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RESUMO

CAMARGO, Samila Silva. Aspectos propagativos de espécies frutiferas
com atividade antioxidante: romazeira e mirtileiro. 2015. 103f. Dissertag&o
(Mestrado) — Programa de Poés-Graduacdo em Agronomia. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas — RS.

Estudos sobre a propagacdo de espécies frutiferas com cultivo ainda nao
estabelecido em grande escala no Brasil, como o caso da romézeira e do
mirtileiro, ainda sdo necessarios para tornar os seus sistemas de producédo
mais eficientes e competitivos. Com base nisso, o estudo se divide em dois
capitulos; o primeiro trata da propagacéo in vitro de roméazeira e o segundo, do
manejo de mirtileiros a campo, sob diferentes formas de propagacdo e
intensidades de poda. No primeiro, buscou-se a obtencdo de mudas in vitro de
romazeira, por meio de trés etapas da micropropagacédo: estabelecimento,
multiplicagéo e enraizamento dos explantes. No estabelecimento das sementes
foram comparados diferentes meios de cultura (MS e WPM) com presenca ou
nao de sacarose; durante a multiplicacdo, avaliou-se o uso de 2iP e dikegulac
de sodio em diferentes concentracdes; e por fim, verificou-se a acdo da auxina
AIB durante o enraizamento. Concluiu-se que o meio de cultivo MS + sacarose
€ mais favoravel para a germinacao in vitro das sementes; que o meio WPM +
1 mg.L™* de 2iP é o mais indicado para o crescimento das brotacdes; que 0 uso
do dikegulac de sédio favorece o desenvolvimento de nés, folhas e raizes; e a
adicdo de 1,5 mg.L™ de AIB favorece o desenvolvimento do sistema radicular
em romazeiras in vitro. JA no segundo capitulo, verificou-se a campo, a
influéncia de duas formas de propagacdo (micropropagacdo e estaquia) e
diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica) de mirtileiro de
trés cultivares distintas: Briteblue, Woodard e Bluegem. Como resultados foram
obtidos que plantas das cultivares Briteblue, Woodard e Bluegem propagadas
via cultivo in vitro, apresentam maior crescimento vegetativo quando

comparadas com plantas oriundas por estaquia, assim como a poda drastica



proporciona o desenvolvimento de ramos vegetativos de maior comprimento. A
producéo de frutos de ‘Briteblue’, ‘Woodard’ e ‘Bluegem’ € maior em plantas
oriundas de estaquia e podadas levemente. As plantas micropropagadas da
cultivar Bluegem produziram frutos com maior teor de antocianinas, enquanto,
frutos de ‘Briteblue’ apresentaram maiores niveis desses compostos em
plantas oriundos da estaquia. E por fim, frutos colhidos em plantas sem poda
ou com poda leve apresentaram maior atividade antioxidante, independente da

cultivar estudada.

Palavras-chave: Punica granatum,Vaccinium sp., in vitro, propagacao, poda.



ABSTRACT

CAMARGO, Samila Silva. Propagative aspects of fruit species with
antioxidant activity: pomegranate and blueberry. 2015. 103p. Dissertation
(Master Course) — Graduate Program in Agronomy. Federal University of
Pelotas, Pelotas — RS, Brazil.

Studies on the propagation of fruit species with cultivation not yet established
on a large scale in Brazil, as the case of the pomegranate and blueberry, are
still needed to make their more efficient and competitive production systems.
Based on this, the study is divided into two chapters; the first deals with the in
vitro propagation of pomegranate and the second, the blueberry field
management under different forms of propagation and pruning intensities. In the
first, we tried to obtain seedlings in vitro of pomegranate, through three stages
of micropropagation: establishment, multiplication and rooting of explants. In
establishing of seeds were compared different culture media (MS and WPM) in
the presence or absence of sucrose; during the multiplication, we evaluated the
use of 2iP and sodium dikegulac at different concentrations; and finally, it was
found the action of auxin IBA for rooting. It was concluded that the culture
medium MS + sucrose is more favorable for germination in vitro of seeds; that
the WPM medium + 1 mg.L™ 2iP is the most suitable for the growth of shoots;
the use of sodium dikegulac favors the development of nodes, leaves and roots;
and the addition of 1,5 mg.L™ IBA favors the development of the root system in
vitro pomegranates. In the second chapter, it was found in the field, the
influence of two forms of propagation (micropropagation and cuttings) and
different pruning intensities (control, low and drastic) of three different cultivars
of blueberry: Briteblue, Woodard and Bluegem. As results were obtained that
the plants ‘Briteblue’, ‘Woodard’ and ‘Bluegem’ propagated by in vitro culture,
have a higher vegetative growth when compared with plants grown by cuttings,
as well as drastic pruning provides the development of vegetative branches of

greater length. Fruit production of 'Briteblue’, 'Woodard' and '‘Bluegem’ is greater



in plants grown from cuttings and pruned lightly. The micropropagated plants of
‘Bluegem’ produced fruits with larger anthocyanin content while ‘Briteblue’ fruit
showed higher levels of these compounds in plants originating from cuttings.
Finally, fruits harvested in plants without pruning or low pruning had higher

antioxidant activity, regardless of the cultivar studied.

Key-Words: Punica granatum, Vaccinium sp., in vitro, propagation, prunning.
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INTRODUCAO GERAL

O valor nutricional € um dos principais fatores que conduzem ao
interesse crescente pelo consumo de frutos e suas polpas. Esses tém sido
altamente recomendados, pela riqueza em carboidratos, fibras, minerais,
vitamina C, carotendides, substancias fendlicas, substancias sulfuradas, dentre
outras, e pela acao antioxidante, que contribui para manter o equilibrio entre a
producéo e a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio e outros compostos
relacionados, inibindo e reduzindo as lesGes causadas pelos radicais livres nas
células (MAIA, 2007).

Trabalhos recentes tém apontado alguns frutos como fontes de
compostos fendlicos com acdo antioxidante, sendo sequestradores de radicais
livres, com acdo protetora contra o surgimento e/ou desenvolvimento de
processos degenerativos que conduzem a doencgas crénicas nao transmissiveis
(VIEIRA et al., 2011).

A roma é uma fonte em potencial de compostos antioxidantes e possui
expressiva quantidade de compostos fendlicos (JARDINI et al., 2010), assim
como o mirtilo, onde sdo encontrados compostos bioativos, como exemplo as
antocianinas, que conferem ao fruto atividade antioxidante, tanto in vitro como
in vivo (YOUDIM et al., 2000).

Sendo assim, pela pequena importancia no territério nacional, trabalhos
de pesquisas relacionados a producédo de romé ainda sdo escassos, sobretudo
no tema propagacgdo, onde trabalhos com germinagdo de sementes sé&o
essenciais, tanto para fins de melhoramento genético da espécie como para a
propria producdo de mudas (TAKATA et al., 2014). No mesmo parametro, tem-
se a cultura do mirtileiro, que por ser uma atividade recente no pais, apresenta
deficiéncias na sua cadeia produtiva e esta, aos poucos, se articulando para
gue o mirtilo se torne um produto ainda mais rentavel para todos os elos desta
cadeia (SOUZA, 2011).
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Dessa forma, estudos mais especificos sobre propagacdo dessas
culturas sdo necessarios, jA que um dos principais problemas observados
nesses cultivos, no Brasil, é a producédo de mudas, limitada pela dificuldade de
propagacéo da maioria das cultivares (WAGNER JUNIOR et al., 2004).

A propagacdo da roméazeira € tradicionalmente realizada por sementes
ou estacas (OLMEZ et al., 2007). Ja a cultura do mirtileiro pode ser propagada
por sementes, enxertia e estaquia, sendo essa Ultima a mais utilizada, porém a
dificuldade de enraizamento de algumas cultivares tem limitado sua
propagacéo (PENA et al., 2012).

Como alternativa, uma das técnicas utilizadas com eficiéncia para
disponibilizar mudas de roma e mirtlo no mercado, tem sido a
micropropagacao (MILLER et al., 2006; ALBERT et al., 2009; CHAUCHAN &
KANWAR, 2012). Essa técnica engloba diferentes etapas que vao desde o
estabelecimento da cultura in vitro até seu enraizamento, culminando com a
aclimatizacao da microplanta (BASTOS et al., 2007).

O cultivo in vitro pode ser considerado um procedimento relevante na
propagacdo dessas diferentes espécies (LEDO et al., 2007), ja que permite
aliar o uso de reguladores de crescimento para a sua adaptacao e crescimento
in vitro.

Aliado a isso, técnicas adequadas, desde a propagacdo até o manejo a
campo, devem ser aplicadas visando uma maior sanidade das mudas. Com
isso, proporcionando plantas adultas com as caracteristicas desejaveis e que
favorecem a producado de frutos de alta qualidade, principalmente quando se
trata de espécies pouco dominadas, servindo de base e estimulo para futuras
pesquisas.

Diante desse contexto, duas distintas tematicas foram estudadas e
descritas nesse documento, sendo demonstrados em forma de dois capitulos.

Capitulo 1. Micropropagacao de romazeira

Capitulo 2. Métodos de propagacdo e intensidades de poda na

producéo e qualidade de mirtilos.
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REVISAO DE LITERATURA

1. ROMAZEIRA

A romézeira é nativa da Asia Central, mais especificamente do Ird, a
partir de onde se espalhou para o resto do mundo (LEVIN, 2006; VERMA et al.,
2010). Pertence a familia Punicaceae, que apresenta um unico género (Punica)
com duas espécies (P. granatum e P. protopunica) (JBIR et al., 2008;
CHAUHAN & KANWAR, 2012). Chandra et al. (2010a) fornecem uma
descricdo detalhada da histéria da romé&, que foi uma das primeiras culturas de
frutas a serem domesticados e foi plantada pela primeira vez durante 4000 e
3000 aC e esta entre um dos mais antigos frutos comestiveis conhecidos.

O fruto da romazeira (Punica granatum L.) € conhecido pela sua
importancia nutricional, medicinal e ornamental (CHAUHAN & KANWAR,
2012). Atualmente, existem muitos estudos sobre a utilidade das romas para a
humanidade, tais como a sua importancia para o tratamento da obesidade (AL-
MUAMMAR & KHAN, 2012; RAHIMI et al.,, 2012). A roma tem uma grande
importancia quanto ao seu valor nutricional, seja quando consumido in natura
ou para elaboracédo de suco e cerca de 100 g de frutos fornecem 72 kcal de
energia, 1,0 g de proteina, 16,6 g de hidratos de carbono, 1 mg de sédio, 379
mg de potéssio, 13 mg de célcio, 12 mg de magnésio, 0,7 mg de ferro, 0,17 mg
de cobre, 0,3 mg de niacina e 7 mg de vitamina C (GROVE & GROVE, 2008).

Aléem disso, é conhecido pelo elevado conteudo de fendlicos e
propriedades antioxidantes (CHALFOUN-MOUNAYAR et al., 2012; JING et al.,
2012; ORAK et al., 2012; ZAOUAY et al., 2012). As antocianinas do fruto da
romazeira tém revelado elevada atividade antioxidante, maior do que a

vitamina E (a- tocopherol), vitamina C (acido ascérbico) e B-caroteno. Além
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disso, o0 suco da roma possui atividade antioxidante trés vezes maior do que o
cha verde ou vinho vermelho, sendo usado contra Ulceras, dores de ouvido,
disenteria e lepra (JADON et al., 2012).

Doencas coronarias, cancer (de pele, mama e prostata), inflamacéo,
diabetes, doencas cardiacas, isquemia, envelhecimento, distlrbios cerebrais,
danos ao figado e AIDS séo os alvos potenciais da doenca nos proximos anos
para tratamentos com roma (JYOTSANA & MAITY, 2010; ADHAMI et al.,
2012).

Além da importancia na medicina, a roma é amplamente utilizada na
industria de alimentos, na fabricacdo de sucos, geleias, aromatizantes, corante
e na industria de cosméticos, na fabricagdo de sabonetes, hidratantes,
shampoos, condicionadores, entre outros. Recentemente, a importancia da
espécie tem despertado o interesse de produtores no nordeste brasileiro e area
cultivada vem se expandido, tendo em vista a demanda pelo produto por parte
da industria e a visdo de ampliar o uso do fruto para comercializacado na forma
in natura além do uso no processamento (SILVA, 2013).

Atualmente a romazeira é cultivada em todo o mundo, em areas tropicais
e subtropicais, sob condi¢cfes climaticas variaveis, indicando a sua flexibilidade,
adaptabilidade e ampla gama de diversidade genética. Paises do Mediterraneo
sdo 0s principais centros de cultivo comercial de roméa, seguido por paises
asiaticos e da ex-URSS (SILVA et al., 2013).

N&o h& dados exatos disponiveis sobre a area e producdo no mundo,
devido a rapida expansdo de cultivo, embora estime-se que cerca de 1,5
milhdes de toneladas de frutos sao produzidos no mundo por ano (HOLLAND &
BAR-YAAKOV, 2008). A india ocupa o primeiro lugar no que diz respeito a area
de cultivo e producdo (CHANDRA et al., 2010b) e em termos de produtividade,
a Espanha ocupa o primeiro lugar (18,5 t.ha™), seguido pelos EUA (18,3 t.ha™).
O Ird ocupa o primeiro lugar nas exportacdes (60.000 t.ano™), seguida pela
india (35.176 t) (HOLLAND & BAR-YAAKOV, 2008; CHANDRA & JADHAV,
2009). Apesar de a Espanha ter pouca area de producdo (2000 ha), a sua
quota de exportacéo € de 37,8% da producao total (37 mil t), seguido por Israel
(23,5%) e os EUA (15,5%) (SILVA et al., 2013).

No Brasil os dados relativos ao seu plantio sdo escassos. Um dos

maiores pomares instalados com a cultura da roma no pais esta localizado nas
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varzeas de Sousa, Paraiba, com 44 ha manejados em campo sob sistema de
cultivo organico. Atualmente o pomar se encontra em fase de producéo e uma
das maiores preocupacgfes dos produtores € com a melhoria na qualidade dos
frutos e a implantacao de tecnologias para a conservagao dos mesmos (SILVA,
2013). No entanto, de acordo com o mesmo autor, para o estabelecimento e
manejo da cultura da roma em extensas &areas de producdo, € necessario o
conhecimento agrondmico do manejo da espécie, desde a instalacdo do
pomar, incluindo o estabelecimento das técnicas ideais de propagacao.

A roméazeira € tradicionalmente propagada por sementes ou estacas
(OLMEZ et al., 2007), sendo que as estaquias herbaceas e lenhosas as mais
utilizadas (CHAUHAN & KANWAR, 2012). A propagacao convencional de roma
foi revisada por Chandra & Babu (2010), porém a maioria dos estudos sobre
tém se centrado na capacidade de enraizamento de estacas em resposta a
hormbnios de enraizamento (OWIS, 2010). No entanto, este método nédo é
muito eficiente, uma vez que requer cerca de um ano para que as mudas sejam
transplantadas (NAIK et al., 1999).

A aplicacdo de técnicas de melhoramento convencional para arvores
frutiferas lenhosas é muitas vezes dificil, lento e demorado devido a elevados
niveis de heterozigosidade, o longo tempo de geracdo entre sucessivos
cruzamentos e a dificuldade em estabelecer estacas lenhosas (SINGH et al.,
2007). Estas dificuldades exigem o desenvolvimento de protocolos de
regeneracao rapida e eficiente para a propagacao in vitro de gendtipos
superiores (CHAUHAN & KANWAR, 2012).

Durante os dUltimos anos, técnicas de micropropagacdo tém sido
amplamente utilizadas para a propagacao de varias espécies de plantas (NAIK
et al., 1999). A técnica da micropropagacdo de frutiferas ajuda a superar
dificuldades de propagacéo vegetativa, proporcionando producéo rapida e em
massa de materiais de plantio (SAMIR et al., 2009) e permite ainda,
propagacdo em massa de gendtipos superiores de variedades selvagens e
cultivadas. No entanto, a aplicacdo bem sucedida dessa técnica para a
engenharia genética de roma ainda é limitada (CHAUHAN & KANWAR, 2012).

Por isso, varios estudos tém sido realizados sobre micropropagacéo de
roméazeira ao longo dos ultimos anos. Protocolos foram desenvolvidos para a

regeneracao de plantulas in vitro (SAMIR et al., 2009), através proliferacao de
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segmentos nodais e apices (MURKUTE et al.,, 2004) e nos cotiledonares
(SHARON & SINHA, 2000). A regeneracdo de mudas in vitro também é uma
opcdo e pode ocorrer através de organogénese de calos derivados de
segmentos foliares, entrends, hipocaétilos (DEEPIKA & KANWAR, 2010),
cotilédones, embrides (KANWAR et al., 2010), anteras (MORIGUCHI et al.,
1987), pétalas (NATARAJA & NEELAMBIKA, 1996) ou por meio de
embriogénese de varios explantes de plantulas (JAIDKA & MEHRA, 1986).

De acordo com Silva et al. (2013), a micropropagacdo de roma é
moderadamente dificil devido a exsudacdo de compostos fendlicos que
resultam em escurecimento, necrose do explante, contaminagdo microbiana
sistémica ou latente e recalcitrancia in vitro dos tecidos. A regeneracdo da
recalcitrancia in vitro é resultado de uma acumulacdo de etanol no explante e
pode ser superado por adicao de inibidores de etileno, como exemplo, o uso de
nitrato de prata (KANWAR et al., 2010), ou ainda o uso de adsorventes, como o
carvao ativado, adicdo de antioxidantes ao meio de cultura ou de imersao de
explantes em solucdo antioxidante (MURKUTE et al., 2004; EL-AGAMY et al.,
2009). As principais técnicas para reduzir contaminagfes fendlicas
relacionadas ao estabelecimento in vitro de tecidos de roméa sdo o subcultivo
rapido de explantes em meio fresco, o uso de antioxidantes e o cultivo de
partes de plantas juvenis (SILVA et al., 2013).

Segmentos nodais sdo 0s explantes ideais para propagar roméazeira
(BHOJWANI & RAZDAN, 1983), apesar de apices caulinares e gemas axilares
serem mais amplamente empregados na literatura. Meristemas apicais podem
ser cultivados com sucesso em meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
suplementado com 2,0 mg.L” de 6-benziladenina (BAP) e de 30 g.L* de
sacarose. Em geral, o MS é o meio basal mais comumente utilizado para a
micropropagacao de roméa, enquanto que a metade do MS, WPM (LLOYD &
McCOWN, 1980) e B5 (GAMBORG et al., 1968) tém sido relatados como
sendo (teis para algumas variedades (NAIK & CHAND, 2011).

Em romézeira, uma combinacgdo de citocinina e auxina geralmente tém
sido empregadas para o estabelecimento e multiplicacdo da cultura, enquanto
as auxinas geralmente sdo essenciais para um enraizamento adequado (SILVA
et al., 2013). Segundo Naik et al. (1999), o desenvolvimento da parte aérea ndo

€ induzido a partir dos nés cotiledonares em meio MS sem a presenca de
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reguladores de crescimento, logo, concluiram que a incorporacdo de uma
citocinina ao meio foi essencial para induzir a proliferacao axilar brotos de nés
cotiledonares.

