EFEITOS DE ACIDO GIBERELICO E CARVAO ATIVADO NO CULTIVO

IN VITRO DE CITRUS LIMONIA OSBECK X PONCIRUS TRIFOLIATA (L.) RAF'
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RESUMO - Pesquisou-se o desenvolvimento in vitro de embrides de um hibrido do cruzamento Citrus
limonia Osb. X, Poncirus trifoliata (L.) Raf. em meio MS, acrescido de GA, (0,0, 0,01, 0,1 ¢
1,0 mg/L) e carvao ativado (0,0, 0,5, 1,0 e 2,0 g/L), em todas as combinagdes possiveis. Apds a excisdo
das sementes os embrides obtidos, independentemente dos estadios, foram inoculados nos respectivos
meios de cultura. Cada tratamento permaneceu por 48 horas no escuro ¢ 40 dias em sala de crescimento
a temperatura de 27 £ 1°C, com 16 horas de luminosidade. Apds esse periodo, as plantulas foram
avaliadas, considerando-se o porcentual de sobrevivéncia e comprimento da haste caulinar ¢ do sistema
radicular. Verificou-se que a concentagdo de 0,1 mg/L de GA, interagiu antagonicamente em meio de
cultivo contendo até 2,0 g/L de carvéo ativado. O GA,a 0,01 mg/L associado a concentragdes de carvido
ativado a partir de 0,5 g/L até 2,0 g/L, maximizou o porcentual de sobrevivéncia dos em-
brides. Os embrides apresentaram o maior comprimento de raiz (4,5 cm) e da haste caulinar
(2,1 cm) com carvao ativado na concentragdo de 0,5 g/L ¢ 2,0 g/L, respectivamente.

Termos para indexagdo: cultura de embrides, melhoramento genético de citros.

EFFECTS OF GIBBERELLIC ACID (GA,) AND ACTIVATED COAL ON IN VITRO CULTURE
OF CITRUS LIMONIA OSBECK X PONCIRUS TRIFOLIATA L. RAF. EMBRYOS

ABSTRACT - This work utilized fruits of a single plant obtained from the cross between Citrus
limonia Osb. X Poncirus trifoliata L. Raf. Seeds were removed and after excision, all the embryos,
regardless their development stages, were inoculated in MS medium added with GA, (0.0, 0.01, 0.1 and
1.0 mg/L) and activated coal (0.0, 0.5, 1.0 and 2.0 g/L) in every possible combination. These treatments
remained for 48 hours in the dark and afterwards in growth room at the temperature of
27 £ 1°C with 16 hours lighting. After 40 days, seedlings were evaluated by the lengths of the aerial part
and root system and percent of survival. The concentration of 0.1 mg/L of GA, interacts negatively in
culture medium containing up to 2.0 g/L of activated coal. The concentration of
0.01 mg/L of GA, associated to activated coal concentration of 0.5 g/L to 2.0 g/L maximized the
percentage of embryo survival. Embryos showed the highest length of root (4.5 cm) and shoot (2.1 cm)
when cultivated in activated coal at 0.5 g/L and 2.0 g/L, respectively.

Index terms: embryo culture, breeding of citrine.
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Na citricultura brasileira, inlimeros sdo os porta-
enxertos empregados, em virtude da diversidade exis-
tente entre as copas utilizadas comercialmente e da
facilidade de hibridagdes e alta taxa de mutagdo nas
espécies e variedades citricas (Moreira & Pio, 1991).
O porta-enxerto limdo-cravo (Citrus limonia Osb.) é
utilizado em mais de 80% dos pomares enquanto
Poncirus trifoliata (L). Raf. adapta-se as regides de
temperaturas baixas e/ou com solos rasos. Hibridos
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intergenéricos provenientes desses parentais podem
apresentar caracteristicas satisfatorias a adaptacdo
dos citros as novas regides.

