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RESUMO

ALVES, Guilherme Pereira. Resgate de embrides imaturos obtidos por
polinizacdo natural e controlada de tangerineira ponci. Lavras-MG:
UFLA, 2000. 85p. (Tese — Doutorado em Agronomia)*

Objetivou-se avaliar a influéncia de diversas concentragdes de sais do meio MS,
sacarose e agar, niveis de pH, fotoperiodo e armazenamento de frutos no cultivo
in vitro de embrides imaturos oriundos de frutos de Citrus reticulata Blanco cv
‘Poncd’ obtidos de polinizagio natural e ou artificial por Citrus sinensis (L.)
Osbeck cv ‘Pera’. Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de
Lavras (Lavras-MG, Brasil). Todos os embrides foram excisados e inoculados
individualmente em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio MS, com 0,3
mg L’ de GA; (icido giberélico) e de 1.0 gL de carvio ativado com os
seguintes experimentos: 1) sais de MS (0,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0%),
associados a diferentes concentragdes de sacarose (0,0; 15,0; 30,0; 45,0 e 60,0
g.L"); 2) concentragdes de agar (0,0; 3,5; 7,0; 10,5 e 14,0 g.L""), em meio
ajustado a diferentes pHs (3,7; 4,7; 5,7 € 6,7); 3) fotoperiodos de 8, 10, 12, 14,
16, 18 horas e luz continua; 4) frutos armazenados em geladeira a temperatura
de 5+ 1°C por até 135 dias, sendo que a cada 15 dias uma amostra era retirada,
seus embriGes excisados e cultivados in vitro, em meio com sacarose nas
concentragdes (0,0; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 18,0 e 24,0 g.L""). As caracteristicas
observadas foram: altura da parte aérea, nimero de folhas, peso da matéria
fresca da parte aérea, peso da matéria seca da parte aérea, comprimento de raiz,
peso da matéria fresca das raizes e peso da matéria seca das raizes. Pode-se
concluir que: melhores resultados foram obtidos com o uso de 100% dos sais do
meio MS e 15-30 g.L™' de sacarose; melhor desenvolvimento em meio de cultura
ajustado em pH 3,7-4,7 na auséncia ou em baixas concentragdes de agar (3,5
gLh; fotoperiodos com menores numeros de horas (8 a 14) proporcionaram
melhor desenvolvimento da parte aérea e com maiores numeros de horas (14 a
24) proporcionaram melhor desenvolvimento do sistema radicular; frutos com
120 dias apés a polinizagio podem ser armazenados por até 135 dias sem
prejuizo da viabilidade dos embrides.

*Comité Orientador: Moacir Pasqual - UFLA (Orientador), José Darlan Ramos
— UFLA, Samuel Pereira Carvalho ~ UFLA



ABSTRACT

ALVES, Guilherme Pereira. Recovery of immature embryos obtained by
natural and controlled pollination of poncd mandarim. Lavras-MG:
UFLA, 2000. 85p. (Thesis - Doctorate in Agronomy)*

It was aimed to evaluate the influence of several concentrations of salts of the
MS medium , sucrose and agar, pH levels, photoperiod and storage of fruits in
the in vitro immature embryos culture of Citrus reticulata Blanco cv Ponci
fruits obtained from natural or artificial pollination by Citrus sinensis (L.)
Osbeck Pera. The experiments were accomplished in the Universidade Federal
de Lavras (Federal University of Lavras) Lavras-MG, Brazil. All the embryos
were excised and incculated individually in test tubes, containing 15 mL of the
MS medium, with 0.3 mg.L" gibberellic acid (GA;) and 1.0 gL activated
charcoal with the following experiments: 1) MS salts (0.0; 25,0; 50.0; 100.0 and
200.0%), associated with different sucrose concentrations (0.0; 15.0; 30.0; 45.0
and 60.0 g.L"); 2) agar concentrations (0.0; 3.5; 7.0; 10.5 and 14.0 g.L), in
medium adjusted to different pHs (3.7; 4.7; 5.7 and 6.7); 3) photoperiods of 8,
10, 12, 14, 16, 18 hours and continuous light; 4) fruits stored in refrigerator at
5=1°C temperature for until 135 days, being that every 15 days a sample was
removed, its embryos excised and in vitro cultivated in medium with sucrose at
the concentrations (0.0; 1.5: 3.0; 6.0; 12.0; 18.0 and 24.0 g.L"). The evaluated
characteristics were: aerial part height, number of leaves, fresh and dry matter of
the aerial part weight, root length, and root fresh matter weight and root dry
matter weight. It can be concluded that: better results were obtained with the use
of 100% of the salts of the MS medium and 15-30 g.L" sucrose; better
development in culture medium adjusted in pH 3.7-4.7, either in the absence or
at low concentrations of agar (3.5 g.L"); photoperiods with lower numbers of
hours (8 to 14) provided better aerial part development and with higher numbers
of hours (14 to 24) provided better development of the root system; fruits aged
120 days after the pollination can be stored for until 135 days without any
damage to the viability of the embryos .

