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“l think the biggest innovations of the 21st century will be at the intersection of

biology and technology. A new era is beginning. ’
Steve Jobs
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“Penso que as maiores inovagdes do século XXI estardo na intersecc¢ao da biologia
e tecnologia. Uma nova era esta comecando. ”
Steve Jobs
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RESUMO

Enraizamento in vitro de microestacas de mirtilo “Highbush” cv. Jewel sob
diferentes espectros de luz e desempenho de aclimatizagcao

O mirtilo, Vaccinium corymbosum cv. Jewel, possui excelentes propriedades
nutracéuticas, potencial ornamental e alto valor agregado que justifica os
investimentos nas instalacées de pomares no hemisfério Sul e também no Brasil.
Dessa forma, a fruta vem sendo cada vez mais procurada pelos produtores para
suprir a demanda nacional e da entressafra do hemisfério Norte. Existe uma
limitacdo do cultivo dessa planta que € a pouca disponibilidade de mudas, pois sua
propagacédo é feita por estaquia, método convencional que produz baixa quantidade
de ramos, além das mudas apresentarem dificuldade no enraizamento. Com isso, a
muda precisa de mais tempo para alcancar a idade adulta e consequentemente a
produtividade. Desse modo, a propagacao in vitro € uma alternativa na cultura de
tecidos vegetais para aumentar a disponibilidade da muda de mirtilo para o produtor.
A fase de transicao entre a microestaca propagada in vitro no laboratério e na casa
de vegetacéo deve ser eficiente a fim de reduzir o tempo de produgéo e o custo final.
Diante disso, o objetivo desse trabalho foi é avaliar o efeito na fotomorfogénese in
vitro, sem 0 uso de reguladores de crescimento, de microestacas de mirtillo sob
diferentes espectros de luz de LEDs e a performance na aclimatacdo. Apds o
periodo de incubacado de 45 dias em sala de crescimento a 25°C, fotoperiodo de 16
horas, as microestacas de mirtilo “Highbush” cv. Jewel de aproximadamente 1,5 cm
foram ditribuidas sob quatro espectros de luz LED sendo as seguintes combinacdes:
100% vermelho = 100R, 70% vermelho/30% azul: 70R30B, 100% azul: 100B e o
controle (CW) de LED branca (4000K) com o Photosyntetic densidade de fluxo de
photons (PDFF) ajustado, para todos os tratamentos, em 50 pmols m? s?. Os
parametros analisados na fase de enraizamento in vitro foram: altura (cm), nimero
de folhas (un.), entrenés (un.), area foliar (cm2), comprimento de raiz (cm), massa
fresca (g), clorofila a (mg.g 1), clorofila b (mg.g ) e clorofila total (mg.g ). Na etapa
de aclimatizacdo, as plantulas foram transferidas em bandejas com o substrato
BASE® Floresta e BASE® Holambra Ornamenais, transferidas para casa de
vegetacao e submetidas a nebulizaca tipo fog umidade relativa de 90% coberta com
uma pelicula de polietileno de difusdo (150um) e Aluminet® (Polisack) 50%, por um
periodo de 45 dias. Nessa fase foram avaliados a altura (cm), brotacdo (un.),
namero de folhas (un.), area foliar (cm?2), massa fresca parte aérea (g), massa seca
parte aérea (g), comprimento raiz (cm), massa fresca raiz (g) e massa seca raiz (g).
Todos os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica (ANOVA). As
plantulas sob os espectros 100R e 70R30B apresentaram maior desempenho tanto
na rizogénese in vitro quanto ex vitro da cv. Jewel e, independente do uso dos
substratos houve 100% de sobrevivéncia e enraizamento.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, Fotomorfogénese, LED, Micropropagacéo



ABSTRACT

In vitro rooting of “Highbush” blueberry microcuttings cv. Jewel under
different light spectra and acclimatization performance

The blueberry, Vaccinium corymbosum cv. Jewel, has excellent nutraceutical
properties, ornamental potential and high added value that justifies investments in
orchard installations in the southern hemisphere and also in Brazil. In this way, the
fruit has been increasingly sought after by producers to meet the national and off-
season demand in the northern hemisphere. There is a limitation in the cultivation of
this plant, which is the limited availability of seedlings, since its propagation is done
by cuttings, a conventional method that produces a low number of branches, in
addition to the fact that the seedlings have difficulty in rooting. As a result, the
seedling needs more time to reach adulthood and consequently productivity, with in
vitro micropropagation being an alternative to increase the availability of blueberry
seedlings for the producer market. The transition phase between the microcutting
propagated in vitro in the laboratory and in the greenhouse must be efficient in order
to reduce the production time and the final cost. And, with the development of a more
efficient root system, they have a higher physiological quality and a better survival
rate during the acclimatization phase. Therefore, the objective of this work was to
evaluate the effect on in vitro photomorphogenesis, without the use of growth
regulators, of blueberry microcuttings under different light spectra of LEDs and the
performance in acclimatization. After an incubation period of 45 days in a growth
room at 25°C, photoperiod of 16 hours, microcuttings of “Highbush” blueberry cv.
Jewel of approximately 1.5 cm were distributed under four LED light spectra being
the following combinations: 100% red = 100R, 70% red/30% blue: 70R30B, 100%
blue: 100B and white LED control (CW) (4000K) with the Photosyntetic photon flux
density (PDFF) set, for all treatments, to 50 pmols m2 s'1. The characters analyzed in
the in vitro rooting phase were: height (cm), number of leaves (un.), internodes (un.),
leaf area (cm?), root length (cm), fresh mass, chlorophyll a (mg.g 1), chlorophyll b
(mg.g 1) and total chlorophyll (mg.g ). In the acclimatization stage, the microcuttings
were transferred into trays with the substrate BASE® forest and BASE® Holambra
Ornamentals, taken to a greenhouse and subjected to fog fogging at 90% relative
humidity covered with a diffusion polyethylene film (150um) and Aluminet® (Polisack)
50%, for a period of 45 days. Height (cm), sprouting (un.) leaf number (un.), leaf area
(cm?), fresh mass aerial part (g), dry mass aerial part (g), root length (cm), root fresh
mass (g) and root dry mass (g) were evaluated. All data obtained were submitted to
statistical analysis (ANOVA). The seedlings under the 100R and 70R30B spectra
showed greater performance in both in vitro and ex vitro rhizogenesis of cv. Jewel
and, regardless of the use of substrates, there was 100% survival and rooting.

Keyworlds: Tissue culture, Photomorphogenesis, LED, Micropropagation



1. INTRODUCAO

O Vaccinium spp. do grupo “Southern Highbush”, hibridos interespecificos com
Vaccinium corymbosum, apresenta baixa exigéncia de frio e foi introduzido no Brasil
em 2010 com estudos pioneiros em cultivo semiprotegido na regido de Piracicaba no
estado de S&o Paulo com as cultivares ‘Jewel’, ‘Emerald’, ‘Star’ e ‘Showchaser’
(Cunha et al., 2015). Em regides subtropicais, as cultivares mencionadas crescem
ininterruptamente durante todo o ano. O mirtileiro possui significativa importancia
econdmica devido a crescente demanda global impulsionada pelos seus beneficios
a saude e versatilidade de uso. Seu cultivo e comercializagdo contribuem para a
economia ao gerar empregos, estimular o agronegdcio e impulsionar a industria
alimenticia. Além disso, o mirtilo a fruta é valorizada no mercado de produtos
frescos, congelados, processados, como sucos e suplementos, ampliando suas
oportunidades de neg6cio e impacto econdmico positivo. Entretanto, a propagacao
dessas plantas é afetada por mudancas na temperatura e umidade, o que exige
instalacdes mais sofisticadas para o enraizamento, como ambientes com controle de
temperatura, umidade e sombreamento, além de camaras com nebulizac&o
intermitente.

A utilizacdo de mudas provenientes de micropropagacao, aliada a praticas
adequadas de cultivo, é fundamental para assegurar tanto a produtividade quanto a
longevidade dos pomares de mirtilo (Cruz et al., 2019). Apesar disso, € importante
destacar que o investimento necessario para a producdo dessas mudas é
considerado alto e pode sofrer variagbes de acordo com o estadgio de
desenvolvimento da planta. Isso reforca a necessidade de um planejamento
cuidadoso e de uma gestdo financeira adequada para garantir o sucesso da
producado dessa fruta.

O custo das mudas micropropagadas de mirtilo pode variar em funcdo do
tempo que o explante permanece em cultura in vitro e do periodo que elas levam
para estar aptas a serem comercializadas em casa de vegetacdo. Porém, durante a
fase de aclimatizacdo das plantulas, ha um risco elevado de perdas devido a
imaturidade do material, 0 que pode tornar inviavel a retirada precoce das mudas
sem o0 estagio de enraizamento. Maiores estudos nessa fase sdo necessarios e é

importante que as mudas passem pela etapa de enraizamento adequado antes de
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serem transferidas para a aclimatizacéo, a fim de minimizar os prejuizos e garantir a
sobrevivéncia das plantulas (Gouvéa et al., 2019).

Posto isto, a falta de raizes viaveis, a auséncia de cera epicuticular nas folhas e o
tamanho reduzido dos explantes podem dificultar o sucesso na fase de
aclimatizacdo de plantas lenhosas. Ademais, mesmo dentro da mesma espécie, a
eficiéncia de sobrevivéncia na aclimatizacdo pode variar, indicando que esse
processo € dependente do gendtipo (Almeida et al., 2016).

Conforme mencionado por Silva et al. (2018), a luz € um dos fatores
fundamentais para o sucesso da propagacdo in vitro, influenciando diretamente o
desenvolvimento dos explantes. Uma das vantagens desse método é a possibilidade
de utilizar diferentes espectros de luz, a fim de maximizar o crescimento e a
gualidade das mudas produzidas. Com o intuito de aprimorar a producdo e a
gualidade das mudas, estudos tém sido realizados em diversas culturas, como
Saccharum officinarum, Anthurium spp. e Cunninghamia lanceolata, utilizando LEDs
para proporcionar diferentes espectros de luz (Lima, 2010; Murillo-Gomez et al.,
2014; Miler et al., 2019).

De acordo com Miler et al. (2014), embora a iluminagao seja indispenséavel para o
crescimento e desenvolvimento das plantas, ainda ha uma lacuna no conhecimento
sobre o papel especifico da qualidade da luz durante o processo de enraizamento in
vitro. Além disso, avaliar o efeito da qualidade da luz durante o enraizamento in vitro
no desempenho de crescimento das plantulas na aclimatizacdo é fundamental para
aprimorar as técnicas de propagacao e melhorar a qualidade das plantas produzidas
na cultura do mirtilo. Assim, € importante realizar estudos mais aprofundados sobre
esse assunto para fornecer informacdes valiosas aos produtores e pesquisadores.

Com o intuito de aprimorar as técnicas de propagacao in vitro e ex vitro de mirtilo,
0 presente estudo tem como objetivo investigar o efeito de diferentes espectros de
luz de LEDs na rizogénese in vitro sem a utilizacdo de reguladores de crescimento.
Além disso, também buscou-se avaliar a performance dessas microestacas na
aclimatizacdo, com énfase na persisténcia do efeito da qualidade da luz no

crescimento in vivo das plantulas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Mirtilo (Vaccinium spp.)

O mirtilo € uma fruta membro da familia Ericaceae, subfamilia Vaccinoideae e
género Vaccinium (Trehane, 2004). A planta de mirtilo (Vaccinium spp.) é uma
frutifera lenhosa de porte arbustivo ou rasteiro e com habito caducifélio. E originario
dos bosques da América do Norte, especificamente nos Estados Unidos e Norte da
Europa sendo consumido pelo homem desde a pré-histéria (Cantuarias-Avilés et al.,
2014). “Blueberry” € o nome em inglés utilizado para se referir ao mirtilo, uma fruta
de origem norte-americana que ganhou popularidade em todo o mundo devido as
suas propriedades nutricionais e sabor agradavel. Ja em espanhol, o mirtilo é
conhecido como arandano, uma palavra que deriva do latim "vaccinium"”, nome
cientifico do género ao qual o mirtilo pertence. Essa nomenclatura € comumente
utilizada em diversos paises onde o mirtilo é cultivado, como nos Estados Unidos, no
Canada e em paises da Europa e Asia, que s&o grandes produtores da fruta.

Segundo Fachinello et al., (2013), o mirtilo € uma baga de formato achatado
e cor azul-escura, coroada pelos lobulos persistentes do calice, com diametro
variando entre 1 a 2,5 cm e peso de 1,5 a 4 g. Além disso, a fruta possui um sabor
que pode variar doce-acido a acido e é caracterizada por apresentar diversas
sementes em seu interior. A planta possui um sistema radicular raso e fibroso, com
raizes superficiais e algumas raizes mais profundas e pode crescer de 30 cm a4 m
de altura, dependendo da variedade e das condicbes de cultivo. As folhas séo
pequenas, ovaladas e verde-escuras, com margens serrilhadas. As flores do mirtilo
sdo pequenas, brancas ou rosa palido, e aparecem na primavera, antes do
aparecimento dos frutos. Os frutos variam de cor e didmetro também dependendo
da cultivar escolhida (Della Rosa et al., 2018). Além disso, Shimizu et al. (2019)
afirmam que a presenga de insetos, principalmente abelhas, é essencial para a
polinizagdo em muitas cultivares de mirtilo, pois algumas ndo sao autoférteis e
dependem da polinizagdo cruzada para produzir frutos de qualidade.

