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RESUMO

Adicdo de carvao ativado e giberelina no meio de cultura podem proporcionar melhores condi¢des no desenvolvimento de
embrides imaturos de citros. Objetivou-se avaliar o efeito de carvao ativado e GA, (&cido giberélico) no cultivo de embrides imaturos
provenientes do cruzamento entre laranjeira‘PéraRio’ x tangerineira‘Ponc& . Apds 118 dias da polinizacdo, frutosimaturos, com 3 a4
cm de didmetro, foram coletados, suas sementes removidas e tratadas com acool (70%) por cinco minutos, hipoclorito de sodio (2%) por
20 minutos e, posteriormente, lavadas trés vezes em &gua destilada e autoclavada. Em condi¢Bes assépticas, 0s tegumentos das sementes
foram separados, os embriBes globulares excisados e inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio MT, acrescido de carvéo
aivado (0;0,5; 1, 1,5e2g L") e GA,(0; 0,01; 0,1; 1 10 mg L). Apds ainoculagdo, os embriGes permaneceram por 90 dias em salade
crescimento a 27+1°C, fotoperiodo de 16 horas e irradidncia de 32 mmol m2st. Maior comprimento da parte aérea foi obtido em meio
MT, acrescido de 0,1 e1 mg L de GA,, combinado com 2 g L-tde carvéo ativado. Maior comprimento do sistema radicular, massa da
matéria fresca e nimero de folhas de plantul as foram obtidos em meio MT, acrescido de 0,01 mg L de GA,, naauséncia de carvéo ativado.
A adic8o de carvéo ativado influenciou na concentragéo de acido giberélico acrescido no meio de cultura.

Termos para indexacdo: Citrus sinensis, Citrus reticulata, cultura de embrides.

ABSTRACT

Activated charcoal and gibberelin provides better conditions on development of citrus immature embryos. Activated charcoal
and GA, (gibberelic acid) on ‘PéraRio’ sweet orange x ‘Ponc& mandarin immature embryos culture was evaluated. After 118 days-
pollination, imature fruits with 3 to 4 cm of diameter were collected, seeds removed and treated with alcohol (70%) for five min.,
sodium hypoclorite (2%) for 20 min. and three times washed with distilled and autoclaved water. In aseptic conditions, the teguments
were separated, the globular embryos excised and inoculated in test tubes containing 15 mL of the MT medium culture, added of
activated charcoal (0; 0.5; 1; 1.5and2gL™) and GA, (0;0.01; 0.1; 1 and 10 mg L). After inoculation, the embryos were maintained
for 90 days in growth room at 27+1°C, 16 hours photoperiod and 32 mmol m2s? irradiance. Higher length of the aerial part was
obtained in MT medium added 0.01 and 1 mg L* of GA,, combined with 2 g L™ of activated charcoal. Higher length of the roots system,
fresh mass and number of leaves of seedlings was obtained in MT medium added 0.01 mg L* of GA, and activated charcoal absence.
Addition of activated charcoal influenced in giberellic acid concentration added in MT medium.

Index terms: Citrus sinensis, Citrusreticulata, embryos culture.

(Recebido para publicacdo em 23 de abril de 2003 e aprovado em 10 de janeiro de 2005)

INTRODUCAO

Os métodos de melhoramento cléssico, utilizados
na obtenc&o de novos hibridos em Citrus e géneros &fins,
estdo limitados a problemas como apomixia, elevadas taxas
de heterozigose, incompatibilidade sexual, esterilidade
masculina e feminina, além de longo periodo de
juvenilidade e disseminagéo de viroses (CAMERON &
FROST, 1968; SOOST & CAMERON, 1975). A elevadataxa
de poliembrionia, generalizada entre as espécies de Citrus,

ser resgatados via cultivo in vitro em meio de cultura
adequado (SHARMA et al., 1996).

O sucesso no resgate de embrides hibridos vai
depender principal mente do estadio em que o embrido esta
sendo excisado e a composi¢do do meio no qual esta sendo
posto a germinar. Quanto mais jovens os embrifes, mais
dificil é o cultivo invitro, devido ao seu pequeno tamanho
e danos durante a excisdo e, mais complexas sdo suas
exigéncias nutricionais (HU & FERREIRA, 1998). Assim,

resulta normal mente em elevada taxa de aborto do embri&o
zig6tico, devido a competicdo exercida sobre ele pelos
embrides nucelares, geralmente mais vigorosos (SOOST
& CAMERON, 1975). Entretanto, esses embrifes podem

