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RESUMO 

O mirtilo é uma pequena fruta rica em antioxidantes, fato que tem atraído consumidores nos 

últimos anos. A produção de mudas pode ser feita pela micropropagação, gerando plantas de 

alta qualidade fitossanitária. Esta técnica utiliza como substrato diferentes composições 

nutricionais de meio de cultura, mas com mesma concentração de boro. Sob diferentes 

concentrações deste nutriente pode ocorrer alterações enzimáticas, visto sua essencialidade no 

metabolismo das plantas. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do boro no 

crescimento in vitro de mirtileiro e nas alterações enzimáticas. Foi utilizado o meio WPM, 

suplementado com sacarose (20 g L-1), mio-inositol (0,1 g L-1) e ágar (6,0 g L-1). Para todos 

os experimentos foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado. No primeiro 

experimento de multiplicação in vitro (avaliado aos 90 dias) foi utilizado o esquema fatorial 

3x4, com três concentrações de 2-isopentalinadenina - 2iP (0,0, 2,5 e 5,0 mg L-1) e quatro 

concentrações de ácido bórico (0,0, 3,1, 6,2 e 9,3 mg L-1). Foram realizados outros dois 

experimentos para avaliar o efeito de diferentes concentrações de boro (0,0, 3,1, 6,2 e 9,3 mg 

L-1), um sob a influencia de 2iP (5,0 mg L-1) e outro sob influencia de ácido indolbutírico - 

AIB (2,5 mg L-1), ambos avaliados aos 180 dias e em esquema unifatorial. Para todos os 

experimentos foram utilizados 4 repetições compostas por 5 explantes. Foi avaliado o 

comprimento da parte aérea e da maior raiz, número de brotações e folhas, massa fresca, 

porcentagem de enraizamento e atividade das enzimas polifenol oxidase (PPO), fenilalanina 

amônia-liase (PAL), peroxidase (POD) e ácido indolacético oxidase (AIAO). No primeiro 

experimento observou-se que 6,2 mg L-1 de boro gerou a maior formação de brotações (18,4), 

assim como, 5,0 mg L-1 de 2iP (25,5). Na interação entre estas concentrações de boro e 2iP, 

houve a maior atividade da enzima POD e PPO, que são responsáveis por síntese de 

compostos como a lignina. No segundo experimento, em condição de deficiência de boro, 

observou-se maior quantidade de ápices necrosados (9), folhas vermelhas (31) e alta atividade 

das enzimas PAL, AIAO e POD. O crescimento das raízes e enraizamento foram inibidos, 

mostrando a essencialidade do boro nesta fase de desenvolvimento. Em meio sem auxina, a 

AIAO se correlacionou negativamente com o crescimento das raízes enquanto que em meio 

contendo o AIB a correlação foi positiva. Assim, conclui-se que 6,2 mg L-1 de boro e 5,0 mg 

L-1 de 2iP gera os melhores resultados para a multiplicação de mirtileiro, em condições de 

deficiência aumenta a atividade enzimática e o enraizamento de mirtileiro é dependente de 

boro e da regulação da enzima AIAO. 

 

Palavras-chave: Vaccinium ashei Reade; Ácido bórico; Propagação de plantas. 

 

  



 

 

ABSTRACT 

The blueberry is a small fruit rich in antioxidants which has increased its consumption in the 

last few years. The plantlets production can be made through micropropagation, resulting in 

plants with high phytosanitary quality. This technique uses as substrate different nutritional 

compositions in the culture medium, but with the same boron concentration. Under different 

concentrations of this nutrient it may occur enzymatic alterations, because of its essentiality in 

the plant’s metabolism. Thus, the purpose of this work was to study the effect of boron in the 

in vitro growth of the blueberry and in the enzymatic alterations. It was used the WPM 

supplemented with sucrose (20 g L-1), myo-inositol (0,01 g L-1) and agar (6,0 g L-1). For every 

experiment the design was completely randomized. In the first experiment of in vitro 

multiplication (evaluated at 90 days) the factorial scheme was 3x4, with 3 concentrations of 2-

isopentalinadenine - 2iP (0,0, 2,5 and 5,0 mg L-1) and 4 concentrations of boric acid (0,0, 3,1, 

6,2 and 9,3 mg L-1). Another two experiments were made to evaluate the effect of different 

concentrations of boron (0,0, 3,1, 6,2 and 9,3 mg L-1), one under the influence of 2iP (5,0 mg 

L-1) and another one under the high concentration of indolbutyric acid - IBA (2,5 mg L-1), 

both evaluated at 180 days and in a unifactorial scheme. For all the experiments it was used 4 

repetitions composed by 5 explants. It was evaluated the length of the aerial part and of the 

largest root, the number of the shoots and leaves, fresh weight, rooting percentage and the 

activity of the enzymes polyphenol oxidase (PPO), phenylalanine ammonia-lyase (PAL), 

peroxidase (POD) and indoleacetic acid oxidase (IAAO). In the first experiment it was 

noticed that the 6,2 mg L-1 of boron generated the biggest shoot formation (18,4), as well as 

5,0 mg L-1 of 2iP (25,5). In the interaction between these concentrations of boron and 2iP, 

there was the biggest activity of the POD and PPO enzymes, which are responsible for the 

synthesis of compounds such as lignin. On the second experiment, in the conditions of boron 

deficit, it was observed bigger quantity of shoot-tip necrosis (9), red leaves (31) and high 

activity of the PAL, IAAO and POD enzymes. The roots growth and the rooting were 

inhibited, showing how essential boron is in this phase of development. In an auxin-free 

medium the IAAO had a negative correlation with the root’s growth, meanwhile in the 

medium with IBA the correlation with the rooting was positive. Therefore, it was concluded 

that the boron concentration of 6,2 mg L-1 and the 2iP concentration of 5,0 mg L-1 had better 

results for the multiplication of the blueberry, in deficiency conditions occurs the increase of 

enzymatic activity and the blueberry rooting depends of the boron and the IAAO. 

 

Key words: Vaccinium ashei Reade; Boric acid; Plant propagation. 
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1 INTRODUÇÃO  

O mirtileiro é nativo da Europa e América do Norte, sendo pertencente à família 

Ericaceae e ao gênero Vaccinium (ANTUNES, 2006; FACHINELLO, 2008). Os frutos de 

mirtilo apresentam alta concentração de compostos antioxidantes, o que tem atraído a 

população para seu consumo, visto sua importância como, por exemplo, o combate ao 

envelhecimento precoce e diabetes (MARTINEAU et al., 2006; SOUZA et al., 2014). Devido 

essas propriedades, a maior procura pela fruta tem aumentado, tornando o mercado de mirtilo 

promissor no Brasil. Assim, o aprimoramento de técnicas de produção e o conhecimento 

fisiológico a respeito da espécie são necessários. 

A micropropagação é uma técnica utilizada para a obtenção de plantas com alta 

qualidade fitossanitária. Esta técnica é dividida em algumas etapas fundamentais, como o 

estabelecimento in vitro, multiplicação, enraizamento e aclimatização (AHLOOWALIA et al., 

2004; MURASHIGE, 1974). Na etapa da multiplicação é utilizado meio de cultura 

suplementado com citocinina, que atua na diferenciação e multiplicação celular, aumentando 

a quantidade de brotações e, consequentemente número de plantas formadas. Para o mirtileiro 

algumas citocininas que podem ser utilizadas são Zeatina e o 2iP (SCHUCH et al., 2008; 

ABREU et al., 2014; CUCE; SOKMEN, 2017; FAN et al , 2017). As citocininas agem tanto 

na parte aérea como no sistema radicular através de alguns receptores como o CRE1, AHK2 e 

AHK3 (INOUE et al., 2001; LOPES-BUCIO et al., 2007). Após a percepção da citocinina 

ocorre a indução da formação de brotações, como resultado da expressão do gene ESR1 e 2 

identificado em Arabidopsis thaliana (MATSUO et al., 2011). 

Já na etapa de enraizamento é necessário aumentar os níveis de AIA interno (MENG 

et al. 2019), sendo então adicionada uma auxina ao meio de cultura, geralmente o AIB para 

mirtileiro (CUCE et al., 2013; CUCE; SOKMEN, 2015; CUCE; SOKMEN, 2017; FAN et al., 

2017). A principal auxina presente nas plantas é o ácido indolacético (AIA), regulado pela 

enzima ácido indolacético oxidase (AIAO). Alguns trabalhos têm mostrado que a maior 

atividade desta enzima esta associada aos maiores níveis de AIA e ao menor enraizamento 

(FU et al., 2011; ELMONGY et al., 2018; MENG et al., 2019). 

O principal meio de cultura utilizado para mirtileiro é o Woody Plant Medium 

(WPM) idealizado para espécies lenhosas como bétula, rododendro, rosa e carvalho (LLOYD;  

MCCOWN, 1980), sendo indicado por muitos autores (SILVA et al., 2006; CUCE et al., 

2013; CUCE; SOKMEN, 2015; CUCE; SOKMEN, 2017; PELIZZA et al., 2013). Este meio 

apresenta menor concentração de alguns nutrientes quando comparado com outros meios de 
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cultura como o MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962), porém com a mesma concentração de 

boro (6,2 mg L-1).  