Esta fruta é muito apreciada em todo o mundo e existem diferentes tipos de
cultivares comerciais. Entre eles, destacam-se os de arbustos baixos, também
conhecidos como "Lowbush", os de arbustos altos, denominados "Highbush", e os
do tipo olho-de-coelho, ou "Rabbiteye” (Childers & Lyrene, 2006; Strik, 2007).
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Existem cerca de 450 espécies de mirtileiros no género Vaccinium, mas
somente algumas sdo relevantes comercialmente (Gough, 1991; Catuarias-Avilés,
2010). Os mirtilos do grupo “Lowbush”, da espécie V. angustifolium, sdo arbustos
rasteiro cultivados principalmente na América do Norte, em regides de clima frio,
alcancando cerca de 30 cm de altura. Eles sdo mais utilizados para a producéao de
mirtilos selvagens e para a producdo de xaropes e geleias. A variedade de mirtilo
“‘Lowbush” é caracterizada por ser uma planta menor e mais resistente, apesar de
produzir frutos em menor quantidade, é reconhecida por sua qualidade superior e
sabor intenso (Rasera; Antunes, 2014).

Ja os mirtilos “Highbush”, arbusto gigante, sdo mais cultivados em regifes
de clima temperado, como a Europa, a América do Norte e a Asia, e apresentam um
porte maior chegando a atingir 2,5 m de altura e sdo da espécie V. corymbosum
(Pinto, 2015). A variedade de mirtilo “Highbush” & amplamente cultivada e é
conhecida por sua altura, alta produgcéo de frutos e habilidade em se adaptar a
diferentes condi¢des climaticas. Essa variedade € a mais comum e é cultivada em
varios paises, como Estados Unidos, Canada, Europa e América do Sul. Eles séo
geralmente cultivados em grandes plantagcbes e sdo conhecidos por suas bagas
grandes e saborosas (Cantuarias-Avilés et al., 2010).

Por fim, os mirtilos do tipo “Rabbiteye” conhecidos como olho-de-coelho da
espécie Vaccinium virgatum (sindnima de V. ashei) sdo mais comuns em regifes de
clima quente, como o sul dos Estados Unidos, e sdo menos cultivados em outras
partes do mundo (Gough, 1991; Catuarias-Avilés, 2010). Eles apresentam um porte
intermediario, podendo atingir de 1 a 2 metros de altura, e suas bagas sdo um pouco
menores em comparacao com os “Highbush” (Gough, 1991). Embora as cultivares
de mirtileiro em regides subtropicais e tropicais produzam frutos de menor tamanho
e qualidade inferior, elas compensam isso com uma maior produtividade por planta.
Além disso, os frutos dessas cultivares possuem uma melhor capacidade de
conservacao apos a colheita (COUTINHO et al. 2007).

A cultura do mirtileiro é conhecida por ser exigente em horas de frio anuais
para que ocorra o florescimento e a producéo de frutos de qualidade. De acordo com
Pires et al. (2019), o cultivo de mirtilo no Brasil € um desafio, principalmente em
regides com clima tropical, onde a ocorréncia de horas de frio é baixa. A falta de frio
suficiente pode afetar a producéo de frutos, reduzindo a qualidade e a quantidade da

colheita. Em regiées com clima tropical, o cultivo do mirtileiro € um desafio que tem
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sido abordado por diversos estudos sendo necessario desenvolver técnicas
especificas para adaptar a planta as condi¢des climéticas locais, a fim de obter uma
producdo de qualidade. A introducéo recente de novas variedades de mirtileiro com
menor exigéncia de frio, especialmente aquelas pertencentes ao grupo "Southern
Highbush", oferece uma perspectiva promissora para a expansao do cultivo de
mirtilos em regides n&o tradicionais.

No ano de 2010, variedades de mirtilo desenvolvidas pela Universidade da
Flérida do grupo Southern Highbush, com requerimentos de frio hibernal baixos a
muito baixos, variando de 100 a 400 horas, foram introduzidas no Brasil (Lyrene,
2008). Essa incorporacdo de novas cultivares abre oportunidades para o
estabelecimento de plantagbes de mirtilos em climas mais quentes, onde
anteriormente nao era viavel (Medina, 2016). A expanséo da producdo de mirtileiros
em regides subtropicais e tropicais tem levado a um aumento significativo na area de
cultivo em todo o mundo. (Fang et al., 2020).

Existem muitas variedades de mirtilo disponiveis para cultivo em diferentes
partes do mundo, cada uma com caracteristicas préprias e Unicas. Ressalta-se que
a escolha do tipo de cultivar de mirtilo depende das condi¢cbes climéaticas e das
preferéncias dos produtores e consumidores (Childers & Lyrene, 2006; Strik, 2007).

E fundamental que os produtores escolham o cultivar adequado as
condicBes de clima e solo da regido, garantindo assim uma producado satisfatéria de
frutos de alta qualidade. A escolha cuidadosa da variedade pode ajudar a garantir a
resisténcia da planta, melhorar o rendimento e aumentar a lucratividade do cultivo de

mirtilo.

2.2 A variedade “Highbush” cv. Jewel

O grupo dos mirtilos altos — “Southern Highbush” - € o mais cultivado no
mundo, incluindo no Brasil, onde variedades como ‘Misty’, “O’neil’, ‘Jewel’, ‘Santa
Fé’, ‘Bluecrisp’, ‘Millenia’ e ‘Star’ estdo sendo plantadas devido as excelentes
caracteristicas de seus frutos e pela exigéncia do consumidor (Pereira et al., 2013).

Segundo Kender e Brightwell (1966), as cultivares do grupo “Highbush”
requerem entre 650 a 800 horas de frio para um bom desenvolvimento. Essas
cultivares sdo mais adaptadas a regibes com ciclos vegetativos de até 160 dias.
Essas variedades sdo adaptaveis as condicbes de clima presentes no Sul e em

algumas éareas do Sudeste do Brasil, exigindo de 150 a 400 horas de frio (Pereira et
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al.,, 2017). A insuficiéncia de horas de frio pode prejudicar o surgimento e
desenvolvimento adequados das brotagdes e flores, levando a uma baixa produgéo.

Essas cultivares sdo conhecidas como “Southern Highbush” e foram obtidas
a partir de hibridos. A cultivar ‘Jewel € o resultado de cruzamentos entre V.
corymbosum L. e V. darrowi Camp. Essa cultivar requer um periodo de frio entre 100
e 150 horas a uma temperatura < 7,2 °C, considerado um requisito baixo (Williamson
e Lyrene, 2004).

Esse material caracteriza-se por apresentar bagas de tamanho médio de 15
mm e peso médio de 1,7 a 2,5 g, sendo firmes e com excelente cicatriz, destacando-
se facilmente da haste na colheita. Segundo os descritores da patente US PP11807
P2, publicada em 13 de marco de 2001, as bagas tém sabor com notas mais acidas
nas primeiras colheitas (Lyrene & Balligton, 2006).

Existem vérias cultivares de mirtilo conhecidas de acordo com a Florida
Blueberry Growers (2009) incluindo ‘Star, ‘Jewel, ‘Emerald’, ‘Southern Bell’,
‘Millenia’, ‘Primadonna’, ‘Snowchaser’, ‘Spring Wide’, ‘Spring High’ e ‘Sweet Crisp’.
Cada uma dessas cultivares possui caracteristicas Unicas em relacdo ao tamanho,
sabor e época de maturacdo dos frutos, além de adaptabilidade a diferentes
condi¢cdes de clima e solo. A escolha da cultivar adequada para cada regiao é
importante para garantir a producdo de frutos de alta qualidade. A pesquisa também
destaca que as cultivares “Southern Highbush” sdo as mais apropriadas para o
cultivo na regido sul sudeste do Brasil e que a variedade de mirtilo “Highbush” cv.
Jewel é considerada uma das opc¢bGes mais adequadas para o cultivo no Brasil,
devido a sua alta produtividade e qualidade dos frutos, além de apresentar boa
resisténcia a doencas e pragas.

A introducdo dessa cultivar deu-se com o viveiro Sunnridge, uma empresa
chile-norte americana e, em 2010 os plantios se iniciaram no estado de S&o Paulo e
na regiao do polo Petrolina-Juazeiro. A Chacara Catavento, na regido de Piracicaba,
foi responsavel por introduzir tais cultivares que apresentam boa adaptacdo as
condicdes climaticas do Brasil, além de serem produtivas e apresentarem frutos de
gualidade. De acordo com informacgfes disponiveis no site oficial da Chacara
Catavento, situada em Piracicaba, SP, o sitio tem sido lider no cultivo de mirtilos
para climas quentes no Brasil e € uma referéncia na producdo de mirtilos desde
2011. A empresa utiliza técnicas inovadoras, como o cultivo em vasos com sistema

de gotejamento, para produzir frutas em um ambiente limpo e saudavel. As
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cultivares produzidas séo ‘Emerald’, ‘Jewel’, ‘Primadonna’ e ‘Snowchaser’ (Silva,
2018; Medina et al., 2018; Cantuarias-Avilés et al., 2014).

Em um estudo sobre a performance de ‘Emerald’ e ‘Jewel’ cultivares de mirtilo
sem incidéncia de frio realizado por Medina et al. (2018) visou avaliar o desempenho
dessas cultivares através da avaliagdo das fases de crescimento vegetativo,
brotacdo, florescimento, frutificacdo e producédo de frutos. Verificou-se que estas
variedades apresentaram producdo satisfatéria de frutos em Piracicaba, onde as
condicBes climaticas sdo favoraveis para a cultura do mirtilo. E, em area protegida e
sob condi¢cdes subtropicais, as plantas de mirtilo da variedade ‘'Esmerald'
demonstram um potencial de producdo superior quando comparadas as plantas da
variedade 'Jewel'. Os resultados deste estudo indicam que estas variedades sao
uma opcao viavel para a producdo de frutos no pais, e pode ser uma alternativa
interessante para os produtores que buscam diversificar sua producgéo agricola.

De acordo com Medina et al. (2018), em Piracicaba, estado de Sao Paulo, a
cultivar ‘Jewel’ concentrou sua producédo de frutas no periodo de outubro a janeiro,
apresentando um peso médio de 1,53 g e uma producdo de 170 g por planta.
Entretanto, devido ao excesso de calor na regido em fevereiro, ndo houve um

segundo pico de producéo.

2.3 Propriedades nutracéuticas

Os nutrientes presentes no mirtilo trazem beneficios para a saude, gracas
aos compostos ativos responsaveis por suas propriedades nutracéuticas, como
antocianinas, acido ascorbico, compostos fendlicos e anti-inflamatorios. Entre eles,
as antocianinas sao destacadas por serem responsaveis pela cor roxa caracteristica
do fruto e por apresentarem efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios relevantes e
podem ser Uteis no tratamento de doencas inflamatorias, como a artrite e a doenca
inflamatoria intestinal (Wu et al., 2018).

Lee et al. (2019) afirmam que as antocianinas, incluindo seu aglicone
cianidina, apresentam atividade antioxidante in vitro. Esse efeito antioxidante pode
ser benéfico para a saude humana, ajudando a proteger contra o dano oxidativo
celular e, assim, prevenindo diversas doencas relacionadas ao envelhecimento e
inflamacgéo crénica. Estudos indicam que os compostos antioxidantes presentes no

mirtilo podem ajudar a prevenir o dano oxidativo celular, relacionado a doencas
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cronicas como cancer, doencas cardiovasculares e neurodegenerativas (Seeram,
2008; Subash et al., 2014).

O mirtilo é reconhecido como uma importante fonte de antioxidantes devido
ao seu alto teor de compostos fendlicos, incluindo antocianinas, e a presenca do
acido ascorbico, também conhecido como vitamina C. De acordo com Kalt et al.
(1999), o mirtilo é capaz de alterar a producdo de antocianinas em resposta a
mudanca na intensidade de luz, o que pode ser uma estratégia usada pela planta
para se proteger de danos oxidativos.

Conforme indicado por Medina et al., (2022), ao longo do periodo de
armazenamento, verificou-se um incremento nos niveis de antocianinas, quercetinas
e compostos fendlicos totais, assim como na atividade antioxidante dos frutos. Em
condi¢cBes subtropicais no Brasil, os frutos demonstraram uma boa durabilidade pos-
colheita, mantendo niveis de qualidade satisfatérios por até 12 dias em temperatura
ambiente.

Os compostos fendlicos também sdo importantes para a saude, pois atuam
como antioxidantes e anti-inflamatorios. Além disso, estes compostos tém sido
estudados por sua capacidade de melhorar a funcdo cognitiva e a satde do cérebro.
Segundo Krikorian et al. (2010), o consumo regular de mirtilo pode ajudar a melhorar
a memoria e a concentracdo. Os compostos anti-inflamatérios presentes no mirtilo
podem ajudar a reduzir a inflamacdo e prevenir doengas cronicas, como doencas
cardiacas e diabetes. Estes compostos também podem fortalecer o sistema
imunologico e prevenir infecgdes.

