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ABSTRACT

RESUMO
A micropropagação de frutíferas de clima temperado pode gerar plantas livres de vírus num curto espaço de

tempo (seis meses). Com o objetivo de aprimorar técnicas de propagação in vitro de amoreira-preta e videira, foram
testadas concentrações de carvão ativado e BAP adicionadas ao meio. Este foi constituído de sais MS e ½ MS,
respectivamente, acrescido de 30 g L-1 de sacarose e 6 g L-1 de ágar, e o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem
a 121ºC e 1 atm por 20 minutos. Os tratamentos consistiram de concentrações de carvão ativado (0; 1,0; 2,0; 3,0; e 4,0
g L-1) e de BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0; e 4,0 mg L-1) em todas as combinações possíveis, da amoreira-preta cv. Ébano e do
porta-enxerto de videira ‘P1103’. Segmentos nodais de plântulas preestabelecidas in vitro foram excisados e
introduzidos em tubo de ensaio contendo 15 mL do meio de cultura. Posteriormente, os tubos foram transferidos
para sala de crescimento a 27 ± 1 ºC, com irradiância de 35 µmol.m–2.s–1 e fotoperíodo de 16 horas. Após 70 dias de
cultivo das plantas in vitro, verificou-se que a adição de carvão ativado inibe a multiplicação das brotações das
duas frutíferas de clima temperado. Maiores número e comprimento de raízes de plantas de amoreira-preta cv. Ébano
e crescimento da parte aérea do porta-enxerto ‘P1103’ foram proporcionados com 3,0 g L-1 de carvão ativado. Maior
peso da matéria fresca da parte aérea das duas frutíferas estudadas foi obtido na ausência de carvão ativado e com
a adição de 2,0 mg L-1 de BAP. Maior número de folhas e de raízes de amoreira-preta cv. Ébano foi encontrado com
0,5 mg L-1 de BAP. Melhor meio de cultura utilizado na multiplicação in vitro das duas frutíferas de clima temperado
é o adicionado de BAP na ausência de carvão ativado.

Palavras-chave: frutífera de clima temperado, BAP, carvão ativado.

INFLUENCE OF ACTIVATED CHARCOAL AND BAP IN VITRO MULTIPLICATION OF TWO
TEMPERATE CLIMATE FRUIT

Rootstock grapevine micropropagation can generate virus-free plants in a short period of time (six months). Aiming
at improving grapevine in vitro propagation techniques, activated charcoal and BAP concentrations were added to
the culture medium. The culture medium consisted of ½ MS salts, added of 30 g L-1 sucrose and 6 g.L-1agar, and pH
adjusted to 5.8 before sterilization at 121ºC and 1 atm for 20 minutes. The treatments consisted of activated charcoal
concentrations (0; 1.0; 2.0; 3.0 and 4.0 g.L-1) and BAP (0; 0.5; 1.0; 2.0 and 4.0 mg.L-1), in all the possible combinations,
blackberry cv Ebano and grapevine rootstock ‘P1103’. Nodal segments of in vitro plants were excised and placed in
tubes containing 15 mL of culture medium. The tubes were then transferred to growth room at 27 ± 1ºC, 35 mol.m-2.s-1

irradiance and photoperiod of 16 hours. After 70 days of in vitro culture, it was verified that the addition of activated
charcoal inhibited the multiplication of the two temperate climate fruits. Activated charcoal in the concentration of 3.0
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INTRODUÇÃO

g L-1 gave longer root length and larger root number for blackberry plants cv. Ebano and larger growth of aerial part for
grapevine rootstock ‘P1103’. Larger fresh matter weight of aerial part of the two temperate climate fruits was obtained
without activated charcoal but with addition of 2.0 mg L-1 of BAP. BAP in the concentration of 0.5 mg L-1 gave larger leaf
number and larger root number for blackberry cv. Ebano. Addition of BAP without activated charcoal was the best
culture medium used for the in vitro multiplication of the two temperate climate fruits.

Keywords: rootstock, BAP, activated charcoal.

A fruticultura de clima temperado tem grande impor-
tância no contexto da produção mundial. Algumas das
frutas produzidas em maior volume em todo o mundo,
como a macieira e a videira, são de espécies pertencen-
tes a esta classe. Além disso, estas espécies são cultiva-
das com intensidade nas regiões de maior consumo de
frutas, como os países desenvolvidos do Hemisfério
Norte (Chalfun et al., 1998).

