INFLUENCIA DO GAs E DO CARVAO ATIVADO
SOBRE O ENRAIZAMENTO /N VITRO DE EMBRIOES DE LARANJA ‘NATAL'!
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RESUMO - Embrides de laranja ‘Natal' (Citrus sinensis Osb.) foram extraidos de frutos,
dez semanas apés a polinizagdo, classificados em pequenos ( < 3 mm), médios (3-6 mm) ¢
grandes { > 6 mm) e cultivados in vitre. Utilizou-se o meio “MS”, desprovido de reguladores
de crescimento, acrescido de combinagdes de GAs (0,0, 0,01, 0,1 e 1,0 mg/]) e carvao ativado
(0,0, 0,3 & 1,0 ¢/1), sendo o pH ajustade para 5,7, ¢ o meio, solidificado com 7 g/l de dgar. A
maior percentagem de enraizamento de embrides foi obtida com 0,01 ¢ 1,0 mg/l de 4cido gi-
berélico e 1,0 g/l de carvdo ativado. Melbor desenvolvimento de raizes verificou-se com
1,0 g/1 de carvio ativado e 1,0 mg/1 de 4cido giberélico.

Termos para indexagdo: cultura de tecidos, Citrus sinensis, polinizagao, cultura de embrides.

EFFECT OF GA3z AND ACTIVE CHARCOAL
ON THE IN VITRO ROOTING OF ‘NATAL' SWEET ORANGE

ABSTRACT - Embryos of ‘Natal’ sweet orange (Citrus sinensis Osb.) were excised from
fruits ten weeks after pollination. They were classified by size ( < 3 mm, 3-6 mm and
> 6 mm) and cultivated in vitro. The “MS” media were used without growth regulators,
including combinations of gibberellic acid (0.0, 0.01, 0.1 and 1.0 mg/]) and active charcoal
(0.0, 0.3 and 1.0 g/1), with pH 5.7 and agar 7 g/l. The highest frequency of rooting was
observed in gibberellic acid 0.01 and 1.0 mg/l with active charcoal 1.0 g/1. The best root

development was observed in gibberellic acid 1.0 mg/l and active charcoal 1.0 g/l-

Index terms: tissue culture, Citrus sinensis, pollination, embryos culture.

INTRODUCAO

Os citros, de modo geral, apresentam o fe-
némeno da poliembrionia, que dificuita a
identificagdo dos embrides .zigdticos e com-
promete o seu desenvolvimento pela competi-
¢do com os embrides nucelares, constituindo
sério entrave ao melhoramento das espécies
citricas. A cultura de embrides in vitro pode
assegurar a sobrevivéncia do embrido zigdtico.

"A cultura de embriGes permite estudar os
fatores que influenciam o crescimento dos em-
bri6es e dos primdrdios de drgaos na plintula,
além de possibilitar o esclarecimento de as-
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pectos metabélicos e bioquimicos da germina-
¢io ¢ dorméncia. Do ponto de vista prético,
embrides cultivados in vitro permitem estudar
as necessidades nutricionais e ffsicas afetas ao
seu desenvolvimento, superar a dorméncia em
certos tipos de sementes, testar a viabilidade
das sementes ¢ salvar embrides hibridos imatu-
ros oriundos de cruzamentos incompatfveis.
Esta tltima aplicagio €, modernamente, a mais
amplamente usada.

Embrides excisados da cultivar poliembrid-
nica Laranja-Azeda (Citrus aurantium) 100 a
120 dias apds a polinizagio foram cultivados
com sucesso por Rangan et al. (1969). Em-
brides de sementes imaturas de ‘Satsuma’ (C.
unshiu Marc.), polinizada por Poncirus trifo-
liata (L) Raf., mostraram um bom desenvol-
vimento quando isolados aos 90 a 120 dias
apds a polinizagio e cultivados em meio MS
mais suco de pepino-20% (Horiuchi et al.
1976).
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E vital a distingio entre a descendéncia zi-
gltica e a nucelar em estidios precoces; o
problema poderd ser resolvido com marcado-
res genélicos Seguros que expressem caracte-
risticas morfolégicas definidas, como € o caso
da folha trilobada em Poncirus trifoliata.

Existem muitas informagdes sobre os efei-
tos do 4cido giberélico (GA) em embrides ex-
trafdos de sementes domentes que ndo germi-
nam mesmo em condigdes ideais.