O estudo de Krikorian et al. (2010) foi realizado com participantes de idade
avancada com comprometimento cognitivo leve. Durante o estudo, um grupo
consumiu mirtilos liofilizados diariamente, enquanto o outro grupo recebeu placebo.
Os resultados mostraram que 0 grupo que consumiu mirtilos apresentou melhora
significativa na memoadria e na funcdo cognitiva em comparacdo com O grupo
placebo. Os pesquisadores sugerem que 0S compostos bioativos presentes no
mirtilo, como as antocianinas, podem ser responsaveis pelos efeitos benéficos na
fungéo cognitiva.

Outros estudos também confirmaram os efeitos positivos do consumo de
mirtilo na funcdo cognitiva. Um estudo realizado por Bowtell et al. (2017) com
participantes jovens e saudaveis mostrou que o0 consumo de mirtilos frescos

melhorou a memdria de curto prazo em comparagdo com um grupo controle que
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consumiu um placebo. Ja um estudo de Khalid et al. (2017) mostrou que 0 consumo
de um suco de mirtilo diariamente durante seis semanas melhorou a funcao
cognitiva em adultos com sobrepeso ou obesidade. Portanto, o consumo regular de
mirtilos pode ser uma estratégia importante para melhorar a memodria e a
concentragéo, especialmente em idosas ou com comprometimento cognitivo leve.
Além disso, o mirtilo também € uma fonte importante de fibras, vitaminas e minerais,
como vitamina C e manganés, que sao importantes para a saude geral do corpo
(Kalt, 2010).

Atualmente, o mirtilo é considerado uma fruta versétil, sendo valorizada nao
apenas por suas propriedades medicinais, mas também por sua ampla utilizacdo na
gastronomia. Pesquisas indicam que o mirtilo pode ser utilizado na confec¢do de
pratos sofisticados e diversificados, como sobremesas, molhos, bebidas e até
mesmo em pratos salgados (Albuquerque et al., 2020). Além disso, o mirtilo é
utilizado na fabricacdo de chas, pudins, biscoitos, compotas e outros produtos

alimenticios (Cantuarias-Avilés, 2010).

2.4 Producao mundial de mirtilo

O cultivo e producdo de mirtilo tem apresentado um crescimento constante
em todo o mundo, devido a sua popularidade e as suas propriedades nutricionais e
gustativas. O interesse na producdo de mirtilos continua a crescer globalmente,
devido as descobertas cientificas sobre suas propriedades nutracéuticas e
funcionais, bem como a demanda do consumidor por alimentos saudaveis. Além
disso, o aumento da conscientizacao sobre os beneficios dos mirtilos para a saude
tem impulsionado sua producdo em paises como Chile e Peru (Pérez et al., 2020;
Rodriguez-Rodriguez et al., 2021).

De acordo com a FAO - Food and Agriculture Organization of the United
Nations (2020) a produ¢do mundial mais do que dobrou entre 2010 e 2019, subindo
de 439 mil toneladas métricas para quase 1 milhdo. Durante esse periodo, 0 nimero
de paises com producdo relatavel expandiu de 26 para pelo menos 30, com 27
paises apresentando crescimento. Em 2010, apenas quatro paises produziram mais
de 10.000 toneladas: Estados Unidos (224.000 toneladas), Canada (84.000
toneladas), Chile (76.000 toneladas) e Franca (11.000 toneladas). O numero de
paises que produzem pelo menos 10.000 toneladas comegou a aumentar em 2012 e

nao diminuiu desde entdo. Em 2019, pelo menos 11 paises estavam acima do limite
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de 10.000 toneladas. O Peru teve a expansdo mais dramética, passando de menos
de 50 toneladas para quase 125.000 e se tornando o quarto maior produtor atras
dos Estados Unidos, Canada e Chile. O Peru € agora o maior exportador do mundo
em valor (USDA, 2022).

A producdo de mirtilos é altamente influenciada por uma série de fatores,
como clima, solo, tecnologia de producéao e disponibilidade de méao de obra, o que
leva a uma variacao significativa entre os paises produtores. Paises como os EUA e
o Chile apresentam grandes producdes, gracas ao clima temperado e solos férteis
favoraveis ao cultivo dessa fruta. Em contraste, outros paises com condi¢cdes
climaticas desfavoraveis tém producdes limitadas (DeVetter et al., 2022). Por meio
da renovacdo das variedades pode-se aprimorar a adaptacdo as atuais condicdes
de solo e clima, permitindo a exploracdo de novas areas para cultivo e nesse
contexto, a disseminagdo da genética por meio de viveiros desempenha um papel
fundamental.

De modo geral, a producéo global de mirtilos tem se expandido rapidamente
devido a crescente demanda por seus beneficios nutricionais e sabor agradavel.
Espera-se que a producao e a area de cultivo continuem a crescer nos préximos

anos, de acordo com as tendéncias recentes.

2.5 Producao nacional de mirtilo
A producado de mirtilos no Brasil tem despertado o interesse de produtores,
uma vez que o mercado consumidor tem demandado cada vez mais por frutas
frescas e saudaveis. Portanto, € vista como uma oportunidade promissora para 0s
produtores que desejam atender a essa crescente demanda.

A introducdo do cultivo de mirtilo no Brasil ocorreu em 1983 na regido Sul,
especificamente no Estado do Rio Grande do Sul, através da Embrapa Clima
Temperado (cidade de Pelotas) e do pesquisador Alverides Machado dos Santos
(Rasera et al., 2004). Atualmente, muitos produtores de pequeno porte tém investido
no cultivo da fruta como forma de diversificar suas plantagbes e aumentar sua renda,
contribuindo para a sustentabilidade de suas propriedades (Retamales et al., 2018).

O cultivo de mirtilos no Brasil tem ocorrido em sua maioria em pequenas
propriedades rurais, com poucos empreendimentos em larga escala. Como se trata
de uma cultura relativamente nova no pais, o pacote tecnoldgico utilizado pelos

produtores tem sido adaptado de experiéncias internacionais e ajustado as
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condig¢Bes climaticas e de solo locais. Embora ndo haja dados oficiais atualizados, é
calculado que a é&rea destinada ao cultivo de mirtilos no Brasil seja de cerca de
2.000 hectares, de terras localizadas desde o extremo sul do Rio Grande do Sul até
a Bahia, passando por Santa Catarina, Sdo Paulo, Minas Gerais e Distrito Federal.
O estado de S&o Paulo lidera a produgéo de mirtilo no Brasil, seguido por Minas
Gerais e Parand, de acordo com a Associacdo Nacional de Produtores de Mirtilo
(ANPM, 2020). A producdo anual no pais vem crescendo constantemente e a
tendéncia é que continue em ascensdo com a crescente demanda pelo fruto.

No Brasil, os mirtileiros sdo plantados principalmente em solos que sé&o
arenosos e umidos, o que é ideal para o desenvolvimento da planta. Embora exista
uma producao limitada para a exportacdo, a maioria da producdo é destinada ao
mercado interno. A produtividade da planta € alta, permitindo uma colheita média de
20 a 25 toneladas por hectare anualmente (Antunes & Raseira, 2006).

De acordo com Cruz et al. (2017), a aplicacdo de técnicas avancadas de
cultivo e aprimoramento genético tém possibilitado o aumento da eficiéncia produtiva
e da qualidade dos frutos. Os mirtileiros do tipo “Highbush” tém sido responsaveis
pelos maiores incrementos em area plantada e producdo em todo o mundo. A
América do Norte é o principal produtor desse tipo de mirtilo, respondendo por 66%
da producdo mundial, seguida pela América do Sul (21%) e Europa (11%) (Villata,
2012). Essa tendéncia sugere que a producdo de mirtilos do tipo Highbush pode ter
um grande potencial de crescimento no Brasil e em outras regiées com clima

adequado para o cultivo dessa variedade.

2.5.1 Producédo na entressafra

O cultivo de mirtilo durante a entressafra em paises do hemisfério sul pode
ser uma oportunidade para o desenvolvimento econdmico dessas nagdes, uma vez
que a fruta tem uma alta demanda no mercado e uma disponibilidade sazonal
limitada. Dessa forma, a producdo de mirtlo fora da estacdo principal pode
representar uma alternativa para atender a demanda dos consumidores e aumentar
a rentabilidade dos produtores, gerando empregos e renda.

Em virtude da entressafra do Hemisfério Norte, o Brasil pode se destacar na
producéo e exportacdo de mirtilos frescos. Além disso, a localizagdo geografica do
Brasil favorece a exportacdo para mercados europeus, onde hi grande demanda

pelo fruto. Cantuarias-Avilés (2010) ressalta que, além da vantagem competitiva de



20

produzir e exportar mirtilos frescos durante a entressafra do Hemisfério Norte, a
disponibilidade de agua e terras adequadas também séo fatores fundamentais para
o cultivo do mirtilo no Brasil. Dessa forma, esses fatores podem contribuir para o
aumento das exportacdes de mirtilos frescos brasileiros.

A safra de mirtilo no Chile é exportada no periodo entre novembro e inicio de
abril. De acordo com especialistas, o pais possui diversas condi¢cdes agricolas
propicias para o cultivo de mirtilos. Nos ultimos dez anos, a area plantada aumentou
em 4.000 hectares, o que representa um acréscimo de 30%. Além disso, as
exportaces de mirtilos frescos também tiveram um aumento significativo, chegando
a 117.000 toneladas na temporada 2020/2021, o que representa um aumento de
23%. (Chilean Blueberry Committee, 2022).

A Proarandanos, associacdo de comércio e exportacdo de mirtilos do Peru,
em 2022 o pais passou de exportar um total de 12.951 toneladas meétricas no
encerramento da safra 2015-2016 para 220 mil toneladas na safra 2021-2022,
consolidando-se pelo terceiro ano consecutivo como o principal exportador mundial
de mirtilos frescos.

Atualmente, na Argentina, existem aproximadamente 1.400 hectares na
regido mais ao norte (Tucuman, Salta), 1.100 hectares na regido Nordeste (Entre
Rios-Corrientes) e 300 hectares em Buenos Aires, que produzem cerca de 20 a
22.000 toneladas de mirtilos. Desse total, 70% s&o exportados in natura, 20% sao
congelados e 10% sédo destinados ao mercado local (Blueberries Consulting, 2022).

Em 2021, a Africa do Sul exportou cerca de 20.000 toneladas de mirtilos e
teve um total de exportacdes de cerca de 25.000 toneladas na safra. Ja as
condicBes climaticas adversas na Autrdlia, como chuvas fortes e inundacdes,
tiveram um impacto significativo nos produtores no norte de Nova Gales do Sul, que
sdo responsaveis por cerca de 75% da producdo de mirtilos do pais. Isso resultou
em uma reducdo de 10% na colheita. No ano encerrado em junho de 2021, a
producéo de mirtilos na Australia foi de 23.452 toneladas.

Em suma, a prética é conhecida como "off-season production" (producéo fora
de época) e pode ser realizada por meio de técnicas como o cultivo em estufas ou a
utilizacdo de variedades que se adaptam as condi¢Oes climaticas locais. Dessa
forma, € possivel fornecer frutas de qualidade aos consumidores e atender a
demanda do mercado, gerando beneficios tanto para os produtores quanto para 0s

consumidores.
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2.6 Propagacao de mudas de mirtilo

No final do século XIX e inicio do século XX, as técnicas de propagacéo
foram iniciadas na América do Norte. Em 1906, Coville deu inicio ao processo de
domesticacdo do mirtilo, tendo a primeira selecéo sido a "Brooks", pertencente ao
tipo highbush. Devido ao potencial de melhoria e & demanda crescente do mercado
de Boston ele iniciou trabalhos de selecdo e propagacdo das plantas que
apresentavam maior tamanho de frutos. Em 1911, ele cruzou a ‘Brooks’ com a
selecdo do tipo "Lowbush" chamada ‘Russel’, realizada em 1909, sendo esse 0
primeiro cruzamento bem-sucedido. Coville produziu cerca de 70.000 hibridos e
lancou 15 cultivares até sua morte em 1937 (Galletta & Ballington, 1996).

Existem diferentes métodos de propagacdo do mirtileiro. A propagacao
sexuada € feita através de sementes, enquanto a propagacdo convencional,
assexuada, pode ser feita através de enxertia ou estaquia. Além disso, existe a
micropropagacdo, um método de propagacdo assexuada que utiliza técnicas de
cultura de tecidos para produzir plantas geneticamente idénticas.

As mudas de mirtileiro sdo produzidas comercialmente por meio de estaquia
herbacea e semilenhosa, em uma casa de vegetacdo com nebulizacdo intermitente
e controle constante de umidade e temperatura. E importante ressaltar que as
estacas utilizadas para a propagacédo devem ser retiradas de plantas sadias e
vigorosas e com, no minimo, um ano de idade. As estacas devem ser mantidas em
substrato adequado e devem ser submetidas a tratamento para estimular o
enraizamento, como o uso de horménios de enraizamento e &cido indolbutirico (AIB)
(Souza etal., 2011).

Porém, a propagacdo do mirtileiro por meio de estacas pode apresentar
resultados variaveis e insuficientes, especialmente dependendo do cultivar que esta
sendo propagada, conforme apontado por Fachinello (2008).