*Guidance Committee: Moacir Pasqual — UFLA (Major Professor), José Darlan
Ramos — UFLA, Samuel Pereira Carvalho - UFLA

ii



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A cultura dos citros ¢ de grande importancia para a economia brasileira,
pois ocupa lugar de destaque no panorama intemacional como o principal
produtor de frutos citricos e de suco de laranja concentrado congelado.

A produgdo nacional de frutos (laranjas e tangerinas) alcangou cerca de
115.486.931 toneladas em 1998, numa area colhida de 1.060.238 ha (IBGE, 1999).

Apesar desta lideranga mundial de produgdo, a citricultura brasileira *
apresenta uma série de problemas e entraves a sua maior competitividade no
mercado externo. Dentre eles, pode-se citar apomixia, poliembrionia, elevadas
taxas de heterozigose, incompatibilidade sexual, esterelidade masculina e
feminina, além de longo periodo de juvenilidade e disseminagdo de viroses
(Cameron e Frost, 1968; Soost e Cameron, 1975).

Além destes problemas, os melhoristas de citros deparam-se com #
dificuldades para a distingdo precoce de plantulas resultantes de embrides
zigéticos, quando comparadas aquelas oriundas da multiplicagio somatica do
tecido nucelar que se desenvolve em uma mesma semente. Isso leva a
compreender a necessidade de desenvolver plantulas que cheguem até a
frutificacdo, envolvendo um consideravel periodo de cinco ou mais anos, para
que os embrides zigdticos possam ser identificados (Ramos, 1990).

Diante desse contexto, os objetivos principais buscados pelo -
melhoramento dos citros em todo o mundo tém sido maior resisténcia ao frio,
resisténcia as moléstias (gomose, cancrose, leprose, entre outras), melhor
coloracdo dos frutos, ampliagdo do periodo de safra, menor numero de sementes,

porte menor, tolerancia 3 tristeza e efeito omamental (Moreira e Pio, 1991),



adaptacio de cultivares (Vasquez Araujo, 1991) e aumento da produtividade
(Machado et al., 2000).

Uma das metas para o melhoramento de citros no Brasil é obter copas de
variedades (tangerinas) ou hibridos (tangor) de ako valor comercial que
possibilitem conviver com o cancro citrico (Moreira e Pio, 1991).

L33 A inclusdo do grupo das tangerineiras e seus hibridos se deve ao fato de
as mesmas apresentarem boa resisténcia ao frio quando comparadas a outras
espécies ou variedades citricas cultivadas comercialmente. Desse grupo, a
tangerineira ‘Poncan’(Citrus reticulata Blanco) possui diversas caracteristicas
desejaveis, como alta produtividade, podendo atingir 250 kg por planta, frutos de
forma achatada, com 5 a 8 sementes e com massa média de 138 g, de cor alaranjada
forte. O suco corresponde a 43% da massa do fruto, com teores médios de brix -
10,8%, acidez -0,85% e “ratio” de 12,7. A cultivar apresenta maturacio dos frutos
de meia estacdo de maio a julho (Figueiredo, 1991). Existe a possibilidade desta
cultivar possuir resisténcia a CVC (clorose variegada dos citros).

As técnicas de cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes formas
no desenvolvimento de cultivares superiores de plantas. Em geral, essas técnicas sdo
utilizadas em uma ou outra etapa do programa de melhoramento, nio
necessariamente no desenvolvimento direto de novos cultivares (Ferreira et al.,
1998).

Dentre as aplica¢des da cultura de tecidos no melhoramento, tém-se a
cultura de embrides, que € usada para a recuperagio de hibridos de cruzamentos
incompativeis; micropropagacdo clonal; superagio de dorméncia e esterelidade
de sementes e estudo da fisiologia de embriogénese (Hu e Ferreira, 1998).

Este trabalho teve como objetivo estudar a obtengdo de plantulas de

Citrus reticulata Blanco ‘Ponci’ através da cultura de embrides imaturos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Melhoramento genético de citros

Diversas instituicbes de pesquisa, tanto nacionais como internacionais,
interessam-se em realizar estudos que possam servir de sustentagio para o
desenvolvimento do melhoramento genético de citros. Poucos sdo, entretanto, os
conhecimentos disponiveis sobre o controle genético da grande maioria dos
caracteres relacionados a esse importante grupo de plantas.

Devido a elevada heterosigose observada nos citros, em progénie de
natureza zigética proveniente de hibrida¢des, os caracteres fenotipicos, ndo sio
uniformes, conforme se verifica por uma ampla variagdo de fenétipos na geragio
Fi, sendo a ocorréncia de heranca simples raramente verificada (Furr, 1969).
Ocasionalmente, ha segregacdo de um carater em progeénies de citros, indicando
a ac¢éo de um ou poucos genes (Soost ¢ Cameron, 1975). A grande variabilidade
das progénies zigéticas parece ser constante em todos as cultivares que
produzem embrides nucelares, sendo constatanda mesmo quando os pais sdo da
mesma espécie, de espécies diferentes ou géneros diferentes. As vezes, as
diferencas entre plantas zigéticas de mesmos pais, devido 3 alta heterozigose,
sdo maiores entre si do que entre duas variedades. Freqiientemente, porém, os
hibridos apresentam caracteres semelhantes aos dos pais ou parentes préximos.