Os efeitos do GAs, de acordo com Kochba
et al. (1974), sio explicados por duas hipéte-
ses: 1) promove o desenvolvimento ontogené-
tico natural dos embridides sem primdrdio ra-
dicular aqueles com primdrdio, que entao de-
senvolvem rafzes na auséncia de substincias

exégenas de crescimento; 2) proporciona di-.

retamente a iniciacdo de uma zona meristeméa-
tica radicular e/ou estimula o desenvolvimento
de uma zona radicular existente.

Apesar de as rafzes de plantas intactas se-
rem menos sensfveis a vérias giberelinas, a
adicdo de GA ao meio tem promovido o alon-
gamento de rafzes em embrices de Capsella
bursapastoris.” Por outro lado, embriGes de
coco, cujos primérdios radiculares sio inicia-
dos sob a influéncia de GA, geralmente fa-
lham quanto a seu alongamento, a menos que
sejam transferidos para um meio sem hormd-
nio. Evidéncias mostram que o efeito do GA
aplicado € dependente da idade dos embrides e
do sitio de absorgdo do horménio (Rhagavan
& Torrey 1964).

A incorporagao de GAs - 1 mg/l aumenta o
desenvolvimento de rafzes em embrides de ci-
tros, plenamente ou parcialmente desenvolvi-
dos (Rangaswamy 1961, Button & Bornman
1971, Kochba et al. 1974), enquanto que re-
guladores de crescimento, usualmente conhe-
cidos como estimulantes do enraizamento, a
exemplo do NAA e IBA, o sumprimem.

Baixas concentracdes de GA (0,01 mg/l)
podem promover o desenvolvimento de em-
brices jovens de cevada (Schooler 1960,
Norstog 1979). GA tem sido efetivo em esti-
mular o crescimento de embriGes de feijao
(Skene 1969, Nagl 1974, Cionini et al. 1976),
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especialmente quando os suspensores sio ex-
clufdos.

O carvao ativado, segundo Pasqual & Pinto
(1988), por absorver substincias inibitSrias do
meio ou produtos téxicos liberados pelos ex-
plantes, também pode promover o crescimento
dos embrides.

Objetivou-se, com o presente trabalho, de-
terminar o efeito de diferentes concentragdes
de dcido giberélico e do carvido ativado sobre
0 enraizamento de embrides de laranja ‘Natal’.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério
de cultura de tecidos da Escola Superior de Agri-
cultura de Lavras, MG, com a cultivar Natal (Citrus
sinensis Osb.).

Frutos com aproximadamente dez semanas apds a
polinizagio (polinizagio aberta) foram colhidos no
pomar da ESAL e levados para o laboratério, onde
suas sementes foram removidas ¢ submetidas a uma
assepsia em solugdo de hipoclorito de sédio a 1%,
por 15 minutos.

Em cémara asséptica, de fluxo laminar, as se-
mentes foram lavadas por trés vezes consecutivas em
dgua destilada autoclavada e, posteriormente, foram
dissecadas para a retirada dos embrides. Os embrides
foram inoculados em meio “MS” sem reguladores de
crescimento e transferidos para sala de crescimento a
uma temperatura de 279C e 16 horas didrias de luz
(1.500 lux), onde permaneceram por 30 dias.

A seguir, estes mesmos embrides foram classifi-
cados em pequenos (< 3 mm), médios (3-6 mm) ¢
grandes (6 mm), reinoculados individualmente em
tubos de ensaio contendo meio “MS” acrescido de
todas as combinagdes possiveis de GA; (0,0, 0,01, 01
¢ 1,0 mg/l} ¢ carvao ativado (0,0, 0,3 e 1,0g/). O
pH foi ajustado para 5,7 e o meio solidificado por
8 g/1 de 4gar. O experimento foi conduzido em sala
de crescimento com temperatura de 27°C e 16 horas
de luz (1.500 lux).

Usou-s¢ o delineamento inteiramente ao acaso,
com dez repeticoes.

O experimento foi avaliado, 30 dias apds a insta-
lagdo, quanto & percentagem de enraizamento ¢
comprimento das rafzes, e, para efeito de andlise es-
tatistica, os dados foram transformados para
Vx + 0,5.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados relativos & percentagem de enrai-
zamento de embrides pequenos, médios e
grandes s3o expostos na Tabela 1 e Fig. 1, pa-
ra as diferentes concentragdes de GAj3 e car-
vao ativado utilizadas.