O boro é um micronutriente essencial que faz parte da parede celular nas ligações 

cruzadas de moléculas de Rhamnogalacturonan II (RGII) (O’NEILL et al., 2004, 

CHORMOVA; FRY, 2016), atua na divisão e diferenciação celular (ABREU et al., 2014; 

POZA - VIEJO et al., 2018), translocação de açúcares e síntese de proteínas (LANDI et al., 

2012). Além disso, participa da formação das raízes por influenciar o metabolismo hormonal 

da planta, como a regulação do AIA interno. As raízes de mirtileiro são isentas de pelos 

radiculares (BABA et al., 2018), indicando que a nutrição deve ser adequada para que ocorra 

o melhor crescimento das raízes e assim melhor aproveitamento dos nutrientes. 

Quando há deficiência de nutrientes no meio de cultura, pode ocorrer a maior ou 

menor atividade de enzimas como a fenilalanina amônia-liase (PAL), polifenol oxidase 

(PPO), peroxidase (POD) e AIAO. A PAL é uma enzima que inicia o ciclo dos 

fenilpropanoides formando compostos fenólicos, como a lignina (LIN e NORTHCOTE 1990; 

SU et al., 2019). A PPO é uma enzima responsável pela degradação de compostos fenólicos 

formando quinonas (CAKMAK e ROMHELD, 1997) que podem causar a oxidação fenólica 

de explantes. A POD regula os níveis de peróxido de hidrogênio, faz parte da biossíntese de 

lignina e, além disso, juntamente com a AIAO participa da inativação do AIA, para manter 

níveis ótimos na planta (ROUT, 2006; WANG et al., 2018). 

Para mirtileiro já foi verificado que o boro aumentou o número de gemas florais, 

reduziu danos causados pelo frio do inverno (EATON et al., 2007) e aumentou a quantidade 

de pectina em frutos quando aplicado via foliar (EICHHOLZ et al., 2011). Na produção de 

mudas, este nutriente aumentou a biomassa vegetal e induziu a produção de compostos 

fenólicos, como ácido clorogênico, ácido ferúlico, miricetina, quercetina e glicosídeo rutina 

(MERIÑO-GERGICHEVICH et al., 2017; MERIÑO-GERGICHEVICH et al., 2019). Porém, 

na micropropagação de mirtileiro e sua função sobre a atividade enzimática os estudos são 

inexistentes.  
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

Avaliar o efeito do boro no crescimento in vitro de mirtileiro e sua influência nas 

alterações bioquímicas da planta. 

 

2.2 Objetivos específicos 

(i) Estudar o efeito do 2iP e ácido bórico na multiplicação in vitro e sua relação 

com a atividade enzimática aos 90 dias de cultivo in vitro. 

(ii) Observar os efeitos bioquímicos associados à deficiência de boro aos 180 dias 

de cultivo e o crescimento das plantas. 

(iii) Analisar a influência do ácido boro no crescimento e nas atividades 

enzimáticas de plantas de mirtileiro submetidas á alta concentração de AIB.   
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1 Mirtileiro 

O mirtileiro é uma frutífera originada da Europa, Estados Unidos e Canadá, de porte 

arbustivo ou rasteiro, e hábito caducifólio. Pertence à família Ericaceae e ao gênero 

Vaccinium, sendo distribuído em alguns grupos de acordo com suas exigências climáticas 

(ANTUNES, 2006; FACHINELLO, 2008). Esses grupos são divididos em Lowbush 

(Vaccinium angustifolium) que necessita de menos de 1000 horas de frio para que ocorra o 

máximo florescimento; Highbush (Vaccinium angustifolium), subdividido em Northern 

highbush (800 – 1000 horas de frio), Southern highbush, (cerca de 550 horas) e Intermediate 

highbush (de 400 a 800 horas de frio); e, Rabbiteye (Vaccinium ashei Reade), que precisa de 

até 600 horas de frio (RETAMALES; HANCOCK, 2011). 

De acordo com os dados da FAO (2017) a produção de mirtilo no mundo foi de 596 

813 toneladas produzidas em uma área correspondente a 109 541 ha, sem incluir o Chile e 

Argentina, que são grandes produtores. O Chile se destaca por ser o maior produtor de mirtilo 

da América Latina e o segundo do mundo, sendo que as variedades cultivadas compreendem 

o grupo Highbush (RETAMALES et al., 2014; CORDES et al., 2016). No Brasil estima-se 

que a área plantada de mirtileiro corresponda a 400 ha, principalmente em pequenas 

propriedades localizadas nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná, São Paulo 

e Minas Gerais (CANTUARIAS-AVILÉS et al., 2014). Sendo cultivado principalmente, 

cultivares pertencentes ao grupo Rabbiteye, devido à baixa exigência em frio (ANTUNES, 

2006; HERTER; WREGE, 2006; FACHINELLO, 2008). 

O mirtilo possui grande quantidade de compostos antioxidantes, como por exemplo, 

antocianinas, que tem se mostrado eficiente no combate à diabetes, redução da predisposição 

das pessoas ao desenvolvimento do câncer e retardo do envelhecimento precoce (SMITH et 

al., 2000; MARTINEAU et al., 2006; FACHINELLO, 2008; FARIA, et al., 2010; SOUZA et 

al., 2014). Além disso, já foi encontrado em espécies dos grupos Southern Highbush e 

Intermediate Highbush a presença de iridoides, que são outros compostos bioativos que 

também auxiliam na prevenção de doenças (LEISNER, et al., 2017).  

 

3.2 Micropropagação de mirtileiro 

A obtenção de novas plantas de mirtileiro pode ocorrer por sementes e por 

propagação vegetativa, porém, pela baixa porcentagem de germinação e variabilidade 
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genética utilizar as sementes para cultivo comercial é inviável, sendo restrito apenas para 

obtenção de novas cultivares (FACHINELLO, 2008; PASQUALINI et al., 2016). Assim, a 

propagação vegetativa é recomendada, pois permite obter clones de uma planta matriz, sendo 

selecionadas, através de rebentos, estaquia, miniestaquia e micropropagação (CAMPOS et al., 

2005; ANTUNES et al., 2006; SCHUCH et al., 2007; FISHER et al., 2008, AYUB et al., 

2017).  

A micropropagação forma plantas inteiras e livres de microrganismos (CARVALHO 

et al., 2006). Esta técnica se inicia com coleta de um material vegetal, que compreende uma 

planta matriz, com características desejadas para serem reproduzidas em um pomar. Esse 

material passa por um processo de assepsia, utilizando soluções esterilizantes. As plantas 

estabelecidas são multiplicadas e enraizadas, cada qual em um meio específico, e por fim 

ocorre a aclimatização, para a adaptação das plantas novamente no ambiente natural 

(AHLOOWALIA et al., 2004; MURASHIGE, 1974). 

Além das plantas de mirtileiro micropropagadas apresentarem qualidade 

fitossanitária superior, podem apresentar melhor desempenho inicial no campo, quando 

comparadas com as plantas obtidas por estaquia. Marino et al. (2014) utilizando a 

micropropagação, obtiveram maior quantidade de brotações e rebentos para as cultivares 

Emerald, Jewel e Primadonna, bem como melhor peso seco das plantas das cultivares 

Emerald e Jewel. Já Souza et al. (2011), verificaram que as plantas das cultivares Woodard, 

Bluegem e Briteblue tiveram maior número de brotações do que as plantas obtidas por 

estaquia, sendo que não afetou o desenvolvimento e qualidade de frutos. Esse melhor 

estabelecimento das plantas em campo é vantajoso, pois as plantas podem entrar em produção 

precocemente, resultando em um retorno econômico mais rápido (DEBNATH, 2012). 

Na micropropagação de mirtileiro o meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) é o 

mais utilizado, sendo citado em muitos trabalhos (SILVA et al., 2006; PELIZZA et al., 2013; 

CUCE; SOKMEN, 2017) e a suplementação com reguladores de crescimento geralmente é 

necessária. Dentre as citocininas, a zeatina apresentou os melhores resultados para a espécie 

Vaccinium uliginosun, utilizando 2,0 mg L-1 de zeatina, 0,1 mg L-1 de AIB e 0,2 mg L-1 de 

ácido giberélico (CUCE; SOKMEN, 2017); e para a cultivar Pink Lemonade (Vaccinium 

ashei Reade), utilizando 9,12 μM de Zeatina e 0,05 μM de acido naftalenoacético (FAN et al , 

2017). Schuch et al. (2008) observaram que para a cultivar Climax, 7,5 mg L-1 de zeatina 

favoreceu a formação de brotações, porém menores quando comparadas com as plantas 

crescidas em meio com 2iP. 
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Já no enraizamento de mirtileiro tem-se verificado que o uso de AIB é mais benéfico 

que o AIA (FAN et al., 2017). Como observado em alguns trabalhos, onde a concentração de 

0,5 mg L-1 de AIB juntamente com 1,0 mg L-1 de carvão ativado, utilizando meio WPM, 

trouxeram os melhores resultados para o enraizamento (CUCE et al., 2013; CUCE;  

SOKMEN, 2015; CUCE; SOKMEN, 2017). 