No Brasil, a amoreira-preta vem sendo cultivada por
pequenos produtores do Rio Grande do Sul (principal
produtor brasileiro), Santa Catarina e Paraná, objetivando
a exportação dos frutos (Antunes & Raseira, 2004). O sul
de Minas Gerais tem apresentado elevado potencial para
esta fruta e aumento da área plantada, destacando-se o
município de Caldas. A cultura da videira  (Vitis spp. L.),
pela sua extensa área cultivada no Brasil e pelo seu po-
tencial de utilização, constitui importante fruteira de clima
temperado, ocupando o terceiro lugar em produção.

A propagação da amoreira-preta se faz por meio de
estacas de raízes, ou ainda por brotos (rebentos) origina-
dos de plantas cultivadas e estacas herbáceas (Raseira,
2004). Além destes, com a micropropagação é possível
obter plantas livres de vírus, geneticamente uniformes, e
em curto espaço de tempo (seis meses), sendo assim uma
alternativa viável (Grattapaglia & Machado, 1990).

Dentre os problemas fitossanitários da videira, a ocor-
rência de doenças causadas por vírus é um dos mais gra-
ves, pois uma vez instalados eles não são mais elimina-
dos por métodos fitossanitários convencionais de con-
trole. A recuperação da produtividade e eliminação das
principais doenças viróticas da videira podem ser obtidas
com a utilização da cultura de tecidos, associada ou não à
termoterapia (Schuck e Silva & Crestain, 1988).

Um dos objetivos da micropropagação é a maximiza-
ção da multiplicação de gemas. Muita atenção para sua
obtenção tem sido dada com a manipulação de substân-
cias de crescimento no meio de cultura (Bhojwani, 1984).

O crescimento e a morfogênese in vitro são fatores re-
gulados pela interação e pelo balanço dos reguladores
de crescimento existentes no meio de cultura, principal-
mente auxinas e citocininas (George & Sherrington, 1984).

As citocininas são utilizadas para quebrar a dor-
mência apical dos brotos, e aumentar a taxa de multipli-
cação. Dentre os reguladores de crescimento comumente
usados no cultivo in vitro da videira estão as citocininas
BAP, com concentrações que variam de 0,5 mg L-1 a 2,0
mg L-1 (Jona & Webb, 1978). A adição de auxinas aos
meios de cultura não é recomendada, pois estes provo-
cam a formação indesejável de raízes e calos, além de
reduzirem o número de brotações produzidas por
explante (Gray & Fisher, 1986).

Peixoto & Pasqual (1992) obtiveram maiores taxas de
multiplicação e crescimento dos segmentos nodais de
‘P1103’ com o emprego de 0,5 e 1,0 mg L-1 de BAP e na
ausência de ANA. Para a amoreira-preta, os reguladores
de crescimento comumente usados no cultivo in vitro
são a 6-benzilaminopurina (BAP) e o ácido indolbutírico
(AIB) (Donnelly et al., 1986).

Entre os efeitos proporcionados pela adição do car-
vão ativado ao meio de cultura estão: promoção de am-
biente escuro, favorecendo o enraizamento; adsorção
de substâncias inibitórias produzidas pelo próprio meio
ou explante; adsorção de reguladores de crescimento e
de outros compostos orgânicos; e liberação de subs-
tâncias naturalmente presentes no carvão que benefici-
am o crescimento in vitro das culturas (George &
Sherrington, 1984).

O carvão ativado normalmente é adicionado ao meio
de cultura em concentrações que variam de 0,2 a 3%
(Beyl, 2000), porém sua presença pode promover ou ini-
bir o crescimento in vitro, dependendo da espécie e do
tecido utilizados (George & Sherrington, 1984). Vários
são os trabalhos que citam o emprego de carvão ativado
na micropropagação de espécies frutíferas como videi-
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ra, ameixeira, framboeseira, morangueiro, macieira,
abacaxizeiro e bananeira (Roy, 1995).

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de con-
centrações de carvão ativado e do BAP na multiplicação
in vitro de plântulas de amoreira-preta cv. Ébano e do
porta-enxerto de videira ‘P1103’.