definir o meio de cultura que possa sustentar o crescimento
e desenvolvimento de embriBes imaturos se constitui no
aspecto maisimportante da cultura de embrides (PASQUAL
et d., 2001).
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Em razdo disso, tém sido realizados importantes
trabalhos com o objetivo de elucidar os efeitos de diversos
fatores no cultivo in vitro de embrides de citros, dentre
eles pH, agar, concentragdes do meio M S, sacarose, acido
giberélico e carvéo ativado, fotoperiodo (PASQUAL et a.,
20024, b, 2003; RIBEIRO €t d., 1997, 1998, 1999, b, 2000),
concentragdo 6tima de macro e micronutrientes, vitaminas,
sacarose e misturas complexas do meio de cultura MT
(CHAGASEet d., 20023, b; MORAISS, 1997), além de estudos
de identificacdo dos estadios de desenvolvimento
embrionério (CHAGASet d., 2002c; RIBEIRO et al., 1999b).

As giberelinas participam de muitas atividades
fisiolégicas importantes nos vegetais, tendo efeito no
crescimento, especialmente no alongamento celular
(CROCOMO & CABRAL, 1988). Um dos principais efeitos
e aplicacbes das giberelinas em cultura de tecidos é o
alongamento das brotagbes durante a multiplicacdo ou,
antes, do enraizamento. Outros beneficios desse regul ador
de crescimento sd0 os de promover o desenvolvimento
ontogénico natural dos embrifes sem primardio radicular,
aqueles com primordio e proporcionar ainiciagéo de uma
zonaradicular existente. Em alguns casos, 0 acido giberélico
tem sido usado para a conversao de embrides somaticos
em plantas (GUERRA et al., 1998). A concentracdo de 1 mg
L' de GA, estimulou a formag&o de raizes em embrides
somaticos de nucelos de Citrus (BUTTON &
BORGNMAN, 1971).

O carvéo ativado, por adsorver substancias
inibitorias do meio ou produtos téxicos liberados pelos
explantes, promove o crescimento de embrides, podendo
ser utilizado com sucesso por diferentes culturas entre
0,2% a 3% (PASQUAL et a., 2001). Outra propriedade
atribuida ao carvéo ativado, como sendo benéfica no
processo de enraizamento, diz respeito a reducdo da
guantidade de luz que chega na regido de formacdo de
raizes. A utilizagdo de 0,5 e2,0 g L* de carvéo ativado em
meios nutritivos estimulou o crescimento do sistema radicular
e da haste caulinar de embrifes de citros (RIBEIRO &t dl.,
2000). Por outro lado, Tomaz et al. (2001) verificaram que o
carvao ativado teve efeito negativo na germinagdo de embrides
de citros de ‘Seleta Vermelha’. Neste estudo, os autores
observaram que o carvao ativado adsorve compostos que
est80 envolvidos no processo de germinacao.

Objetivou-se estudar o efeito de diferentes
concentracdes de carvéo ativado e acido giberélico no
cultivo de embrides imaturos oriundos de frutos
provenientes do cruzamento controlado entre laranjeira
‘PéraRio’ x tangerineira‘Ponca’.

MATERIAIS E METODOS

Utilizaram-se frutos coletados 118 dias apds a
polinizacdo, com 3 a4 cm do maior didmetro transversal,
provenientes de hibridacdo controlada entre Citrus
sinensis(L.) Osheck ‘PéraRio’ x Citrus reticulata Blanco
‘Ponc& . As sementesdos frutosforam removidasetratadas
com &cool 70% por cinco minutos, hipoclorito de sodio a
2% vlv do produto comercial Qboa® por 20 minutos, sendo
em seguida lavadas trés vezes em agua destilada e
autoclavada.

Com auxilio de microscépio estereoscopico, bisturi
e pinca, em condicBes assépticas, 0os tegumentos das
sementes foram separados |ongitudinal mente pela regido
oposta a micrépila, tomando-se o cuidado de ndo provocar
danos aos embrides. Embrides imaturos no estéadio globular
foram excisados e inoculados individual mente em tubos
de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MT
(MURASHIGE & TUCKER, 1969), acrescido de diferentes
concentracdes de carvao ativado (0; 0,5; 1; 1,5e2gL ™) em
combinagdo com GA,(0; 0,01, 0,1; 1e 10 mg L ™). Apdsa
inoculacdo, os embrides foram mantidos em sala de
crescimento a 27+1 °C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia
de 32mmol m2s?, O delineamento experimental utilizado
foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 5,
com quatro repeticBes, sendo cada uma constituida por
trés tubos de ensaio.