 

3.3  Nutrição mineral na micropropagação 

A nutrição mineral de plantas é essencial para aprimorar o cultivo, bem como atingir 

altas produtividades. Os nutrientes minerais são elementos obtidos pelas plantas da solução do 

solo, na forma de íons inorgânicos ou não, como é o caso do ácido bórico (TAIZ et al., 2017). 

De acordo com Barker e Pilbeam (2007), nutriente vegetal é o elemento químico requerido 

pelas plantas para que elas possam crescer e se reproduzir, devendo se enquadrar em alguns 

critérios, como fazer parte da estrutura ou metabolismo das plantas, na sua ausência causa 

anormalidades ou impede que a planta complete seu ciclo de vida, não pode ser substituído 

totalmente por outro elemento e é necessário para todas as plantas (BARKER; PILBEAM, 

2007; TAIZ et al., 2017). 

Tendo em vista a importância da nutrição mineral, na micropropagação utilizam-se 

diferentes meios de culturas, dentre eles, o mais utilizado é o meio MS (MURASHIGUE; 

SKOOG, 1962), mas para a cultura do mirtileiro é mais indicado o Woody Plant Medium 

(WPM) (LLOYD; MCCOWN, 1980). Alguns autores já empregaram esse meio para espécies 

do gênero Eucalyptus, (DUTRA et al., 2009; BRONDAMI et al., 2012; OLIVEIRA et al., 

2017), Apuleia leocarpa (LENCINA et al., 2018) e Quercus ilex (MARTINEZ et al., 2017). 

O uso do meio WPM é mais favorável para espécies lenhosas, pois quando comparado com o 

meio MS (ANEXO A), apresenta menor concentração de nutrientes (DUTRA et al., 2009), 

em relação ao nitrogênio e potássio (OLIVEIRA et al., 2017), que influencia no potencial 

osmótico (BRONDAMI et al., 2012). 

Tendo em vista que a necessidade nutricional de cada espécie é diferente, muitos 

autores adaptaram os meios de culturas para várias culturas. Para a micropropagação de 

Pimpinella anisum, os melhores resultados foram obtidos com o meio MS em 75 e 100% da 

concentração dos sais (TAMBOSI; ROGGE-RENNER, 2010), enquanto que, para Physalis 

peruviana (RODRIGUES et al., 2013) e Desmodium incanum (SCHWALBERT et al., 2014) 

o meio MS com 50% de sais foi mais eficiente. Utino et al. (2001) verificaram que alterar a 
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composição do meio de cultura MS, ao reduzir a concentração de Fe, Cu e Zn, gerou 

diminuição da oxidação dos explantes.  

Para mirtileiro a nutrição mineral é dificultada quando comparadas com outras 

culturas devido à falta de pelos radiculares, sendo que a função de absorção ocorre 

preferencialmente pelas raízes finas, capilares ou também chamadas de primeira e segunda 

ordem, com tamanho igual ou menor que 100 micrometros de diâmetro (BABA et al., 2018). 

Baba et al. (2019) verificaram que em estacas as raízes diarcas (ou seja, as raízes finas que 

apresentam dois protoxilemas) são predominantes, por estarem iniciando o sistema radicular e 

assim maior necessidade de energia e absorção de nutrientes.  

Na micropropagação de mirtileiro, Pelizza et al. (2013) utilizaram meio WPM com 

50% das concentrações de sais para as cultivares Bluecrop, Duke e Misty, porém esse mesmo 

meio em 100% da concentração dos sais foi muito utilizado para outros estudos (SILVA et 

al., 2006; CUCE et al., 2013; CUCE; SOKMEN, 2015; CUCE; SOKMEN, 2017). De acordo 

com Bandinelli et al. (2013) as alterações no meio de cultura são muito importantes para o 

desenvolvimento das plantas e pode aumentar a taxa de sobrevivência na fase da 

aclimatização. 

 

3.4 Boro: funções, sintomas de deficiência e influência na atividade enzimática. 

O boro é um mineral que forma ligações covalentes estáveis, sendo aplicado nas 

culturas na forma de ácido bórico (H3BO3). Este nutriente faz parte de compostos estruturais 

da parede celular e atua em diversos processos, como divisão celular, translocação de 

açucares e sínteses de proteínas (LANDI et al., 2012). Na sua ausência pode ocasionar 

necrose de folhas jovens e do ápice terminal, devido à suspensão da divisão celular, gerando a 

quebra da dominância apical, o que torna a planta muito ramificada (TAIZ et al., 2017). 

Na parede celular o boro faz ligações cruzadas entre duas moléculas de 

Ramnogalacturonan II - RGII, que compõe a rede de pectina responsável por manter a 

porosidade ideal para a absorção dos nutrientes (O’NEILL et al., 2004, CHORMOVA; FRY, 

2016). Assim, quando há a deficiência deste nutriente, ocorre o maior espessamento da parede 

celular, através da maior absorção de Ca. Logo, a presença de pectina é altamente dependente 

de boro e com isso pode determinar a maior sensibilidade da planta em casos de deficiência 

(SINGH et al., 2010; PAN et al., 2012; WU et al., 2018).  

Em Arabidopsis thaliana foi demonstrado que a deficiência de boro provoca redução 

na atividade mitótica e falha na diferenciação celular, sendo relacionado à regulação 
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hormonal, reduzindo a concentração de citocinina. Na ausência de boro, ocorre a repressão do 

receptor de citocinina CRE1, diminuindo a diferenciação celular bem como diferenciação do 

xilema (ABREU et al., 2014; POZA - VIEJO et al., 2018). Dong et al. (2018) verificaram que 

com a deficiência de boro ocorre também o aumento na quantidade de aminoácidos, 

associados a morte celular e redução na diferenciação celular. 

Eggert e Wiren (2017) estudaram o efeito da deficiência de boro no metabolismo dos 

fitormonios em mudas de Brassica napus. Verificaram uma correlação positiva na quantidade 

de citocinina de acordo com as concentrações de boro, enquanto que, a quantidade de auxina 

apresentou uma correlação negativa, confirmando o efeito antagônico entre os dois 

fitormonios. A auxina está ligada no enraizamento das plantas e pode ser regulada pela 

enzima AIA oxidase que é influenciada pelo boro (FU et al., 2011; ELMONGY et al., 2018; 

MENG et al., 2019). 

A deficiência de boro induz outras alterações metabólicas na planta, como aumento 

na produção de compostos fenólicos iniciados pela enzima PAL na via dos fenilpropanoides 

(LIN; NORTHCOTE 1990; LANDI et al., 2012). Para mirtileiro alguns compostos 

identificados e que foram influenciados pela deficiência são o ácido clorogênico, ácido 

ferúlico, miricetina, quercetina e glicosídeo rutina (MERIÑO-GERGICHEVICH et al., 2019). 

Com a alteração na quantidade de compostos fenólicos ocorre a ativação de outras enzimas 

como a PPO e a POD. A PPO degrada ácidos fenólicos formando quinonas, que são 

moléculas toxicas para as plantas. Isso leva a produção de espécies reativas de oxigênio como 

o peróxido de hidrogênio, que são degradadas pela POD (CAKMAK; ROMHELD, 1997). 

Dahajipour – Heidarabadi et al. (2011) trabalhando com 5 μM de boro em Linum 

usitatissimum, verificaram alta atividade da PAL e POD. Riaz et al. (2018b) observaram que a 

privação de boro quando comparado com o controle (10 uM de boro), prejudicou o 

alongamento das raízes primárias e laterais, reduziu o acumulo de biomassa seca e aumentou 

a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), PAL e PPO, além de tender a acumular 

peróxido de hidrogênio (H2O2) nas pontas das raízes aumentando o número de células mortas.  

Embora o boro atue principalmente sobre o sistema radicular, como observado para 

Linum usitatissimum (DAHAJIPOUR – HEIDARABADI et al., 2011), Poncirus trifoliata 

(RIAZ et al., 2018a; RIAZ et al., 2018b; RIAZ et al., 2018c) e para o enraizamento de estacas 

de Hylocereus undatus (SANTOS et al., 2010) o desenvolvimento aéreo também pode ser 

afetado. A exemplo disso em Poncirus trifoliata, 10 μM de boro gerou maior peso e número 

de folhas, peso de caule e altura das plantas (RIAZ et al., 2018c) e maior biomassa vegetal 

(RIAZ et al., 2018a). Foi verificado também aumento no teor de açúcares nas folhas, sendo 
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relacionado à redução do transporte induzindo a paralisação do crescimento (DONG et al., 

2018).  

Na micropropagação tanto o meio MS (MURASHIGUE; SKOOG, 1962) quanto o 

WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) acrescentam 6,2 mg L-1 de ácido bórico e há poucos 

trabalhos que estudam a ação especifica deste nutriente sobre o desenvolvimento das plantas 

in vitro. Mouhtaridou et al. (2004) verificaram que a concentração de 1 mM de boro em meio 

MS as plantas de porta enxerto de macieira MM 106 tiveram melhor desenvolvimento, e 

conforme ocorreu o aumento de boro, a absorção de outros nutrientes foram prejudicadas, 

como por exemplo, o ferro, sendo evidenciado a menor absorção pela redução do teor de 

clorofila em níveis mais altos de boro. Bairu et al. (2009) verificou que as concentrações de 

0,4 e 0,5 mM de boro causou fitotoxidez, inibindo o crescimento das plantas e reduziu a 

absorção de cálcio. Arici e Sari (2017) verificaram que com 1 mM de boro em meio MS as 

plantas de batata in vitro tiveram maior número e comprimento de folhas e raízes. 