A propagacao por meio de estacas herbaceas é recomendada para ambas
as variedades de mirtilo, “Rabbiteye” e “Southern Highbush” (Krewer e Cline, 2015).
O processo de producdo de mudas por estaca permite a clonagem de plantas com
caracteristicas desejaveis e a obtencdo de mudas uniformes em tamanho e
qualidade. Um aspecto critico para o éxito da propagacao € a condi¢cdo nutricional da
planta progenitora jA que plantas com escassez mineral geram material vegetal de

baixa qualidade.
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A propagacao comercial do mirtilo € predominantemente realizada por meio
de estacas, conforme indicado por Mainland (1966), Scott et al. (1978), Shoemaker
(1978) e Antunes et al. (2006). No entanto, é importante ressaltar que os resultados
desta técnica podem variar consideravelmente de acordo com a espécie e cultivar,
como mencionado pelo INIA (1988). Estudos realizados no Brasil por Nachtigall et al.
(1998), Faria et al. (1998) e Arruda et al. (1998) com o uso de estacas semilenhosas
de mirtilo, relatam taxas de enraizamento de até 73% no cultivar Delite, 62,4% na
Powderblue e 60,40% na Bluegem, respectivamente. De maneira geral, na
propagacdo por estacas, € comum obter taxas de enraizamento em torno de 50%,
como mencionado por Franga (1991).

O mirtilo “Highbush” é comumente propagado por meio do enraizamento de
estacas preparadas com comprimento de 15 a 20 cm e que podem ser armazenadas
em camara fria e posteriormente preparadas e colocadas em canteiros com leito
aquecido. A temperatura ideal do substrato para o enraizamento é de 18 a 21°C
(Antunes et al.,, 2006). Conforme pesquisar feitas por Antunes et al. (2004), as
mudas provenientes do enraizamento de estacas podem ser colocadas a venda
apenas apos 12 meses desde a obtencao das estacas.

De acordo com a EMBRAPA (1991), as dificuldades técnicas de propagacao
do mirtilo sdo um dos fatores que restringem a viabilidade dessa cultura, uma vez
gue essa limitacdo tem afetado negativamente a oferta de mudas, prejudicando sua

expansao.

2.6.1 Cultura de tecidos em mirtilo: propagagéo in vitro

Para suprir as crescentes demandas de mercados em expansao, é importante
o0 uso de mudas de alta qualidade, a fim de assegurar a produtividade e a
longevidade dos pomares. Uma alternativa viavel é a utlizacdo de mudas
micropropagadas na criagdo de novos pomares (Grattapaglia & Machado, 1988).
Essas mudas s&o produzidas em condicbes controladas de laboratério, o que
permite obter plantas geneticamente uniformes e livres de doencas, proporcionando
um bom ponto de partida para o estabelecimento de pomares produtivos e
saudaveis.

A micropropagacéo € um modelo de propagacao de plantas de forma massal
em que um gendtipo foi selecionado e clonado por meio da cultura de tecidos

vegetais in vitro (Hartmann et al., 1997). A micropropagacdo de mirtileiros também
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pode ser realizada por meio de cultura de apices meristematicos caulinares. Esses
apices sdo coletados de plantas matrizes certificadas e, dessa forma, € possivel
obter mudas com excelente sanidade e alta homogeneidade (Viveiros Sunnyridge,
2023).

O processo de micropropagacdo € dividido em quatro estagios principais,
conforme descrito por Hartmann et al. (1997). Esses estagios sao:

Estagio I: Estabelecimento do explante no meio de cultura - Nesta etapa, o
explante, porcédo de planta utilizada como material inicial, € colocado em um meio de
cultura adequado para promover sua sobrevivéncia e crescimento inicial.

Estagio II: Multiplicacdo ou indugcdo de brotos multiplos - Durante esse
estagio, ocorre a proliferacdo dos brotos a partir do explante inicial. Sdo utilizadas
técnicas de multiplicacdo, como a divisdo de meristemas ou o0 uso de reguladores de
crescimento, para induzir o desenvolvimento de multiplos brotos.

Estagio Ill: Formacéo de raizes - Nessa fase, os brotos obtidos no estagio |
sdo submetidos a condi¢cdes favoraveis para o desenvolvimento de raizes.
Geralmente, sdo utilizados reguladores de crescimento especificos para promover a
formacao e o crescimento das raizes.

Estagio IV: Aclimatizacéo - O estégio final envolve a transferéncia gradual das
plantas obtidas nos estagios anteriores para o ambiente externo, fora do ambiente
de cultivo in vitro. Nessa fase, as plantas se adaptam progressivamente as
condicbes ambientais, adquirindo caracteristicas necessarias para o crescimento e
desenvolvimento no novo ambiente. Esses estigios sdo essenciais para 0 sucesso
da micropropagacao, permitindo a producéo rapida e eficiente de um grande nimero
de plantas geneticamente idénticas.

Conforme descrito por Davey e Anthony (2010), a micropropagacao se apoia
na totipoténcia das células, ou seja, na habilidade de uma célula gerar duas células,
gue posteriormente originam um tecido e, por conseguinte, regeneram uma planta
completa. As técnicas de cultivo in vitro garantem a reproducdo clonal dos
genadtipos, mantendo a estabilidade genética, e sdo particularmente benéficas para
plantas de importancia econémica.

No cultivo de mirtilo no Brasil, um dos principais desafios enfrentados € a
producdo de mudas, que € limitada devido a dificuldade de propagacéo da maioria
das cultivares (Wagner Junior et al., 2004). A propagacdao eficiente e consistente de

variedades especificas de mirtilo pode ser um obstaculo para a expanséo do cultivo,
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0 que ressalta a importancia de pesquisas e técnicas aprimoradas para superar
essas dificuldades e fornecer mudas de qualidade aos produtores. Ademais, a
micropropagacao tem sido uma técnica satisfatéria utilizada para disponibilizar
mudas de mirtilo no mercado (Miller et al., 2006; Albert et al., 2009).

Na mirtileiro € comum observar variacdes nos resultados entre diferentes
cultivares, grupos e locais onde 0s experimentos sao realizados. No entanto,
diversos estudos de campo tém evidenciado que as mudas de mirtilo propagadas in
vitro apresentam um maior numero de brotac6es quando comparadas com mudas
propagadas pela técnica de estaquia (Read et al., 1989; Jamieson & Nickerson,
2003; Litwinczuk et al., 2005). Esses achados indicam que a micropropagacao é
uma técnica eficiente na producdo de mudas de mirtilo, pois permite uma taxa de
multiplicacdo e brotacdo mais elevada. Isso pode ser vantajoso para os produtores
gue buscam aumentar a produtividade e a qualidade das mudas de mirtilo.

A capacidade de emitir um maior nimero de brota¢cBes a partir da base da
planta possibilita a renovacéo das hastes produtivas devido ao seu habito basiténico.
Esse tipo de crescimento resulta no surgimento das brota¢des na regido do colo da
planta. Essa caracteristica se torna evidente nas plantas propagadas in vitro, onde
séo observadas diferencas notaveis no padrdo de crescimento, com um aumento no
namero de hastes principais e na taxa de crescimento (Smagula, 2006).

Durante o estadio juvenil, a muda apresenta um crescimento vegetativo mais
expressivo, resultando em uma maior area foliar e na producdo de uma quantidade
significativa de fotoassimilados. Esses recursos sao posteriormente direcionados
para o desenvolvimento dos frutos e do sistema radicular (Greenwood & Hutchison,
1993). E, em um estudo conduzido por Morrison et al. (2000) em campo, foi
concluido que um periodo de um ano € o suficiente para observar um maior vigor
nas plantas micropropagadas em comparacdo com aquelas provenientes de
estaquia. Isso sugere que a micropropagacao pode ser uma técnica promissora para
a producao de mudas de mirtilo com caracteristicas superiores em termos de vigor e

desenvolvimento inicial.

2.7 Efeito dos espectros de luz de LED nas plantas
A luz desempenha um papel importante como sinalizador na regulacao da
expressdo de genes e na fotomorfogénese das plantas (Klem et at., 2019). Além

disso, a intensidade, qualidade e duracdo da radiacdo luminosa sédo fatores que
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podem influenciar as caracteristicas morfologicas e fisiolégicas (Fu et al., 2012).
Como € uma fonte de energia para a fotossintese, desencadeia um sinal par que
ocorra a fotomorfogénese das plantas e respostas fisioldgicas, bioquimicas e
moleculares. No entanto, a luz solar difere bastante entre as condi¢cdes de inverno e
verdo, com o excesso de luz em cultivos de campo aberto impondo estresse severo
as plantas, especialmente durante os meses de verdo, enquanto fontes de luz
suplementares séo utilizadas na producéo de cultivos em estufa para complementar
a luz natural quando ela é insuficiente.

Os LEDs, “Light Emitting Diode” (Diodo Emissor de Luz), s&o uma nova opgéo
de fonte de luz para a pesquisa e producdo de plantas em ambientes controlados (Li
et al., 2013). Eles oferecem diversas vantagens, como longa vida Uutil, tamanho
compacto, baixa dissipacdo de energia e a capacidade de ajustar a intensidade
luminosa (Taulavuori et al., 2018). Através da selecdo e combinacdo de diferentes
comprimentos de onda, € possivel personalizar o espectro de luz para atender as
necessidades especificas das plantas em diferentes estagios de crescimento. Além
disso, os LEDs permitem a manipulacdo da qualidade da luz, o que tem sido objeto
de desenvolvimento continuo.

Na atualidade, a industria usufrui dos beneficios de luzes de LED que podem
ser programadas de forma simples para emitir um espectro e intensidade de luz
desejados. Além disso, a principal vantagem reside no fato de que os LEDs
possuem a maior eficiéncia energética quando comparados a outras lampadas e a
vida util dos LEDs é estimada em aproximadamente 100.000 horas, e esse valor
continua em ascensao (VirSile et al., 2017). Essa tecnologia é considerada uma
ferramenta 6Otima para pesquisas em iluminacdo no campo da ciéncia das plantas
devido as suas vantagens técnicas em relacdo as fontes de luz tradicionais. Os
LEDs tém a capacidade de produzir comprimentos de onda de luz mais compativeis
com os fotoreceptores das plantas, permitindo influenciar de maneira mais eficaz a
fisiologia, a morfologia e o desenvolvimento (Meiramkulova et al., 2021).

No estudo sobre como a eficiéncia do processo fotossintético € afetada pela
influéncia da luz em mudas de feijao comum (Phaseolus vulgaris L.), constatou-se
que as plantas que foram expostas a iluminacdo nas faixas azul e vermelha
apresentaram um crescimento mais acelerado e atingiram maiores comprimentos
em comparacao a outros grupos (Araujo et al., 2022). Em outra pesquisa, plantas de

Alternanthera brasiliana, notaveis por suas propriedades na medicina popular,
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incluindo agéo anti-inflamatdria, analgésica e antiviral, demonstraram ser capazes de
prosperar em ambientes com iluminagao inteiramente artificial. A combinagao de
LEDs azuis e vermelhos, que oferece uma diversidade mais ampla de caracteristicas
espectrais, resultou em respostas fisiolégicas e crescimento que levaram a uma
producéo significativamente maior de biomassa (Marani et al., 2022).

Em resumo, os LEDs proporcionam vantagens significativas na agricultura,
incluindo longa vida dutil, tamanho compacto, baixa dissipacdo de energia e a
capacidade de ajustar tanto a intensidade quanto a qualidade da luz. Essas
caracteristicas tornam os LEDs uma opcao cada vez mais popular e eficiente para o
cultivo de plantas.

2.7.1 Uso de LED no cultivo in vitro

No processo de propagacéo in vitro, a luz € um dos fatores mais importantes
no desenvolvimento dos explantes. O uso de diodos emissores de luz (LEDS)
oferece vantagens superiores em relacdo ao sistema de iluminacdo fluorescente
(Morrow, 2008). A possibilidade de utilizar diferentes espectros de luz no processo in
vitro é uma das vantagens que pode ter efeito direto no desenvolvimento dos
explantes. Os diferentes espectros de luz emitidos por LEDs podem ter efeito no
desenvolvimento dos explantes com alteragdes significativas nos arranjos dos
tilac6ides nos cloroplastos, reducdo no tamanho dos explantes, na emissédo e
comprimento de raizes, numero de estébmatos nas folhas e teor de clorofila (Maluta
et al 2013; Macedo et al, 2011, Vieira et al., 2015).

Fitocromos e criptocromos sdo fotorreceptores presentes nas plantas que
desempenham regulam o crescimento e desenvolvimento em resposta a luz. Esses
fotorreceptores séo importantes para que as plantas possam perceber e responder
adequadamente ao ambiente de luz, otimizando seu crescimento, desenvolvimento
e adaptacao as condicdes ambientais. Os fitocromos sao pigmentos que absorvem
luz vermelha (660 nm) e vermelho distante (730 nm). Eles sdo responsaveis por
mediar respostas como a germinacdo de sementes, o alongamento do caule, a
abertura dos estdbmatos e o florescimento das plantas. Os fitocromos existem em
duas formas interconvertiveis: a forma ativa (Pfr) quando exposta a luz vermelha e a
forma inativa (Pr) na auséncia de luz vermelha. A interconversao entre essas formas
permite que os fitocromos detectem a quantidade, a duragéo e a qualidade da luz,

desencadeando respostas especificas (Taiz & Zeiger, 2013).
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Os criptocromos, por sua vez, sao fotorreceptores que absorvem
principalmente luz azul (entre 350 nm e 450 nm). Eles estdo envolvidos em uma
variedade de processos, como a regulacdo do ritmo circadiano das plantas, a
orientacdo do crescimento do caule em direcdo a luz, producdo de antocianina e a
supressao do alongamento do hipocétilo na presenca de luz azul. Os criptocromos
também desempenham um papel na percepcéo da luz aluzul (luz azul ultravioleta) e
na protecdo das plantas contra danos causados pela radiacdo UV (Taiz & Zeiger,
2013).