Naik et al. (1999) testaram a proliferacdo de brotos da cultivar de roma
‘Ganesh’ usando segmentos nodais de caule retirados de uma planta adulta.
Eles testaram trés citocininas (BAP, zeatina e thidiazuron), e constataram maior
nimero de brotos desenvolvidos em um meio contendo 2,0 mg.L™ de zeatina.
No entanto, as limitacbes desse protocolo foi o escurecimento do meio de
cultura, seguido de necrose dos explantes e a producdo de um numero de
rebentos por explante (NAIK et al., 1999). Um ano depois, Naik et al. (2000)
obtiveram elevada proliferacdo de ramos e regeneracao de plantas a partir dos
nos cotiledonares estabelecidos, e com isso, diminuiram as contaminacdes. O
desenvolvimento da parte aérea foi induzido em meio MS suplementado com
2,3- 23,0 uM BAP ou Kin (cinetina) e ambos, tipo e concentracao de citocinina,
influenciaram significativamente a proliferacéo de ramos.

Singh & Khawale (2006) relataram que segmentos nodais semi-lenhosos
de roméazeira 'Jyoti' tiveram maior taxa de estabelecimento quando cultivadas
em metade do meio MS suplementado com 1,0 mg.L™ BAP + 1,0 mg.L™ Kin,
juntamente com 200 mg.L™ de carvdo ativado. CHAUGULE et al. (2007)
testaram a propagacao in vitro de romazeira '‘Mridula' e os 4pices caulinares e
segmentos nodais coletados de arvore maduras foram cultivadas em meio MS
suplementado com ANA e BAP em concentracdo e combinacdes diferentes.
Segmentos nodais foram importantes para a regeneracdo de 'Bhagava' em
meio baseado em MS na presenca de 0,2 — 2,0 mg.L™ de BAP, 0,1 — 1,0 mg.L™
de ANA e 0,5 — 2,5 mg.L™ de nitrato de prata (AgNO3) (PATIL et al., 2011).

A formulagdo de MS é a forma mais comumente utlizada para
propagacdo in vitro de genoétipos de romd, embora algum sucesso foi
alcancado com WPM (KAJI et al., 2013). Em adi¢&o a isso, Samir et al. (2009)
também constataram que WPM é melhor para o crescimento vegetativo em
comparagao com os meios MS e NNN.

Para os explantes nodais cultivadas em meio MS com diferentes
concentracdes de BAP (0,2 a 2,0 mg.L™), a mais alta resposta de crescimento

médio (99%) foi registrada em meio MS contendo BAP (1,8 mg.L™), enquanto
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4-6 brotos por explantes com maior comprimento da parte aérea (0,7 - 1,9 cm),
foram encontrados na mesma concentracao (PATIL et al., 2011).

Em relacdo ao enraizamento in vitro, varios fatores que favorecem a
iniciacao radicular foram testados, como o AIB e o AIA (SILVA et al., 2013). A
auxina AIB foi a mais eficaz entre todos os tipos de auxina, em contraste, a AlA
apesar de ser natural foi menos eficaz, pois ficou degradada devido a luz. Naik
et al. (2000) relataram que a adicado de auxina para o meio foi essencial para o
enraizamento in vitro e que a iniciagao radicular ocorreu dentro de 10-15 dias
em meio meia MS suplementado com 0,54-5,4 uM ANA e o maior niumero de
raizes (10,33 raizes.parte aérea™) ocorreu em meio contendo 0,54 pM ANA
(SINGH et al. 2012).

Kantharajah et al. (1998) mostraram que o nivel de sal mais baixo em
meio de cultura teve efeito benéfico sobre o enraizamento in vitro. Eles
obtiveram tanto maior enraizamento, como maior numero de raizes por
explante em WPM suplementado com 2 mg.L™* ANA. Singh e Khawale (2006)
sugeriram o0 uso de sacarose no meio de cultivo, ja que favorece o
enraizamento, ou seja, 0 meio contendo 2,0 mg.L™* AIB, 200 mg.L™" carvdo
ativado e 40 g.L™ de sacarose resultou a melhoria da qualidade de raiz.

Em contrapartida, Chaugule et al. (2007) sugeriram a suplementacao de
auxina em 0,5 mg.L™, independentemente do seu tipo. Singh et al. (2007)
atingiram bom enraizamento (70,37%) com fontes duplas auxina, ou seja, AlB e
ANA, para o0 meio de enraizamento. No entanto, Damiano et al. (2008)
constataram que o nivel de auxina eficaz varia de 0,75 a 2,0 mg.L™ ou sintética
ou natural (AIB ou AlA) para 'Mridula’.

Naik et al. (1999) relataram entdo, que a adicdo de uma auxina para o
meio foi essencial para induzir 0 enraizamento nos brotos e que a iniciagao
radicular ocorreu dentro de 10 £ 15 dias em meio MS suplementado com ANA,
dessa forma, a analise de variancia mostrou que o numero de raizes foi
significativamente influenciado pela concentracdo de ANA usada.

Tendo em vista o0 alto heterozigosidade em plantas derivadas de
sementes de arvores de fruto, em geral, um sistema de regeneracdo baseado
em nos cotiledonares pode ser uma estratégia eficiente para obter variantes
somaclonais de roma que possuem tracos agronomicamente desejaveis (NAIK
et al., 1999).
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2. MIRTILEIRO

Membro da familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e género
Vaccinium (TREHANE, 2004), o mirtileiro € uma fruteira nativa dos Estados
Unidos e Canada, sendo considerada uma cultura recentemente explorada
economicamente pelo homem, j4 que até o inicio do século XX seu uso era
apenas extrativo nas matas destes paises (SANTOS, 2009).

Conforme Hoffmann & Antunes (2007), atualmente, a expansao da area
esta associada com o elevado valor agregado dos frutos, o aumento do
interesse pelos mercados interno e externo, aos restritos problemas
fitossanitarios e a ampla possibilidade de industrializacdo na forma de geleias,
sucos, frutas congeladas, polpas e licores.

Entretanto, apesar da grande importancia comercial em outros paises, é
ainda incipiente no Brasil (RIGON, 2005; MONTEIRO, 2006), concentrando-se
em algumas regides do Sul e Sudeste (ANTUNES, 2005), com maior presenca
nos estados do Rio Grande de Sul, Santa Catarina, e também no Parana, Sao
Paulo e Minas Gerais (CANTUARIAS-AVILES et al., 2014). No Brasil, a cultura
foi introduzida na década dos anos 80 no Rio Grande do Sul, embora a maior
expansao do cultivo comercial de mirtilos na regido Sul tenha-se iniciado
apenas na década de 2000, motivada pela crescente demanda mundial e pelos
atrativos precos da fruta fresca no mercado europeu (CANTUARIAS-AVILES et
al., 2014).

No entanto, a area plantada ainda é pequena, principalmente devido a
indisponibilidade, baixa qualidade e ao pre¢co das mudas, situacao decorrente
da dificuldade de propagacédo da maioria das cultivares (TREVISAN et al.,,
2008).

O mirtileiro € uma planta perene de clima temperado e requer baixas
temperaturas para superar o periodo de dorméncia (SOUZA, 2011), por isso,

durante o inverno, o requerimento em frio deve ser satisfeito para que na
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primavera os dias longos e altas temperaturas possam induzir novas brotacoes,
tanto das gemas reprodutivas quanto vegetativas (LYRENE, 2006).

Segundo Darnell (2006), o crescimento e desenvolvimento da cultura
sdo influenciados por fatores climaticos como intensidade Iuminosa,
fotoperiodo, temperatura e disponibilidade de agua. Além disso, a cultura
necessita de solos &cidos, com pH entre 45 e 55 para seu adequado
desenvolvimento, assim como, solos profundos e bem drenados.

A maior parte dos mirtileiros plantados no Sul do Brasil ainda
corresponde a variedades do tipo Rabbiteye ou olho-de-coelho, que sé&o
variedades antigas e de mediana exigéncia de frio hibernal, com bom
desempenho para os fruticultores locais, no entanto, estas variedades né&o
conseguem produzir adequadamente em regides com menos de 200 horas de
frio anual (CANTUARIAS-AVILES et al., 2014).

O estudo da fenologia em espécies frutiferas tem como objetivo
caracterizar a duracdo das suas fases de desenvolvimento em relacdo ao
clima, especialmente as variacbes estacionais, e é utilizado para interpretar
como as culturas interagem com as diferentes regides climaticas. Ela pode ser
definida como uma abordagem baseada no inicio e na duracdo de alteracdes
visiveis no ciclo de vida das plantas, correlacionadas com fatores climéticos
(LARCHER, 2006).

Em mirtileiro, as épocas de floracdo e maturacdo podem variar
conforme o ano e local (SMOLARZ, 2006; HUMMER et al., 2007). Estudos
demonstram ainda, que dependendo da cultivar, em diferentes locais e
acumulo de horas de frio, o periodo de florescimento pode variar em até 24
dias (NESMITH, 2006). Desta forma, entende-se que para essa cultura, ha
variacdo na fenologia, ja que depende dos fenbmenos climaticos e também, do
acumulo de horas de frio.

Por esse motivo, torna-se importante levar em consideracao o padréo
fenolégico para a escolha das cultivares mais adaptadas as condi¢des
edafoclimaticas locais, proporcionando o aumento do periodo de oferta de
frutos ao mercado, escalonamento de producdo, além de adaptacdo das
tecnologias aquelas condicdes (SILVA et al., 2006).

Alguns fatores dificultam a expansao do mirtileiro no Brasil, tais como as

condi¢gbes de clima e solo, o crescimento lento da planta, as dificuldades no
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manejo da colheita e a falta de mudas, devido a dificuldades de propagacéo em
algumas cultivares e ainda, o pouco conhecimento técnico sobre a cultura
(PENA et al., 2012). Entre os fatores limitantes & expanséo da cultura, destaca-
se a dificuldade de propagacdo da maioria das cultivares, o que reduz a
disponibilidade de mudas para comercializacdo, agravado pela baixa qualidade
e alto custo das mesmas (HOFFMANN, 1994; COUTINHO et al., 2007;
TREVISAN et al., 2008).

O método de propagacdo é fundamental para garantir uma muda de
qualidade, porém a resposta desta muda, quando colocada a campo, deve ser
considerada, por esse motivo diversos estudos tém sido conduzidos em todo o
mundo com diferentes fruteiras (SOUZA, 2011). Essa questdo € de grande
importancia para a producdo de mirtilos, pois de acordo com a literatura, o
comportamento a campo de mudas propagadas de diferentes formas, varia de
acordo com as cultivares e locais de plantio destas.

No Brasil, a produgdo comercial de mudas € realizada por meio de
estaquia, através de estacas herbaceas, lenhosas e semilenhosas, mas os
resultados praticos sado insatisfatorios e bastante variaveis de acordo com a
cultivar (FACHINELO, 2008; MARINO et al.,, 2014). Algumas praticas sao
necessarias para aumentar a eficiéncia deste método, como o uso de acido
indolbutirico (AIB), onde as bases das estacas sdo imersas, antes do plantio;
corte ao meio da(s) folha(s) da estaca e controle de temperatura e umidade do
ar, com um sistema nebulizagdo no ambiente em que ficam acondicionadas,
por exemplo.

Outra técnica quem vem sendo utilizada em escala comercial e com
resultados satisfatérios para a producdo de mudas de mirtilo no Uruguai, € a
micropropagacao, em resposta a crescente demanda por parte de viveiristas e
produtores (CASTILLO et al.,, 2004). O cultivo in vitro tem o potencial para
produzir grande namero de plantas mais rapidamente do que por meio de
estacas enraizadas, e, além disso, a cultura de tecidos de plantas pode ser
realizada ao longo de todo o ano (ISUTSA & PRITTS, 1994; MILLER et al.,
2006).

De acordo com Schuch & Erig (2005), a aplicacdo desta técnica €
importante devido a elevada qualidade fitossanitaria e homogeneidade das
plantas produzidas, porém o custo final desta muda é elevado, jA que o
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material vegetal utilizado para a propagacdo in vitro fica submetido as
condi¢cdes controladas de luz, fotoperiodo e temperatura, interagindo com
substancias orgéanicas, como 0s hormonios, que desempenham importante
funcdo na regulacdo do crescimento. Albert et al. (2009) citam a
micropropagacao como uma alternativa quando tem-se um limitado nimero de
plantas matrizes ou quando se necessita de grande numero de plantas com
uniformidade e qualidade.

As mudancas no habito de crescimento das plantas micropropagadas
da espécie Vaccinium e outros pequenos frutos tém sido relatados, porém,
avaliacdes de desempenho a campo de plantas derivadas da cultura de tecidos
séo limitadas e os resultados sdo variaveis e contraditorios (DEBNATH, 2007).

Para a producao de frutas de qualidade nas regides de clima temperado
no Brasil sdo necessarios, entre outros aspectos, estudos do manejo, para
adapta-las as condi¢cdes de inverno ameno e com oscilagdo de temperatura,
muito frequentes nas principais regioes produtoras (FACHINELLO et al., 2011).

Devido a escassez de estudos referentes ao manejo de poda de
mirtileiro especifico para as condic6es do Sul do Brasil, o setor produtivo utiliza
informagdes nao validadas pela pesquisa nacional e o sistema de poda do
mirtileiro utilizado no pais se fundamenta em estudos realizados em locais com
condic¢Bes edafoclimaticas distintas da nossa realidade (RADUNZ et al., 2014).

A realizacdo da poda € uma pratica de manejo que visa manter a
producdo e a qualidade dos frutos estaveis ao longo dos anos; melhorar a
circulagdo de ar; diminuir a incidéncia de doengas ou mesmo aumentar a
qualidade funcional do fruto, pela maior penetracédo da radiagéo solar; além de
manter 0S ramos mais grossos e vigorosos, tornando-os mais produtivos
(PESCIE et al., 2011; YARBOROUGH, 2008).

Essa técnica € realizada com o objetivo de equilibrar a parte aérea da
planta, com o desenvolvimento das raizes e a producado de frutos (SANTOS &
RASEIRA, 2002). Uma grande quantidade de ramos resultara numa grande
producéo de frutos, porém com qualidade inferior. A poda tem, também, como
objetivo, a abertura do centro da planta (SERRADO et al., 2010).

A intensidade da poda de frutificacdo determina como sera o

crescimento vegetativo durante a primavera e verao e, quanto mais drastica,
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maior nimero de ramos vegetativos e menor quantidade de frutos serdo
formados (ALBERT et al., 2010).

Estudos recentes vém sendo realizados com a cultura e estéo
relacionados principalmente com intensidades e épocas distintas de poda, a fim
de estabelecer a forma mais adequada dessa técnica, para cada grupo ou
cultivar de mirtileiros (SOUZA et al., 2014; RADUNZ et al., 2014; JORQUERA-
FONTENA et al., 2014; ALBERT et al., 2010). Isso confirma que a intensidade
de poda, por exemplo, tem uma grande influéncia sobre importantes atributos
de qualidade de frutos de mirtileiros (RETAMALES & HANCOCK, 2012) através
do equilibrio da relacéo entre frutos e copa da planta.

A fenologia da cultura é um aspecto muito importante a ser estudado
também, visando o conhecimento das épocas de floracdo, frutificacdo e
colheita dos frutos, jA que essas fases fenologicas variam de acordo com a
cultivar, devido as diferentes exigéncias em horas de frio acumuladas.

Os frutos devem ser colhidos em estadgio de maturagcdo completa, ou
seja, quando as frutas apresentavam coloracao violeta uniforme e presenca de
pruina (SOUZA et al., 2011). As determinacfes de pH, da acidez e do teor de
sélidos soluveis, contribuem para a apreciacdo objetiva do sabor dos frutos. O
pH, geralmente inferior a 4,5 aumenta no decorrer do amadurecimento e
influéncia as caracteristicas organolépticas e a capacidade de conservacéo dos
frutos.

O mirtileiro produz frutos com diametro entre 8 e 22 mm, de sabor
agridoce (CHILDERS & LYRENE, 2006), com diversas propriedades
nutracéuticas e alto potencial antioxidante, em razdo da presenca de
compostos fendlicos (KALT et al., 2007) e segundo Sellappan et al. (2002), a
combinacéo das 11 antocianinas presentes no mirtilo respondem por 56,3% do
valor total de capacidade antioxidante do fruto.

Estes pequenos frutos sao conhecidos por suas propriedades
nutracéuticas, atribuidas ao alto teor e grande diversidade de antioxidantes
naturais e polifendis, ultrapassando outros alimentos funcionais, além de serem
ricos em vitaminas e minerais (CANTUARIAS-AVILES et al., 2014). Outras
partes da planta também possuem propriedades medicinais, podendo ser
utilizadas folhas, flores e raizes no preparo de chas e extratos, no entanto, os

frutos sdo os oOrgdos que contém mais antioxidantes. Nos Ultimos anos, 0s
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mirtilos tém-se popularizado tanto pelas suas propriedades medicinais quanto
pela sua grande versatilidade culinaria, passando a ser um ingrediente muito
procurado em todo o mundo para elaboragéo de pratos de alta gastronomia, e
utilizados também na fabricacdo de chas, tortas, bolos, pudins, biscoitos,
sorvetes, geleias e compotas (CANTUARIAS-AVILES et al., 2010).

O mirtilo muito apreciado devido ao seu sabor exdético, seu valor
econdmico e seus poderes medicinais, sendo conhecido como o fruto da
longevidade, caracteristica conferida devido ao alto conteudo de antocianidinas
contidas nos pigmentos hidrossoliveis de cor azul-parpura do fruto
(VIZZOTTO, 2009). Do grupo das pequenas frutas, que abrange as culturas
morango, framboesa, mirtilo e amora-preta, o mirtilo € classificado como a fruta
mais rica em antocianinas, com teores que variam de 93 a 280 mg de
cianidina.100 g de fruto fresco conforme a cultivar (CONNOR et al., 2002).

De acordo com Zheng & Wang (2003), o alto nivel de capacidade
antioxidante encontrado no mirtilo, ajuda a neutralizar os radicais livres, o0s
quais sdo moléculas instaveis que estdo ligadas ao aparecimento de um
grande numero de doencas degenerativas e crdnicas ndo transmissiveis e
condicdes que predispdem ao surgimento de doengas cardiovasculares,
cancer, deficiéncia cognitiva, disfuncdo imunoldgica, e cataratas.

Em estudos semelhantes, realizados no Brasil, na Universidade Federal
do Rio Grande do Sul (UFRGS) por Ramirez et al. (2005), observou-se que 0s
polifendis encontrados no mirtilo sdo capazes de reverter declinios na traducao
de sinais neuronais, bem como déficits no sistema motor e cognitivo. Sendo
assim, dietas que contenham mirtilo podem prevenir problemas relacionados a
doencas neurodegenerativas que incluem o Mal de Alzheimer, Mal de
Parkinson e esclerose lateral.

Zheng & Wang (2003) identificaram um grande numero de compostos
fendlicos presentes no mirtilo, nos quais compreendem &cidos fendlicos e
flavonoides. Dentre os flavonoides, destaca-se a alta concentracdo de
antocianinas presentes na casca, caracterizando este fruto como uma matéria-
prima para producédo de corante natural (SEVERO et al., 2009).

O teor de antocianinas pode apresentar-se como um critério de escolha
de cultivares, além da produtividade, em razdo dos beneficios a saude. Além

da variacdo do teor de antocianinas entre cultivares, o sistema de cultivo
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também pode influenciar e estudos comprovam que além das cultivares,
ocorrem diferengcas entre os ambientes, bem como o0 sistema de cultivo,
influenciando no teor de antocianos e flavondides em frutas e hortalicas
(CALVETE et al., 2008).