Já para a cultura do mirtileiro, os trabalhos que avaliaram o boro não são para a 

micropropagação de plantas. Eaton et al. (2007) trabalhando com Vaccinium angustifolium, 

perceberam que aplicações de boro aumentaram o número de gemas florais e reduziu danos 

de inverno. Eichholz et al. (2011) verificou aumento no teor de pectina em frutos de mirtileiro 

(Vaccinium corymbosum) quando aplicado 3% de boro via foliar. Meriño-Gergichevich et al. 

(2017) avaliaram a influencia do boro no desenvolvimento de mudas de mirtileiro Legacy e 

Brigitta, sendo que a concentração de 50 μM induziu a planta a ter maior biomassa vegetal. E 

Meriño-Gergichevich et al. (2019) verificaram que 3,0 mg L-1 de boro induziu a planta a ter 

maior biomassa e apresentou aumento na atividade da PAL quando na deficiência do 

nutriente. Porém, para o cultivo in vitro os efeitos da variação da concentração de boro no 

meio de cultura ainda são poucos estudados. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Material vegetal e meio de cultura. 

Plantas de mirtileiro (Vaccinium ashei Reade) oriundas de germinação de sementes e 

clonadas in vitro, foram segmentadas em tamanho de 1,0 cm e colocadas em WPM (LLOYD; 

MCCOWN, 1980) com a quantidade de boro modificada de acordo com o experimento, 

suplementado com 20,0 g L-1 de sacarose, 0,1 g L-1 de mio-inositol e 6,0 g L-1 de ágar e pH 

regulado com hidróxido de sódio (1N) para 5,3. Foi adicionado 25,0 mL do meio em frascos, 

que foram fechados com tampas de plástico e previamente autoclavados a 120°C por 20 

minutos. 

 

4.2 Experimento I – Boro e citocinina na multiplicação de mirtileiro. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), fatorial 3x4, sendo 

três concentrações de 2iP (0,0, 2,5 e 5,0 mg L-1) e quatro concentrações de ácido bórico (0,0, 

3,1, 6,2 e 9,3 mg L-1) totalizando 12 tratamentos com 4 repetições, utilizando 5 explantes por 

frasco, representando uma repetição. Aos 90 dias de cultivo in vitro os explantes foram 

avaliados em função do diâmetro do calo, quantidade de folhas e brotações, comprimento da 

parte aérea e massa fresca. Logo após as plantas foram armazenadas em freezer a -20°C para 

a posterior análise bioquímica. Foram selecionados 4 tratamentos para análise enzimática de 

acordo com a maior quantidade de brotações e avaliados seguindo o DIC modelo fatorial 2x2 

com duas concentrações de 2iP (0,0 e 5,0 mg L-1) e duas concentrações de ácido bórico (0,0 e 

6,2 mg L-1).  

 

4.3 Experimento II – Boro na multiplicação de mirtileiro aos 180 dias de cultivo. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com quatro 

concentrações de ácido bórico (0,0, 3,1, 6,2 e 9,3 mg L-1) totalizando 4 tratamentos com 4 

repetições, utilizando 5 explantes por repetição. Neste experimento o WPM foi suplementado 

com 5,0 mg L-1 de 2iP. Aos 180 dias de cultivo in vitro em cada planta foi avaliada o 

diâmetro do calo, quantidade de brotações e folhas, comprimento da parte aérea, massa fresca, 

quantidade de folhas vermelhas e ápices necrosados, quantidade e classificação de raízes e 

quantificação química de boro da parte aérea. Logo após as plantas foram armazenadas em 

freezer a -20°C para a posterior analise bioquímica de todos os tratamentos. As raízes foram 
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classificadas em primeira, segunda e terceira ordem. Entende-se que raízes de primeira ordem 

são as raízes mais finas, apresentando um ápice radicular. As raízes de segunda ordem são 

compostas por duas ou mais raízes de primeira ordem e as raízes de terceira ordem são 

compostas por duas ou mais raízes de segunda ordem (FITTER, 1982; BABA et al., 2019) 

 

4.4 Experimento III – Boro no enraizamento de mirtileiro aos 180 dias de cultivo. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC) com quatro 

concentrações de ácido bórico (0,0, 3,1, 6,2 e 9,3 mg L-1) totalizando 4 tratamentos com 4 

repetições, utilizando 5 explantes por repetição. Neste experimento o WPM foi suplementado 

com 2,5 mg L-1 de AIB. Aos 180 dias de cultivo in vitro em cada planta foi avaliada diâmetro 

do calo, quantidade de brotações, folhas e raízes, comprimento da parte aérea e da maior raiz, 

porcentagem de enraizamento e massa fresca. Logo após as plantas foram armazenadas em 

freezer a -20°C para a posterior análise bioquímica de todos os tratamentos.  

 

4.5 Sala de cultivo 

Após a montagem dos frascos do experimento I, II e III em ambiente de fluxo 

laminar, foram colocados em sala de crescimento com temperatura de 25±2°C, fotoperíodo de 

16 horas e densidade de fluxo de fótons do período de luz de 27 μmol m-2 s-1.  

 

4.6 Análise química  

Para a determinação do boro foi utilizado 0,2 g de matéria seca da parte aérea das 

plantas, seguindo o método de Colorimetria da Azometina (MALAVOLTA et al., 1997). A 

análise foi realizada pelo laboratório Interpartner. 

 

4.7 Análise bioquímica  

Para fazer o extrato enzimático, 0,03 g do ápice da parte aérea ou da porção exterior 

e verde do calo, foi pesado e macerados em almofariz utilizando nitrogênio líquido e 

homogeneizados em 3,0 mL de tampão fosfato de potássio 50,0 mM (pH 7,0) suplementado 

com 0,1 mM de EDTA. Essa solução foi transferida para tubo tipo eppendorf contendo 

0,0003 g de polivinilpirrolidona (PVP) e centrifugado a 13000,0×g durante 30 minutos a 4°C. 

O extrato enzimático (sobrenadante) foi armazenado em freezer -20°C até a realização das 
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análises da atividade das enzimas POD (E.C. 1.11.1.7), PPO (E.C 1.10.3.1), PAL (E.C. 

4.3.1.5) e AIAO (EC. 1.2.3.7). 

A atividade específica da POD foi determinada de acordo com o método de Urbanek 

et al. (1991) e Fu et al. (2011) com adaptações. Dessa forma, adicionou-se 100,0 µL de 

extrato enzimático em 2,9 mL de solução contendo tampão acetato de sódio (50 mM) pH 5,2, 

peróxido de hidrogênio (60 mM) e guaiacol (20 mM). Em seguida, essa solução foi incubada 

em banho-maria por 10 minutos em temperatura de 30°C. Posteriormente, foi efetuada a 

leitura em espectrofotômetro modelo UV 1650 PC (Shimadzu, Kyoto, Japão) à 480,0 nm. 

Uma unidade de atividade de POD é equivalente a um aumento em 0,01 vezes a quantidade 

de enzima para 1 g de peso fresco / min. 

Para determinação da atividade da enzima PPO (GAUILLARD; RICHARD-

FORGET; NICOLAS, 1993), utilizou-se como substrato enzimático 50,0 mL de tampão 

fosfato de potássio (0,1 M) pH 6,0 contendo catecol (25,0 mM). Adicionou-se 200,0 µL do 

extrato enzimático com 2,8 mL do substrato enzimático em tubos de ensaio e foram colocados 

por 10 minutos em banho-maria com temperatura de 30°C. Realizou-se a leitura em 

espectrofotômetro modelo UV 1650 PC (Shimadzu, Kyoto, Japão) com comprimento de onda 

de 410,0 nm. Uma unidade de atividade de PPO é equivalente a um aumento em 0,01 vezes a 

quantidade de enzima para 1,0 g de peso fresco / min, conforme Fu et al. (2011). 

Para a determinação da PAL (RODRIGUES et al., 2006; FU et al., 2011) foi 

utilizado 100,0 µL de extrato enzimático com 400,0 µL de tampão tris-

hidroximetilaminometano (TRIS) e 500,0 µL de L-fenilalanina. Após incubação por 1 hora 

em banho-maria à 40°C adicionou-se 60,0 µL de ácido clorídrico (HCL) (0,5 M) e em seguida 

realizou-se a leitura em espectrofotômetro modelo UV 1650 PC (Shimadzu, Kyoto, Japão) 

com comprimento de onda de 290 nm. Uma unidade de atividade PAL é equivalente a um 

aumento de 0,01 vezes quantidade de enzima para 1 g de peso fresco / min. 