Importante barreira aos trabalhos de melhoramen-
to de citros ¢ a ocorréncia da poliembrionia, caracte-
rizada pela presenca de dois ou mais embrides na
semente, em diferentes estadios de desenvolvimen-
to: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar. Isso
dificulta a identificacdo do embrido zigdtico e com-
promete seu desenvolvimento, pela competicdo com
os embrides nucelares (Pasqual et al., 1990). Tais
embrides originam plantulas morfologicamente
desuniformes quando germinam antes de atingirem
o completo desenvolvimento. O cultivo dos embri-
oes in vitro pode assegurar-lhes a sobrevivéncia ¢
auxiliar na identificagdo do embrido zigotico. Nos ve-
getais, as giberelinas participam de muitas ativida-
des fisiologicas importantes (Crocomo & Cabral,
1988), tendo efeito no crescimento, especialmente
no alongamento caulinar. De acordo com Kochba
et al. (1974), o GA3 promove o desenvolvimento
ontogénico natural dos embrides sem primordio
radicular, proporciona diretamente a iniciagdo de uma
zona meristematica radicular e/ou estimula o desen-
volvimento de uma zona radicular existente. A incor-
poragdo de 1,0 mg/L de GA3aumentou o desenvolvi-
mento de raizes em embrides de citros, plenamente
ou parcialmente desenvolvidos (Button & Bornman,
1971; Kochbaetal., 1974).

O acido giberélico (GA3) ¢ uma mistura de
GA4+GA; sdo os mais disponiveis comercialmente,
contudo, poucas culturas in vitro mostram respos-
tas as giberelinas (Caldas et al., 1990).

O carvao ativado, por adsorver substancias inibi-
torias do meio ou produtos toxicos liberados pelos
explantes, promove o crescimento de embrides, po-
dendo ser utilizado com sucesso por diferentes cul-
turas entre 0,2 e 3,0% (Pasqual, 1990). Tilquin (1979)
relatou o uso de 1,0 g/L de carvao ativado em meios
nutritivos para estimular o enraizamento Cassava sp.

Objetivou-se no presente trabalho otimizar as
condi¢des para o desenvolvimento dos embrides do
hibrido Citrus limonia Osb.X, Poncirus trifoliata (L.)
Raf., cultivados in vitro sob o efeito de diferentes
concentragdes de acido giberélico (GA3) e carvdo
ativado.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cul-
tura de Tecidos da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Utilizaram-se frutos de uma tnica planta de
C. limonia Osb. X P, trifoliata (L.) Raf., escolhida por apre-
sentar condi¢des fitossanitarias satisfatorias.

Os frutos colhidos foram lavados, suas sementes re-
movidas e, em camara de fluxo laminar, sofreram assepsia
com alcool a 70% por 5 minutos e hipoclorito de sodio a
2% por 20 minutos, sendo em seguida lavadas trés vezes
em agua bidestilada e autoclavada. Com o auxilio de mi-
croscopio estereoscopico, bisturi e pinga, as sementes fo-
ram excisadas longitudinalmente pela regido oposta a
micropila, tomando-se o cuidado de ndo provocar inju-
rias aos embrides.

Todos os embrides, independentemente dos estadios
em que se encontravam, foram inoculados em meio
Murashige & Skoog (1962), acrescido de GA3 (0,0, 0,01,
0,1 e 1,0 mg/L) e carvao ativado (0,0, 0,5, 1,0 ¢ 2,0 g/L),
em esquema fatorial 4x4. Empregaram-se quatro repeti-
¢oes, cada uma constituida de quatro tubos de ensaio con-
tendo 15 mL do meio de cultivo, inoculando-se um em-
brido por tubo. O experimento foi conduzido em delinea-
mento de blocos casualizados.

Os explantes permaneceram por 48 horas no escuro,
sendo transferidos para sala de crescimento a temperatura
de 27 % 1°C com 16 horas de iluminagdo a uma intensida-
de de iluminagdo de 35 pwmoles/m?/s. Transcorridos
40 dias, as plantulas foram avaliadas pelas caracteristicas
porcentagem de sobrevivéncia e comprimento da haste
caulinar e do sistema radicular.

Para efeito de analise estatistica, os dados da variavel
porcentual de sobrevivéncia foram transformados segun-
do arco seno da raiz (x/100), e os de comprimento do
sistema radicular e da haste caulinar segundo raiz quadrada
de (x+0,5).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A associacdo de acido giberélico (GA3) ao car-
vao ativado (C.A.) foi significativa em relagdo as
variaveis percentual de sobrevivéncia, comprimen-
to do sistema radicular e da haste caulinar dos em-
brides de C. limonia Osb. X P. trifoliata (L.) Raf.
(Tabela 1).