Entretanto, a composicao fendlica do mirtilo, apresenta grande variacao
qualitativa e quantitativa. Varios trabalhos demonstraram que esta variacao é
dependente de fatores intrinsecos (género, espécie e cultivar) e extrinsecos
(condicdes ambientais e de cultivo, manejo e condi¢cdes de armazenamento)
(GIOVANELLI & BURATTI, 2009). Além disso, fatores como a complexidade
dos compostos fendlicos, métodos de extracdo e quantificacdo também podem
afetar a composicdo deste grupo de compostos e a alteracdo no conteldo
fendlico tem como consequéncia direta uma grande variabilidade na atividade
antioxidante apresentada por esta fruta (RODRIGUES, 2009).
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CAPITULO 1

Micropropagacao de romazeira

Introducao

A romazeira, Punica granatum L., € um arbusto lenhoso e ramificado,
pertencente a familia Punicaceae que tem sido plantada mundialmente em
regides de clima tropical e subtropical (PEREIRA et al., 2006).

A roma estd sendo cada vez mais explorada devido ao seu valor
nutricional e propriedades medicinais, além de ser utilizada como uma planta
ornamental (JAYESH & KUMAR, 2004; JOHANNINGSMEIER & HARRIS,
2011). Acrescido a isso, € uma fruta rica em acidos fendlicos, flavonoides e
antioxidantes que Ihe ddo a cor avermelhada, é rica em vitaminas A, E (a-
tocopherol) e C (acido ascorbico), B-caroteno, potassio, acido félico e polifendis
(JADON et al., 2012). De acordo com 0s mesmos autores, o suco da roméa
possui atividade antioxidante trés vezes maior do que o cha verde ou vinho
vermelho, podendo ser usado contra Ulceras, dores de ouvido, disenteria e
lepra.

Geralmente é propagada por sementes ou por estacas lenhosas, no
entanto, a micropropagacdo € uma técnica que permite a obtencdo de
explantes com a mesma constituicdo genética e em um curto espacgo de tempo,
pois se tem um maior controle das condi¢cdes de cultivo (OLMEZ et al., 2007;
SAMIR et al., 2009). Essa técnica, durante os ultimos anos, tem sido
amplamente utilizada para a propagacdo de diversas espécies de plantas,
principalmente aquelas com maior dificuldade na producdo de mudas.

Entretanto, de acordo com Dias et al. (2013), estudos sobre a propagacao in
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vitro de romdazeira ainda Sd0 escassos e hecessdarios para a obtencdo de
mudas com qualidade genética.

A micropropagacdo de romad é moderadamente dificil devido a
exsudacao de compostos fendlicos que resultam em escurecimento, necrose
do explante, contaminacdo microbiana sistémica ou latente e recalcitrancia in
vitro dos tecidos (SILVA et al.,, 2013). As principais técnicas para resolver
problemas fendlicos relacionados ao estabelecimento in vitro de tecidos de
roma, sdo o subcultivo rapido de explantes em meio fresco, 0 uso de
antioxidantes e o cultivo de partes de plantas juvenis. Explantes de nos
cotiledonares excisados de plantulas axénicas podem ser usados com sucesso
para o cultivo in vitro de romézeira, diminuindo drasticamente a contaminacao
bacteriana (NAIK et al., 2000).

Logo, diante deste contexto, neste estudo se propds avaliar o cultivo in
vitro de plantulas de roméazeira (Punica granatum L.), em diferentes meios de
cultura, com presenca ou ndo de sacarose, da citocinina 2iP e do regulador de
crescimento dikegulac de sddio, além da influéncia de auxina no enraizamento

dos explantes.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de Propagacdo de Plantas
Frutiferas, da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel), localizado em Pelotas — RS (31° 48 11" S; 52° 24’
53" W).

Foi divido em trés partes: estabelecimento das sementes, multiplicacdo
dos explantes — primeiramente com uso de da citocinina 2iP e posteriormente
com o regulador de crescimento dikegulac de sédio — e enraizamento dos
explantes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em todas
as etapas. Nas duas primeiras (estabelecimento e multiplicacdo com 2iP)os
tratamentos abrangeram dois meios de cultura (MS - MURASHIGE & SKOOG,
1962 e WPM - LLOYD & McCOWN, 1980) e nas duas ultimas, multiplicacéo e
enraizamento, o meio de cultura utilizado foi o WPM.

No primeiro experimento foi testada a presenca e auséncia de sacarose

nos meios de cultura, sendo um fatorial 2 x 2, com cinco repeti¢cdes de vinte
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explantes cada, totalizando quatro tratamentos.No segundo estudo, diferentes
concentracdes de 2-isopenteniladenina (2iP — 0, 1, 2 e 3 mg.L™?) foram
comparadas, caracterizando um fatorial 2 x 4, com cinco repeticdes compostas
de cinco explantes cada.E por seguinte, ainda no processo de multiplicacéo,
verificou-se a influéncia do regulador dikegulac de sodio (sodium salt of 2,3:4,6-
bis-O-(1-methylethylidene)-aL-xylo-2-hexulofuranosonic), em seis
concentracdes distintas: 0; 16,9; 33,8; 66,7; 100,5 e 133,4 uM, representando
um monofatorial de seis tratamentos. Ja no enraizamento, 0 Unico fator em
estudo foi a concentracdo de acido 3-indolbutirico (AIB — 0,0; 0,5; 1,0 e 1,5
mg.L™), com cinco repeticbes de cinco explantes cada.

Foram colhidos frutos de uma Unica planta, visando a reducdo de
variabilidade genética, j& que a romazeira possui polinizacdo cruzada e assim,
as sementes foram retiradas, com auxilio de uma pinca e posteriormente,
higienizadas com agua destilada e mantidas em temperatura ambiente até
secar. Dessa forma, em um primeiro momento, realizou-se a desinfestacao das
sementes em camara de fluxo laminar, onde essas foram imersas em alcool
70% sob agitacdo por 30 segundos, para posterior imersdo em hipoclorito de
sédio na concentracdo de 2,5% de cloro ativo, com adicdo de duas gotas de
Tween 20, durante 15 minutos. Na sequéncia, o material desinfestado passou
por triplice lavagem em agua destilada e autoclavada.

Posteriormente, as sementes foram transferidas para tubos de ensaio,
em dois tipos de meio de cultura: MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e WPM -
Wood Plant Media (LLOYD & McCOWN, 1980). Além dos sais e vitaminas
caracteristicos de cada meio de cultivo, adicionou-se 100 mg.L™ de mio-inositol
e nos tratamentos que continham sacarose foi acrescido ao meio 30 g.L’
'destafonte de acticar. O pH foi ajustado para 5,8 antes da adicédo do agar na
concentracdo de 6,0 g.L” e, em seguida, realizou-se a autoclavagem dos
meios de cultura a 121°C e 1,5 atm de presséo, por 20 minutos.

Apés a inoculagcdo, as sementes foram mantidas no escuro, com
temperatura de 25 £ 2°C, por um periodo de sete dias, visando a reducédo da
oxidacdo fenolica. Em seguida, foram transferidas para sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 *+ 2°C e intensidade luminosa

de 27 ymol.m?s™.
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Ap6s 180 dias, no estabelecimento das sementes, as Vvariaveis
analisadas foram: germinacgdo; contaminac¢des fungica e bacteriana; oxidacao;
presenca de folhas e radiculas; nimero médio de brotacdes; comprimento da
maior brotacéo e radicula; e comprimento médio das radiculas e brotacdes.

Em um segundo momento, apos o estabelecimento da cultura in vitro, os
explantes de romézeira foram transferidos para frascos de 250 mL contendo 30
mL de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e WPM - Wood
Plant Media (LLOYD & McCOWN, 1980), com a mesma metodologia ja citada
anteriormente, entretanto, diferiram também quanto a concentracdo da
citocinina 2iP (0, 1, 2 e 3 mg.L™), com cinco explantes por frasco e cinco
repeticdes cada. Da mesma forma, os frascos foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 * 2°C e
intensidade luminosa de 27 pumol.m?s™, por 180 dias. Ap6s esse periodo,
avaliou-se: presenca de calos; numero de folhas, brotacdes e raizes; e
comprimento da maior brotacgéo e raiz.

Na segunda parte do estudo de multiplicacdo dos explantes de
romazeira, adicionou-se ao meio de cultivo WPM (LLOYD & McCOWN, 1980)
dikegulac de sodio em seis concentracfes diferentes: 0; 16,9; 33,8; 66,7; 100,5
e 133,4 uM). Como ja citado, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 + 2°C e
intensidade luminosa de 27 pmol.m?s™ e apds 180 dias, as variaveis avaliadas
foram: comprimento das brotacfes e raizes, numero de folhas, brotacbes e
raizes.

Para a etapa de enraizamento dos explantes, o experimento foi
delineado inteiramente ao acaso, com um unico fator avaliado (doses de AIB -
acido 3-indolbutirico: 0; 0,5; 1,0 e1,5 mg.L™), em meio de cultura Wood Plant
Media (LLOYD & McCOWN, 1980), ja citado e testado em etapas anteriores ao
estudo. Para cada tratamento, foram utilizadas cinco repeticbes com cinco
explantes em cada frasco. Apds um periodo de 180 dias, onde os explantes
ficaram em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de
25 + 2°C e intensidade luminosa de 27 pmol.m?s™, verificou-se o nimero de
raizes presentes por explantes e também, o comprimento destas.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey com 5% de
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probabilidade de erro, através do programa estatistico WINSTAT (MACHADO
& CONCEICAO, 2007). Os dados em porcentagem foram transformados em
arco seno da raiz quadrada de x/100, e os valores provenientes de contagem
foram transformados na raiz quadrada de x+0,5, onde x, em ambos 0s casos, é
o percentual obtido de cada variavel. E as variaveis da etapa do enraizamento
dos explantes, além da comparagcdo pareada, foram submetidas a analise de

regresséo polinomial.

Resultados e Discusséo

No primeiro estudo houve efeito da interacdo entre os fatores para as
variaveis: presenca de radicula e comprimento médio de brotacbes, j4 as
outras variaveis foram analisadas levando em conta os fatores principais.

Durante o processo de estabelecimento das sementes ndo ocorreram
oxidacdo e contaminacdes fungica e bacteriana das sementes (Tabela 1),
contrapondo-se aos estudos obtidos por Chaves et al. (2005) e Chauhan &
Kanwar (2012), que demonstram que um dos maiores entraves no cultivo in
vitro é a dificuldade de obter tecidos livres de contaminacéo, principalmente de
bactérias. De acordo com Silva et al. (2013) a micropropagacdo de roma
utilizando explantes oriundos de segmentos nodais é dificultado devido a
exsudacdo de compostos fendlicos que resultam em escurecimento, necrose
do explante, contaminacdo microbiana e recalcitrancia in vitro dos tecidos. No
intuito de reduzir esse problema Naik et al. (2000) estabeleceram protocolo de
regeneracao de plantas in vitro de roma usando nos cotiledonares e com isso,
eliminaram o problema com contaminagdes. Da mesma forma, Dias et al.
(2013), constataram que as contaminagcfes dos explantes da romazeira, ao
longo do periodo do cultivo, ndo constituiram impedimento ao estabelecimento

in vitro da cultura.
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Tabela 1. Oxidacgéo (OXID - %), contaminacao fungica (CF - %), contaminacao
bacteriana (CB - %) e germinacdo (GERM - %), durante o
estabelecimento in vitro de sementes de roméazeira. Pelotas — RS,

2015.
OXID CF CB GERM
MS 1,22 ™ 100 ™ 100 ™ 252 a*
WPM 1,23 ™ 100 ™ 101 ™ 243 b

Sem sacarose 1,24 ™ 100 ™ 100 "™ 246 ™
Com sacarose 120 ™ 100 ™ 101 ™ 250 ™

CV (%) 7,82 0,27 1,19 3,04

* Significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" nao significativo.

Em relacdo a variavel germinacdo de sementes demonstrada na tabela
1, verifica-se que nado houve interacdo entre ambos os fatores, em
contrapartida o meio de cultura no qual proporcionou maior porcentagem de
germinacao de sementes foi o MS, com germinacéo de aproximadamente 99%.

De acordo com a Tabela 2, o meio de cultura MS proporcionou um maior
comprimento das brotacfes, provavelmente pela maior concentracdo de sais
presentes neste, porém, para as variaveis numero médio de brotacbes e de
explantes com brotacdo e presenca de folhas, ndo diferiram estatisticamente
entre os dois meios de cultura. De acordo com Chauhan & Kanwar (2012), a
formulacdo de MS é a forma mais comumente utilizada para propagacao in
vitro de genotipos de romd, embora algum sucesso foi alcancado com WPM.
Em geral, o MS é o meio de cultura mais comumente utlizado para a
micropropagacao de roma, entretanto os meios de cultivo metade de MS e
WPM também tém sido mostrados como sendo favoraveis para a propagacao
da cultura (SILVA et al., 2013).
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Tabela 2. Presenca de folhas (PF - %), nimero médio de brotagbes (NMB),
namero de explantes com brotacées (NEB) e comprimento médio
de brotacdes (CMB - cm) durante o estabelecimento in vitro de
sementes de romazeira. Pelotas — RS, 2015.

PF NMB NEB CMB
MS 1,52 ™ 1,60 280 ™ 3,59 a
WPM 159 ™ 1,50 " 259 ™ 3,06 b

Sem sacarose 1,36 ™ 1,24 b- 242 b 3,05 b

Com sacarose 1,75 ™ 1,86 a 298 a 3,59 a
CV (%) 12,87 13,54 12,14 14,13
*Significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

ns

nao significativo

Y

No que diz respeito a presenca de sacarose no meio de cultura, as
variaveis presenca de folhas verdadeiras, nimero de explantes com brotacdes,
namero médio de brotacbes e comprimento da maior brotacdo apresentaram
valores superiores no meio de cultura com sacarose. Respostas semelhantes
foram obtidas com Passiflora giberti, onde Faria et al. (2006) observaram maior
crescimento in vitro na presenca de sacarose. ISso ocorre, jA que esse acucar
favorece o desenvolvimento das brotagdes in vitro por ser uma fonte de
carbono prontamente disponivel. A necessidade de adicdo de sacarose no
meio de cultura tem sido estudada em diferentes espécies por varios autores,
como por exemplo, em helicbnias, onde Torres et al. (2005) observaram que
em meio suplementado com sacarose, nas concentracfes de 1%, 2% e 3%
houve crescimento e desenvolvimento da parte aérea e de raizes adventicias,
diferente dos tratamentos sem suplementacdo de acucar no meio de cultivo.

Na Tabela 3, que trata da fase de enraizamento in vitro, verifica-se que
para o comprimento médio das radiculas ndo houve diferenca estatistica entre
0S meios e presenca de sacarose. Em contrapartida, levando em consideragéo
o comprimento da maior radicula, o meio de cultivo com sacarose foi mais
favoravel para o desenvolvimento radicular. Entretanto, deve-se salientar que o
excesso de sacarose pode ser prejudicial, pois inibe a sintese de clorofila,
reduzindo a capacidade fotossintética das culturas (YAMADA & SATO, 1978) e
a reducdo de sua concentracdo pode ser economicamente favoravel,

especialmente para a produgcéo comercial de mudas (HOFFMANN, 1999).
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Tabela 3. Comprimento médio das radiculas (CmR - cm) e comprimento da
maior radicula (CMR - cm) de explantes de romazeira
estabelecidos in vitro. Pelotas, RS — 2015.

CmR CMR
MS 2,22 ns 2,34 ns
WPM 2,00 ns 2,10 ns
Sem sacarose 1,95 ns 1,95 b’
Com sacarose 2,27 ns 2,49 a
CV (%) 17,57 19,39

*Significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" nao significativo

Como pode ser visualizado na Tabela 4, em ambos meios de cultura,
houve maior emissdo de radiculas com a presenca de sacarose. Entretanto,
com uso de sacarose, obteve-se maior nimero de radiculas no meio de cultivo
WPM. Resultados semelhantes foram encontrados em 2002 por Pio et al., onde
concluiram que a adicdo de sacarose ao meio de cultura atua como substrato
para o processo de respiragao celular, fornecendo energia para o processo de
rizogénese. Além disso, a concentracdo de sacarose promove 0 aumento da
biomassa, devido a incorporacdo de carbono, mas também afeta a producao
de metabdlitos secundéarios e a composicdo da parede celular, por isso, a
concentragdo de sacarose utilizada € um fator determinante no crescimento e é
dependente do tipo de explante (PASQUAL, 2001).

Tabela 4. Presenca de radiculas (PR - %) e comprimento médio de brotagfes
(CmB - cm) de explantes de romézeira estabelecidos in vitro.
Pelotas, RS — 2015.

PR CmB
Sacarose Sacarose
Sem Com Sem Com
MS 1,06 Ab 1,22 Ba MS 2,83 Ab 3,47 Aa
WPM 1,04 Ab 1,42 Aa WPM 2,67 Aa 2,65 Ba
CV (%) 5,42 CV (%) 11,35

*Médias seguidas de mesma letra minlUscula nas linhas e mailscula nas colunas,
dentro de cada tratamento, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Ja na segunda etapa do experimento, no periodo de multiplicacdo dos
explantes de romé&zeira, ocorreu interacdo entre os tratamentos (meio de
cultura e uso do horménio 2iP), apenas para as variaveis comprimento da

maior brotacéo e raiz (Tabela 5).

Tabela 5. Comprimento da maior brotacdo (CMB — cm) e da maior raiz (CMR -
cm) de explantes de romazeira in vitro. Pelotas, RS — 2015.

CMB CMR

Meio de cultura Meio de cultura

MS WPM MS WPM
Omg.L" 1,00 Bb 3,38 Ab Omg.L? 1,00 Ba 1,34 Aab

p 1mgl™ 241 Ba 514 Aa 5 1mg.l™ 1,00 Ba 1,46 Aa
N 2mgL® 100 Bb 442 Aa Y 2mg.l™ 100 Ba 1,17 Abc
3mg.L™ 1,00 Bb 2,90 Ab 3mg.L™ 1,00 Aa 1,00 Ac
CV (%) 19,06 CV (%) 11,05

*Médias seguidas de mesma letra mailscula nas linhas e minascula nas colunas, dentro
de cada tratamento, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%.

Para a varidvel comprimento da maior brotacdo, o meio WPM acrescido
de 1 ou 2 mg.L™ de 2iP foi o mais indicado, entretanto, considerando o meio
MS, a adicdo de 1 mg.L™" de 2iP foi a mais adequada. O meio WPM com 1
mg.L™ de 2iP, possibilitou um maior crescimento das raizes, porém, n&do
diferindo estatisticamente do meio sem o0 acréscimo da citocinina.
Acompanhando esses resultados, em estudos também com romazeira, Naik et
al. (1999), constataram que a adicdo de uma citocinina ao meio foi essencial
para induzir a brotacdo e a formacdo de brotos multiplos nos explantes. Um
ano depois, Naik et al. (2000), obtiveram elevada proliferagédo de ramos a partir
dos nos cotiledonares estabelecidos em meio MS suplementado com dois tipos
de citocinina, em diferentes concentracbes, e verificaram que estes
influenciaram significativamente a proliferacdo de ramos de explantes de
romazeira, e conforme se aumentou a concentracao de citocinina, ocorreu um
maior desenvolvimento das brotacbes. Além disso, Silva et al. (2013)
constataram que diferentes tipos e concentracdes de citocinina, influenciaram

significativamente a multiplicacao de explantes de romazeira.