Os maiores objetivos do melhoramento genético de citros tém sido:
obtencao de variedades porta-enxertos ananicantes com a finalidade de diminuir
0s espacamentos e, conseqiientemente, aumentar o estande ¢ a produtividade;
obtencdo de variedades porta-enxertos resistentes ou tolerantes a seca e
salinidade e de variedades copas precoces e meia estacio (Hoffmann e
Fachinelo, 1980; Pompeu Junior, Figueiredo e Pio, 1983; Koller, 1994).

Ha necessidade de intensificar esforgos no sentido de se obter maior

(93
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variabilidade, principalmente com porta-enxertos, pois o uso generalizado de
Citrus limonia Osbeck ‘Cravo’ acarreta grande vulnerabilidade genética (Passos,
1980).

As perspectivas de condugio de um trabalho de melhoramento de citros
(Machado et al., 2000), sdo favoraveis pelas seguintes razdes: a) alta demanda
do setor produtivo por plantas com tolerincia a clorose variegada dos citros
(CVC), tristeza, gomose e principais pragas; b) a existéncia de um banco de
germoplasma com alta variabilidade genética a ser explorada, que sdo usados em
algumas etapas do programa de melhoramento.

A poliembrionia ¢ um fenémeno comum em muitas espécies e cultivares
dos géneros Citrus (incluindo Poncirus e Fortunela). Mangifera e Syzigium que
possuem caracteristica de reproduzir-se agamicamente por apomixia e
pioliembrionia, formando varios embridides a partir da diferenciacdo de células
individuais do nucelo. Via de regra, as progénies constituem-se em mistura de
hibridos e de clones nucelares idénticos ao progenitor feminino e em
conseqiiéncia disso, surge a dificuldade de identificagio das plantas hibridas
onginadas de cruzamento controlado (Ballve et al., 1991).

Existe, em citros, elevado grau de heterozigose devido a polinizagio
cruzada, facilidade de mutagGes espontéineas e prevalecimento da poliembrionia.
Alelos recessivos sdo acumulados, tendo a poliembrionia um papel importante

na diferenciagdo evolucionaria (Cameron e Frost, 1968).

2.2 Cultura de Tecidos

O principio basico da cultura de tecidos é a aplicagdo da totipoténcia
celular, isto é; regenerar plantas a partir de células isoladas nio diferenciadas ou
a partir de orgdos e tecidos vegetais. Tais células, colocadas em um meio
apropriado, podem dividir-se indefinidamente e até diferenciar-se, o que ira

propiciar a regeneragio de parte da planta ou entio da planta inteira. Desta

3



forma, milhares de clones podem ser produzidos a partir de uma ou algumas
células (Ramalho et al., 1997).

Ramalho et al. (1997) enfatizam que a cultura de tecidos é uma forma de
multiplicacdo assexuada visando a propagagio de determinadas plantas. A
diferenca fundamental é que a cultura de tecidos possibilita a multiplicagdo do
individuo a partir de uma tnica célula ou de um pequeno niimero de células,
sendo, desta forma, uma importante ferramenta nio s6 na genética e
melhoramento de plantas, como também em inimeras outras areas da
agricultura.

Devido aos inumeros problemas apresentados pelo género Citrus como
esterilidade gameética, longo periodo juvenil, incompatibilidade gamética e
poliembrionia, a biotecnologia apresenta alternativas viaveis que podem quando
utilizadas racionalmente, ser uma ferramenta valiosa, principalmente em
trabalhos de melhoramento (Ramos, 1990).

Atualmente, a cultura de tecidos em citros ja se encontra bastante
difundida, com trabalhos que vio desde a micropropagagio (Pinto et al., 1988;
Ramos et al. 1996) até a obtencio de mutantes resistentes as condigdes
estressantes através da irradiagdo gama em protoplastos (Ramos, 1990).

2.3.1 Cultura de embrides

Esta terminologia tem sido empregada para descrever os processos de
desenvolvimento do embrido zigético in vitro, independentemente da idade,
tamanho e estadio de desenvolvimento em que o embriio foi excisado
(Rappaport, 1954). Entretanto, é necessario ressaltar que, no estudo da
embriogénese in vitro ou in vivo, devem-se incluir os embrides de origem nio
zigotica como os originarios das células somaticas (nucelos ou calo); embrides
origmarios do polen via androgénese e aqueles originarios da oosfera nio

fertilizada ou outras células do saco embrionario (Hu e Ferreira, 1998).
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O meio de cultura mais utilizado para a cultura de embrides é 0 MS
(Murashige & Skoog, 1962), com algumas variagdes de horménios, dependendo
do gendtipo e estadio do embrido, sendo que quanto mais jovem for o embrio,
mais complexa sera a exigéncia nutricional que permita o seu desenvolvimento
(Hu e Ferreira, 1998) e menor sera a taxa de germinagio (Bruck e Walker,
1985).