MATERIAL E MÉTODOS

Segmentos nodais de plantas de amoreira-preta
(Rubus spp.) cv. Ébano e do porta-enxerto de videira
(Vitis spp. L.) ‘P1103’ com 2 cm, de plantas preestabele-
cidas in vitro, foram excisados e introduzidos em tubos
de ensaio contendo 15 mL do meio constituído dos sais
minerais do meio MS e de metade dos sais do meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), respectivamente, combina-
dos com cinco concentrações de BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0
mg L-1) e cinco de carvão ativado (0; 1,0; 2,0; 3,0 e  4,0 g L-1).
O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem e so-
lidificado com 6 g L-1 de ágar (Merck).

Posteriormente, foram transferidos para sala de cres-
cimento a 27 ± 1 ºC, irradiância de  35 µ mol.m–2.s–1

fornecida por tubos fluorescentes de 20W (Osram), luz
do dia especial e fotoperíodo de 16 horas, permanecen-
do nestas condições por 70 dias.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualisado, com quatro repetições constituídas de três
explantes. As variáveis analisadas para o porta-enxerto
de videira foram número de folhas, comprimento da par-
te aérea e peso das matérias fresca e seca da parte aérea,
e para a amoreira-preta cv. Ébano foram avaliados o nú-

mero de folhas, número de raízes, comprimento da maior
raiz, comprimento da parte aérea e o peso das matérias
fresca e seca da parte aérea.

Os resultados foram submetidos à análise de variân-
cia utilizando-se o software Sisvar (Ferreira, 2000), em-
pregando-se regressão polinomial para concentrações
de carvão ativado e de BAP e nível de significância de
0,05% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Verificaram-se com a adição de carvão ativado ao
meio de cultura, nas concentrações utilizadas, a inibição
da multiplicação dos brotos e o crescimento da parte
aérea e do sistema radicular do segmento nodal inicial-
mente inoculado das duas frutíferas de clima temperado
estudadas. Não houve a formação de calos em nenhum
tratamento, diferindo assim dos resultados observados
em figueira  cv. Roxo de Valinhos micropropagada, onde
se constatou essa formação apenas na presença de 0,5 a
4,0 mg L-1 de BAP (Fráguas, 2003).

Para o comprimento da parte área, comprimento da mai-
or raiz, número de folhas e raízes das plantas de amoreira-
preta cv. Ébano e peso da matéria fresca da parte aérea hou-
ve interação significativa entre BAP e carvão ativado, cons-
tatando-se que os efeitos dos fatores são dependentes.

Com incrementos nas concentrações de carvão ati-
vado, verificou-se decréscimo de forma quadrática no
número de folhas das duas frutíferas estudadas até
atingir um ponto de mínimo (Figuras 1A e 1B). O inver-
so foi observado em porta-enxerto de Prunus pérsica x

Figura 1A - Número de folhas em plantas de porta-enxerto de videira
‘P1103’ em diferentes concentrações de BAP e de carvão ativado.

Figura 1B - Número de folhas em plantas de amoreira-preta cv.
Ébano em diferentes concentrações de BAP e de carvão ativado.
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P. amygdalus, onde maior número de folhas ocorreu com
a adição de carvão ativado no meio de cultura
(Sotiropoulos & Fotopoulos, 2005).

Mesmo na ausência de carvão ativado foi verificada
a presença de folhas em plantas de amoreira-preta e no
porta-enxerto de videira, obtendo-se maior número
(15,17 e 5,76) com 0,5 e 2,0 mg L-1 de BAP, respectiva-
mente. Isto pode ser atribuído ao fato de o carvão ativa-
do, associado ao BAP, favorecer a formação de maior
número de brotos, porém de tamanho reduzido, apre-
sentando menor número de segmentos nodais e folhas.

A análise de variância para comprimento da parte
aérea das plântulas do porta-enxerto de videira, não in-
dica interação entre os fatores BAP e o carvão ativado
(Figuras 2A e 2B). Incremento nas concentrações de
carvão e de BAP acarretou em aumento de forma
quadrática no comprimento da parte aérea.

O comprimento da parte aérea atingiu o valor máximo
(3,02 g) com a utilização de 2,0 mg.L-1 de BAP e com 3,0
g L-1 de carvão ativado (3,16 g), e a partir deste ponto o
regulador de crescimento BAP e/ou o carvão ativado
passaram a inibir o desenvolvimento das plântulas, apre-
sentando decréscimo no comprimento.