41

Comparando os meios e 0 uso de citocinina nos mesmos, em trabalhos
com amoreira e framboeseira, Leitzke et al. (2010), também concluiram que no
meio WPM, ocorreu um aumento do comprimento das brotacdes até a
concentracdo de 15,5 uM de 2iP; ja com adicdo no meio MS, o comportamento
foi linear descendente, indicando que houve uma queda no comprimento das
brotagbes, o que demonstra as diferentes a¢gdes do hormonio adicionados aos
diferentes meios de cultivo.

Na Tabela 6, percebe-se que WPM foi o meio de cultivo que
proporcionou maiores numeros de folhas, brotacdes e raizes, sendo assim, a
composi¢ao de sais deste foi mais favoravel para o crescimento dos explantes,
gquando comparado ao MS. Isso pode ser explicado, pelo fato do meio WPM
possuir 25% das concentracdes de ions nitrato e aménia a mais do que o0 meio
MS, além de maiores teores de potassio e de ions sulfato (PASQUAL, 2001), o
gue pode ter resultado em melhores condi¢gBes para a multiplicagéo e formacao
do sistema radicular nos explantes de romé&zeira. Em contraste com esses
resultados, Patil et al. (2011) mostraram que a maior média de crescimento e
regeneracao por explantes de romazeira foi registrado em meio MS em
comparacao com o WPM. No entanto, Samir et al. (2009) e Valizadeh Kaji et al.
(2013) também constataram que o WPM é melhor para o crescimento

vegetativo em comparacdo com o meio de cultivo MS.

Tabela 6. Numero de folhas (NF), brotacdes (NB) e raizes (NR) e presenca de
calos (PC — %) em explantes de romézeira in vitro. Pelotas, RS —

2015.
NF NB NR PC
MS 1,22 b- 125 b 122 b 1,12 ™
WPM 287 a 153 a 139 a 123 ™

Omg.L®* 205 ™ 135 ™ 132 ™ 0,36
1mg.L? 221 ™ 142 ™ 135 ™ 130
2mg.L* 210 ™ 137 ™ 133 ™ 150
3mg.L* 1,83 ™ 142 ™ 122 ™ 155
CV (%) 224 10,91 10,54 18,16

*Significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" n&o significativo

2iP
oo
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Ja para a presenca de calos, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos, logo, os dois meios de cultura e as diferentes concentragdes de
2iP nao influenciaram a formacédo de calos nos explantes de roméazeira,
resultado positivo no estabelecimento e multiplicagdo in vitro. Entretanto,
outros estudos apresentaram dados distintos a este, onde Golle et al. (2012),
no estabelecimento e desenvolvimento de Eugenia involucrata, verificaram que
a maior porcentagem de calogénese na base dos explantes ocorreu quando
foram cultivados no meio WPM (66,66%), a qual ndo diferiu daquela observada
no meio ¥2 MS (45%), diferentemente do meio MS, responsavel por apenas
20% de calos.

Ainda na mesma tabela verifica-se que na presenca de citocinina no
meio de cultura ndo ocorreu diferenca estatistica para as variaveis: nimero de
folhas, brotacdes e raizes. O tratamento com auséncia de 2iP proporcionou
menores indices de calo, o que é desejado, ja que pretendeu-se a multiplicacédo
direta dos explantes. Da mesma forma, Radmann et al. (2009), comparando
fontes de citocinina, observaram que os tratamentos com 2iP ndo responderam
a formacdo de brotacBes adventicias, mesmo na concentracdo mais alta
estudada. Além disso, outros autores, como Naik et al. (1999), concluiram que
em concentragdes muito altas de benziladenina ou zeatina, ocorreu um efeito
inibitério sobre o desenvolvimento de brotos de romézeira in vitro. Esse
resultado além de proporcionar maior desenvolvimento dos explantes, pode
ainda, reduzir os custos de producdo da muda, devido ao alto custo dos
horménios normalmente utilizados.

De acordo com a tabela 7, para as variaveis comprimento da parte aérea
e numero de brotagBes, ndo ocorreram diferencas estatisticas significativas.
Em estudos com calas, Ebrahim (2004) obteve resultados contrarios e verificou
que para essas flores, o dikegulac de sédio aumentou a taxa de multiplicacao e

em geral, o comprimento da parte aérea foi maior.
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Tabela 7. Comprimento da parte aérea (CPA - cm), nimero de brotacbes
(NB), numero de folhas (NF), comprimento da maior raiz (CMR -
cm) e numero de raizes (NR) de explantes de roméazeira no periodo
de multiplicacéo in vitro. Pelotas, RS — 2015.

DIKEGULAC (uM)  CPA NB NF CMR NR

0 428 ™ 246 " 355 abc* 122 ab 1,14 ab
16,9 438 ™ 240 "™ 314 c 046 b 095 b
33,8 541 "™ 241 ™ 328 bc 089 ab 1,06 ab
66,7 520 "™ 248 ™ 366 ab 088 ab 1,11 ab
100,5 434 ™ 244 "™ 366 ab 1,36 ab 1,10 ab
133,4 448 ™ 253 ™ 388 a 146 a 131 ab
CV (%) 38,07 8,62 16,31 6,91 34,12

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

Entretanto, para as variaveis numero de folhas e raizes e comprimento
das raizes, houve diferenca significativa entre as diferentes concentracfes de
dikegulac. A utilizacdo de 133,4 uM do regulador de crescimento proporcionou
uma maior quantidade de folhas, porém, ndo diferindo estatisticamente das
concentracgdes 0; 66,7 e 100,5 uM, assim como para o comprimento de raizes,
onde a concentracdo mais alta foi melhor, porém sem diferenca estatistica dos
niveis: 0; 33,8; 66,7; 100,5 uM. Essa caracteristica se torna muito favoravel, ja
que as folhas oriundas das plantulas germinadas in vitro podem ser uma fonte
para utilizacdo na organogénese, técnica essa, comumente usada na
micropropagacao de roméazeira (CHAUCHAN & KANWAR, 2012). Acrescido a
isso, outros estudos concluiram que grande parte do sucesso alcancado na
micropropagacao de genotipos superiores de roma, € por meio de
organogénese (SILVA et al., 2013).

Para a varidvel nimero de raizes, exceto a concentracdo 16,9 yM de
dikegulac, todas as outras apresentaram resultado satisfatorio, com a presenca
de raizes nos explantes de roméazeira. Esse resultado contradiz os encontrados
por Gyves et al. (2008), onde a porcentagem de enraizamento e numero de
raizes por explante, em oliveira in vitro, ndo tiveram diferenga significativa,
enquanto que o comprimento das raizes com uso de dikegulac foram
ligeiramente maiores do que o controle, sem o uso do regulador. Similarmente,
Gyves et al. (2008), constataram que a concentracéo de 133,4 uM de dikegulac

de sédio também foi a melhor para o desenvolvimento radicular de oliveiras
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‘Canino’, ‘Frantoio’ e ‘Moraiolo’, entretanto, diferentemente do presente estudo,
os autores nédo verificaram diferencas estatisticas no nimero de raizes quanto
as concentracdes usadas do regulador de crescimento.

Na dultima etapa da micropropagacdo, enraizamento dos explantes
(Tabela 8), foi obtido maior nUmero e comprimento de raizes em meio de
cultivo com a concentracdo de AIB mais elevada (1,5 mg.L™), diferindo
estatisticamente das outras doses da auxina. Resultados semelhantes foram
encontrados por Zhu et al. (2003), Murkute et al. (2004) e Deepika & Kanwar
(2010) na inducéo de raizes em microestacas de roma, onde verificaram que o
AIB favorece o desenvolvimento radicular, além do alongamento das raizes.
Além disso, Silva et al. (2013), testaram diferentes fatores que favorecem a
iniciacdo radicular e a auxina AIB foi a mais eficaz entre todos os tipos de
auxina avaliados no enraizamento in vitro de explantes de romézeira. Em
contrapartida, Chaugule et al. (2007) sugeriram a suplementacao de auxina em
0,5 mg.L™?, independentemente do seu tipo.

Tabela 8. Numero de raizes (NR) e comprimento de raizes (CR - cm) em
explantes de romazeira sob diferentes concentragbes de AIB.
Pelotas — RS, 2015.

NR CR
0,0 199 b* 175 <c
0,5 1,83 ¢ 2,22 bc
1,0 1,80 c 246 b

1,5 2,08 a 330 a
CV (%) 2,38 13,01

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

AIB (mg.L™

Na figura 1 verifica-se que houve um decréscimo no nimero de raizes
nas concentrages de 05 e 1,0 mgL® de AIB, diferentemente das
concentracdes 0 e 1,5 mg.L™, onde, segundo a curva quadratica, resultaram no
aumento desse parametro. Em estudos com enraizamento de romazeira, Naik
et al. (2000) relataram que a adicdo de uma auxina ao meio foi essencial para
induzir o enraizamento de explantes de roméazeira. No entanto, neste, a
presenca da fonte enraizadora ndo foi imprescindivel, porém teve suma

importancia para o maior desenvolvimento de raizes.
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2,1

2,05 - y = 0,44x? - 0,612x + 1,999
R2 = 0,969

1,95
19
1,85

NUmero de raizes

1.8

1,75 \ ‘ ‘
0,0 0,5 1,0 15

AIB (mg.L?)

Figura 1. Numero de raizes em explantes de romézeiras em diferentes
concentracdes de AIB. Pelotas - RS, 2015.

Entretanto, para a variavel comprimento de raizes dos explantes,
conforme aumentou a concentracdo de auxina, obteve-se raizes de maior
tamanho, como é demonstrado no grafico linear na figura 2. Os resultados
obtidos nesse estudo, corroboram aos encontrados por Naik et al. (2000), que
relataram que a adicdo de auxina ao meio, foi essencial para o enraizamento in

vitro dos explantes de romézeira micropropagados.

3.4 - y =0,49x + 1,70 .
32 - R2 = 0,945

Comprimento de raizes (cm)

15

AIB (mg.L)

Figura 2. Comprimento de raizes de explantes de romézeira em diferentes
concentracoes de AIB. Pelotas — RS, 2015.
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De acordo com os resultados encontrados neste estudo, sé&o
necessarios protocolos especificos para cada etapa do cultivo in vitro de
romézeira, onde para o estabelecimento de sementes indica-se a utilizagao do
meio de cultura MS com sacarose, pois proporcionou o maior desenvolvimento
das brotacdes e das raizes. Para o periodo de multiplicagcdo dos explantes o
meio de cultivo WPM, acrescido de 1 mg.L™ de 2iP, é o mais adequado,
visando a obtencdo de propagulos mais desenvolvidos, entretanto, a nao
utilizacdo da citocinina 2iP resultou menores indices de calogénese em
explantes de romazeira. Além disso, 0 uso do regulador de crescimento
dikegulac de sédio favoreceu o desenvolvimento da parte aérea e radicular dos
explantes. E por fim, na etapa de enraizamento, o meio WPM com 1,5 mg.L™
de AIB favorece a emissdo e crescimento de raizes em explantes de

romazeira.

Conclusdes

1. O meio de cultura MS com sacarose € mais favoravel para a germinacao
in vitro de sementes de roméazeira.

2. O meio WPM, acrescido de 1 mg.L™" de 2iP é o mais indicado para o
crescimento das brotacdes e raizes de explantes de roméazeira.

3. A ndo utilizacdo da citocinina 2iP proporciona menores indices de
calogénese em explantes de romazeira.

4. O uso do dikegulac de soédio, no cultivo in vitro de explantes de
romazeira favorece o desenvolvimento de nés, folhas e raizes.

5. O meio WPM com 1,5 mg.L™ de AIB favorece o desenvolvimento do

sistema radicular em roméazeira in vitro.
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CAPITULO 2

Métodos de propagacdao e intensidades de poda na producdo e qualidade

de mirtilos

Introducéo

No Brasil, a area plantada de mirtileiro ainda é pequena, principalmente
devido a indisponibilidade, qualidade e preco das mudas, situacdo decorrente
da dificuldade de propagacdo da maioria das cultivares (TREVISAN et al.,
2008).

Sendo assim, os estudos realizados com a cultura estédo relacionados
principalmente com métodos de propagacao, a fim de estabelecer a técnica
mais adequada para cada grupo ou cultivar (SCHUCH et al., 2007; FISCHER et
al., 2008; TREVISAN et al., 2008; DAMIANI & SCHUCH et al., 2009), e de pds-
colheita e andlise fitoquimica dos frutos (BRACKMANN et al., 2010; MORAES
et al., 2007), j& que o mirtilo é conhecido mundialmente por suas propriedades
nutracéuticas.

De acordo com Vizzotto (2012), estudos que correlacionam o0 consumo
das pequenas frutas e seus beneficios para a salude estédo se intensificando
consideravelmente nos ultimos anos. Nesse sentido, o mirtilo € uma dessas
frutas de maior destaque, devido a sua capacidade antioxidante e presenca de
compostos fendlicos e antocianicos e por isso, desperta a atencéo tanto dos
consumidores, quanto dos préprios produtores, pois a cultura pode ser uma
nova alternativa para geracao de renda nas propriedades.

Trabalhos a campo e de manejo de pomar sdo, ainda, escassos,
deixando aberta uma lacuna para o sucesso da cultura no pais (SOUZA, 2011).

Logo, torna-se necessario o estudo do manejo do pomar e principalmente, da
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poda de mirtileiros nas condi¢cdes da regido Sul do Brasil, haja vista que para
essa pratica os produtores utilizam critérios validados em outros paises, o que
ndo é adequado, ja que nossas condicbes edafoclimaticas sdo bastante
distintas.

Os objetivos deste trabalho séo a obtencdo de dados de comportamento
fenoldgico a campo, producéo e qualidade de frutos de mirtileiro, com destaque
as propriedades funcionais, em funcao de diferentes métodos de propagacéo,
cultivares e intensidades de poda na regido de Pelotas — RS.

Com base nas problematicas descritas, tém-se como hipbtese que
diferentes formas de propagacdo e intensidades de poda influenciam a
producdo e caracteristicas fisico-quimicas de mirtilos ‘Briteblue’, ‘Woodard’ e

‘Bluegem’.

Material e métodos

O experimento foi realizado na Fazenda Agropecuaria da Palma,
pertencente a Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal
de Pelotas, com caracteristicas de latitude e longitude de 31°48'12,48" S
52°30'34,08" O, respectivamente.

Segundo classificacdo de Koppen, a cidade de Pelotas apresenta clima
do tipo Cfa, com temperatura média anual de 17,8°C, umidade relativa média
anual de 80,7%, precipitacdo pluviométrica média anual de 1366,9 milimetros
(UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS, 2013).

O desenvolvimento do trabalho foi realizado em um pomar de mirtileiros,
instalado em agosto de 2009, com um espacamento de 1,3 m x 4,0 m entre
plantas e entre linhas, respectivamente. No local contém plantas oriundas de
diferentes métodos de propagacdo — estaquia e micropropagacdo — e
cultivares: Bluegem, Briteblue e Woodard, todas pertencentes ao grupo
rabbiteye.

O experimento foi instalado seguindo um delineamento inteiramente
casualizado, ja que as plantas foram escolhidas ao acaso em um pomar ja
estabelecido, em um local com condi¢bes uniformes para o desenvolvimento

dos mirtileiros. O mesmo foi planejado com um arranjo fatorial 2 x 3, sendo:
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dois métodos de propagacéo (micropropagacao e estaquia) e trés intensidades
de poda (testemunha, leve e drastica), separados em trés estudos, de acordo
com as cultivares: Briteblue, Woodard e Bluegem, com trés repeti¢coes cada.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5%
de probabilidade de erro, através do programa estatistico WINSTAT
(MACHADO et al.,, 2007) e os valores provenientes de contagem foram
transformados na raiz quadrada de x+0,5, onde ‘X’ € o percentual obtido de
cada variavel.

No inicio de agosto dos anos 2013 e 2014, foram realizadas diferentes
intensidades de poda (APENDICE V): sem poda (testemunha), poda leve e
poda drastica no pomar. A testemunha foi o tratamento no qual nao foi
realizada poda de inverno, e a planta permaneceu com 0s ramos do ano
anterior, mesmo 0s secos, responsaveis pela producdo da safra passada; a
poda leve tratou-se de uma limpeza, onde foram retirados aproximadamente
25% dos ramos da planta, como por exemplo: finos, que produziram na ultima

safra, mal posicionados, secos e doentes; e a poda drastica caracterizou-se por

ser uma poda de forma bastante rigorosa, onde foram retirados cerca de 75%
dos ramos. Neste caso, foi mantida somente a estrutura principal da planta e
ramos com maior diametro e algumas hastes foram podadas 50 cm do solo
para estimular brotaces mais baixas, no intuito de facilitar no momento da
colheita dos frutos.

A seguir serdo descritas as variaveis analisadas neste estudo.

Peso dos ramos podados (g) - Todos os ramos retirados das plantas

foram pesados, em balanca de precisdo, com objetivo de caracterizar a
diferenca e volume de poda fresca, nos diferentes tratamentos.

Crescimento de brotagdes (cm) - Foi mensurado, no periodo vegetativo,

a partir da altura da planta e comprimento dos ramos novos, com auxilio de
uma fita métrica.

Area da folha (cm?2) - Foram coletadas 20 folhas por plantas, retiradas

dos dois lados das plantas, a fim de avaliar o comprimento e a largura das
folhas, através de uma régua milimetrada. A area da folha foi determinada a

partir da média das medi¢gbes e posteriormente, do produto do comprimento
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pela largura, que foram multiplicados por um fator de correcao (f) de 0,6433
(DAROZ, et al., 2008).

indice de clorofila (unidades SPAD) - O teor de clorofila foi determinado
a partir do medidor de clorofila portatil: SPAD-502-PLUS, da Minolta, que

realiza uma medicao de absorbancia da folha em duas regides de comprimento
de onda - nas regides vermelhas e proximas do infravermelho. Utilizando essas
duas transmiténcias, o equipamento calcula o valor SPAD proporcional a
quantidade de clorofila presente na folha, como por exemplo: 35,5 a 46,5
unidades SPAD.

Estadios fenoldgicos - No inicio da floragédo, foram marcados dois ramos

por planta e foi realizada a avaliacdo fenolégica, duas vezes por semana.
Através da escala fenologica proposta por Childers & Lyrene (2006), que
possui estadios fenologicos variando de um a nove (ANEXO 1), foram
determinadas as datas de inicio da floracdo (quando mais de 5% das flores
estavam abertas), plena floracdo (50% das flores abertas), fim da floracéo
(90% das flores abertas), inicio de brotacéo e inicio e final da colheita.

Producdo (Kg.planta®) - Apés a colheita de todo o pomar, foi
determinada a producdo em cada um dos tratamentos, através da contagem do
ndamero de frutos, visando identificar os métodos que proporcionam maior
producao, nas condi¢cbes do experimento.

