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RESUMO: As biofabricas de cultivo in vitro
conseguem produzir mudas de lupulo sob
condi¢cdes controladas, garantindo uma
melhoria no rendimento, além de manter
um controle fitossanitario das mudas
produzidas. Agrande problemética do cultivo
in vitro sdo as contaminag¢des endofiticas
que podem ocorrer (Esposito-Polesi et al.,
2015). E possivel perceber contaminacdes
por fungos e bactérias em diversas culturas
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que sao micropropagadas, podendo
prejudicar o desenvolvimento das plantas,
além de ocasionar desperdicio de reagentes
e tempo ao ter que realizar o descarte do
material. Com base no exposto, o objetivo
da pesquisa foi analisar a influéncia da
temperatura no desenvolvimento das
plantas e na proliferacdo de fungos
e bactérias no cultivo in vitro para
otimizacdo do protocolo de inoculagao
de plantas de lupulo (Humulus lupulus),
com o intuito de reduzir a porcentagem de
contaminacdo nos processos laboratoriais
de micropropagagéo.

PALAVRAS-CHAVE: contaminagéao
endofitica, inoculagcéo de plantas,
micropropagacao

ABSTRACT: In vitro cultivation biofactories
are able to produce hop seedlings under
controlled conditions, guaranteeing an
improvement in yield, as well as maintaining
phytosanitary control of the seedlings
produced. The major problem with in vitro
cultivation is the endophytic contamination
that can occur (Esposito-Polesi et al,
2015). It is possible to see contamination
by fungi and bacteria in various cultures
that are micropropagated, which can harm
the development of the plants, as well as
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causing a waste of reagents and time when the material has to be discarded. Based on
the above, the aim of this research was to analyze the influence of temperature on plant
development and the proliferation of fungi and bacteria in in vitro cultivation in order to
optimize the inoculation protocol for hop plants (Humulus lupulus), with the aim of reducing
the percentage of contamination in laboratory micropropagation processes.

KEYWORDS: contamination. Micropropagation, endophytic, plant inoculation

INTRODUCAO

Com o Brasil ocupando a terceira posicdo dos paises que mais consomem cerveja
no mundo (KIRIN HOLDINGS COMPANY, 2021), a producéo de uma das matérias-primas
da cerveja € de grande importancia comercial no pais. Com quase 100% do insumo
sendo importado, dados do APROLUPULO (2023) mostraram um salto de crescimento na
producao brasileira de lupulo da ordem de 160% de 2020 para 2021, competindo com o
mercado internacional em termos de qualidade do produto. As biofabricas de cultivo in vitro
sé@o capazes de produzir mudas de lupulo em condi¢cbes controladas, garantindo melhores
rendimentos, além de manter o controle fitossanitario das mudas produzidas. O grande
problema do cultivo in vitro € a contaminacdo endofitica que pode ocorrer (ESPOSITO-
POLESI et al., 2015). A contaminagao por fungos e bactérias pode ser observada em muitas
culturas micropropagadas, o que pode prejudicar o crescimento das plantas, além de causar
um desperdicio de reagentes e tempo quando o material tem que ser descartado. Varios
autores tém relatado a influéncia da temperatura na fisiologia das plantas. Em condi¢des
naturais, as plantas sao expostas ao frio e ao calor, afetando suas atividades fisiologicas e
consequentemente seu crescimento, a fim de sobreviverem e perpetuarem suas espécies
(FENOLLOGSA et al., 2018). Plantas de abacaxi (Ananas comosus L.) micropropagadas in
vitro foram cultivadas em diferentes condi¢cbes de temperatura, sendo que 28°C/15°C (claro/
escuro) apresentaram maior crescimento em relagdo a temperatura constante de 28°C
(NIEVOLA et al., 2005). Com base no exposto, o objetivo desta investigacéo foi analisar
a influéncia da temperatura na proliferacdo de fungos e bactérias no meio de cultura in
vitro, bem como avaliar a temperatura 6ptima para um maior crescimento dos explantes,
a fim de otimizar o protocolo de inoculagéo de plantas de lupulo (Humulus lupulus), com
0 objetivo de reduzir a percentagem de contaminag¢édo nos processos de micropropaga¢ao

em laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Para realizar o experimento, os explantes utilizados para a cultura in vitro foram
colhidos de uma planta matriz de lUpulo da variedade Comet cultivada em estufa. Os
explantes das regides nodais foram desinfectados de duas formas. |: os explantes
foram expostos a hipoclorito diluido em 1L de agua destilada durante 15 minutos. II: os
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explantes também foram expostos ao hipoclorito diluido em 1L de agua destilada por 15
minutos, seguido de lavagem com &lcool 70% e hipoclorito de s6dio com 0,5% de cloro
ativo por 10 minutos. Em ambos os tratamentos, os explantes foram lavados com agua
destilada estéril por pelo menos 5x para remover residuos dos reagentes utilizados. Apos
a desinfestacao, os explantes foram inoculados em meio MS padréo e foram testadas as
seguintes temperaturas: 15°C, 24°C e 28°C, em ambos os tratamentos de desinfestagéo,
sob fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
com 24 repeticbes para cada temperatura (3) e cada tratamento de desinfestacéo
(2) (n=144). O experimento foi avaliado ao final de 21 dias quanto ao crescimento dos
explantes, presenca/auséncia de folhas, presenca/auséncia de contaminacéo e didmetro
do caule (mm). O didmetro foi analisado com um paquimetro digital.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para o método de desinfestacdo |, observou-se uma maior porcentagem de
contaminacgéo para as temperaturas analisadas, onde 15°C e 24°C apresentaram 100% de
contaminagé@o e nenhuma taxa de crescimento, enquanto que a 28°C, embora tenha havido
96% de contaminacéo, os explantes apresentaram 38% de crescimento vegetal, com 38%
de presenca de folhas e o didmetro do caule dos explantes foi de 0,38mm.

Para o método de desinfestacdo I, a taxa de contaminagdo dos explantes foi
menor em ambas as temperaturas. A uma temperatura de 15°C, foi observada uma
taxa de contaminacédo de 38%, com 13% de crescimento, 8% de presenca de folhas e
um diédmetro de 0,25mm. Os explantes a 24°C apresentaram uma taxa de contaminacéo
maior em relacdo a temperatura anterior (67%), mas houve um crescimento de 21%, a
taxa de presenca de folhas foi de 17% e o didmetro foi de 0,32mm. Na ultima temperatura
avaliada, 28°C, a percentagem de contaminagéo foi de cerca de 54%, e 0s explantes
apresentaram uma taxa de crescimento de 50%, com 50% de presenca de folhas, e um
diametro de 0,51mm. Segundo os autores DOMINGUES-JUNIOR et al. (2019) a variagéo
de temperatura, seja ela brusca ou gradual, é capaz de modificar os niveis de expressao
génica, bem como o metabolismo do carbono, foi observado que as espécies de eucalipto,
E. grandis e E. globulus, apresentaram metabolismo do carbono e crescimento vegetativo
diferentes quando expostas a uma temperatura de 10°C.

O frio pode causar alteragbes no metabolismo primario, o que influencia o
crescimento vegetativo das plantas. Neste estudo, observou-se que, apesar de haver uma
menor taxa de contaminacao do meio de cultura a baixas temperaturas, houve também um
menor crescimento dos explantes. Quando expostos a temperaturas de 24°C e 28°C, os
explantes apresentaram um melhor desenvolvimento.
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CONCLUSAO

A partir dos resultados, foi possivel concluir que o método de desinfestagcéo | foi
ineficaz, com 100% dos explantes a apresentarem contaminacgéo, crescimento reduzido
e auséncia de folhas. O método de desinfestacdo Il apresentou uma menor taxa de
contaminagéo, levando a um maior crescimento dos explantes. Além disso, foi possivel
observar que a etapa de desinfestacao associada a uma temperatura adequada favoreceu
um maior crescimento das plantas de lGpulo.
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