A elevada taxa de poliembrionia, generalizada entre as espécies do
género Citrus (Soost et al., 1980), que resulta normalmente em elevada taxa de
aborto do embrido zigdtico, devido a4 competicio exercida sobre eles pelos
embrides nucelares, geralmente mais vigorosos, é um dos entraves a exploragio
de cruzamentos por polinizagéo controlada. A cultura de embrides ¢ uma pratica
de grande importincia no melhoramento de citros, possibilitando o resgate de
embrides hibridos imaturos oriundos de cruzamentos interespecificos (Soost et
al., 1980).
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CAPITULO 2

1 RESUMO

ALVES, Guilherme Pereira. Cultivo in vitro de embrides imaturos de frutos
de Citrus reticulata Blanco ‘Ponca’ oriundos de polinizagio natural: sais
do meio MS e sacarose. Lavras-MG: UFLA, 2000. 85p. (Tese - Doutorado
em Agronomia)

Objetivou-se estudar a influéncia dos sais do meio MS e da sacarose no cultivo
in vitro de embrides imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponca’ (Citrus reticulata
Blanco) oriundos de polinizagio natural. O meio de cultura utilizado foi o MS
(Murashige e Skoog, 1962) e os tratamentos consistiram dos niveis de sais 0,0;
25,0; 50,0; 100,0 e 200,0%, associados a diferentes concentragoes de sacarose
(0,0; 15,0; 30,0; 45,0 e 60,0 g.L™"), acrescidos de 0,3 mg.L" de acido giberélico
(GA:) e de 1,0 g.L"' de carvio ativado. Estes tratamentos ficaram por 48 horas
no escuro e depois em sala de crescimento & temperatura de 27+1°C, com 16
horas de fotoperiodo ¢ intensidade luminosa de 35 umol.m?s™. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, com 4 repeti¢des de 3 tubos com 15 mL
do meio de cultura, em esquema fatorial 5x5. Apos 60 dias, as plintulas foram
avaliadas com base nas seguintes caracteristicas: altura da parte aérea, nimero
de folhas, comprimento das raizes, peso da matéria fresca e seca da parte aérea,
peso da matéria fresca e seca das raizes. Foram observadas influéncias da
sacarose e dos niveis de sais do meio MS, no crescimento e desenvolvimento
tanto da parte aérea como no sistema radicular das plantulas originadas de
embribes de Citrus reticulata Blanco ‘Poncd’. Melhores resultados para as
variaveis relacionadas a parte aérea foram obtidos com o uso de 100% dos sais
do meio MS e 15-30 g.L"' de sacarose. As variaveis relacionadas com o
desenvolvimento do sistema radicular apresentaram melhores resultados com o
uso de 100% dos sais do meio MS na auséncia ou com 15 gL de sacarose.

Palavras-chave: Rutaceae, Citrus reticulata, citricultura, cultura de tecidos,
cultura de embrides, melhoramento.
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2 ABSTRACT

ALVES, Guilherme Pereira. In vitro culture of Citrus reticulata Blanco
‘Poncd’ immature embryos from natural poellination: MS medium salts
and sucrose. Lavras-MG: UFLA, 2000. 85p. (Thesis - Doctorate in
Agronomy).

It was sought to study the influences of the MS medium salts and of the sucrose
in the in vitro culture of immature embryos of mandarin fruits ‘Ponca’ (Citrus
reticulata Blanco) from natural fertilization. The used culture medium was the
MS and the treatments consisted of its levels of salts (0.0; 25.0; 50.0; 100.0 and
200.0%), associated with different sucrose concentrations (0.0; 15.0; 30.0; 45.0
and 60.0 g L"), added with 0.3 mgL" gibberellic acid (GA;) and 1.0 gL
activated charcoal. Those treatments remained for 48 hours in darkness, and
afterwards in growth room at the temperature of 27 = 1°C with a daily 16- hour
photopericd and light intensity of 35 w.mol.m2.s”. The statistical analysis used
was entirely randomized, with four replicates, each one constituted by three
tubes with 15 mL of the culture medium, in 5 x 5 factorial scheme After 60
days, the seedlings were evaluated on the basis of the following characteristics:
height of the aerial part, number of leaves, length of the roots, weight of the
fresh and dry matter of the aerial part, weigh of the fresh and dry matter of the
roots. Influences of sucrose and the levels of salts in the MS medium on the
growth and development of the aerial part of the seedlings, root system from
embryos of Citrus reticulata Blanco ‘Ponci’; Better results for the variables
related to the aerial part are obtained with the use of 160% of the MS medium
salts and 15-30 gL' sucrose. The variables related to the root system
development present better results with 100% of the MS medium salts in the
absence or with 15 g.L"! sucrose.

Key words: Rutaceae, mandarin fruits, citrus culture, embryo culture, tissue
culture, Biotechnology, improvement.
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3 INTRODUCAO

Os meios de cultivos devem suprir tecidos e érgios cultivados in virro
com substancias essenciais como macro e micronutrientes para o crescimento
das células. A formulagdo salina de Murashige e Skoog (1962) — MS ¢é uma das
mais usadas como meio basico para a cultura de embrides. Utiliza-se tambsém
um carboidrato que fomece energia metabélica e esqueletos de carbono para a
biossintese de aminoacidos e proteinas, polissacarideos estruturais e todos os
compostos organicos necessarios para o desenvolvimento celular. Os
carboidratos desempenham importante papel na manutengio de osmolaridade
adequada do meio de cultura. Geralmente utiliza-se sacarose, pois esse agucar
suporta altas taxas de crescimento de espécies e é a fonte comum de cadeia
carbonada energética usada (Hu e Ferrerira, 1990).

