). Noentanto, a fim de agilizar as atividades laboratoriais,
que demandam tempo significativo, é possivel langar méo
daquele agente desinfestante ja que é possivel obter os
mesmos resultados com o uso de ambas as assepsias. De
acordo com Skirvin etal. (1999), algumas espécies vegetais
sdo bastante sensiveis a desinfestacdo com o hipoclorito
de sodio, mas sdo menos sensiveis ao hipoclorito de calcio,
no entanto, esse produto é pouco estavel, necessitando
de uso imediato apds seu preparo.

Conforme o observado neste trabalho, as assepsias
com o uso de NaOCI apresentaram resultados distintos
quanto a oxidacdo dos explantes, mostrando-se mais toxicas
na imersdao em alcool 70% durante 1 minuto + imersao em
NaOCI 2% durante 15 minutos, comparativamente ao uso
imersdo em NaOCI 2% durante 10 minutos e imersao em
NaOCI 2% durante 15 minutos, bem como da imersdo em
alcool 70% durante 1 minuto. Garcia et al. (2008) em trabalho
conduzido com uvaia (Eugenia piryformis), observaram o
efeito oxidativo do hipoclorito de sodio e do hipoclorito
de calcio sobre a porcentagem de oxidacdo dos explantes,
a qual aumenta linearmente com o aumento do tempo de
exposicdo ao desinfestante.
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De acordo com Moraes et al. (2007), em estudo
conduzido com gemas axilares de abacaxizeiro (Ananas
comosus), dentre diferentes concentragdes de hipoclorito
de sddio testadas, a concentragdo de 2% por 10 minutos
resultou em maior nimero de gemas vivas. Ostrolucka et
al. (2007) tém utilizado a assepsia de gemas apicais e axilares
de mirtileiro cv. ‘Berkeley’ com o uso de lavagens em agua
corrente, durante 1 hora seguida de imerséo em etanol 70%
durante 2 minutos e 0,1% de cloreto de mercurio com trés
gotas de Tween durante 6 minutos, e, finalmente lavagem
com agua destilada estéril por trés vezes. Segundo
Montarroyos (2000), é necessario adequacdo de
desinfetantes de acordo com a espécie e a sensibilidade
do tecido a ser desinfetado.

CONCLUSOES

Para o estabelecimento in vitro de segmentos
nodais de mirtileiro ha um comportamento distinto entre
as cultivares.

A oxidacdo in vitro dos explantes de mirtileiro é baixa.

Para o estabelecimento in vitro de segmentos
nodais de mirtileiro pode-se fazer o uso de imersdo de
explantes em alcool 70% durante 1 minuto ou a imerséo
dos explantes de mirtileiro em NaOCI 2% durante 10
minutos.
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