Maluta et al. (2013), Martinez et al. (2016) e Hung et al. (2016) conduziram
estudos utilizando LEDs na propagacao in vitro de diferentes culturas, incluindo
cana-de-acuUcar, antario e mirtilo. O objetivo dessas pesquisas foi incrementar a
producdo e melhorar a qualidade das mudas. Os resultados indicaram que o uso de
LEDs como fonte de iluminagdo promoveu um aumento significativo no crescimento
e desenvolvimento das plantas, resultando em mudas mais vigorosas e saudaveis.
Essas descobertas evidenciam o potencial dos LEDs como uma tecnologia eficiente
para otimizar o processo de propagagdo in vitro e obter melhores resultados na
producdo de mudas. As caracteristicas da luz, como o espectro de comprimento de
onda, a intensidade luminosa e a duracdo do periodo de luz, desempenham um
papel significativo na influéncia da morfogénese de plantas cultivadas em condi¢des
in vitro. (Lian et al., 2002; Singh et al., 2015; Souza et al., 2018).

A intensidade da luz afeta o crescimento e desenvolvimento do mirtileiro,
embora a influéncia especifica da qualidade da luz ainda ndo tenha sido
completamente compreendida (Cruz et tal.,, 2021). As lampadas fluorescentes,
lampadas de sodio de alta pressdo e lampadas de haletos metalicos séo
amplamente utilizadas como fontes de luz artificial no cultivo de mirtileiro e outras
plantas. No entanto, essas opc¢des de iluminacdo podem apresentar limitagbes em
termos de qualidade de luz e comprimentos de onda inadequados para promover um
crescimento e desenvolvimento ideais das plantas (Isutsa et al. 1994; Cao &
Hammerschlag, 2000; Gupta & Jatothu, 2013).

Uma pesquisa envolvendo cultura de tecidos, analise de compostos quimicos
e avaliagdo das propriedades antioxidantes de Passiflora setacea DC cv “BRS
Pérola do Cerrado revelou que a formacao de calos, crescimento de biomassa e a
atividade de enzimas antioxidantes foram impactados de maneira positiva pela

iluminagcdo com LED na faixa do espectro vermelho. Além disso, a producdo de
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substancias com relevancia biotecnolégica foi notadamente influenciada pela
utilizacdo de LEDs na faixa do espectro azul (Tierno, 2022).

Outro estudo investigou os efeitos de diferentes comprimentos de onda do
espectro visivel de luz (escuro, branca, azul, vermelha, azul e vermelha) na
producdo de metabdlitos secundarios de inducéo e proliferacdo de calos in vitro de
Artemisia annua. A iluminacdo com luz branca (fria e fluorescente) e luz vermelha
(LEDs) levou a uma maior diversidade de metabdlitos produzidos nos calos. De fato,
seis metabolitos foram identificados exclusivamente nos calos cultivados sob luz
vermelha e quatro delas foram relatadas pela primeira vez na espécie, o que indica
uma resposta especifica dos calos a essa condigéo (liyama, 2023).

Pesquisadores tém demonstrado interesse crescente nos LEDs, conduzindo
estudos sobre a viabilidade da utilizacdo de diodos emissores de luz de amplo
espectro (LEDs) na micropropagacdo e apresentaram respostas favoraveis em
plantas ornamentais, Pyrus spp e Musa spp. (Miler, 2019; Lotfi, 2019; Bhaya & Al-
Razzaqgsalim, 2019). De acordo com estudos conduzidos por Cruz et al. (2021), had a
necessidade mais estudos que quantifique os pigmentos fotossintéticos e verifique

as possiveis modificacdes que podem ocorrer na morfologia das plantas.

2.8 Aclimatizacédo de plantulas lenhosas

De acordo com Grattapaglia e Machado (1999), a aclimatacdo de plantulas é
uma etapa de transferéncia do material cultivado in vitro para uma estufa ou casa de
vegetacdo. E um procedimento de transicdo que visa reduzir o estresse decorrente
das disparidades entre os ambientes in vitro e ex vitro. Essa etapa é caracterizada
pela ocorréncia de perdas substanciais de explantes (Dutra et al., 2009). Essa fase
desempenha um papel primordial na producdo de mudas, uma vez que tem como
objetivo fortalecé-las e capacita-las para sobreviver e prosperar em condicdes
ambientais mais exigentes.

Ao longo do processo de aclimatizagdo as plantulas lenhosas sé&o
normalmente cultivadas em ambientes protegidos ou em estufas em que séo
submetidas a condicbes de iluminacdo controladas. Assim, as plantulas sé&o
gradualmente expostas a luz solar, possibilitando que elas se ajustem a intensidade
luminosa e evitem possiveis danos causados por excesso de radiacdo. Também é
necessario regular a umidade. No inicio, as plantulas sdo mantidas em um ambiente

com maior umidade, a fim de evitar uma transpiracdo excessiva e a perda de agua.
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A medida que as elas se adaptam, a umidade é progressivamente diminuida,
estimulando assim o crescimento de raizes saudaveis e a capacidade de resistir &
escassez de agua. Outro fator relevante é a adequada ventilacdo no local para
garantir o fortalecimento dos caules e na prevencao de problemas como o acumulo
excessivo de umidade e o surgimento de doengas. E por ultimo, as plantulas sao
progressivamente expostas a flutuacdes de temperatura mais préximas das
condicbes reais do ambiente. O conjunto desses fatores contribuem para o
fortalecimento e facilita a adaptacao das mudas em diversas condi¢des climaticas.

O custo das mudas micropropagadas esta relacionado com o tempo em que 0
explante permanece in vitro e o tempo que essas mudas levam para ficar prontas
para 0os consumidores em casa de vegetacdo. A aplicacdo desse método é de
grande importancia devido a excelente sanidade fitossanitaria e a consisténcia das
mudas produzidas. Contudo, é fundamental ressaltar que o investimento final
necessario para adquirir essas mudas € mais elevado (Schuch & Erig, 2005).

Porém, durante a fase de micropropagacdo, as mudas podem nao estar
completamente formadas e, portanto, sdo mais suscetiveis a perdas elevadas na
fase de aclimatizacdo. A retirada antecipada das mudas, sem passar pelo estagio de
enraizamento, pode ndo ser justificada, pois a falta de raizes viaveis, a falta de cera
epicuticular nas folhas e o tamanho reduzido dos explantes podem dificultar o
sucesso na fase de aclimatizacao de plantas lenhosas (Noé & Bonini, 1996).

A constatacdo de que as plantas cultivadas em ambiente in vitro
frequentemente exibem elevada umidade relativa, reduzida intensidade luminosa e
limitadas trocas gasosas, resultando em diminuicdo das taxas de transpiracdo e
fotossintese, encontra respaldo nas descobertas de Shin et al. (2013). Além disso,
sao verificadas alteracfes na superficie externa das plantas, como nos depdsitos de
substancias cerosas e nas células do mesofilo e estématos das folhas, o que as
torna mais suscetiveis a rapida evaporacao de agua por meio da transpiracao (Costa
et al.,, 2009). O perecimento das plantas ocorre devido a restricdo funcional do
sistema radicular das plantas cultivadas in vitro, que apresenta singular pelos
radiculares com funcéo de absor¢cédo da agua do solo e de ions (Dutra; Wendling,
2010). Adicionalmente, a interrup¢ao da interacéo entre as raizes e o solo intensifica
a evaporagdo de agua nas plantas recentemente transplantadas (Taiz & Zeiger,
2013).
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Na cultura do mirtilo, estudos envolvendo técnicas de propagacao in vitro e ex
vitro associada a aclimatizacdo foram realizadas testando diferentes substratos,
coberturas em casa de vegetacdo e formas de irrigacdo. O mirtileiro € uma espécie
frutifera que enfrenta desafios no processo de enraizamento, especialmente em
certas variedades, e exige a implementagdo de novas tecnologias para produzir
mudas de alta qualidade que possam ser prontamente plantadas e comercializadas
em um periodo mais curto. Entre os métodos disponiveis para a propagacao do
mirtilo, a estaquia € amplamente empregada, embora enfrente desafios,
principalmente no que diz respeito & producdo de estacas e a dificuldade de
enraizamento de determinadas variedades (Hoffmann, 1995). De acordo com Miller
et al. (2006a), o enraizamento das variedades de mirtilo dos grupos “Highbush” e
“‘Rabbiteye” é variavel, com taxas de enraizamento que podem variar de 30% a 80%
em diferentes anos. Segundo as informacdes fornecidas por Schuch et al. (2007),
tem sido possivel aprimorar o processo de enraizamento de estacas por meio do
avanco das técnicas de microestaquia. Essa abordagem tem se mostrado eficaz na
producdo de mudas de mirtileiro, especialmente ao utilizar plantas-matrizes
propagadas em ambiente controlado.

A transicdo gradual para essas novas condicdes é essencial, a fim de
minimizar o estresse nas plantulas, evitando assim lesGes graves ou até mesmo a
morte das mesmas (Silva et al., 1995). Estabelecer um processo adequado de
adaptacdo para as plantulas produzidas no laboratério € um aspecto de extrema
importancia para o bom resultado da técnica de micropropagacdo. Esse periodo é
obrigatério para a sobrevivéncia das plantas, pois durante esse periodo, conforme
mencionado por Zimmerman (1988), ocorre a transicdo da planta de uma condicao
mixotréfica, feita em laboratério, para se adaptar a uma condicdo autotréfica, feita
em casa de vegetacao.

A fase de transicdo da muda propagada in vitro entre o laboratério e a casa
de vegetacdo deve ser a mais eficiente possivel para reduzir o custo final da muda.
Diante disso, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito na fotomorfogénese
in vitro, sem o0 uso de reguladores de crescimento, de microestacas de mirtillo sob

diferentes espectros de luz de LEDs e a performance na aclimatizacao.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Foram utilizadas como fonte de explantes iniciais, microestacas de mirtilo
contendo dois nés ou gemas de aproximadamente 1,5 cm, provenientes de brotos
cultivados in vitro da cultivar Vaccinium corymbosum cv. Jewel, subcultivadas por
trés vezes, a cada seis semanas em meio de cultivo completo de WPM WPM (Wood
Plant Media) — Lloyd & Mccown, 1980, (Calsson Lab, Inc) acrescido de 0,3 mg L de
zeatina no Laboratério de Cultura de Tecidos e Plantas Ornamentais (LCTPO),
situado em Piracicaba — SP. Esse material vegetal faz parte da colecdo do
Departamento de Produgdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” — Universidade de S&o Paulo.

A aplicacao da zeatina somente durante a etapa inicial do estabelecimento in
vitro dos explantes promoveu a divisdo celular e a formacéo de brotos laterais nas
microestacas, permitindo a condugcao do experimento com diferentes espectros de
luz, sem a necessidade de utilizar reguladores de crescimento vegetal (PGR).

As brotacdes foram excisadas em microestacas como mostra a Figura 1, e
transferidas para tubos de ensaio tipo PIREX (15,0 cm por 2,5 cm) com tampa
Kimble (2,5 cm) contendo em cada tubo, 7,0 ml do meio de cultivo completo de
WPM, sem regulador de crescimento, acrescido de 3% de sacarose (w/v), semi-
solidificado com 2% (w/v) Phytagel (Sigma), autoclavado a 121°C por 20 minutos a

105 kPa logo depois de ajustar o pH para 4,7.

3.2 Enraizamento in vitro de microestacas de mirtilo

Na instalacdo do ensaio conforme a Figura 2, os tubos contendo as
microestacas de mirtilo foram incubadas em sala de crescimento por seis semanas a
25°C, com um fotoperiodo de 16 horas e distribuidas em quatro tratamentos de luz
de LEDs ajustavel (Philips GreenPower LED Research module) sendo as seguintes
combinagdes: 100% vermelho = R, 70% vermelho/30% azul: R2B, 100% azul: B e 0
controle (CW) de LED branca (4000K) com o Photosyntetic densidade de fluxo de
photons (PDFF) ajustado, para todos os tratamentos, em 50 pmols m? st. Em cada
tratamento, os frascos foram centralizados e dispostos de forma equidistante para

receber uniformemente o espectro avaliado (LI-250A, LI-COR, USA).
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Em cada tratamento, os tubos de ensaio foram centralizados e dispostos nas
prateleiras de forma equidistante para receber uniformemente o espectro que foi
avaliado pelo equipamento (LI-2502 Light Meter, LI-COR, USA). Cada unidade
experimental consistiu de dez tubos de ensaio para reduzir o risco de contaminacgao
contendo um explante por tubo e trés repeticdes por tratamento.