Freqiientemente, a origem do embrido e 0 meio de cultura sdo fatores
que aliados ao conhecimento prévio das células e tecidos cultivados causam o
sucesso da cultura in vitro (Gamborg, 1982). Diversas formulag¢des de meio tém
sido utilizadas no cultivo in vitro. A diferenca basica entre estas formulagdes
esta na concentra¢io dos sais utilizados. O meio MS é seguramente o de maior
utilizacdo na cultura de tecidos da maioria das espécies atualmente estudadas,
sendo seguido pelo de Gamborg - B: (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998). O
meio MS é muito rico em sais e ¢ freqgiientemente utilizado na fase de
multiplicagdo e como meio basico para os trabalhos de cultura de embrides, mas
pode causar toxidez e outros problemas fisiologicos em algumas espécies (Sato,
1994). Tedavia, na procura de otimizar o crescimento in vitro, modifica¢des
visando melhor adapté-lo as exigéncias dos explantes sio usualmente utilizadas.

As células, tecidos e plantulas cultivadas in vitro nio encontram
condi¢des adequadas de iluminagio e concentracio de CO,, e as vezes ndo

apresentam teores de clorofila suficientes para realizar fotossintese que sustente

12



o crescimento (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).

Apesar de ndo realizarem fotossintese, células de Acer em suspensdes de
baixa densidade exigiram CO; na atmosfera do vasilhame durante a incubagio
para crescerem (Gathercole et al., 1976 citados por Caldas, Haridasan e Ferreira,
1998). O CO; foi incorporado nos acidos malico e glutdmico, principalmente.
Portanto, as células possuem o potencial para a fotossintese in vitro, mas o
crescimento da maioria das culturas ¢ sustentado pelas fontes de carboidratos
adicionados ao meio. Os carboidratos, nas concentra¢des efetivas do meio de
cultura, podem estimular determinado processo e inibir outro, e muitas vezes as
concentracdes utilizadas para promover o crescimento dos explantes sdo
os carboidratos, a sacarose € a mais utilizada, seja pela sua alta solubilidade ou
pela rapida metabolizagdo. A faixa de concentragiio normalmente empregada
varia de 1 a 5% (Pierik, 1987). Abaixo disso, ocorre clorose generalizada, e
acima ocorre excessivo potencial osmético, deteriorando as culturas (Caldas,
Haridasan e Ferreira, 1990; Grattapaglia e Machado, 1990).

Os carboidratos podem sofrer variagdes com a autoclavagem (Pierik,
1987). A hidrélise ou caramelizagio do aglcar ocorre em autoclavagem
excessiva, conferindo uma coloragdo escura ao meio, devido a formagio de
compostos escuros e de aito peso molecular, capazes de inibir o crescimento
celular (Smith, 1992). A autoclavagem hidrolisa uma pequena parte da sacarose
inicial em glicose e frutose (Mezzetti, Conte e Rosati, 1991), entretanto nio
ocasiona qualquer redugdo no teor total de carboidratos do meio (Singha, Oberly
e Towsend, 1987).

Na cultura de embrides, é importante evitar a sua germinagio precoce in
vitro, pois as plantulas resultantes serio anormais ou fracas, podendo faltar
estruturas ou sO aparecem aquelas presentes no momento da excisio (Sharma,

Kaur e Kumar, 1996). A germinagio precoce pode ser evitada de vanas formas,



tais como alta pressio osmotica, baixa tensdo de oxigénio, elevado nivel de
potassio e de nitrogénio, inclusio ao meio de acido abscisico (ABA), além de
polietilenoglicol (Andreoli, 1985). Segundo Pasqual e Pinto (1988), meios com
alta concentragio de sacarose tém sido usados para minimizar esse processo.
Cultura in vitro de diferentes estadios de desenvolvimento do embrido de Datura
requerem distintas concentragSes de sacarose (8-12%) para crescimento, e na
maturidade o embrido pode crescer em meio desprovido de sacarose (Hu e
Ferreira, 1998). Entretanto, para os citros, concentragdes 6timas podem variar de
2-7% de acordo com o tipo de explante utilizado (Navarro, Ortiz e Juarez, 1985).

O aumento da disponibilidade de carbono facilmente assimilavel, como a
sacarose, aumenta a sintese de celulose e hemicelulose (Silva et al., 1993).

Depois da sacarose, os minerais representam o grupo mais importante do
meio de cultura. Geralmente, a concentracdo de macronutrientes é a que mais
sofre variagSes com o propésito de alcancar uma taxa de multiplicacio adequada
(Pierik, 1987).

A alta concentragio de sais do meio MS, comparada a outros meios, e
especificamente aos niveis de aménio (NH.) e nitrato (NO;), pode ser critica no
processo de morfogénese e crescimento (Sakuta e Komamine, 1987).

