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1. INTRODUÇÃO

O elevado custo da produção de mudas micropropagadas in vitro, pode ser atribuído a dois principais fatores: o gasto com luz artificial e a perda de material por contaminação microbiana. De acordo com Kodym & Zapata-Arias (1999), a micropropagação fotoautotrófica, através do uso de luz natural, pode ser um meio alternativo para eliminar os custos com iluminação, além de possibilitar a utilização de instalações simplificadas reduzindo o custo das construções.Também através da micropropagação fotoautotrófica é possível eliminar a sacarose no meio de cultura, o que, segundo Zobayed et al. (2000, 2001) e Afreen et al. (2002), reduz o risco de contaminação microbiana, diminui o estresse da planta durante a aclimatização e aumenta a porcentagem de sobrevivência das mudas. Por outro lado, para o crescimento in vitro em meio livre de açúcares, é necessário aumentar a concentração de CO2, durante o fotoperíodo, e aumentar a intensidade luminosa nos frascos de cultivo para promover a fotossíntese (Kozai & Kubota, 2001). Com o objetivo de minimizar os custos da multiplicação in vitro convencional e otimizar a produção de mudas micropropagadas, este trabalho comparou o efeito da luz natural à artificial, bem como o efeito de diferentes concentrações de sacarose no meio de cultura e diferentes tipos de vedação dos frascos de cultivo, no número de brotações, número de  gemas, comprimento das brotações, matéria fresca e taxa de multiplicação in vitro de mirtilo, cultivar Delite.

2. MATERIAL E MÉTODOS

O experimento foi realizado no período de inverno, nos meses de julho e agosto, totalizando 60 dias, no Laboratório de Micropropagação de Plantas Frutíferas, Depto. de Fitotecnia, FAEM/UFPel, Pelotas, RS. Foram utilizados como explantes segmentos com três gemas e folhas, sem o ápice caulinar de mirtilo (Vaccinium ashei Reade) cv. Delite, cultivada in vitro. O meio de cultura utilizado foi WPM (Wood Plant Media – Loyd & McCown, 1980), adicionado de sacarose (conforme tratamento), mio-inositol (100 mg.L-1), 2iP (5 mg.L-1) e ágar (6 g.L-1). O pH foi ajustado para 5,0 antes da adição do ágar. O meio de cultura distribuído em Erlenmeyers com capacidade de  250 mL, contendo 50 mL de meio cada, foi autoclavado à 120ºC e 1,5 atm, por 20 minutos. Os tratamentos consistiram de três concentrações de sacarose (0; 15 e 30 g.L-1), três tipos de vedação dos frascos (filme plástico, alumínio e algodão) e dois diferentes locais de crescimento: sala de crescimento (16 horas de fotoperíodo, densidade de fluxo de fótons no período de luz de 42 µmol m-2 s-1 e temperatura de 25 ± 2ºC) e casa de vegetação (luz natural e temperatura de 25 ± 2ºC). O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, fatorial 3x3x2, com quatro repetições por tratamento. Cada repetição constituiu-se de um frasco com cinco explantes. Aos 60 dias de cultivo, foram avaliados o número médio de gemas por broto; o número médio de brotos por explante; o comprimento médio das brotações, a taxa de multiplicação e a matéria fresca total. O número de gemas, o número brotos e taxa de multiplicação foram transformados em √(X+0,5) e após a análise de variância, as médias foram comparadas pelo teste de Duncan (p ≤ 0,05).
3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Quanto ao número médio de gemas, estatisticamente os resultados obtidos em diferentes tratamentos, não apresentaram diferenças significativas. Para a variável número médio de brotos por explante, houve interação entre o local de crescimento dos explantes e a concentração de sacarose, e entre o local de crescimento e o tipo de vedação dos frascos de cultivo. De acordo com os resultados, o aumento da concentração de sacarose para 30 g.L-1 afetou negativamente o desenvolvimento das brotações, em explantes cultivados em sala de crescimento, enquanto que os explantes cultivados em casa de vegetação, sob luz natural, mantiveram um número constante, em todas as concentrações de sacarose utilizadas  (Figura 1A). De acordo com Cao et al. (2003), a concentração ótima de sacarose no meio de cultura, é espécie dependente. Os mesmos autores, verificaram que 15 mM de sacarose corresponde a concentração ótima para a cultivar Georgiagem, pertencente ao grupo Highbush. Também, em relação ao número de brotos, observou-se que, o tipo de vedação dos frascos e o local de cultivo promovem diferentes respostas. Explantes cultivados em frascos vedados com algodão, independente do local, não apresentaram diferenças significativas quanto ao número de brotos. Porém, frascos mantidos em sala de crescimento, vedados com filme ou alumínio, apresentaram maior número de brotos por explante (1,61 e 1,55) quando comparados a casa de vegetação (1,28 e 1,13), respectivamente (Figura 1B). 
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Figura 1. (A) Efeito do local de crescimento e da concentração de sacarose e (B) Efeito do local de crescimento e tipo de vedação dos frascos no número médio de brotos por explante, aos 60 dias de multiplicação in vitro de mirtilo (Vaccinium ashei Reade) cultivar Delite. CV = Casa de Vegetação e SC = Sala de crescimento. 