Depois de 45 dias, as microestadas sob o tratamento de luz de LED foram
lavadas cuidadosamente em agua corrente para retirada do Phytagel e do meio de
cultura e avaliadas a altura (cm), numero de folhas (un.), entrends (un.), area foliar
(cm?), comprimento de raiz (cm), massa fresca (g) das plantulas inteiras (folhas,
caule e raizes) e os teores de clorofilas a, b e total. Para a analise da area foliar foi
utilizado o método ndo-destrutivo permitindo a continuidade das avaliagbes na
mesma planta. Foram realizadas medidas na terceira folha (comprimento e largura)
a partir do apice da planta através do paquimetro (Schmildt, E. R.; Amaral Jat. S, O.;
Santos Js., 2014).

Pela forma eliptica da folha, foi descontado 37,5% da area do retangulo com
equacao:

AF =0,625 (Cx L)

AF = Area Foliar

C = Comprimento Foliar

L = Largura Foliar
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Fig.1. Introdugdo in vitro de microestaca de mirtlo “Highbush® cv. Jewel com
aproximadamente 1,5cm em tubo de ensaio tipo PIREX (15,0 cm por 2,5 cm) com tampa
Kimble (2,5 cm) contendo em cada tubo, 7,0 ml do meio de cultivo completo de WPM, sem

regulador de crescimento.

Fig.2. Sala de crescimento do LCTPO. Tubos de ensaios com explantes de mirtilo cv. Jewel
distribuidos em prateleiras com os espectros de luz formados por sistemas de iluminacao de
LED nas cores: A. 70% vermelho + 30% (70R30B), B. 100% azul (100B) e C. 100% vermelho
(100R), de cima para baixo.
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3.3 Quantificagdo de clorofila a, b e total

Amostras de 100 mg de tecido fresco foram submetidas ao processo de
extracdo de acordo com os métodos de Whitham et al. (1971) e preparadas usando
um solvente organico de acetona a 80%. Para as amostras foram colhidas folhas
gue brotaram das microestacas enraizadas in vitro sob os espectros de luz no
periodo de 45 dias de tratamento. Os experimentos foram feitos em triplicata —
repeticdes analiticas — e as leituras foram feitas diretamente nos extratos obtido das
folhas, com comprimentos de onda 645, 652 e 663 nm. A absorbancia foi medida
usando um espectrofotometro UV Mini-1240 (Shimadzu Inc.; Kyoto, Japao) e os
resultados foram expressos em mg de clorofila por grama de material fresco e os

valores obtidos através de equacoes:

Clorofila a = ((12,7 x A663) — (2,69 x A645)) x V / (1000 x W)
Clorofila b = ((22,9 x A645) — (4,68 x A663)) x V / (1000 x W)
Clorofila total = A652 x 1000 x (V/1000 x W) / 34,5

Onde A663: absorbancia a 663 nm; A645: absorbancia a 645 nm; A652: absorbancia
a 652 nm; V: volume final de extrato etandlico de clorofila (mL); W: massa de matéria
da planta (Q).

3.4 Processo de aclimatizacéo

Ao final da coleta de dados do experimento de enraizamento in vitro e de
clorofila a, b e total, as plantulas foram lavadas com agua corrente e em seguida
plantadas em bandejas de 200 células contendo dois tipos de substrato BASE®
Floresta (casca de pinus, fibra de coco, turfa fibrosa, vermiculita, adubacao inicial
com NPK e micros nutrientes, granulometria adequada para uso em florestais —
U=50%, CRA= 150%, EC= 1,5 +/-0,3, pH= 5,8 +/- 0,5) e BASE® Holambra
Ornamenais (casca de pinus, turfa fibrosa, vermiculita, carvdo, adubacdo NPK e
micro nutrientes — U=50%, CRA= 150%, EC=2,0 +/- 0,3, pH=5,8 +/- 0,5).

As bandejas foram dispostas ao acaso em bancadas de 90 cm de altura e
mantidas em casa de vegetacao coberta com uma pelicula de polietileno de difuséao

(150um) e Aluminet® (Polisack) 50%, submetidas a nebulizacdo tipo fog
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proporcionando umidade relativa de 90% controlado pelo sensor de umidade. As
bandejas, Figura 3, continham 40 mudas em 4 repeticdo de cada tratamento
formando fileiras duplas ao acaso, separados por duas fileiras de células contendo
apenas o substrato como bordadura. O ensaio foi conduzido seguindo delineamento
inteiramente casualizado com esquema fatorial 4 (mudas enraizadas em espectros
de luz de LED) por 2 (tipos de substrato), totalizando 8 tratamentos.

Depois de 45 dias de aclimatizacdo, as mudas foram retiradas
cuidadosamente do substrato para serem avaliadas a altura (cm), brotacdo (un.),
numero de folhas (un.), area foliar (cm?), massa fresca parte aérea (g), massa seca
parte aérea (g), comprimento de raiz (cm), massa fresca da raiz (g) e massa seca da
raiz (g).

ApoOs atingir massa constante em um forno de laboratério Sanyo MOV112S
(Japdo) a 65 °C, massa seca das folhas e a massa seca das raizes foram
estimados.

Fig. 3. Aclimatizacdo dos mirtilos com substrato BASE® Holambra Ornamentais e 0 BASE®
Floresta.



36

3.5 Andlise estatistica

A partir dos dados obtidos no experimento foram corroboradas as
pressuposi¢coes do modelo e realizadas a analise da variancia (ANOVA), utilizando o
Software R (R CORE TEAM, 2019). Aqueles dados onde foram observados efeitos

de tratamentos foram feitos testes de comparacéaoes pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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4. RESULTADOS
4.1 Enraizamento in vitro de microestacas de mirtilo

As plantulas submetidas aos quatro diferentes expectros de luz por 45 dias
foram analisadas em condicdo ex vitro de acordo com os dados mostrados na
Tabela 1. Conforme os resultados obtidos, constatou-se que os tratamentos 100R e
70R30B foram 0s que proporcionaram 0 maior crescimento em altura das plantulas.
Os tratamentos WC e 100B apresentaram menor altura em relacdo aos demais.
observou-se que a luz 100B e o tratamento WC resultaram em pouco
desenvolvimento das plantulas. Da mesma forma, os tratamentos mencionados
também influenciaram positivamente o numero de folhas das plantulas, seguindo a
mesma ordem descrita anteriormente (100R>70R30B>100B>WC). Na Figura 4
observa-se o desenvolvimento da microestaca tanto da parte aérea quanto do

sistema radicular.

Fig.4. Enraizamento in vitro de mirtilo “Highbush” cv. Jewel com meio de cultivo completo de
WPM acrescido de 3% de sacarose (w/v), semi-solidificado com 2% (w/v) Phytagel (Sigma) e

sem o uso de regulador de crescimento vegetal

N&o foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os
tratamentos de luz na avaliacdo da variavel entrend. Os tratamentos 100R e 70R30B
se destacaram ao promover um maior desenvolvimento da area foliar, seguidos
pelos tratamentos 100B e WC. Observou-se um padréo semelhante no comprimento

das raizes em que os tratamentos 100R e 70R30B promoveram um maior



38

comprimento de raiz nas plantulas. Para o numero de folhas, os tratamentos
responderam de forma semelhante a verificada para a variavel altura de planta.

Quanto a massa fresca, a luz 70R30BR foi a mais efetiva em promover mais
massa nas plantulas, seguida pelo tratamento 100R, 100B e WC, respectivamente.
Observou-se que o tratamento com luz 100R resultou em um maior aumento na
massa fresca das plantulas, indicando sua efichcia em estimular o crescimento e
desenvolvimento vegetal. O tratamento 70R30B também mostrou um efeito positivo,
embora em menor grau em comparacdo com o 100R. Os tratamentos 100B e WC
apresentaram niveis inferiores de aumento na massa fresca, sugerindo uma menor
efetividade em relagdo aos tratamentos mencionados anteriormente.

Esses resultados do crescimento em altura das plantulas, do niamero de
folhnas, da area foliar e da massa fresca indicam que os tratamentos que
promoveram um maior desenvolvimento nessas variaveis também influenciaram
positivamente o crescimento das raizes. Em suma, as varidveis altura (cm), nimero
de folhas (un.), area foliar (cm?) e comprimento de raiz (cm) e massa fresca (Q)
demonstraram ser estatisticamente iguais nos tratamentos de luz de LED na cor
100R e 70R30B. Durante a fase de enraizamento, néo foi observada a formagéo de

brotacdes independentemente dos diferentes espectros de luz utilizados.

4.2 Quantificagéo de clorofia a, b e total

A analise dos dados da Tabela 2 indica que, em relacdo ao conteudo de
clorofila a apés 45 dias das planturas mantidas in vitro sob os LEDs, ndo houve
diferenca significativa entre os quatro tratamentos de luz de LED. Os resultados
indicaram que, independentemente dos tratamentos com a luz de LED utilizados
(100R, 70R30B, 100B e WC), ndo houve um impacto significativo no aumento do
pigmento de clorofila a nas plantulas.

O tratamento controle (WC) e a luz mista (7OR30B) mostraram melhores
teores de clorofila b em comparagao aos tratamentos 100B e 100R. Isso significa
gue o tratamento controle, que provavelmente seguiu condi¢cdes padrdo ou sem
intervencdes especiais, e 0 tratamento com luz mista (combinacdo de luzes
vermelha e azul) apresentaram niveis mais altos de clorofila b nas plantulas. Por

outro lado, os tratamentos com luz vermelha (100R) e luz azul (100B) tiveram teores
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de clorofila b inferiores. Esses resultados sugerem que diferentes espectros de luz
podem ter efeitos variados na producéo e acumulo de clorofila b nas plantas.

O teor de clorofila total foi maior no tratamento WC, seguido pelo tratamento
70R30B, 100B e 100R. Com isso, o tratamento controle (WC) resultou em um teor
mais elevado de clorofila total nas plantulas, indicando uma maior quantidade de
clorofila a e clorofila b em comparacdo aos demais tratamentos. O tratamento
70R30B também apresentou um teor significativamente alto de clorofila total,
seguido pelos tratamentos 100B e 100R, que tiveram teores inferiores.

Esses resultados sugerem que o tratamento controle e a luz mista (7OR30B)
foram mais eficazes em promover a sintese e a concentragdo de de clorofila nas
plantulas, enquanto os tratamentos com luz vermelha (100R) e luz azul (100B)

apresentaram niveis mais baixos de clorofila total.
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo da altura (cm), nimero de folhas (un.), entrends (un.), area foliar (cm2), comprimento da raiz

(cm) e massa fresca (g) das mudas de mirtilo enraizadas in vitro sob 4 espectros de luz de LED ap06s 45 dias de cultivo.

Explantes in vitro de Mirtilo 'Jewel' aos 45 dias de cultivo

Tratamento ]

Altura (cm) Nam. Folhas(un) Entrends(un)  Area foliar (cm?) Comp. raiz (cm) Massa fresca (g)
WC 2.369b £0.432  7.967b +1.454  0.306a £0.056 0.15b £0.027 0.417b £0.076 0.024c £0.004
70R30B 3.396a +0.62  11.4a +2.081 0.297a +0.054 0.339a £0.062 1.0467a £0.191  0.051a £0.009
100R 3.893a£0.711 124332227  0.336a +0.061 0.342a +0.062 1.292a+0.236  0.044ab +0.008
100B 2.074b £0.379 7.3b £1.333 0.304a +0.056 0.159b +0.029 0.395b £0.072  0.035bc +0.006
CV % 37.94 34.35 34.59 62.68 106.06 50.84

Andlise de variancia (ANOVA). Médias comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05).

Tabela 2 — Média e desvio padrdo da quantificacdo de clorofila de mg por grama de material fresco da clorofila a, clorofila b e
clorofila total de mudas de mirtilo enraizadas in vitro sob 4 espectros de luz de LED ap0ds 45 dias de cultivo.

Analise das clorofilas

Tratamento

Clorfila a(mg.g™) Clorofial b(mg.g™") Total(mg.g™")
WC 1.893a £0.927 36.977a +18.488 38.83a £19.415
70R30B 1.307a £0.653 31.072ab +15.536 32.379%ab +16.189
100R 1.413a +0.707 27.463b +13.732 28.877b +14.438
100B 1.265a +0.632 30.413ab +15.206 31.678ab +15.839
CV% 42.89 11.19 11.66

Andlise de variancia (ANOVA). Médias comparadas pelo teste de Tukey (P <0,05).
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4.3 Processo de aclimatizacao

As plantulas submetidas aos quatro diferentes expectros de luz foram
aclimatizadas por 45 dias e tiveram 100% de taxa de sobrevivéncia e 100% de
enraizamento. Na analise estatistica dos dados da Tabela 3, € possivel observar que
diferentes combinacdes de tratamentos e substratos resultaram em variagdes no
crescimento das plantulas em termos de altura. No tratamento 100R, utilizando o
substrato BASE® Holambra Ornamentais, as plantulas apresentaram o maior
crescimento, atingindo uma média de 4 cm de altura. Em seguida, no tratamento
70R30B, com o substrato BASE® Floresta, as plantulas alcancaram uma média de 3
cm de altura. Por outro lado, quando o substrato BASE® Floresta foi combinado com
o tratamento 100R, as plantulas apresentaram uma média de altura de 2,3 cm. E no
caso do substrato BASE® Holambra Ornamentais, a média de altura foi de 1,92 cm
guando combinado com o tratamento 70R30B. Pode-se observar na sequéncia que
o tratamento WC, em conjunto com o substrato BASE® Floresta, resultou em uma
média de altura de 1,6 cm. O tratamento 100B, combinado com o substrato BASE®
Holambra Ornamentais, ocasionou plantas com uma média de 1,5 cm de altura. No
tratamento 100B, em conjunto com o substrato BASE® Floresta, as plantulas
atingiram uma média de 1,4 cm de altura. Por fim, o tratamento WC, com o substrato
BASE® Holambra Ornamentais, apresentou uma média de altura de 1,2 cm. Esses
resultados indicam que o tratamento 100R com o o substrato BASE® Holambra
Ornamentais e o tratamento 70R30B em conjunto com o substrato BASE® Floresta
mostraram-se mais eficazes, resultando em plantulas com a maior média de altura.
Em contraste, o tratamento WC com o substrato BASE® Holambra Ornamentais
gerou as plantulas com a menor média de altura.