Nitratos de potassio e de amédnio sio as fontes de nitrogénio inorginico
mais freqiientemente usadas. A utilizacio de nitrogénio numa destas duas
formulagdes depende da espécie e do grau de maturidade do embrido. O
emprego da aménia favorece, ou é necessario, para embrides de orquideas,
Datura e Capsella, enquanto o nitrato é benéfico para embrides de Corchorus ¢
cruciferas. Quando a aménia é adicionada no meio de cultura de embrido, é
preferivel combina-la com acido orgénico, especialmente malico ou citrico (Hu
e Ferreira, 1998).
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O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia de sais do
meio MS e da sacarose no cultivo in vitro de embrides imaturos de frutos de

tangerineira ‘Ponca’ (Citrus reticulata Blanco).

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras-MG
(UFLA). Foram utilizados frutos de polinizagdo natural com aproximadamente
120 dias de idade, coletados em plantas de tangerineiras ‘Ponci’ previamente
selecionadas. As sementes foram removidas e tratadas com alcool 70% por cinco
minutos e posteriormente em hipoclorito de sodio 2% por vinte minutos, sendo
em seguida lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavadas.

Com o auxilio de microscopio estereoscopico, bisturi e pinga, os
tegumentos das sementes foram separados longitudinalmente pela regido oposta
a micrépila, tomando-se o cuidado de ndo provocar danos aos embrides
(Ribeiro, 1997).

Todos os embrides, independentemente dos estadios em que se
encontravam, foram excisados e inoculados individualmente em tubos de ensaio
contendo 15 mL de meio Murashige e Skoog (1962) com diferentes
concentragdes de sais (0,0; 25,0; 50,0; 100,0 e 200,0%) do meio MS, acrescido
de sacarose (0,0; 15,0; 30,0; 45,0 ¢ 60,0 g.L™") e de 0,3 mg.L'de acido giberélico
(GA;) e de 1,0 g.L"'de carvio ativado, em todas as combinagdes possiveis. Esses
tratamentos, apos permaneceram 48 horas no escuro, foram transferidos para
sala de crescimento, a temperatura de 27 + 1°C com fotoperiodo de 16 horas
diarias e intensidade luminosa de 35 pumol.m™s™. O delineamento experimental

foi inteiramente ao acaso, com 4 repetigdes de 3 tubos com 15 mL do meio de



cultura, em esquema fatorial 5x5.

Apos 60 dias, as plintulas foram avaliadas com base nas seguintes
caracteristicas: altura da parte aérea (APA), nimero de folhas (NF), peso da
matéria fresca da parte aérea (PMFPA), peso da matéria seca da parte aérea
(PMSPA), comprimento das raizes (CR), peso da matéria fresca das raizes
(PMFR) e peso da matéria seca das raizes (PMSR).

5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Na Tabela 1 esta apresentado o resumo da analise de variancia dos testes
utilizados para a avaliagdo de pléntulas oriundas de embries imaturos de frutos
de tangerineira ‘Poncd’ cultivados in vitro em diferentes concentracdes de sais

do meio MS e de sacarose.

TABELA 1 - Resumo da analise de variincia para APA, NF, PMFPA, PMSPA,
CR, PMFR e PMSR, de plintulas oriundas de embrides imaturos
de frutos de tangerineira ‘Ponca’ cultivados in vitro em diferentes
concentra¢des de sais do meio MS e de sacarose. UFLA, Lavras-

MG, 2000.

Causade g QM

Variagdo APA  NF PMFPA  PMSPA CR PMFR  PMSR
Sais 4 T.79%* 4734%% 184382%F 168,12% 15,14%* 728.49°% 130,07
Sacarose(S) 4 0,69*  443**  44071**  1049** 222%* ]193**  10.66**
SaisXS 16 0335**  4,54**  48443**  1357*%  214%% 2284** 2302°*
Residuo 75 005 0,13 3,19 037 005 019 0,05

% 162 9,9 94 99 156 50 6,3

* ¢ **: significativo a0 nivel de 5 e 1% de probabilidade respectivamente.

Houve efeito significativo tanto para sais e sacarose como para a

interagdo entre os dois fatores, a 1% de probabilidade, em todas as variaveis
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testadas (Tabela 1).

A analise de regressdo para altura da parte aérea (Figura 1) mostra que o
aumento da concentracdo de sais do meio MS até o nivel de 100% promove um
correspondente incremento no desenvolvimento das plantulas, em todas as
concentragdes de sacarose utilizadas. O melhor resultado foi alcangado com
100% dos sais associados a 30,0 g.L™' de sacarose. Houve redugdo na altura da
parte aérea em concentragdes de sais superiores a 100% do meio MS, para todas
as concentragdes de sacarose, exceto com 60 g L, que com maior nivel de sais
(200%), mostrou um crescente aumento da altura da parte aérea.