A AIA oxidase foi determinada pelo método utilizado por Fu et al. (2011) com 

modificações, onde 0,1 mL do extrato enzimático foi adicionado em uma solução contendo 

0,2 mL de cloreto de manganês (1,0 mM), 0,1 de 2,4-diclorofenol (1,0 mM), 0,2 mL de AIA 

(1,0 mM) e 0,5 mL de tampão fosfato pH 6,0, sendo colocados em banho-maria por 30 min a 

30°C. Após isso, 0,2 mL da mistura foi adicionada em 0,4 mL do reagente de Salkowski (1 ml 

de cloreto de ferro (0,5 M) com 50.0 mL de ácido perclórico (35%)) e colocada em banho 

maria por 30 min à 30°C, realizando-se a leitura em espectrofotômetro modelo UV 1650 PC 

(Shimadzu, Kyoto, Japão) com comprimento de onda de 530 nm. Uma unidade da AIAO foi 

expressa em μg de AIA degradado/ 1 g de peso fresco/ h.  
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4.8 Análise estatística  

Para a análise dos dados foi utilizado o programa estatístico R (R CORE TEAM, 

2018) e o pacote ExpDes, realizando o teste de Shapiro Wilk para avaliar a normalidade e 

posterior teste de regressão, calculando o ponto crítico através da 1°derivada para as variáveis 

que apresentaram R2 acima de 0,95. Variáveis que não se enquadravam no teste de regressão 

foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. Realizou-se a 

correlação de Pearson para todas as variáveis, dentro de cada experimento. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Experimento I – Boro e citocinina na multiplicação de mirtileiro. 

Não houve interação significativa entre boro e 2iP nas variáveis analisadas, exceto 

para diâmetro do calo (FIGURA 1A e B), que apresentou as maiores médias com 5,0 mg L-1 

de 2iP e a maior média (6,8) sem a adição de ácido bórico. Enquanto que na ausência de 2iP a 

maior media observada (3,5) foi com 3,1 mg L-1 de ácido bórico.  

Figura 1- Influência do ácido bórico e 2iP sobre o diâmetro do calo aos 90 dias de cultivo. Medias seguidas da 

mesma letra entre as concentrações de 2iP não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de 

probabilidade de erro. * Significativo a 5% de probabilidade de erro. ** Significativo a 1% de probabilidade de 

erro. ns – não significativo. Transformado pela formula √𝑥 + 1 para a estatística. 

 
Fonte: O autor. 

 

Para a quantidade de brotações (FIGURA 2A e B) houve diferença estatística entre as 

concentrações de ácido bórico e 2iP, mas não houve interação entre os fatores. Foi observado 

que 5,0 mg L-1 de 2iP induziu a maior formação de brotações (25,2), como também observado 

na Figura 3, porém com os menores comprimentos (35,5 mm) (FIGURA 2C), quando 

comparado com 2,5 mg L-1 de 2iP, e também a maior quantidade de folhas (121,1) e massa 

fresca (0,637g). Já entre as concentrações de ácido bórico, observou-se a maior média de 

brotações (18,4) para 6,2 mg L-1 enquanto que, a maior quantidade de folhas (90,7) foi 

observado na concentração de 9,3 mg L-1. Na correlação de Pearson (TABELA 1) houve alta 

correlação na quantidade de brotações, massa fresca e diâmetro do calo entre si e com o 2iP. 
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Figura 2 - Influência do ácido bórico e 2iP sobre o desenvolvimento da parte aérea de mirtileiro aos 90 dias de 

cultivo in vitro. A e B - quantidade de brotações, C - comprimento da parte aérea, D - massa fresca, E e F - 

quantidade de folhas.. Médias seguidas da mesma letra entre as concentrações de 2iP não diferem 

estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro. * Significativo a 5% de probabilidade de 

erro. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro. A, B, E e F – transformados pela formula log (x+1) para a 

estatística.  

Fonte: O autor. 
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Figura 3 – Plantas de mirtileiro cultivadas por 90 dias em diferentes concentrações de ácido bórico (0,0, 3,1, 6,2 

e 9,3 mg L-1) e 2iP (0,0, 2,5 e 5,0 mg L-1) em esquema fatorial.  

 Fonte: O autor. 
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Tabela 1 – Correlação de Pearson entre as variáveis do experimento I de multiplicação in vitro. B – ácido bórico, C – citocinina 2iP, PPOF – PPO da folha, PALF – PAL da 

folha, PODF – POD da folha, AIAOF – AIAO da folha.CP – comprimento da arte aérea, MF – massa fresca, DC – diâmetro do calo, F – quantidade de folhas, BR – 

quantidade de brotações. 

 

 
B C PPOF PALF PODF AIAOF CP MF DC F BR 

B 1,00 ns 0,60* ns ns ns ns ns ns ns ns 

C - 1,00 0,65** 0,90** 0,59* 0,64** ns 0,95** 0,97** 0,84** 0,87** 

PPOF - - 1,00 0,72** 0,71** 0,56* ns 0,58* 0,54* 0,62* 0,80** 

PALF - - - 1,00 0,54* 0,56* ns 0,76** 0,82** 0,87** 0,76** 

PODF - - - - 1,00 0,66** ns 0,57* ns 0,60* 0,72** 

AIAOF - - - - - 1,00 ns 0,61* 0,57* ns 0,72** 

CP - - - - - - 1,00 ns ns ns ns 

MF - - - - - - - 1,00 0,94* 0,67** 0,88** 

DC - - - - - - - - 1,00 0,77** 0,85** 

F - - - - - - - - - 1,00 0,68** 

BR - - - - - - - - - - 1,00 

* Significativo a 5% de probabilidade de erro . ** Significativo a 1% de probabilidade de erro. ns – não significativo. 
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Houve interação entre as concentrações de 2iP e ácido bórico para PPO e POD 

(FIGURA 4A e B), sendo que as maiores médias ocorreram utilizando 6,2 mg L-1 de ácido 

bórico e 5,0 mg L-1 de 2iP. A PAL (FIGURA 3C) foi influenciada principalmente pelo 2iP, 

obtendo alta correlação com a quantidade de folhas. (TABELA 1). Quando na ausência de 

ácido bórico e 2iP ocorreu as menores medias para PPO. Para a POD a menor média foi 

observada com 0,0 mg L-1 de 2iP e 6,2 mg L-1 de ácido bórico. Não houve diferença 

significativa para a enzima AIAO (APÊNDICE A). 

Figura 4 - Influência do ácido bórico e 2iP na atividade enzimática foliar aos 90 dias de cultivo in vitro. A - 

polifenol oxidase, B - peroxidase, C - fenilalanina amônia liase. Médias seguidas da mesma letra maiúscula entre 

as concentrações de ácido bórico e minúsculas entre as concentrações de 2iP não diferem estatisticamente pelo 

teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.  

Fonte: O autor. 

 

5.2 Experimento II – Boro na multiplicação de mirtileiro aos 180 dias de cultivo. 

Não houve diferença significativa para quantidade de brotações, diâmetro do calo, 

massa fresca e quantidade de folhas (APÊNDICE A). De acordo com a análise da regressão, 

houve alta relação do ácido bórico com o comprimento da parte aérea, quantidade de folhas 

vermelhas e quantidade de plantas com ápices necrosados. O maior comprimento (FIGURA 

5A) foi obtido com 6,2 mg L-1 de ácido bórico, sendo que houve baixa quantidade de folhas 

vermelhas e ápices necrosados neste tratamento (FIGURA 5B e C), enquanto que o oposto 

ocorreu na deficiência de boro, sendo mostrado na Figura 6 (A, B e C ) os sintomas 

observados. Na analise química, houve relação do boro da parte aérea com o ácido bórico 

acrescentado do meio, tendo um comportamento crescente (FIGURA 5D). 

70,0

Ab

100,8

Ab

109,3

Ba

273,3

Aa

0,0

50,0

100,0

150,0

200,0

250,0

300,0

0 6,2

P
P

O
 (

u
 g

-1
M

F
 m

in
-1

)

Ácido bórico (mg L-1)

0

5

2iP

A

**

178

Aa

56

Bb

160

Ba

267

Aa

0

50

100

150

200

250

300

0 6,2

P
O

D
 (
u

 g
-1

M
F

 m
in

-1
)

Ácido bórico (mg L-1)

0

5

2iP

B

**

28,3 B

39,2 A

0,0

5,0

10,0

15,0

20,0

25,0

30,0

35,0

40,0

45,0

0 5

P
A

L
 (

u
 g

-1
 M

F
 h

-1
)

2ip  (mg L-1)

C

**



29 

 

Figura 5 – Influência do ácido bórico na parte aérea de mirtileiro cultivado por 180 dias em meio contendo 5.0 

mg L-1 2iP A - comprimento da parte aérea, B - quantidade de folhas vermelhas, C - quantidade de ápices 

necrosados, D - quantidade de boro na parte aérea * Significativo a 5% de probabilidade de erro . ** 

Significativo a 1% de probabilidade de erro. 

 
Fonte: O autor. 

Figura 6 – Plantas de mirtileiro cultivadas por 180 dias em diferentes concentrações de ácido bórico em meio 

contendo 5,0 mg L-1 de 2ip. A e C– ápice necrosado. B - folha vermelha contendo um ápice necrosado. D, E e F 
– raiz de planta cultivada com 3,1, 6,2 e 9,3 mg L-1 de ácido bórico, respectivamente. G, H,I e J – plantas 

cultivadas com 0,0, 3,1, 6,2 e 9,3 mg L-1 de ácido bórico, respectivamente. 