O comprimento médio das brotações, também foi afetado pelos fatores concentração de sacarose e local de crescimento dos explantes, observado-se uma interação significativa entre ambos. Brotações advindas de explantes crescidos em casa de vegetação apresentaram um crescimento linear positivo com o aumento da concentração de sacarose. Por outro lado, explantes cultivados em sala de crescimento, reduziram o comprimento das brotações quando tratados com 30 g.L-1 de sacarose (Figura 2). Para a variável matéria fresca total, houve interação significativa entre local de crescimento, concentração de sacarose e tipo de vedação dos frascos. Explantes cultivados em sala de crescimento e em frascos vedados com algodão e alumínio, apresentaram maiores quantidades de matéria fresca por broto, 38,9 e 36,5mg, respectivamente, (Figura 3). Observou-se um comportamento inverso entre estes dois tratamentos com relação à concentração de sacarose. Quando os explantes foram cultivados em frascos vedados com algodão, a ausência de sacarose promoveu o aumento da matéria fresca, já para àqueles crescidos em frascos vedados com alumínio, o aumento da matéria fresca ocorreu devido à presença de sacarose no meio de cultura. O aumento da matéria fresca é uma conseqüência do aumento das taxas fotossintéticas. Na ausência de sacarose, o enriquecimento do meio com CO2 e o aumento da intensidade luminosa são fundamentais para o aumento da taxa fotossintética (Kozai & Kubota, 2001). A vedação dos frascos com algodão, permite maiores trocas gasosas e portanto a entrada de CO2, o que explicaria a alta quantidade de matéria fresca verificada neste tratamento.
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O uso de diferentes tipos de vedação dos frascos alterou o desenvolvimento dos explantes, tanto no número médio de brotos, quanto no comprimento das brotações e taxa de multiplicação. Os melhores resultados foram obtidos para os explantes cultivados em frascos vedados com alumínio para todas as variáveis analisadas (Tabela 1). 

Tabela 1. Efeito do tipo de vedação dos frascos de cultivo, aos 60 dias de multiplicação in vitro de mirtilo (Vaccinium ashei Reade) cultivar Delite. 

	Vedação dos frascos
	Número médio de brotos
	Comprimento médio das brotações (cm)
	Taxa de multiplicação

	Filme
	7,17 A*
	1,70 B
	2,73 A

	Alumínio
	7,24 A
	2,24 A
	2,75 A

	Algodão
	6,09 B
	1,79 B
	2,37 B

	CV (%)
	        10,75
	          28,47
	            8,44


* Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Duncan, ao nível de 5% de probabilidade.
4. CONCLUSÃO


Concluiu-se que alumínio é o melhor modo de vedação dos frascos de cultivo. Para a multiplicação in vitro de mirtilo cv. Delite, o melhor local de cultivo é a sala de crescimento e a adição de 15 g.L-1 de sacarose no meio de cultura, obtendo-se maior número de brotos por explante, comprimento das brotações e matéria fresca total. No entanto se o objetivo principal for aumentar o número de brotos por explante, reduzindo-se os gastos com luz artificial e sacarose, sugere-se o cultivo em casa de vegetação, em frascos vedados com algodão e em meio livre de sacarose. 
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Figura 2. Efeito do local de crescimento e da concentração de sacarose, no comprimento médio das brotações, aos 60 dias de multiplicação in vitro de mirtilo (Vaccinium ashei Reade) cultivar Delite. CV = Casa de Vegetação e SC = Sala de crescimento. 





Figura 3. Efeito do local de crescimento, da concentração de sacarose e do tipo de vedação dos frascos, na matéria fresca total, aos 60 dias de multiplicação in vitro de mirtilo (Vaccinium ashei Reade) cultivar Delite. CV = Casa de Vegetação e SC = Sala de crescimento. 