Em plantas de amoreira-preta verificou-se interação
significativa entre os fatores estudados (Figura 2C). Por
meio do teste F, constatou-se resultado significativo em
relação às concentrações de carvão ativado, exceto na
ausência de BAP. O maior comprimento da parte aérea
(6,188 cm) foi observado com 4,0 mg L-1 de BAP associ-
ado a 1,0 g L-1 de carvão ativado, porém a diferença
verificada nos outros níveis de carvão é muito pequena.
Rápida proliferação de gemas axilares de amoreira-preta
cultivares Thornless Boysenberry e T. Youngberry foi
obtida em meio MS acrescido de 2,0 mg L-1 de BAP e 0,1
mg L-1 de ANA (Skirvin et al., 1981).

Vários autores relatam o efeito do carvão ativado no
alongamento das brotações em diversas espécies.
Kowalski e Staden (2001) citam que a utilização de 2,0 g
L-1 de carvão ativado no meio de cultura WPM proporci-
onou melhor crescimento das brotações de Podocarpus
henkelii. De forma semelhante, Mohamed-Yasseen (2001)
verificou aumento no comprimento de plântulas de mi-
lho com a adição de carvão ativado ao meio. Com a adi-
ção de 2,0 g L-1 de carvão em ¾ do meio MS, Quoirin et
al. (2001) também observaram um acréscimo no compri-
mento de plantas de Acacia mearnsii.

Concentrações elevadas do regulador de crescimen-
to podem ter dificultado o desenvolvimento da parte aé-

Figura 2A - Comprimento da parte aérea de plantas de porta-
enxerto de ‘P1103’ cultivadas em diferentes concentrações de
carvão ativado.

Figura  2B - Comprimento da parte aérea de plantas de porta-
enxerto de ‘P1103’, cultivadas em diferentes concentrações de
BAP.

Figura 2C - Comprimento da parte aérea de plantas de amoreira-
preta cv. Ébano cultivadas em diferentes concentrações de carvão
ativado e de BAP

rea, mesmo utilizando-se a maior concentração de carvão
ativado, resultando em menor comprimento da parte aé-
rea. Pasqual (2001) cita que altas taxas de citocininas po-
dem reduzir o tamanho das brotações e estimular a ocor-
rência de hiperidricidade e formação de folhas anormais.
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Comprimento da maior raiz de amoreira-preta foi ob-
servado mesmo na ausência de carvão ativado em todas
as concentrações do regulador de crescimento. Maior
comprimento (1,713 cm) foi verificado com 4,0 mg L-1 de
BAP associado a 3,0 g L-1 de carvão (Figura 3).

Com o aumento das concentrações de carvão, houve
acréscimo seguindo o modelo quadrático tanto para com-
primento da maior raiz quanto para seu número (Figuras 3
e 4). Porém, para raízes, verificou-se maior número (1,92)
com a mesma concentração de carvão que forneceu me-
lhores resultados para comprimento de raiz (3,0 g L-1),
mas com baixa dose do regulador (0,5 mg L-1) (Figura 4).

Esses resultados corroboram com Barbosa et al.
(1992) que verificaram um aumento de qualidade e quan-
tidade de raízes formadas de figueira ‘Roxo de Valinhos’
com a adição de 3,0 g L-1 de carvão em meio de cultura
MS. Porém, divergem de Fráguas (2003) quando cita que
a adição de 1,0 g L-1 de carvão aumentou o número de
raízes em plantas de figueira da mesma cultivar multipli-
cadas em meio WPM.

Reddy et al. (2001) verificaram que plantas de
Decalepis hamiltonii tiveram um enraizamento de 100%
em meio MS adicionado de 4,4 m de IBA + 0,25% de carvão
ativado. Nirmal Babu et al. (2003) também observaram me-
lhores resultados no enraizamento in vitro de Cinnamomum
camphora em meio WPM com a adição de IBA associado
ao carvão ativado. Gubbuk & Pekmezci (2004) afirmaram
que, para se obterem novas variedades de Musa spp.
enraizadas, não é necessária a adição de IBA ou ANA ao
meio MS quando esse contém carvão ativado.

Não se verificou interação significativa entre os fa-
tores BAP e carvão ativado em peso de matéria fresca

da parte aérea de plantas de amoreira-preta. Incremento
nas concentrações de carvão ativado acarretaram dimi-
nuição no peso de matéria fresca das plântulas de amo-
reira-preta. O inverso foi observado concentrações de
BAP (Figuras 5A e 5B).

O peso da matéria fresca da parte aérea atingiu o valor
máximo (0,797 g) com a utilização de 2,0 mg L-1 de BAP e
na ausência de carvão ativado (0,812 g) e a partir desse
ponto o BAP passou a inibir o desenvolvimento das plan-
tas in vitro, apresentando um decréscimo no seu peso.