 
Fonte: O autor. 

33,6

46,2
50,3 46,9

y = -0,417x2 + 5,3031x + 33,643

R² = 0,9996

0,0

10,0

20,0

30,0

40,0

50,0

60,0

0 3,1 6,2 9,3C
o

m
p

r
im

e
n

to
d

a
 p

a
r
te

 a
é
r
e
a

 

(m
m

) 
/ 

P
la

n
ta

Ácido bórico (mg L-1)

A

*

31

6
4

2

y = 0,5935x2 - 8,4784x + 30,129

R² = 0,96

-5

0

5

10

15

20

25

30

35

0 3,1 6,2 9,3

Q
u

a
n

ti
d

a
d

e
 d

e
 f

o
lh

a
s 

v
e
r
m

e
lh

a
s 

/ 
P

la
n

ta

Ácido bórico (mg L-1)

B

**

9

2
3

2

y = 0,1606x2 - 2,1448x + 8,37

R² = 0,8724

0

2

4

6

8

10

0 3,1 6,2 9,3

Q
u

a
n

ti
d

a
d

e
 d

e
 á

p
ic

e
s 

n
e
c
r
o

sa
d

o
s 

/ 
P

la
n

ta

Ácido bórico (mg L-1)

C

**

4.3

21.6

46

60,5
y = -0,0726x2 + 6,8972x + 3,4854

R² = 0,9923

0

10

20

30

40

50

60

70

0 3,1 6,2 9,3

B
o

r
o

 (
m

g
 k

g
-1

)

Ácido bórico (mg L-1)

D

**

A

B

C

D

E

F

G

H

I

J



30 

 

Verificou-se um aumento na quantidade de raízes tanto de primeira e segunda ordem 

(FIGURA 7A) quanto de terceira ordem (FIGURA 7B) de acordo com o aumento da 

concentração de ácido bórico. O mesmo comportamento foi observado no comprimento da 

maior raiz (FIGURA 7C). Não houve enraizamento das plantas na deficiência de boro 

(FIGURA 6G), enquanto que todos os tratamentos contendo boro apresentaram raízes 

formadas, como pode ser observado na Figura 6 (D, E, F, H, I e J).  

Figura 7 - Influência do ácido bórico sobre o sistema radicular de mirtileiro cultivado por 180 dias em meio 

contendo 5,0 mg L-1 2iP. A – quantidade de raízes de primeira e segunda ordem para cada raiz de terceira ordem, 

B – quantidade de raiz de terceira ordem e C – comprimento da maior raiz. * Significativo a 5% de probabilidade 
de erro. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro. ns – não significativo. A, B e C – transformados por 

1/(x+1) para a estatística.  

 Fonte: O autor. 
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Figura 8 - Influência do ácido bórico na atividade enzimática do calo de plantas cultivadas em meio contendo 

5,0 mg L-1 2iP. A - polifenol oxidase, B - fenilalanina amônia liase, C – peroxidase e D - AIA oxidase. Médias 

seguidas da mesma letra não diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.  

 Fonte: O autor. 

 
Figura 9 - Influência do ácido bórico na atividade enzimática foliar de plantas cultivadas em meio contendo 5,0 

mg L-1 2iP. A - fenilalanina amônia liase. B - AIA oxidase, C - peroxidase. * Significativo a 5% de 

probabilidade de erro . ** Significativo a 1% de probabilidade de erro. 

 Fonte: O autor. 
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Na análise de correlação de Pearson (TABELA 2) foi observada alta correlação 

positiva entre o ácido bórico, a quantidade de boro da parte aérea, quantidade de raízes de 1° e 

2° ordem, quantidade de raízes de 3° ordem e comprimento da maior raiz. Enquanto que 

houve alta correlação negativa entre o ácido bórico e quantidade de folhas vermelhas e entre a 

quantidade de boro da parte aérea e AIAO. Foi observado também que a quantidade de folhas 

vermelhas e ápice necrosados tiveram alta correlação positiva com POD e PPO do calo e alta 

correlação negativa com as variáveis avaliadas sobre as raízes. 
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Tabela 2 - Correlação de Pearson para as variáveis do experimento II de multiplicação in vitro. B - ácido bórico, CP – comprimento da arte aérea, DC – diâmetro do calo, F – 

quantidade de folhas, FV – quantidade de folhas vermelhas, AM – quantidade de ápices necrosados, BR – quantidade de brotações, MF – massa fresca, R12 – quantidade de 

raízes de 1° e 2° ordem, R3 – quantidade de raízes de 3° ordem. CR comprimento da maior raiz, BF – quantidade de boro da parte área, PPOF – PPO da folha, PALF – PAL 

da folha, PODF – POD da folha, AIAOF – AIAO da folha, PPOC – PPO do calo, PALC – PAL do calo, POD C– POD do calo, AIAOC – AIAO do calo. 

 
B CP DC F FV AN BR MF R12 R3 CR BF PPOF PALF PODF AIAOF PPOC PALC PODC AIAOC 

B 1 ns ns ns -0,85** -0,66** ns ns 0,74** 0,72** 0,78** 0,98** ns ns ns -0,69** -0,72** ns -0,82** ns 

CPA - 1 ns ns -0,65** -0,51* ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns -0,59* ns -0,55* ns 

DC - - 1 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

F - - - 1 ns ns 0,76** 0,55* 0,53* 0,52* 0,53* ns -0,69** ns -0,52* ns ns ns -0,52* ns 

FV - - - - 1 0,80** ns ns -0,94** -0,90** -0,92** -0,83** ns 0,67** 0,89** 0,74** 0,96** ns 0,95** ns 

AN - - - - - 1 ns ns -0,77** -0,78** -0,81 -0,62 ns 0,50* 0,78** 0,70** 0,85** ns 0,83** ns 

BR - - - - - - 1 0,67** ns 0,51* ns ns -0,66** ns ns ns ns ns ns ns 

MF - - - - - - - 1 ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

R12 - - - - - - - - 1 0,97** 0,93** 0,71** -0,62* -0,61* -0,87** -0,65** -0,93** ns -0,96** ns 

R3 - - - - - - - - - 1 0,93** 0,70** -0,70** -0,54* -0,89** -0,68** -0,90** ns -0,96** ns 

CR - - - - - - - - - - 1 0,78** -0,64** -0,64** -0,91** -0,72** -0,93** ns -0,93** ns 

BF - - - - - - - - - - - 1 ns ns -0,69** -0,88** -0,71** ns -0,77** ns 

PPOF - - - - - - - - - - - - 1 ns 0,53* ns ns -0,62* -0,58* ns 

PALF - - - - - - - - - - - - - 1 0,68** ns 0,64** ns 0,65** ns 

PODF - - - - - - - - - - - - - - 1 0,64** 0,92** ns 0,90** ns 

AIAOF - - - - - - - - - - - - - - - 1 0,67** ns 0,78** ns 

PPOC - - - - - - - - - - - - - - - - 1 ns 0,92** ns 

PALC - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 ns -0,74** 

PODC - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 ns 

AIAOC - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 1 

* Significativo a 5% de probabilidade de erro. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro. ns – não significativo. 
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5.3 Experimento III – Boro no enraizamento de mirtileiro aos 180 dias de cultivo. 

Na Figura 10A, C e E respectivamente, pode ser observado que houve o menor 

comprimento da parte aérea (15,2 mm), número de folhas (4) e porcentagem de enraizamento 

(20%) na ausência de boro. O menor diâmetro do calo (5,7 mm) (FIGURA 10B), ocorreu na 

concentração de 9,3 mg L-1 de ácido bórico, porém em todas as concentrações houve grande 

formação de calo (FIGURA 11 A, B, C e D). Na porcentagem de enraizamento (FIGURA 

10E), foi observada uma tendência crescente, conforme ocorreu o aumento da quantidade de 

ácido bórico. Para as variáveis quantidade de brotações, quantidade de raízes e comprimento 

da maior raiz, não foi observada diferença significativa (APÊNDICE A). 

 
Figura 10 - Influência do ácido bórico no crescimento de mirtileiro cultivado por 180 dias em meio contendo 2,5 

mg L-1 de AIB. A - comprimento da parte aérea. B - diâmetro do calo, C - quantidade de folhas, D - massa 

fresca, E - porcentagem de enraizamento. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro.  

 Fonte: O autor. 
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Figura 11 – Plantas de mirtileiro cultivadas por 180 dias em diferentes concentrações de ácido bórico em meio 

de cultura contendo 2,5 mg L-1 de AIB. A, B, C e D – plantas cultivadas com 0,0, 3,1, 6,2 e 9,3 mg L-1 de ácido 

bórico, respectivamente. 

 
Fonte: O autor. 