Em relacdo ao numero de brotacdes, os resultados mostram que a luz mista
(70R30B) teve um maior desenvolvimento quando combinada com os substratos
BASE® Floresta e BASE® Holambra Ornamentais, com médias de 1,5 e 1,3
unidades, respectivamente. Em seguida, os tratamentos WC e 100R, tanto em
conjunto com o substrato BASE® Holambra Ornamentais quanto com o substrato
BASE® Floresta, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre
si, mantendo uma média de brotacdes de 0,7 (un.). Além disso, observou-se que 0
tratamento controle (CW) apresentou uma menor brotacdo, independentemente do

substrato utilizado. I1sso sugere que a luz azul (100B) teve um efeito inibitorio ou
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menos estimulante no desenvolvimento de brotagcbes em comparagdo com o0s
demais tratamentos. Esses resultados indicam que a luz mista promoveu um maior
numero de brotacdes em ambos os substratos utilizados. Nao foram observadas
diferencas estatisticamente significativas na variavel avaliada sobre o nidmero de
folhas entre os grupos ou tratamentos analisados.

Ao examinar os dados da Tabela 4, verificou-se que o tratamento de LED
com luz mista (7OR30B), quando combinado com o substrato BASE® Floresta e o
substrato BASE® Holambra Ornamentais, resultou em uma maior area foliar, com
médias de 0,37 cm? e 0,28 cm?, respectivamente. Esses resultados indicam que a
combinacdo da luz mista (7OR30B) com os substratos BASE® Floresta e BASE®
Holambra Ornamentais foi mais favoravel para o desenvolvimento da area foliar das
plantulas. E relevante ressaltar que a area foliar desempenha um papel fundamental
na avaliacdo do desempenho das plantas, uma vez que esta diretamente ligada a
capacidade de absorcdo de luz e, consequentemente, a maior capacidade
fotossintética. Isso, por sua vez, contribui para o crescimento e desenvolvimento
saudaveis das plantas.

Os tratamentos que utilizaram 100R em conjunto com o substrato BASE®
Holambra Ornamentais e o substrato BASE® Floresta apresentaram médias de 0,23
cm? e 0,20 cm? de éarea foliar, respectivamente, e esses valores foram considerados
estatisticamente iguais. Os tratamentos restantes, que envolveram a luz WC e 100B
independentemente dos substratos testados, apresentaram as médias mais baixas
de area foliar. Isso indica que tanto o tratamento WC quanto o tratamento 100B néo
promoveram um aumento significativo na area foliar das plantulas e sugerem que
esses tratamentos podem ter tido um efeito menos estimulante no desenvolvimento
da area foliar em comparacdo com o0s demais tratamentos mencionados
anteriormente.

N&o foram encontradas diferencas significativas na interacao entre os quatro
tratamentos de luz com substrato BASE® Floresta em relagdo a massa fresca da
parte aérea das plantulas. Ao utilizar o substrato BASE® Holambra Ornamentais,
observou-se que a luz 100R apresentou um desempenho superior na producao de
massa fresca da parte aérea das plantas, seguida pelo tratamento 70R30B, 100B e
WC. Isso indica que os espectros de luz vermelha (100R) e mista (7OR30B) foram
mais eficazes no estimulo do crescimento e desenvolvimento das plantulas,

resultando em mais biomassa na parte aérea.
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Ao estudar a massa seca da parte aérea das plantulas, foi observado que a
combinac¢ao do substrato BASE® Floresta com a luz 70R30B resultou em uma maior
producdo, com uma média de 0,03 g. Por outro lado, os demais tratamentos nao
apresentaram diferencas significativas em relacdo a massa seca da parte aérea das
plantulas. A combinacao especifica do substrato BASE® Floresta com a luz 70R30B
foi mais favoravel no quesito de massa seca nas plantas. Esse resultado sugere que
esse tratamento pode ter promovido um melhor desenvolvimento e crescimento das
plantas em termos de matéria organica acumulada. E importante considerar que a
massa seca da parte aérea € um indicador importante do desempenho das plantas e
esta relacionada ao acumulo de nutrientes e a producéo de biomassa.

Quando o substrado BASE® Holambra Ornamentais foi utilizado, foi
constatada uma diferenca significativa entre as plantas submetidas a luz vermelha
(100R) com producdo média de massa seca da parte aérea de 0,02 (g). Para os
demais tratamentos ndo foram observadas diferencas significativas na massa seca
da parte aérea das plantas indicando que esses tratamentos resultaram em valores
semelhantes e ndo apresentaram um impacto significativo na quantidade de

biomassa.
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Tabela 3 — Média e desvio padrdo da altura (cm), nimero de brotagBes (un.) e nimero de folhas (un.) de mudas de mirtilo

enraizadas in vitro sob 4 espectros de luz de LED e aclimatizada em dois substratos diferentes.

Aclimatizacdo dos mirtilos apds 45 dias de cultivo in vitro

Tratamento Altura (cm) Brotacdo (un) NUm. Folhas (un)
Floresta Holambra Floresta Holambra Floresta Holambra

wcC 1,62 +0,33 Aab 1,27+0,22Ab 0,80+0,20Aab  0,50%0,17 Aab 8,00+1,03Aa 3,50+0,78Ba
70R30B 3,07+£0,31Aa 1,92+0,44Bb 1,50%+0,34 Aa 1,30+£0,21 Aa 9,70+£1,18Aa 6,00+1,11Ba
100R 2,31+0,35Bab 4,11+0,69Aa 0,80+0,25Aab 0,70%0,21 Aab 9,70+2,22Aa 8,40+1,25Ba
100B 1,46 £0,30 Ab 1,56 +0,45Ab 0,40%0,22 Ab 0,60+0,22 Ab 6,70+t1,26 Aa 5,50+1,28 Ba
CV1% 31.1% 76.1% 31.4%

CV2% 28.4% 64.4% 32.0%

CV3% 33.1% 82.6% 27.8%

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, minldsculas na vertical e mailsculas na horizontal.

Tabela 4 — Média e desvio padrdo da area foliar (cm?), massa fresca (g) da parte aérea e massa seca (g) da parte aérea de mudas

de mirtilo enraizadas in vitro sob 4 espectros de luz de LED e aclimatizada em dois substratos diferentes.

Aclimatizacdo dos mirtilos apods 45 dias de cultivo in vitro

Tratamento Area foliar (cm?) Massa fresca parte aérea (g) Massa seca parte aérea (g)
Floresta Holambra Floresta Holambra Floresta Holambra

wc 0,18+ 0,03 Ab 0,14+0,04Ab 0,08+0,01Aa 0,02 £0,01Bb 0,01+0,00Ab 0,00+0,00Bc

70R30B 0,37+0,08 Aa 0,28+0,05Aa 0,12+0,01Aa 0,06 +0,02Bab 0,03+0,00Aa 0,01+0,00Bb

100R 0,20+ 0,04 Aab 0,23+0,05Aab 0,10+0,03Aa 0,11+0,02 Aa 0,01+0,00Bb 0,02+0,00Aa

100B 0,17+ 0,05 Ab 0,13+0,05Ab 0,06+0,02 Aa 0,05+ 0,02 Ab 0,01+0,00 Ab 0,01+0,00Aab

CV1% 40.5% 18.3% 6.8%

CV 2% 38.2% 12.2% 6.1%

CV3% 36.5% 11.4% 6.6%

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, mindsculas na vertical e mailsculas na horizontal.



45

Ao examinar a Tabela 5, pdde-se observar que o parametro comprimento de
raiz ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os quatro tratamentos
de luz quando combinados como substrato BASE® Floresta. No entanto, quando o
substrato utilizado foi o BASE® Holambra Ornamentais observou-se diferenca
estatisticamente significativa nos tratamentos 100R e 70R30B em relag¢éo as demais
combinagdes de luz e substrato, resultando em 4,7 cm e 2,23 cm respectivamente.

As medicbes de massa fresca e massa seca foram realizadas com uma
balanca de alta precisdo (1 mg). Porém, devido a possiveis limitagcdes do aparelho,
a massa seca foi registrada como resposta zero.

No estudo da variavel massa seca da raiz, foram identificadas diferencas
significativas nos tratamentos 100R para ambos os substratos utilizados. Isso
significa que o tratamento 100R resultou em uma producao significativamente maior
de massa seca da raiz em comparagdo com os demais tratamentos. Além disso, no
tratamento 70R30B, o substrato BASE® Floresta também apresentou diferenca
significativa, indicando que essa combinacdo especifica resultou mais massa seca
da raiz em comparagcao com 0s outros tratamentos.

Para a massa fresca da raiz, ndo foram encontradas diferengas significativas
na interacdo entre os tratamentos de luz e o uso do substrato BASE® Floresta. Isso
significa que os diferentes tratamentos de luz nao tiveram um impacto
estatisticamente discernivel na massa fresca da raiz quando combinados com o
substrato BASE® Floresta. No entanto, ao utilizar o substrato BASE® Holambra
Ornamentais, observou-se que os tratamentos 100R e 100B resultaram em mais
massa fresca da raiz em comparagdo com os tratamentos 70R30B e WC. No geral,
os resultados indicam que o substrato BASE® Floresta foi mais eficaz na promocao
de massa fresca da raiz e comparagao o outro substrato.

Esses resultados evidenciam a influéncia dos tratamentos especificos e dos
diferentes substratos na producédo de massa da raiz. Essas diferencas podem ser
atribuidas a fatores como a composicdo do substrato e a interagdo com a luz
fornecida pelos tratamentos de LED. Na Figura 5, € possivel observar
desenvolvimento das plantulas na parte aérea e principalmente no sistema radicular

nas fases in vitro e ex vitro.
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Tabela 5 — Média e desvio padrao do comprimento da raiz (cm), massa seca (g) raiz e massa fresca (g) raiz de mudas de mirtilo
enraizadas in vitro sob 4 espectros de luz de LED e aclimatizada em dois substratos diferentes.

Aclimatizagao dos mirtilos ap6s 45 dias de cultivo in vitro

Tratamento Comp. raiz (cm) Massa seca raiz (g) Massa fresca raiz (g)
Floresta Holambra Floresta Holambra Floresta Holambra

wcC 5,86 +0,65 Aa 1,83+0,70Bb 0,01£0,00Ab 0,00+0,00Bab 0,11+0,04Aa 0,01%+0,01Ba

70R30B 5,56 +£0,54 Aa 2,23+0,62Bab 0,02+0,00Aa 0,00£0,00Bab 0,17+0,04Aa 0,04+0,01Ba

100R 4,31+0,74 Aa 4,70£0,70Aa 0,01+0,00Aab 0,01+0,00 Aa 0,09+0,03Aa 0,10+0,02Aa

100B 3,73+0,88Aa 1,96+0,68Ab 0,01+0,00Ab 0,00+ 0,00 Ab 0,07+0,02Aa 0,04+0,02Aa

CV1% 61.6% 30.3% 7.5%

CV2% 62.9% 25.3% 4.7%

CV3% 51.0% 28.5% 6.7%

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si, minlsculas na vertical e mailsculas na horizontal.
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70R30B 1008 CW

Figura 5 — Imagem comparativa do crescimento das plantulas da parte aérea e radicular sob
diferentes espectros de luz: (a) logo ap6s a retirada do cultivo in vitro; (b) plantulas retiradas apés 45
dias de aclimatizacdo em nebulizacdo tipo fog; (c) remoc¢édo dos substratos para analise das partes
aéreas e das raizes. Escala de 1 cm. Fonte: Prépria (2022)
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5. DISCUSSAO

5.1 Enraizamento in vitro de microestacas de mirtilo

Embora sejam limitados os estudos sobre os efeitos dos espectros de luz de
LED no cultivo in vitro de plantas lenhosas, a cultura do “blueberry” se destaca com
pesquisas realizadas nos grupos “Highbush” e “Rabbiteye”.

No estudo que investigou os efeitos de diferentes espectros de luz e
ventilagdo na propagacéo in vitro da cultivar Titan da variedade "Rabbiteye”, foi
constatado que as combinacdes dos espectros 100R (100% vermelho), 80R20B
(80% vermelho e 20% azul) e 50R50B (50% vermelho e 50% azul) apresentaram
resultados promissores tanto no desenvolvimento in vitro quanto na fase ex vitro
(Hung et al., 2016a).