Analises pds-colheita - Os frutos foram colhidos quando apresentavam

coloracdo violeta e presenca de pruina, ou seja, quando estavam em estagio
de maturacdo completa. Posteriormente, foram separados e homogeneizados
em lotes diferentes, em embalagens apropriadas, com amostras de
aproximadamente 500 g de frutos por tratamento, para posteriormente fazer as
analises pos-colheitas.

As avaliacbes foram realizadas no Laboratério de Fruticultura do
Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e no
Laboratério de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, pertencente a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa Clima Temperado).

Numero e peso dos frutos (g) - Logo apds a colheita, todos os frutos

foram contados e pesados em balanca digital de precisao.

Didmetro médio dos frutos (mm) - Foi utilizada uma amostra de 100

frutos por repeticdo, para a obtencdo do didametro médio. Em cada fruto foram
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realizadas duas medicdes, no seu sentido equatorial e longitudinal, através de
paquimetro digital marca Digimess e posteriormente, feito uma média entre os
dois valores.

Cor - Para determinacdo da cor dos frutos, foram utilizados dois
equipamentos distintos: colorimetro digital (marca Konica Minolta®) e D.A.
Meter® (marca Sintéleia, Turoni - Italia).

O primeiro, através do colorimetro digital, a cor dos frutos foi
determinada pelo método definido pela Comissao Internacional de lluminacao
(CIE), criado em 1976. Neste, consideram-se os parametros L* a* b*, onde: L*
(luminosidade/luminancia, expressa em percentagem — de O para o preto a 100
para o branco), a* (tendéncia para o vermelho ou verde) e b* (tendéncia para o
amarelo ou azul), sendo a* e b* valores que vdo de —120 a +120. Apods a
obtencdo desses parametros, a coloracdo dos frutos foi calculada pela
diferenga de cor (AE) pela férmula: [(L*-pL*)2+(a*-pa*)2+(b*-ub*)2]0,5.

Ja a estimativa de cor, pelo espectrofotdmetro portatii DA meter®, é
obtido um indice DA, que pode ser estimado como a diferenca entre os valores
de absorbancia medidos em 670 nm (visivel) e 720 nm (infravermelho)
(NOFERINI et al., 2009), sendo este indice, uma patente pertencente a
Universidade de Bolonha — Italia.

pH - A medicao direta do pH foi determinada a partir de um pHmetro
digital, marca PHTEK, modelo PHS-3B.

Sdlidos soluveis totais (°Brix) - Foram determinados com auxilio de

refratdmetro manual digital (marca Atago PAL™), através do suco das frutas.

Acidez titulavel total (meg.100 mL™)- Foi determinada por titulometria de

neutralizagdo, com hidréxido de sodio 0,1 N, utilizando 10 mL de suco diluido
em 90 mL de agua destilada, titulando-se até pH 8,1, com a utilizacdo do
mesmo pHmetro digital (marca PHTEK, modelo PHS-3B).

Fendlicos totais (mg acido clorogénico equivalente/100g tecido) -

Pesaram-se cinco gramas de frutos, com duplicatas de cada repeticdo, para
todos os tratamentos, e homogeneizados em ultra-turrax com 20 mL de
solvente (metanol), e posteriormente, levados para centrifuga, marca Jouan,
em velocidade de 5 rpm, a 0°C, por 15 minutos. O sobrenadante foi pipetado
para um tubo ependorf e conservado a -20°C, até o momento da leitura. Uma
aliqguota de 50 pL do sobrenadante da amostra foi diluida em 4 mL de agua
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destilada, 200 pL de metanol e 250 uL do reagente Folin-Ciocalteau (SWAIN &
HILLIS, 1959) 0,25 N e reagiram por quatro minutos antes de adicionar 500 pL
de Nap,CO3 1IN. Em seguida, as misturas foram mantidas por duas horas, em
repouso, a temperatura ambiente e no escuro. Em espectrofotdbmetro, marca
Genesys 10uv, leram-se as amostras em uma absorbéancia de 725 nm, em
cubeta de quartzo. Nos casos onde a absorbancia foi superior a 0,6 unidades
de absorbancia (UA), as amostras foram diluidas e reanalisadas. Uma curva
padrao para o acido clorogénico foi construida.

Antocianinas _totais (mg cianidina 3-glicosideo/100g amostra) - A

quantificacdo de antocianinas totais foi realizada através da metodologia
adaptada de Fuleki & Francis (1968). Para cada repeticdo, fizeram-se
duplicatas, com cinco gramas de cada amostra, que foram homogeneizados
em ultra-turrax com 15 mL de solvente (metanol), e posteriormente, levados
para centrifuga, marca Jouan, em velocidade de 5 rpm, a 0°C, por 15 minutos.
O sobrenadante foi pipetado para um tubo ependorf e conservado a -20°C, até
0 momento da leitura. Para a andlise, foi utilizado 1 mL da extracdo e 24 mL de
etanol acidificado com HCI 1,5 N e a amostra ficou em repouso, por 30
minutos, no escuro e em temperatura ambiente. Posteriormente, em
espectrofotometro, marca Genesys 10uv, as antocianinas foram lidas, com
absorbancia de 535 nm, em cubeta de quartzo. Quando a absorbancia foi
superior a 0,7, as amostras foram diluidas e as leituras repetidas e assim, uma
curva padrao para cianidina-3-glicosideo foi construida.

Atividade antioxidante (ug trolox equivalente/g tecido) - Para a extracao,

foi pesado cinco gramas de amostra, com duplicatas para cada repeticéo, e
posteriormente triturada em ultra-turrax com 20 mL de metanol e centrifugados
por 15 minutos a 5 rpm, a 0°C em centrifuga refrigerada (marca Jouan). Uma
aliquota de 10 pL do sobrenadante da amostra foi combinada com 150 pL de
metanol e 3800 pL da solugdo de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) (BRAND-
WILLIAMS et al., 1995). Essas amostras e um branco (controle) reagiram por
24 horas, para assim, fazer a leitura em cubeta de quartzo, em
espectrofotometro (marca Genesys 10uv) que foi zerado com metanol. A
absorbancia utilizada foi de 515 nm e quando a absorbéancia foi menor que 0,2
UA, as amostras foram diluidas em metanol e reanalisadas. Uma curva padrao

foi construida para o acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico.
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Resultados e discusséo

Estudo 1 — Cultivar Briteblue

De acordo com a tabela 1, verifica-se que nas duas safras de cultivo
(2013/14 e 2014/15), as plantas ‘Briteblue’ micropropagadas podadas
drasticamente se diferenciaram dos outros tratamentos, ou seja, as oriundas da
técnica de micropropagacao exigiram uma maior intensidade de poda do que
as originadas por estaquia, devido ao maior crescimento vegetativo destas
plantas estimulado pelo rejuvenescimento ocorrido in vitro. Esse fato também
foi verificado por outros autores, onde a campo, mirtileiros propagados in vitro
apresentam maior numero de brotacfes do que as propagadas por estaquia
(READ et al., 1989; JAMIESON & NICKERSON, 2003; SOUZA et al., 2011).
Em estudos com mirtileiros do grupo highbush, cultivar ‘Herbert’, as plantas
derivadas da cultura de tecidos também cresceram com maior vigor e
uniformidade do que plantas oriundas da estaquia durante os primeiros trés
anos no campo (LITWINCZUK et al., 2005).

Tabela 1. Peso de ramos em diferentes intensidades de poda (testemunha,
leve e drastica), em mirtileiros cv. Woodard, propagados de
diferentes formas (MP — micropropagacdo; EST — estaquia).
Pelotas — RS, 2015.

MP EST
2013/14
Test 0,00 Ac 0,00 Ab
Leve 608,67 Ab 586,00 Aa
Drds 1494,00 Aa 813,33 Ba
CV (%) 23,28
2014/15
Test 0,00 Ab 0,00 Ab
Leve 478,67 Ab 44533 Ab
Dras 2401,33 Aa 1492,67 Ba
CV (%) 29,25
*Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na linha ou maidscula na coluna

ndo diferem pelo teste de Tukey com nivel
de significancia de 5%.
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Para as variaveis area da folha, altura de planta e indice de clorofila ndo
ocorreu interacao entre os dois fatores nos dois anos de cultivo (Tabela 2). O
método de propagacao, assim como a intensidade de poda n&o influenciaram a
area da folha das plantas. As plantas micropropagadas se desenvolveram
mais, em altura, nas duas safras, comparada com as propagadas por estaquia
e resultados semelhantes foram encontrados por SOUZA et al. (2011), onde
verificaram que a propagacdo in vitro foi a que induziu maior crescimento

vegetativo inicial, representada pela maior altura de planta.

Tabela 2. Area da folha (AF — cm?), altura de planta (AP — m) e indice de
clorofila (IC - unidades SPAD) de plantas de mirtileiro ‘Briteblue’ em
diferentes formas de propagacdo, micropropagadas (MP) e por
estaquia (EST) e diferentes intensidades de poda (testemunha,
leve e drastica). Pelotas — RS, 2015.

AF AP IC
2013/14
MP 6,70 " 1,44 a* 3560 "™
EST 700 ™ 1,22 b 38,90 ™
TEST 6,85 ™ 1,23 ™ 37,25 b
LEVE 598 ™ 1,23 ™ 37,20 b
DRAS 6,87 ™ 154 ™ 42,45
CV (%) 20,17 16,28 5,00
2014/15
MP 8,06 " 1,44 a 46,28 ™
EST 752 ™ 1,20 b 4452 ™
TEST 760 ™ 1,30 ™ 4498 ™
LEVE 7,70 ™ 1,27 ™ 4548 ™
DRAS 760 ™ 1,39 ™ 4573 ™

CV (%) 22,53 14,69 9,46

*Significativo pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" nao significativo

No primeiro e segundo anos de avaliacdes, o método de propagacao
nao alterou o indice de clorofila das folhas, apenas na segunda safra, a
intensidade de poda. Kadir (2003) relata que a pratica de poda alterou essa
caracteristica e as folhas apresentaram maiores taxas de clorofila nas plantas

com poda drastica na safra 2013/14, jA que a retirada das folhas e ramos
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dentro da copa aumenta a penetracdo da luz solar. Além disso, no primeiro ano
de estudo, a taxa fotossintética e absorcédo de clorofila, também foi afetada
pelos tratamentos de poda, onde as plantas podadas drasticamente
apresentaram maior indice de clorofila nas folhas. Jorquera-Fontena et al.
(2014) também constataram a influéncia da poda nesta variavel, porém, as
plantas podadas levemente tiveram indices mais elevados do que as
convencionalmente e drasticamente podadas, indicando que o potencial
fotossintético do sol exposto folhas de plantas convencionais e severamente
podadas estava operando abaixo do seu potencial maximo.

O desenvolvimento dos ramos, nos dois anos de avaliagdo (Tabela 3),
tiveram comportamento diferenciado, ja que na safra 2013/14, houve interacao
entre os fatores e as plantas micropropagadas com poda leve, assim como, as
obtidas por estaquia e podadas drasticamente, apresentaram ramos
vegetativos de maior comprimento. Constata-se com esses resultados, que
pratica de poda, € muito importante, pois além de manter os ramos mais
vigorosos, tende a torna-los mais produtivos posteriormente (PESCIE et al.,
2011; YARBOROUGH, 2006). E ainda, de acordo com SPIERS et al. (2002) e
NIEUWENHUIS (1993), a auséncia de poda resulta em frutos pequenos e alta
producdo, além de baixo crescimento dos novos ramos, que serao

responsaveis pela producdo no ano seguinte.

Tabela 3. Comprimento dos ramos (cm) de plantas de mirtileiro ‘Briteblue’ em
diferentes formas de propagacgao, micropropagadas (MP) e por
estaquia (EST) e diferentes intensidades de poda (testemunha, leve
e drastica), nas safras 2013/14 e 2014/15. Pelotas — RS, 2015.

CR

2013/14 2014/15
MP EST MP 2644 s
TEST 16,67 Ab 11,62 Ab EST 2974 "
LEVE 24,75 Aa 17,08 Bab TEST 23,00 b
DRAS 17,25 Aab 23,33 Aa LEVE 2322 b
CV (%) 19,14 DRAS 3805 a

CV (%) 16,05

*Significativo pelo teste de
tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.

" ndo significativo

*Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na linha ou mailGscula na coluna
nao diferem pelo teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%.
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Dessa forma, no segundo ano de estudo, as técnicas de propagacao
ndo diferiram estatisticamente entre si, porém, mais uma vez, as plantas
podadas drasticamente favoreceram o desenvolvimento dos ramos novos.Esse
resultado difere dos estudados por Marino et al. (2014), onde desde o plantio e
apos o primeiro e segundo anos de crescimento, as plantas oriundas da cultura
de tecidos de trés cultivares tiveram ramos de maior comprimento, comparadas
com as por estaquia.

Na tabela 4 verifica-se que o periodo de florescimento iniciou em geral,
na primeira semana de agosto e o final ocorreu entre o final de agosto e o de
setembro e nos dois ciclos de producéo, as brotagdes novas iniciaram a partir
da segunda quinzena de agosto. Ja o periodo completo de colheita, foi
realizado apenas na primeira safra (2013/14), que se estendeu do fim de
novembro, até a primeira semana de janeiro. No segundo ciclo (2014/15), ndo
foram coletados dados de produgdo pois ocorreu no pomar problemas de
frutificacdo efetiva e abortamento dos frutos, provavelmente devido as

variacfes anuais de acumulo de frio, distintos nas duas safras (Anexo 2).

Tabela 4. Fenologia de mirtileiros cv. Briteblue sob diferentes intensidades de
poda (testemunha, leve e drastica), propagados de diferentes
formas (MP — micropropagacédo; EST — estaquia). Pelotas — RS,

2015.
PropagagAo Poda Floracao Brotacdo Colheita
Inicio Plena Final Inicio Inicio Final

2013/14

MP Testemunha 02/ago  26/ago 09/out 23/ago 25/nov  27/dez

MP Leve 04/ago 08/set 12/out 27/ago 25/nov 07/jan

MP Drastica 03/ago 06/set 20/out 27/ago 25/nov  27/dez

EST Testemunha 06/ago 01/out 08/nov 22/ago 04/dez 07/jan

EST Leve 07/ago 28/set 05/nov 22/ago 04/dez 11/jan

EST Dréstica 07/ago 05/out 07/nov 26/ago 02/dez 07/jan
2014/15

MP Testemunha 0l/ago  29/ago 03/out 17/ago 09/dez *

MP Leve 05/ago 09/set 29/set 20/ago 09/dez *

MP Drastica 02/ago 10/set 05/out 19/ago 09/dez *

EST Testemunha 09/ago 29/set 21/out 15/ago 09/dez *

EST Leve 06/ago 27/set 20/out 17/ago 09/dez *

EST Drastica 03/ago 01/out 15/out 20/ago 09/dez *

*Dados indisponiveis devido a ndo realizacao da colheita da safra 2014/15.
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Ambos, métodos de propagacéao e intensidades de poda, em plantas de
mirtileiro cv. Briteblue, tiveram diferengas para as variaveis didmetro médio e
namero de frutos, assim como para a producdo de mirtilos (Tabela 5),
diferentemente dos resultados encontrados por Souza et al. (2011), onde nédo
foi constatada diferenca significativa entre os métodos de propagacao para as
variaveis producao por planta e por hectare, diametro dos frutos e nimero de
frutos colhidos por planta. Verifica-se que o diametro dos frutos esté
diretamente relacionado com a intensidade de poda e que as plantas
testemunhas (sem poda) nos dois métodos de propagacédo, produziram frutos

de menor calibre, quando comparadas com as podadas.

Tabela 5. Diametro médio dos frutos (DMF — mm), nimero de frutos (NF) e
producdo (PROD - Kg.planta-') de plantas de mirtileiro ‘Briteblue’
em diferentes formas de propagacao, micropropagadas (MP) e por
estaquia (EST) e diferentes intensidades de poda (testemunha,
leve e drastica). Pelotas — RS, 2015.

DMF NF PROD
MP EST MP EST MP EST

TEST 15,45 Ab 12,84 Bb 37,13 Aa 16,69 Ba 1,42 Aa 0,26 Ba

LEVE 15,21 Bb 17,29 Aa 24,00 Ab 19,94 Aa 0,72 Ab 0,36 Aa

DRAS 18,00 Aa 17,48 Aa 2561 Ab 21,36 Aa 0,69 Ab 0,50 Ba

CV (%) 4,91 12,98 32,43

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha ou mailscula na coluna néo diferem pelo
teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

Entretanto, na mesma tabela, o numero de frutos e a producdo por
planta foram maiores em plantas micropropagadas sem poda, porém, nao
diferindo estatisticamente das obtidas por estaquia (podas leve e drastica) e
poda leve, respectivamente. Estudos semelhantes com mirtileiros mostraram
que as plantas submetidas a poda leve foram mais produtivas, fato que
provavelmente esteja associado a permanéncia de maior nimero de ramos na
planta, convergindo para o0 maior numero de gemas floriferas,
consequentemente apresentando o maior nimero de frutos (RADUNZ et al.
2014). Jorquera-Fontena et al. (2014) constataram que a poda em plantas de
mirtilo 'Brigitta’ estimulou uma maior produtividade e também, um maior nimero

de frutos por planta.
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Em relacdo as variaveis apresentadas na tabela 6, a intensidade de
poda influenciou apenas a acidez titulavel de mirtileiros ‘Briteblue’, onde as
plantas sem poda produziram frutos de maior acidez, comparadas as podadas.
Souza et al. (2014) verificaram que a acidez titulavel foi influenciada pela
pratica da poda no ciclo 2011/2012. A micropropagacdo foi o método que
conferiu cor mais significativa nos frutos, comparado com a estaquia, pelo
equipamento DAmeter. Essa caracteristica, muitas vezes, € considerada um
dos indicadores do ponto de maturacdo, associando-se também a maior
presenca de compostos fendlicos e antocianinas nos frutos, conforme

observado por Ligarreto et al. (2011).

Tabela 6. Peso médio dos frutos (PMF — g), cor dos frutos pelo equipamento
Dameter (DAM), pH e acidez titulavel (AT — meq.L™) de plantas de
mirtileiro  ‘Briteblue’ em diferentes formas de propagacéo,
micropropagadas (MP) e por estaquia (EST) e diferentes
intensidades de poda (testemunha, leve e drastica). Pelotas — RS,
2015.

PMF DAM pH AT

MP 099 "™ 167 a* 210 "™ 1060 "

EST 098 ™ 134 b 1,97 ™ 1493 "

Test 098 ™ 147 ™ 195 ™ 1402 a

Leve 092 ™ 154 "™ 206 "™ 1238

Dras 1,06 ™ 150 ™ 210 ™ 11,90 b
CV (%) 18,43 13,82 9,20 3,29

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" n&o significativo

(on

Nesse estudo, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
quanto ao pH dos frutos, em contrapartida, Souza et al. (2011) notaram
diferenca entre os métodos de propagacdo para a mesma cultivar, em que foi
possivel constatar menor valor nos frutos de plantas micropropagadas. Essa
resposta pode ser explicada pela existéncia de maior propor¢cdo de casca em
relacdo a polpa, como caracteristica da variedade (GIOVANELLI & BURATTI,
2009). A diferenca estatistica também ndo ocorreu no peso médio de frutos,
tanto para o meétodo de propagacdo, quanto para a intensidade de poda,

contrariando resultados obtidos por Jorguera-Fontena et al. (2014), onde o
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peso dos frutos variou significativamente com a intensidade de poda nas
plantas e as podadas levemente, tiveram frutos 40% menores do que as
plantas podadas drasticamente.