 

Na atividade enzimática deste experimento, foi observada uma alta atividade da PPO 

(FIGURA 12A) do calo na concentração de 6,2 mg L-1 de ácido bórico. Na deficiência de 

boro a PAL (FIGURA 12B) do calo apresentou baixa atividade, sendo que houve um aumento 

nas concentrações de 3,1 e 6,2 mg L-1 de ácido bórico. Para a AIAO (APÊNDICE A) do calo, 

não houve diferença estatística, porém os valores foram superiores ao encontrado nos 

experimentos anteriores. Já em relação à atividade enzimática da folha, foi observado que na 

deficiência de boro houve alta atividade da enzima PAL e da POD (FIGURA 13A e B), 

decrescendo nas outras concentrações. Enquanto que a AIAO (FIGURA 13C) apresentou 

baixa atividade na deficiência de boro quando comparada com as concentrações 3,1 e 6,2 mg 

L-1 de ácido bórico. A PPO foliar (APÊNDICE A) não apresentou diferença significativa. 

 

 

 

 

A B

C D



36 

 

Figura 12- Influência do ácido bórico na atividade enzimática do calo de plantas cultivadas por 180 dias em 

meio contendo 2,5 mg L-1 de AIB. A - polifenol oxidase e B - fenilalanina amônia liase. ** Significativo a 1% de 

probabilidade de erro.  

 Fonte: O autor. 

 

 
Figura 13 Influência do ácido bórico na atividade enzimática da folha de plantas cultivadas por 180 dias em 

meio contendo 2,5 mg L-1 de AIB. A - fenilalanina amônia liase, B – peroxidase e C - AIA oxidase. ** 

Significativo a 1% de probabilidade de erro. 

 Fonte: O autor. 
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71,55 % poderia obtida com 20,15 mg L-1 de ácido bórico, porém, a máxima atividade da 

AIAO, que se correlacionou positivamente com o enraizamento (TABELA 4) , poderia ser 

obtido com 5,71 mg L-1 de ácido bórico. 

  

Tabela 3 – Pontos críticos obtidos através da equação de regressão para as variáveis com R2 acima de 0,95, 

referentes ao experimento I, II e III. 

Experimento I 

Varíavel 
Ponto crítico (x,y) 

x (ácido bórico) y (variável) 

Quantidade de brotações 6,19 mg L-1 18,22 

Experimento II 

Comprimento da parte aérea 6,36 mg L-1 50,5 mm 

Folhas vermelhas 7,14 mg L-1 0,0 

Boro- Parte aérea 47,5 mg L-1 167,3 mg kg-1 

PPO calo 6,18 mg L-1 51,74 u g-1 MF min-1 

AIAO calo 3,98 mg L-1 73,5 u g-1 MF h-1 

PAL folha 5,84 mg L-1  25,57 u g-1 MF min-1 

AIAO folha 23,29 mg L-1 0,0 u g-1 MF h-1 

Experimento III 

Comprimento da parte aérea 5,58 mg L-1 21,51 mm 

Diâmetro do calo 2,00 mg L-1 8,55 mm 

Massa fresca 4,57 mg L-1 0,1341 g 

Enraizamento 20,15 mg L-1 71,55 % 

PAL Calo 4,20 mg L-1 12,52 u g-1 MF min-1 

AIAO folha 5,71 mg L-1 139,15 u g-1 MF h-1 

 

 Na correlação de Pearson (TABELA 4), o ácido bórico se correlacionou 

negativamente com o diâmetro do calo, PPO e PAL foliar e positivamente com a porcentagem 

de enraizamento. Esta por sua vez, se correlacionou positivamente com o AIAO foliar e 

negativamente com a POD foliar e o diâmetro do calo. A AIA foliar teve correlação negativa 

com a POD foliar, diferentemente do observado nos experimentos anteriores.  
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Tabela 4 - Correlação de Pearson para as variáveis do experimento III de enraizamento in vitro. B – ácido bórico CP – comprimento da arte aérea. DC – diâmetro do calo. F – 

quantidade de folhas. BR – quantidade de brotações. MF – massa fresca. R – quantidade de raízes. CR comprimento da maior raiz. ER – porcentagem de enraizamento. PPOF 

– PPO da folha, PALF – PAL da folha, PODF – POD da folha, AIAOF – AIAO da folha, PPOC – PPO do calo, PALC – PAL do calo, POD C– POD do calo, AIAOC – 

AIAO do calo. 

* Significativo a 5% de probabilidade de erro. ** Significativo a 1% de probabilidade de erro. ns – não significativo. 

 

 

 
B CP DC F BR MF R CR ER PPOF PALF PODF AIAOF PPOC PALC PODC AIAOC 

B 1 ns -0,74** ns ns ns ns ns 0,78 ns -0,60* -0,71** ns ns ns ns ns 

CP - 1 ns 0,62* 0,74** ns ns ns ns -0,68** ns -0,56* ns 0,66 ns ns ns 

DC - - 1 ns ns ns ns ns -0,59* ns ns ns ns ns 0,54* ns ns 

F - - - 1 ns -0,67** ns ns ns ns ns -0,78** 0,65** 0,74** 0,72** ns ns 

BR - - - - 1 ns ns ns ns -0,51** ns ns ns ns ns ns ns 

MF - - - - - 1 ns ns ns ns ns ns -0,62** -0,74 -0,64** ns ns 

R - - - - - - 1 0,60* ns ns ns ns ns ns ns ns ns 

CR - - - - - - - 1 ns -0,59 ns ns ns ns ns ns ns 

ER - - - - - - - - 1 ns ns -0,53* 0,50* ns ns ns ns 

PPOF - - - - - - - -  1 ns ns ns ns ns ns ns 

PALF - - - - - - - - - - 1 0,54* ns ns ns ns ns 

PODF - - - - - - - - - - - 1 -0,73** -0,51* ns ns ns 

AIAOF - - - - - - - - - - - - 1 0,72** ns ns ns 

PPOC - - - - - - - - - - - - - 1 0,67** ns ns 

PALC - - - - - - - - - - - - - - 1 ns ns 

PODC - - - - - - - - - - - - - - - 1 ns 

AIAOC - - - - - - - - - - - - - - - - 1 
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6 DISCUSSÃO 

O boro e 2iP agiram concomitantemente sobre a formação das brotações, isso porque o 

boro está envolvido na expressão do receptor de citocinina CRE1, que atua na diferenciação 

celular e quando na deficiência ocorre a repressão deste (ABREU et al., 2014; POZA - VIEJO 

et al., 2018). Evidenciado pela maior formação de calo (FIGURA 1A e B) na ausência de 

boro, sendo este um tecido não diferenciado, e maior formação de brotações (FIGURA 2A) na 

presença de boro, resultado da diferenciação do tecido (WANG et al., 2018). Sendo assim, a 

presença do boro induzindo a expressão de receptores e a disponibilidade de citocinina no 

meio, pode ter favorecido o melhor desenvolvimento das plantas e consequentemente maior 

quantidade de plantas formadas.  

O tratamento com 6,2 mg L-1 de ácido bórico e 5,0 mg L-1 de 2iP gerou alta atividade 

da POD (FIGURA 4B). Esta enzima está associada ao processo de diferenciação celular. 

Vatankhah et al. (2010), verificaram a expressão de 7 isoformas de peroxidases no período da 

diferenciação da parte aérea e da raiz. Uma possível justificativa a isso, é a participação da 

POD na síntese de lignina, necessária para a diferenciação do xilema e formação de brotações 

(WANG et al., 2018). O aumento da atividade da PAL (FIGURA 4C) na presença de 

citocinina e sua correlação com a maior quantidade de brotações e folhas, e massa fresca 

(TABELA1), também é um indicativo disso, pois há um maior requerimento da enzima na 

formação de compostos como a lignina, presente no xilema. A maior atividade desta enzima 

foi verificada por Hajiboland et al. (2015), que observaram maior atividade em folhas jovens.  

No experimento II, o maior comprimento das brotações obtido com 6,2 mg L-1 de 

ácido bórico (FIGURA 5A) pode estar associado à sua função na parede celular, pois faz a 

ligação cruzada das moléculas de RGII (O’NEILL et al., 2004; ZHOU et al., 2015; 

CHORMOVA; FRY, 2016), o que induz a planta a ter um tecido mais estruturado, 

evidenciado pelo menor comprimento observado na ausência deste nutriente (FIGURA 5A), 

também encontrado por Hajiboland et al. (2015). Além disso, com a deficiência do boro 

ocorre a maior absorção de Ca causando o espessamento da parede celular pela lignificação, o 

que reduz a extensibilidade e consequentemente o alongamento celular (WANG et al., 2015; 

ZHOU et al., 2015) induzindo a expressão deste sintoma. 

Outros sintomas de deficiência que são frequentemente observados são a necrose do 

ápice da parte aérea (tecido mais jovem da planta) e amarelecimento das folhas (BAIRU et al. 

2009; ZHOU et al., 2014; GÓMEZ-SOTO et al., 2019). Neste experimento foi observada a 

necrose do ápice (FIGURA 5C) na insuficiência de boro, também observada por Thakur e 
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Kanwar (2011), que eliminaram esse sintoma quando suplementaram o meio de cultura com 

boro. A necrose do ápice pode estar associada à falha na divisão celular e má formação dos 

compostos estruturais (ZHOU et al., 2015).  