Apbs 90 dias, as plantulas foram avaliadas com
base nas seguintes variaveis.

a) comprimento da parte aérea — obtido pelo
comprimento médio da parte aérea das plantulas; medido a
partir do colo da planta até o gpice, com auxilio de uma
régua milimétrica, expresso em centimetros,

b) comprimento do sistemaradicular — obtido pelo
comprimento médio dasraizes; medido apartir do colo
da planta até a ponta da maior raiz, expresso em
centimetros;

¢) massa da matériafrescada plantula- obtida
pela pesagem média das plantulas (parte aérea +
sistemaradicular) em balanca analitica, expressa em
miligramas;

d) nimero de folhas— obtido pela média do nimero
de folhas emitidas pelas pléantulas; fez-se a contagem do
nimero de folhas emitidas por explante;

ApbGs aavaliagdo, as plantulas foram aclimatizadas
para posterior identificacdo de possives hibridos.

Para a andlise estatistica utilizou-se o software
Sisvar (FERREIRA, 2000) e os tratamentos foram
comparados mediante regressdo polinomial.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Maiores comprimentos da parte aérea foram
observados quando adicionaram-se 0,1; 1 e 10 mg L™ de
GA, associado com 2 g L™ de carvao aivado ao meio de
cultura. Quando néo se adicionou giberelina, observou-se
0 menor valor para estavariavel; indicando a essenciaidade
da adicdo do GA, no meio de cultura para o cultivo de embrido
globular. Bons resultados no comprimento da parte aérea
também sdo observados utilizando-se 0,01 mg L™ de GA, na
presencade 0,5 ou 1,5 g L* de carvéo ativado (Figura 1).

Y (0mg L) = 1,7657-2,2329x+1,1714x2
Y(0,01mg L) =ns

Y(0,1mg L) =1,7229-1,0514x+0,7857x%> R?=0,98
Y (1mg L) = 1,8079-1,0914x+0,7857x2
Y (10mg Lt) = 1,32+0,595x

R2=0,71

R?=0,86
R2=0,75
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FIGURA 1 — Comprimento da parte aérea de plantulas
oriundas de embrides imaturos (no estadio globular)
provenientes de hibridac&o controlada entre laranjeira
‘PéraRio’ x tangerineira ‘Ponc&, cultivadosem meio de
culturaMT (1969) acrescido de diferentes concentractes
e combinagoes de carvéo ativado e GA . UFLA, Lavras,
MG, 2002.

O efeito estimulatorio da giberelina observado no
comprimento da parte aérea, provavelmente, deveu-se ao
fato de que, nos vegetais, esse fitorregulador participa de
muitas atividades fisiologicas importantes, tendo efeito
no crescimento, especialmente no alongamento caulinar
(CROCOMO & CABRAL, 1988).

O carvéo ativado, devido a capacidade de adsorver
substancias toxicas liberadas pel os proprios explantes ou
impurezas de outros componentes, Como sacarose e sais,
pode ter contribuido para o maior comprimento da parte
aérea. Efeito benéfico do carvao vegetal foi constatado,
em alguns casos, em concentragdes entre 0,1% e 2%
(BOULAY, 1984; GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998;

RICCI et a., 2002; TILQUIN, 1979). Por outro lado, o carvéo
ativado pode também interferir nos reguladores de
crescimento acrescentados ao meio, reduzindo seu efeito.
Tal comportamento foi observado no presente trabalho,
uma vez que 0s maiores comprimentos da parte aéreafoi
obtido com 2 g L* de carvao ativado combinado com as
maiores concentragdes de &cido giberélico (0,1; 1,0 e 10 mg
L* de GA,) (Figura 1). Assim, evidencia-se que sio
necessarios maiores concentragdes de GA,, quando na
presenca de carvéo ativado, parater efeito sobre o explante.

Parthasarathy & Parthasarathy (1993), trabalhando
com embridides deCitrus reticulata Blanco, observaram que
1 mg L™ de GA, promoveu a formagdo de plantulas com
adequado crescimento aéreo e radicular. Ribeiro et a. (2000),
trabalhando com Citrus limonia Osbeck x Poncirustrifoliata
(L.) Raj, congtataram boa eficiéncia do carvéo ativado no
crescimento da parte aérea quando utilizaram 0,5e2 gL de
carvéo ativado. Por outro lado, observaram que a concentracéo
de 0,1 mg L™* de GA, interagiu antagonicamente em meio de
cultivo contendo 2 g L de carvéo ativado, ao passo que a
concentragdo de 0,01 mg L™ de GA,, associada as
concentragdes de 0,5 até 2 g L%, maximizou o percentua de
sobrevivéncia dos embrides. Ricci et a. (2002) verificaram
que a utilizagdo de 0,5 g L de carvao ativado também teve
efeito positivo na formacdo de plantulas de tangerineira
‘Poncd’ e ‘Kinow’ oriundasde embridesimaturos.