Os mesmos espectros de luz também foram utilizados em outra andlise na
propagacdo in vitro da cultivar Huron, pertencente a variedade "Highbush"
(Vaccinium corymbosum L.). Esses experimentos foram realizados em meio de
cultura MW, sem o uso de reguladores de crescimento vegetal (PGR), e com a
adicdo de ZEA (Hung et al., 2016b). Nesta pesquisa, embora ndo tenha ocorrido a
formacao de brotacdes no tratamento sem PGR, as combinagdes de espectros de
luz 100R, 80R20B e 50R50B mostraram resultados estatisticamente superiores em
relacdo ao controle com luz fluorescente (WC) e ao tratamento apenas com 100B
(100% azul) (Hung et al., 2016b).

Os resultados obtidos nestes trabalhos corroboram com os do presente
estudo, onde as combinacfes de espectros 100R e 70R30B foram os tratamentos
mais efetivos para a enraizamento de microestacas da cultivar Jewel do grupo
“Southern Highbush”. No entanto, no estudo realizado por Hung et al. (2016b) com a
cultivar Huron do grupo “Highbush”, n&o foi observado o enraizamento de
microestacas nos tratamentos com espectros, mesmo em meio completo MW sem o
uso de PGR.

A rizogénese in vitro exclusivamente pelos espectros 100R e 70R30B néo
havia sido descrita anteriormente para o grupo “Southern Highbush”,
especificamente para a cultivar Jewel. Além disso, essa indu¢cdo nao ocorreu no
grupo “Highbush”, representado pela cultivar Huron. Esses resultados indicam que a

resposta das diferentes cultivares de “blueberry” ao estimulo da formacéo de raizes
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in vitro pode variar, sendo importante considerar as caracteristicas especificas de
cada grupo e cultivar no desenvolvimento de estratégias de propagacgao vegetativa.

O desenvolvimento adventicio de raizes no processo in vitro é um sistema
biolégico complexo que é regulado por uma combinacdo de fatores enddgenos e
ambientais (Hartmann et al., 2001). Diversos fatores enddégenos, como horménios
vegetais e reguladores genéticos, desempenham um papel importante na formacéo
e diferenciacdo das raizes adventicias. Aléem disso, fatores ambientais, como luz,
temperatura, umidade e composicdo do meio de cultura, também influenciam o
desenvolvimento das raizes. A interacdo entre os fatores enddégenos e ambientais é
fundamental para o estabelecimento e sucesso da rizogénese in vitro.

De fato, o fator genético das diferentes variedades “Southern Highbush” e a
“Highbush”, pode ser significativo na rizogénese in vitro. Ao avaliar os resultados dos
espectros monocromaticos utilizados nos experimentos € possivel observar
semelhancas entre os grupos de plantas. Isso sugere que certos espectros de luz,
independentemente do gendtipo das plantas, podem ter efeitos semelhantes na
inducdo de formacado de raizes. Essas semelhancas podem estar relacionadas a
vias de sinalizacao especificas ativadas pelas diferentes cores de luz ou a influéncia
direta da luz na expresséo de genes relacionados a rizogénese.

Na presente andlise, utilizando o meio completo de WPM, a cultivar Jewel
demonstrou a formacéo de raizes mesmo na auséncia de PGR. Foi observado que
0s espectros 100R e 70R30B resultaram em maior porcentagem de enraizamento,
maior altura das plantas, maior numero de folhas, maior &rea foliar, maior
comprimento das raizes e mais massa fresca das plantas em comparacdo aos
tratamentos com espectros 100B e WC. Isso significa que a utilizacdo do espectro
100R resultou em um melhor desenvolvimento dessas variaveis em comparacao ao
espectro 100B.

Os fotorreceptores fitocromos e criptcromos sdo sensiveis a diferentes
comprimentos de onda da luz e desempenham papéis importantes na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento das plantas. O fitocromo € um fotorreceptor
envolvido em varias respostas fisiologicas das plantas, como a inibicdo do
estiolamento de entrends (alongamento excessivo dos caules em condicbes de
baixa luminosidade), o aumento da taxa de acumulo de clorofila (pigmento
responsavel pela fotossintese) e a regulagéo do processo de florescimento (Taiz &

Zeiger, 2013). Quando as plantas percebem a luz vermelha (comprimento de onda
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proximo a 660 nm), o fitocromo é ativado, promovendo respostas especificas, como
0 crescimento do caule e a inibicdo do estiolamento. Por outro lado, a luz vermelha
distante (comprimento de onda préximo a 730 nm) inativa o fitocromo e pode induzir
respostas como a germinacdo de sementes e a abertura de estdbmatos (Taiz &
Zeiger, 2013).

De acordo com os resultados observados, o espectro 100R tem um efeito
positivo na promocédo do crescimento das plantas, independentemente da variedade
“Southern Highbush” ou “Highbush”, mas apenas a cv. Jewel foi capaz de formar
raizes in vitro sem a adicdo de PGR, e isso ocorreu especificamente quando exposta
aos espectros de luz 100R e 70R30B. Esses achados sugerem que a cv. Jewel
possui uma maior capacidade de resposta e desenvolvimento em relacdo a esses

espectros de luz.

5.2 Quantificacao de clorofila a, b e total

A analise quantitativa dos pigmentos cloroplastidicos se justifica, uma vez que
Sdo pecas centrais ha captacdo de energia luminosa. A concentracdo de clorofila
nas folhas € comumente usada como um parametro para estimar a poténcia
fotossintética das plantas, devido a sua relacdo direta com a absorcdo e
transferéncia de energia luminosa. (Régo & Possamai, 2004).

No cultivo in vitro convencional, as plantas geralmente possuem folhas com
menor numero de cloroplastos, com empilhamento de tilacéides pouco
desenvolvidos (Majada et al., 2002), baixa quantidade de clorofilas e grana
desorganizados (Lucchesini et al., 2006). As plantas cultivadas em condic¢des in vitro
podem responder de maneira variada a qualidade da luz, sendo que a luz azul é
benéfica para a producdo de clorofila, o desenvolvimento dos cloroplastos e a
abertura dos estbmatos, enquanto a luz vermelha desempenha um papel essencial
no crescimento foliar e no armazenamento de carboidratos (Lotfi et al., 2019).
Estudos anteriores, como o de Gupta e Jatothu (2013), destacam a importancia da
combinagdo adequada desses espectros de luz para obter maiores valores de
componentes fotossintéticos, essenciais para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. A proporgdo adequada de luz azul e vermelha pode otimizar a sintese de
clorofila e carotenoides, promovendo assim um melhor desempenho fotossintético e,

consequentemente, um crescimento mais saudavel das plantas.
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Segundo a observacao feita por Cruz et al. (2021), na variedade Woodard
(Vaccinium Spp), foi observado um maior crescimento da area foliar quando exposta
a um filtro de luz vermelha, enquanto um menor crescimento foi observado nos filtros
azul e branco, sem o uso de reguladores de crescimento. O experimento utilizou
filtros coloridos de acetato celulose do tipo Lee Filters (Walworth Ind. Estate,
Andover, England), sendo o filtro azul com um comprimento de onda de 64,2nm, o
filtro vermelho com um comprimento de onda de 21,13nm e uma lampada
fluorescente branca fria com uma intensidade de 299 Im m2. A respeito da relacéo
clorofila a/b, foi constatado que o Unico fator que teve efeito significativo foi o tipo de
filtro utilizado, sendo que o maior valor foi observado quando o filtro branco foi
empregado, concordando com o presente estudo. No estudo realizado por Hung et
al. (2016b) da cultivar Huron do grupo “"Northern Highbush" (Vaccinium
corymbosum), foi observado que o uso de LEDs na cor azul resultou no acimulo de
clorofila, enquanto o uso de LEDs na cor vermelha n&o apresentou esse efeito.

Os resultados desta presente pesquisa corroboram com estudos anteriores
gue também encontraram diferencas estatisticamente significativas entre 0s
diferentes espectros de luz testados e os teores de clorofila. Foi observado que a
menor concentragdo de clorofila ocorreu no tratamento com luz vermelha (100R),
seguido pelos tratamentos com luz azul (100B), a combinagédo de luz vermelha e
azul (7OR30B) e, por fim, a luz branca fria (CW). Esses resultados sugerem que a
composicdo espectral da luz desempenha um papel importante na sintese e

acumulacao de clorofila nas plantas.

5.3 Processo de aclimatizacéo

A adaptacado das plantas do ambiente de cultivo in vitro para o ambiente ex
vitro requer que elas possuam um certo nivel de capacidade fisiolégica. Nesse
sentido, a fase de aclimatizacédo € considerada a etapa mais desafiadora da técnica
de micropropagacao (Preece & Sutter, 1991; Kadlecek et al., 2001). A capacidade
de induzir o enraizamento de plantulas durante a etapa laboratorial, sem a
necessidade de utilizar PGR e apenas com o uso de um espectro de luz adequado,
representa uma vantagem significativa para os laboratérios de cultivo de tecidos
vegetais (CTV). Essa abordagem permite reduzir os custos associados a aquisi¢ao e

aplicacédo de PGR, além de melhorar a qualidade das mudas produzidas. Ademais, o
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processo de aclimatizacdo, que envolve a adaptacdo das plantas ao ambiente
externo, também pode ser otimizado, uma vez que as plantulas j4 apresentam um
sistema radicular desenvolvido durante a fase in vitro. Dessa forma, essa estratégia
proporciona economia de tempo e recursos, além de contribuir para a producéo de
mudas de melhor qualidade.

As condi¢cdes de cultivo em casa de vegetacdo foram semelhantes as
utilizadas pelos viveiristas de “blueberry”, e o padrdao de desenvolvimento das
plantas nos diferentes tratamentos de espectros de luz foi mantido. Isso denota que
as plantulas que apresentaram um bom desempenho no ambiente de cultura in vitro
em um determinado espectro de luz também responderam de forma positiva durante
0 processo de aclimatizagédo e desenvolvimento ex vitro. Em contraste, as plantas
gue ndo apresentaram boa performance durante o cultivo dentro do laboratorio nédo
mostraram recuperacéo durante os 45 dias de aclimatizacéo.

Nos estudos realizados com a cultivar “Highbush® cv. Huron, os
pesquisadores decidiram replicar os mesmos tratamentos de espectros de luz que
foram utilizados na fase in vitro durante o ensaio ex vitro (Hung et al., 2016b). O
mesmo procedimento foi adotado nos estudos envolvendo a cultivar “Rabbiteye” cv.
Titan (Hung et al., 2016a). Nos trabalhos realizados com as cultivares Huron e Titan,
os tratamentos com luz vermelha e combinagdes de luz vermelha e azul em
diferentes proporcdes demonstraram resultados estatisticamente superiores aos
tratamentos com luz azul e ao controle com luz fluorescente. Vale ressaltar que as
plantulas utilizadas nesses estudos ndo foram aclimatizadas em condi¢des de casa
de vegetacdo, o0 que pode afetar seu desempenho e adaptacdo ao ambiente
externo.

Os resultados obtidos na fase ex vitro, aclimatizacdo da cultivar Jewel da
espécie “Southern Highbush”, foram obtidos exclusivamente em condi¢des de casa
de vegetacdo. Nesse caso os tratamentos 70R30B e 100R apresentaram melhor
desempenho em comparacdo com as luzes 100B e CW. O uso dos substratos foi
imparcial. Os substratos utilizados ndo apresentaram diferengas significativas em
relacédo aos resultados obtidos.

Este estudo complementa as analises importantes de Hung et al. (2016) e
confirmam a eficicia da aplicacdo dos espectros de luz vermelha e a combinacdo da
luz vermelha e azul tanto na fase in vitro quanto na fase ex vitro no cultivo de

“blueberry”. O efeito positivo desses espectros de luz na promogéo do crescimento e
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desenvolvimento das plantas de” blueberry” persiste mesmo apos apos 45 dias nas
condi¢cles de casa de vegetacao, reforcando a relevancia desses tratamentos para a
producdo bem-sucedida. Esses resultados sdo inéditos e evidenciam o impacto dos
diferentes espectros de luz durante a etapa de enraizamento in vitro no processo
subsequente ex vitro.

Durante a etapa laboratorial, é de suma importancia que as plantulas
desenvolvam um sistema radicular adequadamente estruturado e funcional, a fim de
garantir sua capacidade de absorver agua e nutrientes minerais, além de garantir
sua sobrevivéncia apos serem transferidas para o ambiente ex vitro (Nowak &
Shulaev, 2003). E, a capacidade de induzir o enraizamento de plantulas durante
essa fase, sem a necessidade de utilizar PGR e apenas com 0 uso de um espectro
de luz adequado, representa uma vantagem significativa para os laboratorios de
cultivo de tecidos vegetais (CTV). Essa abordagem permite reduzir oS custos
associados a aquisicdo e aplicacdo de PGR, além de melhorar a qualidade das
mudas produzidas. O processo de aclimatizacdo também pode ser otimizado, uma
vez que as plantulas ja apresentam um sistema radicular desenvolvido durante a
fase in vitro. Dessa forma, essa estratégia proporciona economia de tempo e

recursos, além de contribuir para a producao de mudas de melhor qualidade.
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6. CONCLUSAO

Os tratamentos utilizando o espectro de cor vermelha (100R) e a combinacao
de cores (70R30B) foram eficazes na inducdo de enraizamento in vitro de
microestacas de mirtilo "Highbush" cv. Jewel, dispensando o uso de reguladores de
crescimento vegetal (PGR). As mudas provenientes desses tratamentos tiveram
melhor desenvolvimento durante o processo de aclimatizagdo, independentemente

dos substratos utilizados.
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