Obteve-se algum enraizamento de embrices
pequenos em GAi na razio de 0,0 ou
0,01 mg/1 apenas quando carvio na proporgao
de 1,0 g/l foi incorporado ac meio de cultura
(Fig. 1a). Com GAj3 a 1,0 mg/l indices razo4-
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denciando sempre as doses 0,01 e 1,0 mg/l de
GA3 (Fig. 1c); neste caso, a concentragio de
1,0 g/l de carvio apresentou um comporta-
mento superior ao das demais.

Este efeito, mais acentuado do GA3z em em-
brides maiores, traz uma indicagio clara da
necessidade de os embrides evoluirem, através

TABELA 1. Enraizamento (%) de embriges pe-
quenos, médios e grandes de la-
ranja ‘Natal’ em diferentes con-
centragoes de GA; e carviao ativa-

veis foram observados também em carvio a do.
0,3 g/l. Estes resultados estio de acordo com
afirmagoes de Kochba et al. (1974), de que os
embrides pequenos sdo estimulados pelo GA; Percentagem de enraizamento
a desenvolverem os primérdios radiculares, Tratamentos —
para depois entrarem na fase de emissdo de Embrides
rafzes GAs  Carvio
Para embriges considerados médios (mg/h at(l;al()]o Pequenos  Médios  Grandes
(Fig. 1b), as melhores taxas de enraizamento
foram registradas com GAj3 a 0,01_ e 1,0 mg{l, 1,0 1,0 16,7 333 83,3
independentemente da concentragio de carvao 10 0,3 50,0 333 66,7
utilizada. Vale ressaltar que estes embrides, j4 1,0 0,0 0,0 33,3 0,0
com algum grau de desenvolvimento, respon- 0,1 1,0 0,0 0,0 50,0
dem bem a concentragSes menores de GAi, 0.l 03 0,0 0,0 0,0
mesmo sem a inclusdo de carvdo ativado. Isto 0.1 0,0 0,0 20,0 0,0
comprova que os cmbrides precisam passar 0,01 1,0 333 50,0 83,3
pelas diferentes fases de desenvolvimento e ggi g’g g’g gg’g 33’3
que nos estidios mais precoces sdo mais exi- ', 1.0 16.7 25.0 50,0
gentes em termoes nutricionais. 0.0 03 0.0 40.0 50.0
Nos embriGes grandes foram observadas as ¢ 0,0 0,0 16,7 16,7
mais altas percentagens de enraizamento, evi-
100 ¢ a) EMBRIOES PEQUENOS 100 b) EMBRIOES MEDIOS 100+ ¢} EMBRIGES GRANDES
= ®f _ 8o} g
2 & =
g &0 | o gob E
& ;5 u
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FIG. 1. Percentagem de enraizamento de embrides pequenos, médios e grandes, em diferentes con-
centracoes de 4cido giberéflico e de carvio ativado.

Carvio Ativade: 1,0 g/l

303g/l ————;0,0g/l — — - — . — . —
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das diversas fases de desenvolvimento, para
posteriormente, serem submetidos ao processo
de enraizamento.

Verifica-se, na Fig. 2, independentemente
do tamanho dos embrides, uma possivei inte-
ragio entre 0 GAs e o carvio ativado, uma vez
que quando se usou carvido a 0,3 g/l obtive-
ram-s¢ fndices mais elevados de germinagio
com a concentragio mais alta de GAs
(1,0 mgfl), enquanto que o uso de 1,0 g
de carvio propiciou efeitos mais significativos
do GA3 a 0,01 mg/l. Considerando-se que o
carvdo tem a capacidade de absorver substin-
cias que sao téxicas ao explante (Pasqual &
Pinto 1988), pode-se supor que o meio “MS”
contém alguns componentes inibitérios A ger-
minagio de embrides, 0 que tem sido compro-
vado em outros explantes, onde a percentagem
de germinagdo foi maior quando se usou ape-
nas 1/2 ou 1/3 dos sais do meio ‘“MS”".