Os resultados obtidos demonstram que o meio MS, nas concentracdes
originais de sais (100%) e de sacarose (30g.L"), promove suficiente
desenvolvimento da parte aérea de plantas oriundas de embrides imaturos de
citros. O menor crescimento da parte aérea verificado em niveis mais elevados
de sais foi atribuido a provavel toxidez e outros problemas de origem fisiologica,
apontados por Sato (1994) quando do uso do meio MS para determinadas
espécies. A constatagio de que na auséncia, bem como em concentragoes
inferiores e superiores a 30g.L™' de sacarose, ocorre menor crescimento da parte
aérea, corrobora as afirmagdes de Caldas, Haridasan e Ferreira (1998) de que nas
concentragGes efetivas do meio de cultura, os carboidratos podem estimular
determinados processos e inibir outros. E muitas vezes as concentragoes
utilizadas para promover o crescimento dos explantes podem ser inibitérias para
a sintese de clorofila.

Outro fato que precisa ser levado em conta é que foram utilizados
embriGes em diferentes fases de desenvolvimento, os quais, por conseguinte tém

exigéncias diferentes quanto ao potencial osmético.
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FIGURA 1. Altura da parte aérea de plantulas oriundas de embrides imaturos de
frutos de tangerineira ‘Poncd’ cultivados in virro em diferentes
concentra¢Ges de sais do meio MS e de sacarose. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

Para a variavel nimero de folhas (Figura 2), a analise de regressio
mostra que o melhor resultado foi verificado com 100% de sais, porém com 15,0
8.L" de sacarose. Verificou-se tendéncia de decréscimo no nimero de folhas em
concentragdes de sais superiores a 100% do meio MS, em todas as

concentragdes de sacarose.

18



(0 g/L) Y; = 2.0009 + 4,6349 X - 2.0778 X* =809
(15 g/L) Y. = 1.3365 + 10,2677 X - 5.0117 X* R®=99,9
(30 g/L) Y5 =0,8529 + 7.9793 X - 3.4722 X° 2=96.9
@5 g/L) Y= 1,1337+7.7977 X ~ 33479 X° R*=83.9
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FIGURA 2. Numero de folhas de plantulas oriundas de embrides imaturos de
frutos de tangerineira ‘Ponc3’ cultivados in vitro em diferentes
concentragdes de sais do meio MS e de sacarose. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

Para a varidvel peso da matéria fresca da parte aérea, observa-se pela

Figura 3, que os resultados obtidos demonstram que com 100% de sais do meio

MS, o melhor desenvolvimento foi verificado com a concentragio 15,0 gL de

sacarose. Tanto para 15,0 como para 30,0 g L™ de sacarose houve tendéncia de

aumento no peso da matéria fresca da pane aérea até a concentragio de 100%

dos sais de MS e conseqiiente redugio em niveis mais elevados. Usando-se 60

gL? de sacarose, registrou-se aumento do peso da matéria fresca até a

concentra¢do de 50% de sais. Posteriormente verificou-se um decréscimo ao
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.

nivel de 100% de sais e, finalmente, registrou-se um leve aumento no

desenvolvimento até o nivel 200% de sais do meio MS

(15 g/L) Y, = 4.3600 + 84,9855 X - 39,2838 X* R’=919

(30 g/L) Y. = 6,8231 + 7.2797 X + 43,4877 X* - 22.5859 X° R =863

(60 g/L) Y3 =2,7161 + 68,9322 X — 84,0852 X° + 27.0295 X> R* =983
50,0 1

Peso Matéria Fresca
Parte Aérea (mg)

0,0 T T Y T Y 1
0 50 100 150 200 250

Concentragdes de sais do meio MS (%)

—o—15 giL. —&—30 g/lL. —A—60 giL
(Sacarose)

FIGURA 3. Peso da matéria fresca da parte aérea de plantulas oriundas de
embrides imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponci’ cultivados in
vitro em diferentes concentragdes de sais do meio MS e de
sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Para o peso da matéria seca da parte aérea (Figura 4), os melhores
resultados foram obtidos com 100% de sais do meio MS, na concentragdo de 15
g.L" de sacarose. Registrou-se tendéncia de aumento no peso da matéria seca da
parte aérea até a concentragdo de 100% dos sais de MS e uma redugio em
concentragdes superiores.

Houve reducdo também no peso da matéria seca da parte aérea como
conseqiliéncia do aumento das concentragdes de sacarose. Estes dados

concordam com afirmagdes de Hoffmann (1999) de que ha decréscimo no
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numero de folhas e raizes em decorréncia da elevagdo da concentracdo de
sacarose, de 15 para 60 g.L"', em microestacas de macieira. Estes dados devem
estar associados a ocorréncia de vitrificagdo, pois, carboidratos podem afetar o

estado hidrico dos explantes.

(0g/L)Y, = 1,9515 + 14.7254 X - 6.3968 x‘-"“ R* =743
(15 g/L) Y2 = 1.4634 + 21,1540 X - 9.5896 X° R®=96.9
(30 gL) Y5=1.9992 + 16.3554 X - 7.3676 X~ R’ =932
(45 g/L) Y,=2.8381 +9.3563 X —4.1330 X* _ R*=178.1
(60 2/L) Y5 =2,0309 + 20.6260 X —23.3576 X° + 6.9552 X° R*=171.1
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S 3 9,0
ST 60
8 E 3 0
i

0,0 1 L] | ] i L}
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—6—0 g/L —F—15 g/L —A—30 g/L —>¢—45 g/L —¥—60 g/L

(Sacarose)

FIGURA 4. Peso da matéria seca da parte aérea de plantulas oriundas de
embrides imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponci’ cultivados in
vitro em diferentes concentragdes de sais do meio MS e de
sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Considerando que a matéria seca ¢ constituida principalmente pelos
carboidratos insoluveis presentes na parede celular (celulose, hemicelulose ¢
lignina). o aumento da disponibilidade de carbono facilmente assimilavel, como

a sacarose, aumenta a sintese destes compostos até determinado limite. Estas

fragdes, denominadas “sistemas de protecio”, foram estudadas por Silva et al.