A cor e os solidos soluveis dos frutos ‘Briteblue’ foram influenciados
pelos dois fatores estudados (Tabela 7), diferentemente do encontrado por
Souza et al. (2014), que verificaram que a pratica de poda teve pouca
influéncia sobre a qualidade dos frutos avaliados, onde o teor de sdélidos
sollveis néo foi alterado nas condi¢cdes do experimento. Outro estudo que
também pode ser comparado, é o de Jorquera-Fontena et al. (2014), onde a
concentragdo total de sdlidos solluveis nos frutos aumentou aproximadamente
9% em plantas podadas drasticamente. Porém, Machado et al. (2004)
verificaram em trabalhos realizados em diferentes safras, que o teor de solidos
sollveis totais apresenta grande variacdo, uma das explicacdes é a oscilacao

climética que ocorre entre 0s anos.

Tabela 7. Cor determinada por colorimetro (AE) e solidos soluveis (SS - %) de
frutos oriundos de plantas de mirtileiro ‘Briteblue’ em diferentes
formas de propagacao, micropropagadas (MP) e por estaquia (EST)
e diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica).
Pelotas — RS, 2015.

AE SS
MP EST MP EST
TEST 1,18 Aa 152 Aa 14,07 Bb 16,33 Aa
LEVE 1,13 Aa 0,49 Bb 14,20 Ab 14,53 Aab
DRAS 0,65 Bb 1,11 Aa 16,60 Aa 12,57 Bb
CV (%) 19,4 6,99

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha ou maiuscula
na coluna néo diferem pelo teste de Tukey com nivel de significAncia
de 5%.

Verifica-se que a cor dos frutos foi mais intensa em plantas
micropropagadas sem poda e com poda leve, assim como obtidas por estaquia
sem poda e com poda drastica. Verifica-se entdo, que em ambos os métodos
de propagacao, as plantas sem poda produziram frutos com maior coloracao,
provavelmente pela menor emissdo de novos ramos, e consequentemente,
maior luminosidade no interior da copa. Resultados opostos foram obtidos em

relacdo aos solidos sollveis dos frutos, onde plantas propagadas in vitro e
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podadas drasticamente, assim como, as obtidas por estaquia, sem poda,
geraram valores mais expressivos, 0 que demonstra a diferenca no
desenvolvimento das plantas, de acordo com a forma que as mesmas foram
propagadas.

Na tabela 8 é demonstrada a influéncia dos tratamentos em estudo para
os valores de antocianinas totais nos frutos de mirtileiro cv. Briteblue, onde a
intensidade de poda n&o influenciou no acumulo desses compostos. Essa
constatacdo se difere do esperado, ja que h& tendéncia de maiores
concentracfes de antocianinas em plantas com maior intensidade de poda,
devido a maior exposi¢ao solar e ainda, devido a maior condigdo de estresse
ocasionada por essa pratica. Resultado esse que contraria 0s encontrados por
Radinz et al. (2014), que verificaram que a intensidade de poda influenciou os

teores de antocianinas.

Tabela 8. Antocianinas totais (ANT - mg cianidina 3-glicosideo/100g amostra)
de frutos oriundos de plantas de mirtileiro ‘Briteblue’ em diferentes
formas de propagacéo, micropropagadas (MP) e por estaquia (EST)
e diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica).
Pelotas — RS, 2015.

ANT

MP 527,20 a*

EST 41207 b

TEST 430,31 ™

LEVE 489,40 ™

DRAS 489,20 ™
CV (%) 13,85

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" nao significativo

Na mesma tabela verifica-se que para essa cultivar, a técnica de
micropropagacao favoreceu a obtencédo de frutos com maior concentragao de
antocianinas totais, quando comparada com a estaquia. As culturas de células
de plantas podem sintetizar grandes quantidades de metabdlitos secundarios
dentro de um periodo de cultivo de duas semanas. Esse fato pode ser
explicado pelo fato da culturas de tecidos de plantas favorecer a sintese de
grandes quantidades de metabdlitos secundarios dentro de um curto periodo
de tempo (FUMAGALI et al., 2008).
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No entanto, houve interacéo entre os fatores para as variaveis fendlicos
totais e atividade antioxidante dos frutos (Tabela 9). Para ambas, plantas
micropropagadas sem poda e plantas obtidas por estaquia com podas leve e
drastica, produziram frutos com maior teor de fendis e antioxidantes. A maior
presenca desses compostos nas plantas propagadas in vitro e sem poda, pode
ser justificada pois nas podadas drasticamente, ocorreu uma grande emisséo
de ramificacdes vegetativas e que consequentemente, conferem um maior
sombreamento no interior da planta e, provavelmente por essa razdo, néo
ocorreu diferencas no teor de antocianinas. O mesmo foi constatado por
Riihinen et al. (2008), onde o menor dossel vegetativo permitiu maior incidéncia
da luz solar sobre a superficie do fruto, visto que maiores niveis de radiacdo
solar estdo relacionados ao acréscimo de compostos fendlicos, principalmente

antocianinas.

Tabela 9. Fendlicos totais (FT - mg &cido clorogénico equivalente/100g tecido)
e atividade antioxidante (AA - ug trolox equivalente/g tecido) de
frutos oriundos de plantas de mirtileiro ‘Briteblue’ em diferentes
formas de propagacao, micropropagadas (MP) e por estaquia (EST)
e diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica).
Pelotas — RS, 2015.

FT AA

MP EST MP EST
Test 819,76 Aa 651,83 Ba 963530 Aa 7667,89 Bb
Leve 644,09 Ab 69541 Aa  7937,2 Bb 9033,6 Aa
Dras 671,09 Ab 677,09 Aa  7760,2 Bb 950443 Aa
CV (%) 8,92 7,03

*Médias seguidas pela mesma letra minidscula na linha ou maidscula na coluna
nao diferem pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

Estudo 2 — Cultivar Woodard

O peso dos ramos da poda das plantas de mirtileiros ‘Woodard’ teve
influéncia tanto das intensidades de poda, quanto dos dois métodos de
propagacéo (Tabela 1). E como ja esperado, a técnica que propiciou um maior
desenvolvimento de ramos vegetativos e uma planta de maior porte, foi a

micropropaga¢do, na poda de maior intensidade (drastica). Resultados
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semelhantes, quanto ao maior vigor de plantas micropropagadas, foram
encontrados por Litwificzuk etal. (2005) e em consequéncia disso, maior
necessidade de praticas de poda mais intensas, com objetivo de renovacgédo da
planta. Marino et al. (2014) também concluiram em diferentes variedades de
mirtileiros 'Jewel' e 'Esmerald’, que 0 peso seco dos ramos foi maior em plantas

micropropagadas, do que em plantas derivadas da estaquia.

Tabela 1. Peso de ramos em diferentes intensidades de poda (testemunha,
leve e dréastica), em mirtileiros cv. Woodard, propagados de
diferentes formas (MP — micropropagacdo; EST - estaquia).
Pelotas — RS, 2015.

MP EST
2013/14
Test 0,00 Ac 0,00 Ac
Leve 548,67 Ab 458,00 Bb
Dras 1223,33 Aa 561,33 Ba
CV (%) 7,12
2014/15
Test 0,00 Ac 0,00 Ac
Leve 1746,00 Ab 905,33 Bb
Dras 2588,00 Aa 1800,67 Ba
CV (%) 14,81
*Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na linha ou mailscula na coluna

ndo diferem pelo teste de Tukey com nivel
de significancia de 5%.

Na safra 2013/14, ndo houveram diferencas estatisticas nas variaveis
area foliar, indice de clorofila e altura de plantas, assim como Smolarz &
Chlebowska (1997), onde método de propagacdo néo teve efeito significativo
no numero de brotagbes e altura de planta de mirtileiro 'Bluecrop’. Houve
influéncia apenas do meétodo de propagacdo, onde as plantas oriundas da
micropropagacgado se diferiram das obtidas por estaca, no comprimento de

ramos novos (Tabela 2).
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Tabela 2. Area da folha (AF — cm?), indice de clorofila (IC - unidades SPAD),
comprimento de ramos (CR - cm) e altura de planta (AP — m) de
plantas de mirtileiro ‘Woodard’ em diferentes formas de propagacéo,
micropropagadas (MP) e por estaquia (EST) e diferentes
intensidades de poda (testemunha, leve e dréstica). Pelotas — RS,
2015.

AF IC CR AP
2013/14
MP 731 ™ 3723 ™ 26,94 a* 1,41 ™
EST 7,72 ™ 36,41 ™ 17,94 b 1,29 ™
TEST 7,38 ™ 38,75 ™ 2150 ™ 1,27 ™
LEVE 7,41 ™ 36,3 ™ 2229 ™ 1,43 ™
DRAS 7,74 ™ 3537 ™ 2354 ™ 1,36 ™
CV (%) 14,51 12,55 30,34 23,59
2014/15
MP 740 ™ 4059 ™ 28,74 ™ 1,42 ™
EST 781 ™ 3893 ™ 2463 ™ 1,40 ™
TEST 6,57 b* 3723 ™ 20,50 b* 1,33 ™
LEVE 7,42 ab 4065 ™ 2583 ab 1,50 ™
DRAS 883 a 41,40 ™ 33,72 a 1,39 ™

CV (%) 18,14 8,71 21,35 24,14

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" nao significativo

J4 na safra seguinte, os métodos de propagacdo nao influenciaram
nenhuma das variaveis da tabela 2, entretanto, as plantas com folhas de maior
area, e, além disso, com ramos de maior comprimento, ocorreram em
condi¢cdes de poda drastica, porém, sem diferir estatisticamente das de poda
leve. Similar a este resultado, Jorquera-Fontena et al. (2014) constataram que
a poda drastica afetou significativamente a area das folhas do dossel,
aumentando cerca de 60%, comparando-as com as plantas levemente. Nesse
sentido, a intensidade da poda de frutificacdo determina como sera o
crescimento vegetativo durante a primavera e verdao e, quanto mais drastica,
maior numero de ramos vegetativos e menor quantidade de frutos serdo
formados (ALBERT et al., 2010).

Na tabela 3 ha a comparacdo dos tratamentos quanto a fenologia das

plantas ‘Woodard’. A floracao teve inicio no final de agosto/inicio de setembro e
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se estendeu até inicio de novembro, com plena floracdo entre a ultima semana
de agosto e primeira de setembro. As brotagbes novas, em todos 0s
tratamentos, iniciaram na segunda quinzena de agosto. O periodo de colheita
na safra 2013/14, iniciou na udltima semana de novembro (dia 27) e foi
finalizada no dia 07 de janeiro. Entretanto, a segunda safra foi prejudicada
devido a fatores adversos, como o acumulo de horas de frio no periodo
hibernal (ANEXO 2) e consequentemente, queda dos frutos antes do

amadurecimento, portanto, ndo foi possivel a colheita dos mesmos.

Tabela 3. Fenologia de mirtileiros cv. Woodard sob diferentes intensidades de
poda (testemunha, leve e drastica), propagados de diferentes
formas (MP — micropropagacédo; EST — estaquia). Pelotas — RS,

2015.
Propagago Poda Floracao Brotacdo Colheita
Inicio Plena Final Inicio Inicio Final
2013/14
MP Testemunha 01/ago 29/ago 02/nov 23/ago 02/dez 07/jan
MP Leve 02/ago 07/set 10/nov 27/ago 02/dez 07/jan
MP Drastica 04/ago 08/set 07/nov 24/ago 02/dez 02/jan
EST Testemunha  29/jul 23/ago 09/out 17/ago 27/nov  27/dez
EST Leve 25/jul 24/ago 12/out 17/ago 27/nov 07/jan
EST Dréastica 02/ago  22/ago 20/out 20/ago 27/nov 07/jan
2014/15
MP Testemunha 01l/ago 01/set 20/out 19/ago 09/dez *
MP Leve 03/ago 03/set 27/out 17/ago 09/dez *
MP Dréastica 03/ago 05/set 18/out 20/ago 09/dez *
EST Testemunha  29/jul 20/ago 25/set 10/ago 11/dez *
EST Leve 29/jul 25/ago 28/set 11/ago 11/dez *
EST Dréstica 30/jul 20/ago 08/out 14/ago 11/dez *

*Dados indisponiveis devido a néo realizacdo da colheita da safra 2014/15.

As Unicas variaveis influenciadas pelos métodos de propagacéo foram
namero, peso médio e séblidos soluveis dos frutos, diferentemente do
encontrado por Radiinz et al. (2014), onde constataram que a intensidade de
poda teve efeito positivo e distinto, sobre os solidos soluveis, entre cultivares
de mirtileiro (Tabela 4). Em plantas oriundas da estaquia foram colhidos um
maior niamero de frutos e estes, com maior teor de acuUcar, entretanto, a
micropropagacdo conferiu producdo de frutos de maior peso médio quando

comparados com os colhidos em plantas oriundas da estaquia. Estudos
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semelhantes com mirtileiros a campo, Souza et al. (2011) concluiram que
houve menor massa de matéria fresca e maior teor de solidos soluveis nos
frutos de plantas micropropagadas, diferentemente dos demonstrados neste.
Em relacdo a poda e distintamente ao encontrado nesse trabalho, onde a
pratica de poda néo influenciou o peso médio e soélidos sollveis de frutos
‘Woodard’, Jorquera-Fontena et al. (2014) verificaram que a poda leve pode

fornecer menor peso e teor de agucar nos frutos.

Tabela 4. Numero de frutos (NF), peso médio dos frutos (PMF - g), diametro
meédio dos frutos (DMF — mm), cor dos frutos pelo colorimetro (AE),
sélidos soluveis (SS - %) e pH de plantas de mirtileiro ‘Woodard’
em diferentes formas de propagacdo, micropropagadas (MP) e por
estaquia (EST) e diferentes intensidades de poda (testemunha,
leve e drastica). Pelotas — RS, 2015.

NF PMF DMF AE SS pH

MP 20,7 b* 1,20 a 175 ™ 1,03 ™ 134 b 2,32 ™

EST 23,9 a 090 b 166 ™ 1,10 ™ 152 a 229 ™
TEST 19,2 b 1,00 ™ 16,1 b 133 a 14,7 ™ 232 ™
LEVE 273 a 1,010 ™ 17,1 ab 133 a 143 ™ 229 ™
DRAS 20,4 b 1,15 ™ 179 a 054 b 138 ™ 231 ™

CV (%) 5,93 19,7 6,17 35,98 7,50 2,04

* Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
ns =

nao significativo

Em relacdo a intensidade de poda demonstrada na tabela anterior, a
colheita de um maior nimero de frutos ocorreu em plantas podadas levemente,
frutos de maior diametro em poda drastica, porém sem diferir estatisticamente
da poda leve, e em contrapartida, frutos com maior coloragédo, em plantas sem
poda e podadas levemente. Em estudos semelhantes com mirtileiros, Jorquera-
Fontena et al. (2014), verificaram que o numero de frutos por planta aumentou
3,5 vezes e 4,3 vezes, a partir de plantas drasticamente a levemente podadas,
respectivamente.

As variaveis da tabela 5 foram influenciadas por ambos os fatores de
tratamento. A producgao por planta de mirtilos ‘Woodard’ foi maior em plantas
micropropagadas com poda drastica e da mesma forma, em plantas obtidas

por estaquia, com poda leve, distintamente do encontrado por Souza et al.
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(2011), que verificaram que nao ocorreu diferenca significativa entre o0s
métodos de propagacdo para a producdo por planta. Os mesmos autores
concluiram entdo, que esse comportamento indica que, nas condi¢cdes do
experimento, 0 rejuvenescimento oriundo da micropropagacdo nao impediu a

formacéo de gemas de flor e a consequente producéo de frutos.

Tabela 5. Producéo (PROD - Kg.planta™), cor dos frutos pelo equipamento
DAmeter (DAM) e acidez titulavel (AT - meq.L™?) de plantas de
mirtileiro  ‘Woodard’ em diferentes formas de propagacao,
micropropagadas (MP) e por estaquia (EST) e diferentes
intensidades de poda (testemunha, leve e drastica). Pelotas — RS,
2015.

PROD DAM AT
MP EST MP EST MP EST
Test 0,40 Ab 0,36 Ab 1,57 Aa 1,42 Aa 9,90 Bb 12,33 Ac
Leve 0,67 Ba 083 Aa 1,25 Ba 1,84 Aa 10,93 Ba 15,63 Aa
Dras 0,55 Aa 0,50 Ab 1,47 Aa 165 Aa 11,63 Ba 13,47 Ab
CV (%) 13,28 14,12 3,59

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha ou mailscula na coluna ndo diferem
pelo teste de Tukey com nivel de significAncia de 5%.

Da mesma maneira, a cor dos frutos analisada pelo equipamento
DAmeter, também alterou de acordo com a interacdo dos tratamentos. Plantas
micropropagadas sem poda ou com poda drastica, e ainda, plantas obtidas por
estaquia, independente da intensidade de poda, conferem aos frutos maior
intensidade de cor violeta. E a maior acidez titulavel dos frutos ocorreu
naqueles oriundos de plantas obtidas por estaca e com poda leve, assim como
encontrado por Radinz et al. (2014), que verificaram que a cultivar Climax
apresentou diferenca dos valores de AT entre as intensidades de poda.

O teor de fendlicos totais ndo diferiu estatisticamente entre os fatores,
logo néo foi influenciado nem pelas formas de propagagcdo nem pela pratica de
poda (Tabela 6).
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Tabela 6. Fendlicos totais (FT - mg &cido clorogénico equivalente/100g tecido)
de frutos de mirtileiro ‘Woodard” em diferentes formas de
propagacédo, micropropagadas (MP) e por estaquia (EST) e
diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica).
Pelotas — RS, 2015.

FT
MP 629,57 ™
EST 675,01 ™

TEST 73654 ™

LEVE 600,97 ™

DRAS 619,36 ™

CV (%) 18,45
*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" nao significativo

A atividade antioxidante e o teor de antocianinas nos frutos de mirtilo
‘Woodard’ também foram influenciados pelos métodos de propagacdo e
intensidades de poda (Tabela 7). Para a primeira variavel, as maiores
concentracbes de antioxidantes foram encontradas em plantas
micropropagadas com poda leve e por estaquia sem poda. Ja os niveis de
antocianinas totais foram superiores em plantas micropropagadas com podas
leve e dréastica, assim como em plantas obtidas por estaca, sem poda
novamente. Radinz et al. (2014), observaram que 0 maior potencial
antioxidante foi observado nas cultivares Climax e Powderblue, e quanto ao
efeito de intensidade de poda, constatou-se que as cultivares Bluegem e
Powderblue apresentaram maior potencial antioxidante quando submetidas a
poda leve. Essa variagdo nos resultados, corrobora com Kalt et al. (2003), que
relata que a atividade antioxidante do mirtilo é influenciada pelos teores de
antocianinas e fendis totais, pelo genotipo, pelas variagcbes ambientais e pelas

condicOes de conservacao pos-colheita.
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Tabela 7. Atividade antioxidante (AA - pg trolox equivalente/g tecido) e
antocianinas totais (ANT - mg cianidina 3-glicosideo/100g amostra)
de frutos oriundos de plantas de mirtileiro ‘Woodard’ em diferentes
formas de propagacdo, micropropagadas (MP) e por estaquia
(EST) e diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e
drastica). Pelotas — RS, 2015.