A Tabela 2 evidencia que o comprimento

mesmo
0,01 mg/l usadas em embrides jovens de ceva-
da (Schooler 1960, Norstog 1979).
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des, o melhor crescimento das rafzes foi veri-
ficado em GAs - 1,0 mg/l, nio apresentando,
no entanto, diferenga significativa para GA; a
0,01 mg/l e testemunha. Por outro lado, a dife-
renga estatfstica evidenciada para embrices
médios (Tabela 1) ndo foi revelada pela apli-
cagdo do teste de Tukey (Tabela 3).

Estes dados concordam com afirmacGes de

vérios autores de que o GAsj tem sido efetivo

em promover o crescimento de embrides,
em concentragbes baixas como

60

CV - 4,3 g/
/ o
/

cv-10g1
40

30

% DE ENRAIZAMENTO

/
20l - /- ev-00gn

das rafzes mostrou significincia para 4cido gi- ok NN i
berélico (GA3) nos embrides pequenos € mé- N>

dios ao nfvel de 5% de probabilidade, e nos b oo o To
embrides grandes, ao nivel de 1%. Significin- GAs (mgh)

cia a 1% também foi mostrada pelos embrides
grandes para carvio ativado.

Observa-s¢, na Tabela 3, que, tanto para
embrides pequenos como para embrides gran-

FIG. 2. Percentagem média de enraizamento de
embrides (independente de tamanho)
em diferentes concentracies de GAsz e
carvio ativado.

TABELA 2. Quadrados médios para comprimento de rafzes de embrides pequenos, médios e gran-
des com o respectivo gran de significincia.

Quadrados médios
Fontes de variagio Embrides

Pequenos Médios Grandes
Total de redugio 0,1576429 0,1149524 1,138515
Média 0,3987783 0,61154712 8,375357
Carvio ativado (cv) 0,8724449 0,7302552 0,8091540**
Acido giberélico 0,1995303* 0,1467030* 0,7613841**
CV x GA; 0,1199759 0,2963288 0,2307263
Residuo 0,5605562 0,4430392 0,1342216
Coeficiente de variagio 30,022% 26,038% 35,206%
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Os efeitos mais significativos identificados
com GA3s a 1,0 mg/l concordam com resulta-

dos obtidos por Rangaswamy (1961), Button
& Bornman.{1971) e Kochba et al. (1974), os
quais indicam que 0 GAs 1,0 mg/l aumentou o
desenvolvimento de raizes em embrides ple-
namente ou parcialmente desenvolvidos de ci-
tros.

Os resultados do crescimento das raizes de
embrides grandes para as diferentes concen-
tragdes de carvao sdo apresentados na Fig. 3,
onde se evidencia o melhor tratamento em
1,0 g/l, nio diferindo significativamente de
carvido 0,3 g/l.

TABELA 3, Comprimento médio das rafzes
(cm) de embrides pequenos, médios
e grandes em presenca de diversas
concentragoes de GA;

Comprimento das rafzes (cm}

Tratamentos N
mg/] Embrides
Pequenos  Médios Grandes
GA3-0,0 07416 ab 0,7416a 1,0383 ab
GAs-0,01 0,7462ab 0,9083a 1,0329ab
GA;-0,1 0,7071 b 0,7071a 0,7698 b
GA3; - 1,0 0,9596 a 0,8785a 1,3214a

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem en-
tre si pelo teste Tukey - 5%.

12 |

11 F -}
o ab

09

08 Fa

COMPRIMENTO DAS RAIZES {cm)
(-]
-]

0,0 0,3 1,0
CARVAQ ATIVADO {9/}

FIG. 3. Comprimento médio {cm) de rafzes de
embrides grandes em diferentes con-
centragies de carvio ativado.
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CONCLUSOES

1. Melhor enraizamento de embrides € obti-
do com 0,01 e 1,0mg/l de GAsz e 1,0 g/l de
carvao ativado.

2. Diferentes concentragoes de carvio ati-
vado e de 4cido giberélico influenciam signifi-
cativamente o desenvolvimento radicular de
embrides.

3. Maior comprimento radicular de em-
brides grandes é obtido ccm 1 g/l de carvao
ativado.

4. Maior comprimento radicular de em-
brides pequenos, médios ¢ grandes € obtido
com 1 mg/l de 4cido giberélico.

5. HA necessidade de os embrides evoluf-
rem, através das diversas fases de desenvolvi-
mento, antes de serem submetidos a0 processo
de enraizamento.
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