Maior comprimento do sistema radicular foi obtido
com a utilizago de 0,01 mg L* de GA, na auséncia de
carvao ativado. A ndo-utilizacdo de GA, ou a utilizagdo de
concentragdes maiores que 0,01 mg L* desse fitorregul ador
na presenca de carvao ativado ndo proporcionaram
melhores respostas; mais inibiu o crescimento radicular
(Figura 2). Estainibicéo pode ser vistatambém, claramente,
em meios de cultivo contendo concentragBes mais elevadas
de carv@o ativado, principamente nos tratamentos com
baixa concentragdo de GA, (0,01 mg L™).

Este resultado esta de acordo com os obtidos por
Pasgual et a. (1990), emlaranjeira“‘Natal’e com Ribeiro et
al. (2000), em hibrido Poncirus trifoliata x Citrus limonia,
0s quais obtiveram excelentes resultados com adicdo de
GA, no meio de cultura, na auséncia de carvao ativado.
Segundo Boulay (1984), elevadas concentracdes de carvéo
ativado podem até mesmo impedir o enraizamento. Embora
Tisserat (1982) tenha constatado que a utilizagdo de carvéo
ativado estimulou o enraizamento, restaurou a capacidade
embriogénica in vitro das culturas velhas e diminuiu a
intoxicacdo causada pelos fendis, os resultados obtidos
no presente trabalho ndo constataram tais efeitos benéficos
para o crescimento radicular.

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 29, n. 6, p. 1125-1131, nov./dez., 2005
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Y(Omg L) =3,1,35-1,04x R?=0,85 Y(0mg L'Y) = 0,0127+0,0222x-0,0105x2  R2= 0,69
Y(0,01mg L'*) =9,7986-11,974x+4,4571x> R?=0,73 Y(0,01mg L) = 0,0753-0,1034x+0,0408x2 R? = 0,72
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FIGURA 2 — Comprimento do sistema radicular de
plantulas oriundas de embrides imaturos (no estadio
globular) provenientes de hibridacdo controlada entre
laranjeira‘PéraRio’ x tangerineira ‘Ponc&’, cultivadosem
meio de cultura MT (1969) acrescido de diferentes
concentragoes e combinagdes de carvao ativado e GA,.
UFLA, Lavras, MG, 2002.

Resultados semelhantes ao comportamento do
comprimento do sistema radicular podem ser observados
para massa fresca de plantulas (Figura 3) e nUmero de
folhas (Figura 4). Em ambas as variaveis houve reducéo
com o aumento das concentracfes de carvdo ativado,
sendo os maiores valores obtidos na auséncia desta
substancia e com adi¢do de 0,01 mg L de GA, no meio
de cultura

Especialmente em relagdo a massa fresca de
plantula, ainda pode-se ressaltar os bons resultados
obtidos utilizando-se 0,5 ou 1,5 g L™* de carvéo ativado
combinado com 10 mg L* de GA, (Figura 3).
Provavelmente, quando adicionou-se carvéo ativado no
meio de cultura, houve a necessidade de concentractes
maiores de GA, para proporcionar algum efeito
estimulatério. Tais resultados indicam que este
fitorregulador pode estar sendo, em parte, adsorvido pelo
carvao ativado.

Em sintese, melhores resultados para comprimento
do sistema radicular, massa fresca e nimero de plantulas
foram obtidos com a utilizagéo de 0,01 mg L* de GA, na
auséncia de carvéo ativado (Figuras 2, 3 e 4) ou associado
com 0,5 0u 1,5 g L*de carvao ativado para comprimento

Carvéo ativado (g L'%)

—&—0—m= —001--4--01—x—1 x 10
ConcentragGes de GA (mg L™)

FIGURA 3- Massa da matéria fresca de plantulas oriundas
de embriBes imaturos (no estadio globular) provenientes
de hibridacdo controlada entre laranjeira ‘Péra Rio” x
tangerineira ‘Ponc&’, cultivados em meio de culturaMT
(1969) acrescido de diferentes concentragdes e
combinagdes de carvao ativado e GA,. UFLA, Lavras,
MG, 2002.

da parte aérea (Figuras 1). A baixa exigéncia de acido
giberélico verificada para estas variaveis pode ser
explicada pelo fato de os embrides possuirem capacidade
de produzir certa quantidade enddgena deste
fitohorménio, como foi verificado por Jimenez et al. (2001).
Contudo, ha necessidade de se adicionar certa
quantidade de &cido giberélico no meio de cultura para
promover melhor desenvolvimento de embrides
(NORSTOG, 1979).