AA ANT

MP EST MP EST
TEST 6005,52 Bb 9560,45 Aa 501,10 Ba 719,46 Aa
LEVE 748277 Aa 6576,44 Ab 529,77 Aa 612,98 Ab
DRAS 5984,48 Ab 5660,22 Ab 575,43 Aa 498,72 Ac

CV (%) 9,58 8,35
*Médias seguidas pela mesma letra minldscula na linha ou maidscula na coluna
nao diferem pelo teste de Tukey com nivel de significAncia de 5%.

Estudo 3 — Cultivar Bluegem

Assim como nos outros dois estudos, o método de propagacao no qual
exigiu maior intensidade de poda foi a micropropagacdo (Tabela 1).Para a
cultivar Bluegem, também foi retirada uma maior quantidade de ramos nas
plantas oriundas do cultivo in vitro, ja que essa técnica propicia maior brotacao
de ramos vegetativos. Esse atributo também foi notado por Smagula, (2006), o
qual constatou diferencas no hébito de crescimento das plantas propagadas in
vitro, com maior numero de hastes principais e taxa de crescimento. Em
contrapartida, Marino et al. (2014) verificaram que ndo houve diferencas
significativas no peso de ramos de mirtileiros ‘Primadonna’, derivadas da

estaquia e micropropagacéo em qualquer momento durante o estudo.
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Tabela 1. Peso de ramos em diferentes intensidades de poda (testemunha,
leve e drastica), em mirtileiros cv. Bluegem, propagados de
diferentes formas (MP — micropropagacdo; EST - estaquia).
Pelotas — RS, 2015.

MP EST

2013/14
Test 0,00 Ac 0,00 Ac
Leve 735,67 Ab 726,67 Ab
Dras 1228,00 Aa 946,33 Ba
CV (%) 8,85

2014/15
Test 0,00 Ac 0,00 Ac
Leve 1788,00 Ab 472,67 Bb
Dras 2516,67 Aa 964,67 Ba
CV (%) 20,99

*Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na linha ou maidscula na coluna
nao diferem pelo teste de Tukey com nivel
de significancia de 5%.

No primeiro ano de avaliacdo (safra 2013/14), os tratamentos nao
influenciaram a area da folha, comprimento dos ramos novos e altura de planta,
assim como na segunda safra (2014/15), para a ultima variavel citada (Tabela
2). Em estudos com diferentes cultivares de mirtileiros, Marino et al. (2014),
verificaram que depois do segundo ano no campo, a altura de planta também

nao foi significativamente afetada pelo método de propagacéo.
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Tabela 2. Area da folha (AF — cm?), comprimento de ramos (CR - cm) e altura
de planta (AP — m) de mirtileiro ‘Bluegem’ em diferentes formas de
propagacéo, micropropagadas (MP) e por estaquia (EST), e
diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica).
Pelotas — RS, 2015.

AF CR AP
2013/14
MP 714 "™ 18,78 ™ 1,30 ™
EST 6,14 ™ 14,28 ™ 1,11 ™
TEST 6,98 ™ 17,62 ™ 1,22 ™
LEVE 6,00 ™ 14,54 ™ 1,06 ™
DRAS 6,95 ™ 17,42 ™ 1,34 ™
CV (%) 16,97 35,48 29,59
2014/15
MP 740 "™ 2874 ™ 1,42 ™
EST 781 ™ 2463 ™ 1,40 ™
TEST 6,57 b* 2050 b 1,33 ™
LEVE 7,43 ab 2583 ab 1,50 "™
DRAS 8,83 a 33,72 a 1,39 ™

CV (%) 18,14 21,35 24,14

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" nao significativo

Entretanto, no segundo ciclo (2014/15), mais uma vez, o método de
propagacdo nao alterou o crescimento das plantas, o que contradiz aos
resultados publicados por Morrison et al. (2000), que concluiram que o periodo
de um ano € suficiente para constatar maior vigor nas plantas
micropropagadas, em comparacao as provenientes de estaquia. Nesse estudo,
as variaveis area foliar e comprimento dos ramos mostraram diferencas
significativas apenas para o fator intensidade de poda, onde a poda drastica,
gue nao diferiu estatisticamente da poda leve, resultaram em area das folhas e
emissdo de ramos novos maiores. Essa caracteristica nem sempre é desejada,
pois a grande quantidade de ramos no interior da planta e a presencga de ramos
excessivamente altos e/ou baixos podem dificultar a colheita e comprometer a
arquitetura das plantas (SOUZA et al., 2014).

Na tabela 3 verifica-se que o comportamento do indice de clorofila nas

folhas foi distinto nas duas safras. No primeiro ciclo, ocorreu interacdo entre os
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fatores e o Unico tratamento inferior aos outros foram as plantas propagadas
por estaquia, com poda drastica. Esse resultado pode ser justificado, pelo fato
da poda dréastica favorecer o crescimento vegetativo excessivo e poucos frutos,
causando desbalanco entre a porcdo vegetativa e produtiva da planta
(BANADOS, 2005) e com isso, causar um maior sombreamento no interior da
planta, reduzindo assim, o indice de clorofila nas folhas, em consequéncia da
reducdo de fotossintese total da planta (LARCHER, 2000).

Tabela 3. indice de clorofila (IC - unidades SPAD) de plantas de mirtileiro
‘Bluegem’ em diferentes formas de propagag¢ao, micropropagadas
(MP) e por estaquia (EST), e diferentes intensidades de poda
(testemunha, leve e drastica), nas safras 2013/14 e 2014/15.
Pelotas — RS, 2015.

IC
2013/14 2014/15
MP EST MP 40,59 s
TEST 3830 Aa 4290 Aa EST 3893 ™™
LEVE 3723 Aa 3820 Aa TEST 3723 ™
DRAS 4247 Aa 36,73 Ba LEVE 4065 "
CV (%) 8,02 DRAS 4140 ™

CV(%) 871

*Significativo pelo teste de
tukey ao nivel de 5% de
probabilidade de erro.

"> ndo significativo

*Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na linha ou mailuscula na coluna
ndo diferem pelo teste de Tukey com nivel de
significancia de 5%.

Ja no segundo ano de avaliacdo (2014/15), os fatores nédo alteraram o
desenvolvimento das plantas, ndo havendo diferencas significativas entre os
mesmos. De acordo com Viila et al. (1999) e Moreira et al. (1999), a taxa
fotossintética em plantas micropropagadas ocorre em menor magnitude do que
em plantas crescidas em condicbes normais, pois existem fatores que
contribuem para a reducdo do desempenho fotossintético e entre estes fatores
pode-se incluir a baixa quantidade de radiacao fotossinteticamente ativa, alta
concentracdo de CO, e adicdo de fonte de carbono no meio de cultura.
Entretanto esta afirmacdo ndo ocorreu nas condi¢cdes desse estudo, ja que as
plantas micropropagadas tiveram um indice de absorgdo de clorofila similar as

oriundas por estaquia. Estudos relatam ainda, que a presenca de clorofila nas
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folhas diminui com o0 aumento da intensidade de poda, indicando uma limitacéo
da fotossintese (JORQUERA-FONTENA et al., 2014), entretanto, fato este que
nao ocorreu no segundo ano de avaliagao.

A fenologia de mirtileiros ‘Bluegem’ se caracterizou em geral, pelo inicio
da floracdo na primeira semana de agosto e fim a partir Gltima semana de
setembro, se estendendo o fim do més de outubro e as brotagdes iniciaram a
surgir nas plantas na segunda quinzena de agosto (Tabela 4).

Tabela 4. Fenologia de mirtileiros cv. Bluegem sob diferentes intensidades de
poda (testemunha, leve e drastica), propagados de diferentes
formas (MP — micropropagacéo; EST — estaquia). Pelotas — RS,

2015.
Propagago Poda Floracao Brotacdo Colheita
Inicio Plena Final Inicio Inicio Final

2013/14

MP Testemunha 03/ago 29/ago 12/out 20/ago 02/dez 02/jan

MP Leve 09/ago 24/ago 28/out 20/ago 02/dez 10/jan

MP Dréastica 02/ago 07/set 12/out 20/ago 02/dez 07/jan

EST Testemunha 0l1/ago 24/ago 09/out 17/ago 27/nov 27/dez

EST Leve 04/ago 08/set 09/out 19/ago 27/nov  27/dez

EST Drastica 0l/ago 24/ago 09/out 19/ago 02/dez 07/jan
2014/15

MP Testemunha 06/ago 25/ago 05/out 18/ago 02/dez *

MP Leve 08/ago 25/ago 15/out 18/ago 02/dez *

MP Drastica 02/ago 28/ago 06/out 17/ago 02/dez *

EST Testemunha  29/jul 26/ago 08/out 12/ago 09/dez *

EST Leve 02/ago 29/ago 28/set 15/ago 09/dez *

EST Drastica 05/ago 28/ago 22/set 10/ago 09/dez *

*Dados indisponiveis devido a ndo realizacdo da colheita da safra 2014/15.

O inicio do periodo de colheita no primeiro ano de estudo foi dia 27 de
novembro, e na safra seguinte, no segundo dia de dezembro. Na safra 2013/14
o fim da colheita foi em geral, na primeira semana de janeiro, entretanto, no
segundo ciclo (2014/15), o periodo de fim de colheita ndo foi avaliado pois
ocorreu queda dos frutos, antes do amadurecimento. Esta alteracdo no padréo
da colheita pode ter ocorrido em raz&o da variacdo anual no acimulo em horas
de frio, como das oscilagbes de temperatura e consequentemente, da
necessidade de temperaturas baixas (CHILDERS & LYRENE, 2006; ANEXO
2).
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O diametro médio dos frutos (Tabela 5) foi superior em plantas obtidas
pelos dois métodos de propagacédo, entretanto, os frutos de maior tamanho
foram colhidos em plantas micropropagadas com poda drastica e por estaquia,
sem poda. O mesmo ocorreu para a variavel producdo por planta, porém,
adicionalmente, o tratamento estaquia acrescido de poda leve também
acarretou em mais frutos colhidos na planta. Nesse caso, verifica-se que tanto
0o método de propagacdo, quanto a pratica de poda influenciam essas
variaveis, diferentemente dos resultados obtidos por Souza et al. (2011), onde
o0 método de propagacao ndo teve acdo sobre a producdo e a qualidade dos
frutos de mirtilo de trés cultivares distintas.Yarborough (2006) relata que ha
diminuicdo no tamanho dos frutos com o aumento da carga produtiva e este, é

um fato conhecido em mirtilos.

Tabela 5. Diametro médio dos frutos (DMF — mm) e producdo (PROD -
Kg.planta™), de plantas de mirtileiro ‘Bluegem’ em diferentes formas
de propagacdo, micropropagadas (MP) e por estaquia (EST), e
diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica).
Pelotas, RS — 2015.

DMF PROD
MP EST MP EST
TEST 13,99 Ab 1391 Aa 0,53 Ab 0,59 Aa
LEVE 14,96 Aab 13,63 Ba 0,58 Ab 0,47 Aa
DRAS 1562 Aa 13,76 Ba 0,95 Aa 0,59 Ba
CV (%) 3,91 22,60
*Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha ou maidscula

na coluna nao diferem pelo teste de Tukey com nivel de significAncia
de 5%.

Na tabela 6, sdo demonstrados dados referentes ao nimero, peso medio
e cor dos frutos ‘Bluegem’ pelo equipamento DAmeter, nos quais ndao sofreram
influéncia dos tratamentos, diferentemente do verificado por Souza et al.
(2011), que concluiram que ha tendéncia de aumento do tamanho dos frutos
guanto maior a intensidade de poda. Entretanto, a cor dos frutos verificada pelo
colorimetro, caracteriza que os frutos colhidos de plantas submetidas a poda
leve apresentaram cor mais intensa, comparado com as sem poda e com poda
drastica, ja que as plantas em condi¢cdes naturais, sem sofrer a poda,

apresentam uma copa volumosa, e seu interior é denso e sombreado
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(SCARPARE FILHO, 2013), assim como aquelas podadas drasticamente, que
emitem muitos ramos no interior da planta, causando sombreamento sobre os

frutos.

Tabela 6. Numero de frutos (NF), peso médio dos frutos (PMF - g), cor dos
frutos pelo colorimetro (AE) e cor dos frutos pelo equipamento
DAmeter (DAM) de plantas de mirtileiro ‘Bluegem’ em diferentes
formas de propagacdo, micropropagadas (MP) e por estaquia
(EST), e diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e
drastica). Pelotas — RS, 2015.

NF PMF AE DAM
MP 24,54 ™ 093 ™ 0,70 ™ 1,59 ™
EST 23,45 ™ 099 ™ 0,80 ™ 1,57 ™
TEST 2255 ™ 0,9 ns 0,46 c* 1,65 ™
LEVE 24,02 "™ 083 ™ 1,01 a 1,49 ™
DRAS 2542 ™ 1,15 "™ 0,78 b 1,60 "™
CV (%) 13,59 28,4 17,4 11,63

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
" nao significativo

Na mesma tabela, a variavel numero de frutos por planta ndo apresentou
resultados significativos, diferentemente aos encontrados por Jorquera-Fontena
et al. (2014), onde o numero de frutos por planta aumentou significativamente
com a diminui¢do da gravidade poda.

Os soélidos soluveis e pH dos frutos de mirtileiro cv. Bluegem néo tiveram
influéncia significativa em relacdo aos metodos de propagacao e intensidades
de poda (Tabela 7). Esses resultados contrariam os obtidos por Radinz et al.
(2014), onde houve aumento dos sélidos solaveis nos frutos de mirtileiros
submetidos a poda normal, o que pode também estar associado a menor
producdo das plantas, bem como pela exposicdo dos frutos a radiacdo
solar.Em contrapartida, a acidez titulavel variou conforme o método de
propagacdo, com maior acidez nos frutos oriundos de plantas
micropropagadas. Marin et al. (2003) verificaram que, de modo geral, 0 método
de propagacdo nao influencia o desempenho em campo de mudas de
pessegueiro, propagadas in vitro e por estaquia, uma vez que nao foram

observadas diferencas significativas quanto aos solidos sollveis, resultados
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similares aos encontrados nessa pesquisa. Além disso, resultados de Lobos et
al. (2013), mostram que a intensidade de poda nao alterou a acidez total em
frutos das cultivares O'Neal e Duke, houve diferenga apenas entre as plantas
podadas e o tratamento testemunha (ndo podadas), diferentemente do

encontrado no presente estudo.

Tabela 7. Sélidos soltveis (SS - %), pH e acidez titulavel (AT - meq.L™?) de
plantas de mirtileiro ‘Bluegem’ em diferentes formas de
propagacdo, micropropagadas (MP) e por estaquia (EST), e
diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica).
Pelotas — RS, 2015.

SS pH AT
MP 14,02 ™ 2,24 ™ 10,02 a*
EST 1321 ™ 226 ™ 951 b
TEST 1346 ™ 228 ™ 997 ™
LEVE 13,88 ™ 2,17 ™ 950 ™
DRAS 1350 ™ 232 ™ 9,83 ™

CV (%) 7,03 6,78 4,28

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

ns x~

nao significativo

Ocorreu interacdo entre ambos fatores estudados para fendlicos totais
(Tabela 8). As plantas oriundas da técnica in vitro submetidas a poda média,
assim como, as oriundas da estaquia, sem poda e com poda drastica,
favorecem a presenca de uma maior quantidade de fendlicos totais nos frutos.
Trabalhando com a mesma cultivar, Radinz et al. (2014) verificaram as
maiores concentracdes destes compostos foram observadas quando aplicada a

poda leve e a poda média, respectivamente.
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Fendlicos totais (FT - mg &cido clorogénico equivalente/100g tecido)
de frutos de mirtileiro ‘Bluegem’ em diferentes formas de
propagacéo, micropropagadas (MP) e por estaquia (EST), e
diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e drastica).
Pelotas — RS, 2015.

FT
MP EST

TEST 706,28 Ab 688,31 Aa
LEVE 852,15 Aa 729,09 Ba
DRAS 617,85 Ab 680,20 Aa
CV (%) 6,92
*Médias seguidas pela mesma letra
mindscula na linha ou maildscula na

coluna néo diferem pelo teste de Tukey
com nivel de significancia de 5%.

Ndo houve interacdo dos fatores para as variaveis: atividade

antioxidante e antocianinas totais em mirtilos ‘Bluegem’ (Tabela 9). A atividade

antioxidante presente nos frutos foi influenciada apenas pela intensidade de

poda, onde os frutos sem essa pratica e com poda leve foram as que

ocasionaram a maior presenca desse composto nos frutos. Outros estudos

observaram que quanto ao efeito de intensidade de poda, que as cultivares

Bluegem e Powderblue apresentaram maior potencial antioxidante quando
submetidas a poda média (RADUNZ et al., 2014).

Tabela 9.

Atividade antioxidante (AA - pg trolox equivalente/g tecido) e
antocianinas totais (ANT - mg cianidina 3-glicosideo/100g amostra)
de frutos oriundos de plantas de mirtileiro ‘Bluegem’ em diferentes
formas de propagacdo, micropropagadas (MP) e por estaquia
(EST), e diferentes intensidades de poda (testemunha, leve e
drastica). Pelotas — RS, 2015.
AA ANT
MP 944454 ™ 566,08 b*
EST 8697,38 ™ 698,14 a
TEST 983285 a 649,73 ™
LEVE 9784,69 a 637,89 ™
DRAS 759534 b 608,72 "™
CV (%) 6,92 7,87

*Significativo pelo teste de tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

ns

nao significativo
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Distintamente, a composicdo de antocianinas foi maior em frutos
colhidos de plantas oriundas de estaquia e n&o tiveram o efeito dos
tratamentos equivalentes a intensidade de poda. Este resultado se diferencia
aos de Radunz et al. (2014) nos quais a intensidade de poda influenciou os
teores de antocianinas, sendo que, na cultivar Bluegem, observou-se reducao
significativa do teor de antocianinas nos frutos de mirtileiro submetidos a podas
média e leve, quando comparadas a poda normal. Entretanto, outras variaveis
podem influenciar no teor de antocianinas dos frutos, entre elas a temperatura,
niveis de nitrogénio na planta ou, ainda, o pH que influencia nas formas de
equilibrio das antocianinas dissolvidas e, consequentemente, sua cor e
estabilidade (KATO et al., 2012).

Conclusdes

1. Plantas das cultivares Briteblue, Woodard e Bluegem micropropagadas
apresentam maior crescimento vegetativo quando comparadas com plantas
oriundas por estaquia.

2. A poda drastica em mirtileiros ‘Briteblue’, ‘Woodard’ e ‘Bluegem’
favorece o desenvolvimento de ramos vegetativos de maior comprimento.

3. A producédo de frutos ‘Briteblue’, ‘Woodard’ e ‘Bluegem’ € maior em
plantas oriundas de estaquia e podadas levemente.

4. Plantas micropropagadas da cultivar Bluegem produzem frutos com
maior teor de antocianinas, enquanto, frutos de ‘Briteblue’ apresentam mais
esses compostos em plantas oriundos da estaquia.