Por meio do teste F, verificou-se resultado significa-
tivo em relação às concentrações de carvão ativado e às
de BAP para o peso da matéria fresca da parte aérea do
porta-enxerto. A diferença observada nos níveis de car-
vão no peso de matéria fresca da parte aérea foi muito
pequena (Figura 5C).

Na análise de variância, verifica-se que, nos pesos de
matéria fresca e seca da parte aérea do porta-enxerto de
videira, apenas a interação entre carvão e os níveis 1,0; 2,0
e 4,0 mg L-1 de BAP foram significativos (Figuras 5C e 6A).

Constata-se nas Figuras 5C e 6A que maior peso da
matérias frescas (1,52 g) e seca (0,787g) da parte aérea ocor-
re com 2,0 mg L-1 de BAP na ausência de carvão ativado.

Com o incremento das concentrações de carvão ati-
vado houve diminuição nos pesos fresco e seco da par-
te aérea de forma quadrática, combinado com 1,0; 2,0; e
4,0 mg L-1 de BAP.

Kadota, et al. (2001) citam que a adição de carvão
ativado reduziu a biomassa de pereira micropropagada.
O efeito não-seletivo desse carvão ativado pode pro-
porcionar resultados negativos na micropropagação
(Pan & Staden, 1998).

Figura 3 - Comprimento da maior raiz de plantas de amoreira-
preta cv. Ébano cultivadas em diferentes concentrações de carvão
ativado e de BAP.

Figura 4 -  Número de raízes de plantas de amoreira-preta cv.
Ébano, cultivadas em diferentes concentrações de carvão ativado
e de BAP.
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Figura 5A - Peso da matéria fresca da parte aérea de plantas de
amoreira-preta cv. Ébano, cultivadas em diferentes concentrações
de carvão ativado.

Figura 5C - Peso da matéria fresca da parte aérea de plantas de
porta-enxerto ‘P1103’, cultivadas em diferentes concentrações
de carvão ativado e de BAP.

Figura 5B - Peso da matéria fresca da parte aérea de plantas de
amoreira-preta cv. Ébano, cultivadas em diferentes concentrações
de BAP.

A análise de variância indica que apenas a interação
entre o carvão e o nível 2,0 mg L-1 de BAP da a amoreira-
preta foi significativa (Figura 6B). Com o incremento das
concentrações de carvão ativado houve diminuição no
peso da matéria seca da parte aérea de forma quadrática.

Constata-se-se na Figura 6B que o maior peso da maté-
ria seca da parte aérea de amoreira-preta (1,03 g) ocorre
na ausência de carvão ativado associado a 2,0 mg L-1 de
BAP.

As concentrações mais elevadas do regulador de
crescimento podem ter dificultado o desenvolvimento
da parte aérea, mesmo utilizando-se a maior concentra-
ção do carvão ativado, que resulta em menor peso das
matérias fresca e seca da parte aérea. Apesar de a utiliza-
ção de citocinina ser essencial à multiplicação da parte
aérea, o seu excesso é tóxico e pode resultar, entre ou-
tros efeitos, na redução do tamanho das folhas e encur-
tamento dos entrenós (Leshen et al., 1988).

Figura 6A - Peso da matéria seca da parte aérea de plantas de
porta-enxerto ’P1103’ cultivadas em diferentes concentrações de
BAP e de carvão ativado.

Figura 6B - Peso da matéria seca da parte aérea de plantas de
amoreira-preta cv. Ébano cultivadas em diferentes concentrações
de carvão ativado e BAP.
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CONCLUSÕES

A adição de carvão ativado inibe a multiplicação das
brotações das duas frutíferas de clima temperado. Mai-
or peso da matéria fresca da parte aérea das duas frutífe-
ras estudadas foi obtido na ausência de carvão ativado
e com a adição de 2,0 mg L-1 de BAP.

Maior número e comprimento de raízes de amoreira-
preta cv. Ébano e melhor crescimento da parte aérea do
porta-enxerto ‘P1103’ foram proporcionados com 3,0 g
L-1 de carvão ativado.

Maior número de folhas e de raízes de amoreira-preta
foi obtido com 0,5 mg L-1 de BAP.

A adição de BAP na ausência de carvão ativado re-
sultou em melhor meio de cultura para a multiplicação de
amoreira preta cv. Ébano e do porta-enxerto de videira
‘P1103’.
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