Esses resultados concordam com os obtidos por
Ribeiro et a. (2000), ao observarem que a adicéo ao meio
MS de 0,01 mg L' de GA, favoreceu o crescimento e 0
desenvolvimento de embrifes oriundos do cruzamento
entre Citrus limonia x Poncirus trifoliata. Das et al. (2000),
trabalhando com embrifes zigéticos e nucel ares maduros
de laranjeira doce, cultivados em meio MS, observaram
que apresencade 1 mg L™ de GA, induziu aformagéo de
plantulas. Todavia, estas apresentaram crescimento lento,
evidenciando que, dependendo da espécie ou variedade,
concentracdes elevadas de &cido giberélico ndo séo
benéficas para o desenvolvimento de embrides. Tal
interpretacdo também foi feita por Fossard et a. (1978) e
Jarvis (1986).

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 29, n. 6, p. 1125-1131, nov./dez., 2005
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Y(0mg L) = 5,7643-6,7071x+2,9286x2 R2 = 0,76
Y(0,01mg L) = 6,9-2,25x R2=0,72
Y(0,1mg L) = 5,15-0,5x R2=0,76

Y(1mg L) =6,0571-6,1286x+2,7143x?> R?=0,90
Y(10mg L) =ns
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FIGURA 4 - Numero de folhas de plantulas oriundas de
embriBes imaturos (no estadio globular) provenientes de
hibridagdo controlada entre laranjeira ‘Péra Rio’ x
tangerineira ‘Ponc&’, cultivados em meio de culturaMT
(1969) acrescido de diferentes concentragfes e
combinagdes de carvao ativado e GA,. UFLA, Lavras,
MG, 2002.

Entretanto, tais resultados discordam dagqueles em
que as concentracdes de 0,1 mg L1 (JUMIN & NITO, 1996;
PASQUAL et al., 1990; SCHOOLER, 1960), 1 mg L™
(CARIMI et al., 1998; KUNITAKE et al., 1991) ou2mg L
(GMITTER et d., 1990; ZDRUJKOV SKAJA-RICHTER,
1981) de GA, proporcionaram melhores resultados no
cultivo in vitro de embrides.

Por outro lado, o carvéao ativado, quando
adicionado a0 meio de cultura, possui a capacidade de
adsorver substancias toxicas liberadas pel os explantes ou
impurezas de outros componentes, COmo sacarose e sais,
sendo benéfico, em alguns casos, em concentracdes entre
0,1% e 2% (BOULAY, 1984; GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998; RICCI et a., 2002; TILQUIN, 1979). N&o
obstante, pode também interferir nos reguladores de
crescimento adicionados ao meio, reduzindo seu efeito.

Tomaz et al. (2001) observaram que o carvao
influenciou negativamente na germinacéo de embrides de
‘SeletaVermelha’, atribuindo tal efeito a possibilidade do
carvao ativado adsorver compostos que estao envolvidos
no processo de germinacdo. Os mesmos autores
observaram que o0 nimero de embrides germinados de
laranjeira‘ SeletaVermelha foi 16% maior quando cultivado
em meio com auséncia de carvéo ativado.

Contrariando esses resultados, o aumento do
comprimento da parte aérea em maiores concentragdes de
carvao ativado pode ser atribuido ao efeito da giberelina,
Cuja acdo mais pronunciada é o alongamento caulinar.

CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, pode-
se concluir que:

Maior comprimento da parte aérea oriundo de
embrides globulares é obtido em meio MT, acrescido de
0,1elmgL*deGA, combinado com2gL"*decarvao
ativado.

Maior comprimento do sistema radicular, massa da
matéria fresca e nimero de folhas de plantulas oriundas de
embrides globulares foi obtido em meio MT, acrescido de
0,01 mg L de GA,, naauséncia de carvao ativado.

A adicdo de carvdo ativado influenciou na
concentracdo de acido giberélico acrescido no meio de
cultura.
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