5. Frutos colhidos em plantas sem poda ou com poda leve possuem maior

atividade antioxidante, independente da cultivar estudada.



78

CONSIDERACOES FINAIS

Muitas pesquisas em relacdo as técnicas de propagacdo de plantas
frutiferas vém contribuindo para obtencdo de mudas e frutos de maior
qualidade. Isso se torna ainda mais interessante, quando trata da propagacéao
de culturas com alta capacidade antioxidante, jA que frutos com essa
caracteristica, atualmente, sdo ainda mais apreciados pelos consumidores.
Logo, estes estudos buscam melhorar nosso conhecimento sobre os fatores
agrondmicos e fisiolégicos que controlam rendimento de mirtileiros e a
qualidade dos frutos.

Os dados obtidos nesse trabalho buscam responder alguns
guestionamentos quanto diferentes métodos de propagacdo e praticas no
campo, entretanto ainda necessitam de mais embasamento para obter
melhores conclusGes. Principalmente, no caso do capitulo 2, do
desenvolvimento de mirtileiros a campo, onde nédo foi possivel conclui-lo, no
periodo da colheita dos frutos, pois ocorreu queda precoce dos frutos, antes do
amadurecimento, ndo gerando resultados validos para a segunda safra deste
estudo.

Como sequéncia dos dois estudos, indica-se que com as romazeiras
trabalhadas no capitulo 1, apés o processo de enraizamento in vitro, sejam
enraizadas ex vitro e aclimatadas, com o objetivo de acompanhar o
desenvolvimento dessas mudas, em estufa e a campo, posteriormente.
Inclusive, em funcdo do curto tempo do curso de mestrado, néo foi realizado,
porém pretendia-se colocar essas mudas no sistema de cultivo sem solo e
avaliar seu comportamento no sistema semi-hidropénico, no qual vem sendo
muito estudado com outras espécies frutiferas. E referente ao capitulo 2,
estudo de mirtileiros a campo, indica-se a repeticdo do experimento, em pelo

menos mais um ano, ja que na segunda safra a parte produtiva nado foi
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avaliada, a fim de verificar e confirmar os resultados ja obtidos no presente
estudo.

Sendo assim, ambos os estudos, com as culturas da romazeira e
mirtileiro, terdo continuidade nos proximos anos, a fim de verificar e confirmar
os resultados ja obtidos até este trabalho e, além disso, aperfeicoa-los, visando

uma maior contribuicdo no meio cientifico.
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Apéndice |. Quadro de andlise da variancia das variaveis: germinacédo (GERM - %), oxidacdo (OXID - %), contaminacao fungica
(CF - %), contaminacao bacteriana (CB - %), presenca de folhas (PF - %), presenca de radiculas (PR - %), nimero de explantes
com brotacdes (NEB), nimero médio de brotagcdes (NmB), comprimento da maior brotagcdo (CMB — cm), comprimento médio de
brotagdes (CmB — cm), comprimento da maior raiz (CMR — cm), comprimento médio de raiz (CmR — cm), em funcéo de diferentes
meios de cultura (MS e WPM) e presenca e auséncia de sacarose. Pelotas — RS, 2015.

Quadrado médio

Fonte de
variagdo GL GERM OXID CF CB PF PR NEB NmB CMB CmB CMR CmR
Meio de cultura 1 0,04* 0,001™ 0,000002"™ 4,51™ 0,02"  0,04** 0,05"™ 0,22 1,40 1,22* 0,29™ 0,24™
Sacarose 1 0,009™ 0,006™ 0,000002"™ 0,0001™ 0,74*  0,37* 1,94** 1,47 1,46* 0,50~ 1,46* 0,52™
MC x SAC 1 0,02 0,0001™ 0,000002"™ 0,000001™ 0,009™ 0,06** 0,0001™ 0,05 0,31™ 0,54* 0,08 0,10™
Residuo 16 0,006 0,009 0,0000007 0,0001 0,04 0,00 0,04 0,11 0,22 0,11 0,18 0,14
Média geral - 2,48 1,22 1,00 1,00 1,55 1,19 1,55 2,70 3,32 2,90 2,21 2,11
CV (%) - 3,044 7,82 0,27 1,19 12,87 5,42 13,54 12,14 14,13 11,35 19,39 17,57

*** \Valor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
"S n&o significativo

Apéndice Il. Quadro de andlise da variancia das variaveis: presenca de calos (PC - %), numero de folhas (NF), numero de
brotagdes (NB), comprimento da maior brotacdo (CMB — cm), numero de raizes (NR) e comprimento da maior raiz (CMR — cm), em
funcao de diferentes meios de cultura (MS e WPM) e presenca e da citocinina 2iP. Pelotas — RS, 2015.

Fonte de Quadrado médio
variagcao GL PC NF NB CMB NR CMR
Meio de cultura 1 0,10 27,39** 0,81** 67,96** 0,27** 0,59*
2iP 3  3,09* 026™ 0,01"™ 6,58** 0,03™ 0,10™
MC x 2iP 3 0,10 0,29" 0,02" 1,02™ 0,03™ 0,10™
Residuo 32 0,04 0,21 0,02 0,26 0,02 0,09
Média geral - 1,18 2,05 1,39 2,66 1,31 0,01
CV (%) - 18,16 22,40 10,91 19,05 10,54 11,05

*** alor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
"S" n&o significativo
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Apéndice lll. Quadro de analise da variancia das variaveis: comprimento da parte aérea (CPA — cm), numero de folhas (NF),
namero de brotagBes (NB), comprimento da maior raiz (CMR — cm) e nimero de raizes (NR), em funcdo de diferentes
concentracfes do regulador de crescimento Dikegulac de sédio. Pelotas — RS, 2015.
Fonte de Quadrado médio
variacao GL CPA NF NB CMR NR
Dikegulac 5 6,04 1,73* 0,06 3,47 0,34*
Residuo 144 3,17 0,32 0,04 1,25 0,14
Média geral - 4,68 3,50 2,45 1,04 1,11
CV (%) - 38,07 16,31 8,62 6,91 34,12

*** \alor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
"S n&o significativo

Apéndice IV. Quadro de andlise da variancia das variaveis: comprimento da maior raiz (CMR — cm) e nimero de raizes (NR), em
funcao de diferentes concentracfes da auxina AlIB. Pelotas — RS, 2015.

Fonte de Quadrado médio
variacao GL CMR NR
AlIB 3 2,10** 0,09**
Residuo 16 0,10 0,002
Média geral - 2,43 1,93
CV (%) - 13,01 2,38

*** \Jalor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
"S néo significativo
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Apéndice V. Diferentes intensidades de poda realizadas em mirtileiro das cultivares Briteblue, Woodard e Bluegem: 1.
Testemunha (sem poda); 2. Poda leve; 3. Poda drastica. Pelotas — RS, 2015.
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Apéndice VI. Quadro de andlise da variancia das variaveis vegetativas: peso de poda (PP - @), altura de planta (AP — m),
comprimento dos ramos (CR — cm), area da folha (AF — cm?) e indice de clorofila (IC — unidade de SPAD), da cultivar Briteblue.

Pelotas — RS, 2015.

Fonte de Quadrado médio
variagdo  GL PP AP CR AF IC
2013/14

Propagacdo 1 228312,80** 0,23* 21,94™ 9,12* 54,77**

Poda 2 1788396** 0,19* 84,01* 1,54"™ 54,60*
PR x PO 2 192195,70* 0,09™ 79,93* 3,22™ 0,44™
Residuo 12  15235,39 0,06 1247 1,76 3,80

Média geral - 530,12 1,33 18,45 6,57 38,97
CV (%) - 23,28 16,28 19,14 20,17 5,00
2014/15

Propagacéo 1 443682* 0,27* 48,89™ 1,32™ 13,87™

Poda 2  6209478** 0,02™ 446,75 0,35™ 0,87™

PR x PO 2 398248,7** 0,09™ 46,15" 1,44™ 2,18™

Residuo 12 55162,22 0,04 20,34 3,08 1844

Média geral - 803,00 1,32 28,09 7,79 45,40

CV (%) - 29,25 14,69 16,05 22,54 9,46
*** \Valor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
"S néo significativo
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Apéndice VII. Quadro de andlise da variancia das variaveis produtivas: producédo (PR — Kg.planta™), peso médio dos frutos (PMF —
g), numero de frutos (NF), didmetro médio dos frutos (DMF — mm), sélidos sollveis totais (SS - %), acidez titulavel (AT - meq.100
mL™), pH, cor (aE — colorimetro e DAM — D.A. meter), fendlicos totais (FT — mg &cido clorogénico equivalente/100g tecido),

atividade antioxidante (AA — ug trolox equivalente/g tecido) e antocianinas (ANT — mg cianidina 3-glicosideo/100g amostra), da
cultivar Briteblue. Pelotas — RS, 2015.

Fonte de

Quadrado médio

variagao GL

PR PMF NF DMF SS AT pH AE DAM FT AA ANT
Propagacdo 1  1,47* 0,000005™ 413,28** 0,56™ 1,03™ 84,50** 0,08"™ 0,01"™ 0,49** 6068,88"™ 381191,4™ 59641,30**
Poda 2 015%™ 0,03™ 38,42* 19,58* 1,12™ 7,38** 0,03"™ 0,51* 0,008"™ 8163,29" 49581,58"™  6957,42"™
PR x PO 2 0,39 0,003™ 132,50* 8,27** 15,62* 0,58™ 0,01™ 0,53** 0,007™ 20120,10* 5895613** 6397,99™
Residuo 12 0,04 0,03 9,80 0,62 1,06 0,18 0,03 0,04 0,04 3828,05  364684,30 4233,37
Média geral - 0,66 0,99 24,12 16,04 14,72 12,77 2,04 1,01 151 693,28 8589,77 469,64
CV (%) - 32,43 18,43 12,98 4,91 6,99 3,29 9,20 19,40 13,82 8,92 7,03 13,85

"S " n&o significativo

*** Valor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
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Apéndice VIIl.Quadro de analise da variancia das variaveis vegetativas: peso de poda (PP — g), altura de planta (AP — m),
comprimento dos ramos (CR — cm), area da folha (AF — cm?), indice de clorofila (IC — unidade de SPAD), da cultivar Woodard.
Pelotas — RS, 2015.

Fonte de Quadrado médio
variacdo GL PP AP CR AF IC
2013/14

Propagacdo 1 283253,60* 0,06™ 364,5* 0,76™ 3,04™
Poda 2 1200924* 0,03™ 6,36™ 0,24™ 18,17™
PR x PO 2 193221,60** 0,02™ 33,32"™ 0,56™ 15,82"
Residuo 12 1096,67 0,10 46,38 1,19 21,37

Média geral - 465,22 1,35 22,44 7,51 36,82
CV (%) - 7,12 2359 30,34 14,51 12,55
2014/15
Propagacdo 1 1325192* 0,002"™ 76,05" 0,74™ 12,33™
Poda 2 7327073* 0,04"™ 265,51** 7,80* 29,60"
PR x PO 2 32364,70* 0,02"™ 9,85™ 560™ 36,22™
Residuo 12 30180,44 0,11 32,46 190 11,98
Média geral - 1173,33 1,41 26,68 7,61 39,76
CV (%) - 14,81 24,14 21,35 18,14 8,71

*** \Valor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
"S néo significativo
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Apéndice IX. Quadro de andlise da variancia das variaveis produtivas: producdo (PR — Kg.planta™), peso médio dos frutos (PMF —
g), numero de frutos (NF), didmetro médio dos frutos (DMF — mm), sélidos sollveis totais (SS - %), acidez titulavel (AT - meq.100
mL™), pH, cor (aE — colorimetro e DAM — D.A. meter), fendlicos totais (FT — mg &cido clorogénico equivalente/100g tecido),

atividade antioxidante (AA — ug trolox equivalente/g tecido) e antocianinas (ANT — mg cianidina 3-glicosideo/100g amostra), da
cultivar Woodard. Pelotas — RS, 2015.

Fonte de Quadrado médio

variagdo  GL PR PMF NF DMF SS AT pH AE DAM FT AA ANT

Propagagcdo 1 0,0007™ 0,42* 46,77 297" 14,94** 40,20** 0,005™ 0,02"™ 0,19™ 9294,49™ 2701230  25281,16**

Poda 2 0,22** 0,04™ 113,95* 4,76* 1,06™ 7,29* 0,001™ 1,26** 0,006™ 32445,93"™ 5869145** 8048,88"™

PR x PO 2 0,02 0,06™ 358" 264™ 203" 343 0,002™ 0,01™ 0,20 21943,86™ 8822383** 32728,95*
Residuo 12 0,005 0,04 1,75 1,11 1,14 0,20 0,002 0,15 0,05 14477,61  434538,70 2286,75
Média geral - 0,55 1,05 22,33 17,04 14,27 12,32 2,31 1,07 1,53 652,29 6878,31 572,91

CV (%) - 13,28 19,67 5,93 6,17 7,50 3,59 2,04 35,98 14,12 18,45 9,58 8,35
*** \alor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
" nao significativo
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Apéndice X. Quadro de analise da variancia das variaveis vegetativas: peso de poda (PP - g), altura de planta (AP — m),
comprimento dos ramos (CR — cm), area da folha (AF — cm?), indice de clorofila (IC — unidade de SPAD), da cultivar Bluegem.

Pelotas — RS, 2015.

Fonte de

Quadrado médio

variacdo GL PP

AP CR AF IC

2013/14

Propagacdo 1 42243,56**
Poda 2 1843272*
PR x PO 2 38441,06**

0,17™ 91,12"™ 4,54™ 0,01™
0,12™ 17,81"™ 1,87™ 12,86™
0,14"™ 63,65 1,70™ 41,22*

Residuo 12 2875,33

0,13 3439 1,27 9,93
1,21 16,52 6,64 39,30
29,59 3548 16,97 8,02

2014/15

0,15™ 104,32™ 7,62* 2,00™
0,03"™ 235,95* 2,03™ 4,51™
0,08"™ 36,32™ 2,26™ 24,71"™

Média geral - 606,11
CV (%) - 8,85
Propagacdo 1 4110800**

Poda 2 4680081**
PR x PO 2 1048704**
Residuo 12 40340

Média geral - 957,00
CV (%) - 20,99

0,11 36,33 1,60 23,10
1,27 26,04 7,95 40,14
26,62 23,15 15,89 11,97

* ** Valor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.

"S nAo significativo
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Apéndice XI. Quadro de andlise da variancia das variaveis produtivas: producdo (PR — Kg.planta™), peso médio dos frutos (PMF —
g), numero de frutos (NF), didmetro médio dos frutos (DMF — mm), sélidos sollveis totais (SS - %), acidez titulavel (AT - meq.100
mL™), pH, cor (aE — colorimetro e DAM — D.A. meter), fendlicos totais (FT — mg &cido clorogénico equivalente/100g tecido),
atividade antioxidante (AA — ug trolox equivalente/g tecido) e antocianinas (ANT — mg cianidina 3-glicosideo/100g amostra), da
cultivar Bluegem. Pelotas — RS, 2015.

Fonte de Quadrado médio
variagao GL PR PMF NF DMF SS AT pH AE DAM FT AA ANT
Propagacdo 1 0,08" 0,01"™ 5,37™ 5,36** 2,96™ 1,17* 0,003" 0,05™ 0,002 3094,25" 2512052" 78481,46**
Poda 2 0,11* 0,27™ 12,29"™ 0,82"™ 0,32™ 0,35™ 0,04"™ 0,45 0,04"™ 31087,29**  9801986** 2672,49"

PR x PO 2 0,07™ 0,05™ 2516™ 1,25* 1,02™ 0,35™ 0,03" 0,003 0,02™ 12968,41* 1458564 7563,51"™

Residuo 12 0,02 007 1063 0,31 092 0,17 0,02 0,02 0,03 2433,018 818881,4 2476,22
Média geral - 062 096 2399 14,31 13,62 9,77 2,25 0,75 1,58 71,31 9070,96 632,11
CV (%) - 2260 28,40 1359 391 7,03 4,28 6,78 17,40 11,63 6,92 9,98 7,87

*** Valor de F significativo a 5% e a 1% de probabilidade de erro, respectivamente.
"® n&o significativo
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Anexo 1. Escala fenologica para mirtileiros proposta por Lyrene (2006). Pelotas —

RS, 2015.

Estadio 1 Estadio 2 Estadio 3

Estadio 6 Estadio 7

Descricdo dos estadios de desenvolvimento da gema.

Estadio 1: ndo se observa inchamento de gemas, as bracteas cobrem
completamente a inflorescéncia.

Estadio 2: gema inchada, escamas se separando, inflorescéncia ainda fechada.
Estadio 3: bracteas separadas, apices florais visiveis.

Estadio 4: flores separadas, escamas caidas.

Estadio 5: flores individuais, corolas ndo expandidas e fechadas.

Estadio 6: corolas completamente expandidas e abertas.

Estadio 7: corolas caidas.
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Anexo 2. Temperatura meédia (TM), Temperatura média das minimas
(Tmm),Temperatura minima absoluta (Tma), Temperatura média das méaximas
(TmM), Temperatura maxima absoluta (TMa), Precipitacdo pluviométrica (PP) e
quantidade de horas de frio (HF) obtidos pela estacdo agrometereoldgica do Capéao
do Leédo, pertencente a Embrapa Clima Temperado e Universidade Federal de
Pelotas. Pelotas - RS, 2015.

™ Tmm Tma TmM TMa PP

(°C)  (°C) (°C) (°C) (°C)  (mm)
Jan 22,3 17,5 10,8 27,5 31,8 69,2
Fev 22,8 19,1 11,8 28,0 33,3 177,3
Mar 19,8 15,2 9,6 25,8 32,2 27,6
Abr 18,3 13,8 7,3 24,5 29,2 1474
Mai 14,6 10,5 2,5 20,6 26,2 84,1
Jun 12,5 8,0 3,8 18,4 24,6 75,8

Ano Més

2013 Jul 11,6 7,2 -1,0 17,8 27,4 56,6
Ago 4,2 7,0 0,6 17,1 25,8 95,3
Set 15,7 11,2 0,2 21,1 34,7 133,7
Out 17,5 13,5 7,0 22,1 30,2 214,0
Nov 20,5 16,9 10,6 24,9 30,0 136,3
Dez 23,5 18,9 10,5 29,2 36,8 78,4
Jan 24,8 20,6 14,6 30,5 37,1 179,6
Fev 24,1 20,9 15,3 29,0 38,0 2254
Mar 21,1 17,2 8,7 26,2 31,4 1481
Abr 18,9 15,1 8,5 24,2 32,2 99,8
Mai 14,8 10,8 2,7 20,4 25,6 62,3
2014 Jun 13,3 9,6 0,8 18,2 246 14477
Jul 13,9 10,5 1,4 18,9 23,8 203,7
Ago 13,9 9,5 1,9 20,0 32,1 82,9
Set 16,7 12,9 7,7 21,1 30,6 143,7
Out 19,4 15,8 9,3 23,9 36,1 246,2
Nov 21,2 16,8 9,9 26,4 33,4 104,0
Dez 22,8 18,9 11,2 27,9 36,5 138,2
2015 Jan * * * * * *

* Dados néo disponiveis.
Fonte: Estacao Agroclimatoldgica de Pelotas.
<http://www.cpact.embrapa.br/agromet/estacao/boletim.php>