A maximizagdo da porcentagem de sobrevivéncia
dos embrides foi obtida com a mais baixa concentra-
¢do de GAj, suplementada com carvao ativado
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(Fig. 1). O porcentual maximo de sobrevivéncia
correspondeu as combinagdes de 0,01 mg/L de GA3
com as concentragdes crescentes de carvao ativado
de 0,5 g/L a 2,0 g/L. Norstog (1979), confirmou
necessidade de se adicionar acido giberélico para o
desenvolvimento de embrides, e Schooler (1960),
pesquisando o desenvolvimento de embrides de ce-
vada, também observou a necessidade de baixas con-
centracdes de GAj. Verificou-se ainda que a con-
centracdo de 0,1 mg/L de GAjassociada as crescen-
tes concentragdes de carvao ativado causou a dimi-
nuicao no percentual de sobrevivéncia dos embrides
hibridos (o< 0,01, pelo teste F).

Semelhante atividade do GA3a 0,1 mg/L, em pre-
senca do carvao ativado, foi verificada no compri-
mento do sistema radicular ¢ da haste caulinar

(Figs. 2 e 3, respectivamente), dos embrides hibri-
dos, demonstrando a tendéncia de tal dosagem ser
antagonica quando suplementada em meios de culti-
vo com carvao ativado em até 2,0 g/L.

Esses dados confirmam aqueles obtidos por
Pasqual et al. (1990), em que a agdo do GAj a
0,1 mg/L, em meios contendo carvao ativado, indu-
ziu a uma menor taxa de crescimento radicular de
embrides de laranjeira ‘Natal’ (Citrus sinensis L.
Osb.). Nos tratamentos sem a adi¢do do regulador
de crescimento (Figs. 2 e 3) demonstrou-se a eficiéncia
do carvao ativado quando o sistema radicular ¢ a
haste caulinar atingiram 4,5 ¢ 2,1 cm de comprimen-
to, nas concentragdes de 0,5 ¢ 2,0 g/L, respectiva-
mente.

TABELA 1. Analise de varidncia das variaveis sobrevivéncia, comprimento do sistema radicular e da haste
caulinar dos embrides do hibrido C. limonia Osb. X P. trifoliata (L.) Raf., cultivados em meio de
cultura contendo diferentes concentragdes de carvio ativado (C.A.) e acido giberélico (GA,) UFLA,

Lavras, MG, 1997.

Fonte de G.L. Quadrado médio
variagdo Sobrevivéncia Comprimento Comprimento
dos embrides do sistema radicular da haste caulinar
(%) (cm) (cm)
C.A. 3 82,0461 0,6360** 0,3739%**
GA; 3 220,1361 0,0946 0,5155%**
C.A. x GA3 9 1095,6494** 0,6340** 0,4850**
Residuo 30 169,1329 0,1054 0,0802
C.V. 16,88% 26,53% 32,53%
0 <0,01.
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FIG. 1. Efeito do 4cido giberélico (GA,) na presen¢a

do carvao ativado sobre o percentual de

sobrevivéncia de embrides do hibrido

C. limonia Osb. X P. trifoliata (L.) Raf. UFLA,
Lavras, MG, 1997.

Carvao ativado (g/L)

FIG. 2. Efeito do 4cido giberélico (GA,) na presen¢a
do carvao ativado sobre o comprimento do
sistema radicular de embrides do hibrido
C. limonia Osb. X P. trifoliata (L.) Raf. UFLA,
Lavras, MG, 1997.
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FIG. 3. Efeito do acido giberélico (GA,) na presenca
do carvao ativado sobre o comprimento da
haste caulinar de embrides do hibrido
C. limonia Osb. X, P. trifoliata (L.) Raf. UFLA,
Lavras, MG, 1997.

Dada a capacidade do carvao ativado em adsorver
substancias toxicas que casualmente sdo adiciona-
das ao meio de cultivo por seus componentes basi-
cos, em decorréncia dos niveis de impureza dos
contaminantes organicos ¢ inorganicos ¢ dos aspec-
tos relacionados a sua natureza biologica e de pro-
dugdo (Debergh, 1983), supde-se que algum com-
ponente inibitério ao desenvolvimento e ao cresci-
mento dos embrides podem ter sido adsorvidos pelo
carvao ativado, em auxilio ao desenvolvimento in
vitro dos embrides do hibrido estudado.

CONCLUSAO

A suplementagdo do meio MS com acido
giberélico (GA3) a 0,01 mg/L e carvdo ativado nas
concentragoes de 0,5 g/L até¢ 2,0 g/L favorece o de-
senvolvimento e o crescimento dos embrides do hi-
brido Citrus limonia Osb. X, Poncirus trifoliata L.
Raf., cultivados in vitro.
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