Já o amarelecimento não foi observado, mas sim folhas avermelhadas (FIGURA 5B). 

Na correlação de Pearson (TABELA 2) podemos observar alta correlação de folhas vermelhas 

com a PPO e POD do calo (FIGURA 8A e C) e correlação negativa com o ácido bórico. Isso 

ocorre, pois, com a severa deficiência de boro gera o acúmulo de compostos fenólicos 

(YANG et al., 2013). A alta atividade da PPO no calo leva a degradação destes compostos e 

forma quinonas, que são moléculas tóxicas e levam a necrose do tecido, reduzindo a absorção 

deste e outros nutrientes, causando os sintomas de deficiência (Figura 6A, B e C) (CAKMAK 

E ROMHELD, 1997; HAJIBOLAND; FARHANGHI, 2010). A PPO e a POD são citadas por 

muitos autores, que são enzimas associadas com o enraizamento (MACEDO et al., 2013; 

ELMONGY et al., 2018; WANG et al., 2018). Neste experimento, foi observada alta 

correlação negativa destas enzimas do calo (FIGURA 8A e C), com a formação radicular 

(FIGURA 7A, B e C). O que pode indicar que estas enzimas estavam atuando principalmente 

na regulação metabólica devido ao estresse, ao invés de induzir a formação de raízes. 

Na deficiência de boro em meio sem auxina, foi observada maior quantidade de 

AIAO foliar (FIGURA 9B) e houve uma correlação negativa com as variáveis do sistema 

radicular (FIGURA 7A, B e C). Isso também foi observado por outros autores, indicando que 

o aumento de AIAO reduz os níveis de auxina livre e inibe o enraizamento (FU et al., 2011; 

ELMONGY et al., 2018; MENG et al., 2019). Entretanto, Eggert e Wiren (2017), trabalhando 

com Brassica naupus, verificaram correlação negativa do boro com a quantidade de auxina e 

Su et al. (2019) observaram regulação negativa de genes associados à auxina e seu transporte, 

também na deficiência. Isso significa que a deficiência de boro pode induzir o acumulo de 

auxina e este aumento induz a maior atividade da AIA oxidase. Como afirmado por Bohnsack 

e Albert (1977), que a elevação no nível interno de auxina não está associada à inibição da 

AIA oxidase, mas sim o aumento da concentração induz sua maior atividade. E também, por 

Goldbach e Amberger (1986), que sugeriram que na deficiência de boro, a translocação de 

AIA poderia ser reduzida e consequentemente maiores concentrações no local de síntese eram 

observadas. 

Porém, quando as plantas foram cultivadas em meio com alta concentração de 

auxina, foi observado menor atividade da AIAO (FIGURA 13C) na deficiência de boro, 

enquanto que nas outras concentrações de ácido bórico, houve um aumento na atividade da 

enzima. Isso indica que o boro auxilia diretamente na regulação interna desta enzima e não 
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apenas de forma secundária, como consequência do aumento de AIA interno da planta, 

induzido por regulação negativa de genes e redução do transporte. Fagan et al. (2015) 

sugeriram que a AIAO é ativada pelo boro e Barker e Pilbeam (2007) indicaram que o boro 

protege a enzima através de complexação com inibidores. 

Foi observada correlação positiva entre a AIAO e a POD foliares no experimento II 

(TABELA 2), enquanto que no experimento III foi observada uma correlação negativa entre 

essas enzimas (TABELA 3). Alguns autores indicam que a POD pode participar da 

degradação do AIA interno para manter seus níveis adequados. Como observado por 

Sriskandarajah et al. (2006) que verificaram que houve aumento de AIAO e POD para 

controlar o AIA endógeno. Rout (2006) que avaliando estacas tratadas com AIB observou 

redução na AIAO durante a indução radicular e indicou que as peroxidases estão envolvidas 

no metabolismo de auxina. Entretanto, a correlação negativa observada no experimento III 

sugere que para o mirtileiro em situação de deficiência de boro, o aumento da POD foliar 

pode estar relacionado à síntese de lignina (WANG et al., 2018), juntamente com a PAL. 

 Na Figura 9A pode ser observado que houve uma maior atividade da PAL na 

deficiência de boro, decaindo até a concentração de 6,2 mg L-1 de ácido bórico, onde a partir 

de então ocorreu o aumento da atividade. Essa tendência também foi observada por Merino-

Gergichevich et al. (2019), que analisaram a atividade da enzima em folhas de mudas de 

mirtilo highbush submetido a diferentes concentrações de boro. Esses mesmos autores 

obtiveram com a concentração de 3.0 mg L-1 de boro, a maior biomassa foliar e a menor 

atividade da PAL. Esse aumento da PAL indica uma maior síntese de lignina (LIN;  

NORTHCOTE, 1990), como verificado por Su et al. (2019) que a deficiência de boro regula 

positivamente genes relacionados com a síntese deste composto. 

Tendo em vista que o mirtileiro possui raízes isenta de pelos radiculares, a absorção 

de água e nutrientes ocorre principalmente através das raízes mais finas, também chamadas de 

raízes de primeira e segunda ordem (BABA et al., 2018). Devido a isso, a nutrição do mirtilo 

deve ser adequada, devido à maior sensibilidade do sistema radicular. Considerando que na 

produção de mudas espera-se obter plantas enraizadas, com a deficiência de boro, pode 

ocorrer a lignificação, prejudicando o desenvolvimento das raízes (HAJIBOLAND et al., 

2015). Baba et al. (2019) observaram que em estacas de mirtilo as raízes diarcas são 

predominantes, devido a iniciação radicular e ter grande necessidade de energia e absorção de 

nutrientes. Com a deficiência e o acúmulo de lignina essas raízes perdem função de absorção, 

e assim gera menor crescimento das plantas (ZHOU et al., 2015). 
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7 CONCLUSÃO 

A micropropagação de mirtileiro é afetada pelas concentrações de ácido bórico 

utilizadas, sendo que 6,2 mg L-1 de ácido bórico com 5,0 mg L-1 de 2-isopentalinadenina gera 

os melhores resultados para a multiplicação in vitro.  

Em condições de deficiência severa de boro, ocorre alta atividade das enzimas 

polifenol oxidase (PPO), fenilalanina amônia-liase (PAL), peroxidase (POD) e ácido 

indolacético oxidase (AIAO).  

O boro está relacionado com o enraizamento de mirtileiro e há uma relação direta 

com a regulação da enzima AIAO. Assim, sugere-se a realização de estudos mais específicos, 

a fim de verificar o efeito do boro no enraizamento e na regulação desta enzima. 
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APÊNDICE A – VARIÁVEIS NÃO SIGNIFICATIVAS 

 

Figura 1 – Variáveis não significativas do experimento I. A – Massa Fresca, B – Comprimento da parte aérea, C 

– PAL foliar, D – AIA foliar. 

 

Figura 2 – Variáveis não significativas do experimento II. A – quantidade de brotações, B – diâmetro do calo, C 

– quantidade de folhas, D – massa fresca, E – PPO foliar. 
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Figura 3 – Variáveis não significativas do experimento III. A – quantidade de brotações, B – quantidade de 

raízes, C – comprimento da maior raiz, D – AIA do calo, E – POD do calo e F – PPO foliar. 
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ANEXO A - COMPARATIVO DA COMPOSIÇÃO DO MEIO MS E WPM 

1MURASHIGE, T.; SKOOG, F.A Revised Medium for Rapid Growth and Bioassays with Tobaco Tissue 

Cultures. Physiologia Plantarum, v. 15, 437-496, 1962. 

2LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially-feasible micropropagation of mountain laurel, Kalmia latifolia, by 

use of shoot-tip culture. Combined Proceedings International Plant Propagators Society, Seattle, v.30, 

p.421- 427, 1980. 

 

Nutriente MS (mg L-1)1 WPM (mg L-1)2 

Nitrato de Amônio (NH4NO3) 1650 400 

Nitrato de cálcio (Ca (NO3)2 4H2O) - 556 

Nitrato de Potássio (KNO3) 1900 - 

Cloreto de Cálcio (CaCl2 2H2O) 440 36 

Sulfato de Magnésio (Mg SO4 7H2O) 370 370 

Sulfato de potássio (K2 SO4) - 990 

Fosfato de Potássio (KH2 PO4) 170 170 

Sulfato de Manganês (MnSO4 H2O) 22,3 22,3 

Sulfato de Zinco (ZnSO4 7H2O) 8,6 8,6 

Ácido Bórico (H3BO3) 6,2 6,2 

Molibdato de Sódio (Na2Mo O4 2H2O) 0,25 0,25 

Cloreto de Cobalto (CoCl2 6H2O) 0,025 - 

Iodeto de Potássio(KI) 0,83 - 

Sulfato de Cobre (Cu SO4 5H2O) 0,025 0,25 

Sulfato ferroso (Fe SO4 7H2O) 27,8 27,8 

Sódio EDTA (Na2 EDTA) 37,3 37,3 

Ácido nicotínico (C6H5NO2) 0,5 0,5 

Piridoxina (C8H11NO3) 0,5 0,5 

Tiamina (C12 H17 O) 0,1 1,0 

Glicina (C2H5NO2) 2,0 2,0 
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