(1993) em mudas micropropagadas de amora-preta. Os autores observaram
maiores teores de celulose e hemicelulose em plantas aclimatizadas. Teores
reduzidos destes compostos foram associados com a elevada sensibilidade a
estresses em plantas cultivadas in virro.

Os resultados apresentados na Figura 5 mostram que com aumento dos
niveis de sais do meio MS até 100%, houve um significativo incremento no
comprimento de raizes para todas as concentracdes de sacarose. O melhor
resultado foi alcangado com 100% de sais, porém com 15.0 g L' de sacarose.

Observa-se que os resultados, tanto para a altura da parte aérea como
para o comprimento de raizes (Figuras 1 e 5) no nivel de 100% de sais do meio
MS, os indices obtidos foram semelhantes, com a concentragao de 15 gL' de
sacarose. Esta similaridade nos resultados é normal na cultura de embrides.
mesmo havendo primeiramente a emissio de raizes e posteriormente o
surgimento da parte aérea. Isso acontece em trabalhos de propagacio in vitro via
organogeénese direta, nos quais o balanceamento entre as concentragdes de
auxina e citocinina interferem positivamente tanto na emissio da parte aérea

como no desenvolvimento do sistema radicular (Murashige, 1974).
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(OgL) Y, =-0.5035+4.7133 X - 1.9374 X* R*=81.2

(15 g/L) Y2 =0.3968 + 5.0879 X - 2,3167 X S=75.1

(30 g/L) Y3 = 10,2055 + 3,2991 X — 1,4209 X* R* =889

(60 g/L) Y4=0,1173 +3,7973 X - 1.5421 X* R =710
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FIGURA 5. Comprimento de raizes de plantulas oriundas de embrides imaturos
de frutos de tangerineira ‘Poncd’ cultivados in vitro em diferentes
concentra¢ies de sais do meio MS e de sacarose. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

Observa-se, pela Figura 6, um significativo aumento do peso da matéria
fresca de raizes com a elevagio da concentracdo de sais até o nivel de 100%,
para todas as concentragdes de sacarose, exceto na concentragdo de 60 gL' Na
concentragdo 60 gL' de sacarose, o melhor nivel de sais foi 50%.

Independentemente da concentra¢io de sacarose utilizada, o aumento
dos niveis de sais acima de 100% do meio MS promoveu suave reducio do peso
da matéria fresca de raizes, exceto na concentragio de 60 g.L™.

E importante ressaltar que tanto para o peso da matéria fresca da parte
aérea como para o peso da matéria fresca das raizes (Figuras 3 e 6) na
concentragdo de 60 g.L"' de sacarose, os resultados foram semelhantes ao nivel
de 50% de sais do meio MS.
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(0gL) Y, =-1,7154 +29.4180 X - 10,7487 X> R* =830

(15 g/L) Y2 = - 0.4554 + 25,6887 X - 9,6034 X° =990

(30 g/L) Y3 = 02414 + 23,8689 X - 9,2221 X° *=90,1

(45 g/L) Y. = 1,6038 + 18.4214 X - 6,7340 X* . R*=889

(60 g/L) Ys = - 1.0400 + 53,3059 X - 59,1610 X* + 17,9635 X>  R*=87.5
18,0 N

Peso Matéria
Fresca Raizes (mg)
»

o
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Concentragoes de Sais do meio MS (%)

—0—0g/L —E—15g/L —A—30 g/ ~—3—45 g/l —¥—60 giL.

(Sacarose)

FIGURA 6. Peso da matéria fresca das raizes de plantulas oriundas de embrides
imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponci’ cultivados in vitro em
diferentes concentragdes de sais do meio MS e de sacarose. UFLA,
Lavras-MG, 2000,

Os dados verificados para a varidvel peso da matéria seca de raizes
(Figura 7) evidenciam significativo aumento até o nivel de 100% de sais do
meio MS e redugdo em niveis mais elevados, nas concentragdes 0,0; 15,0 e 30,0
g.L"' de sacarose. O melhor resultado foi atingido na auséncia de sacarose com
100% dos sais do meio MS.

Observa-se que para as variaveis peso da matéria fresca (Figura 3) e seca
(Figura 4) da parte aérea e peso da matéria fresca (Figura 6) e seca (Figura 7)

das raizes, houve certa similaridade nos dados ao nivel de 50% de sais do meio
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MS, na concentragdo de 60,0 g.L"' de sacarose. Pode-se notar que a formacio do
sistema radicular exigiu menores concentra¢es de sacarose em relagio ao
desenvolvimento da parte aérea. As plantulas na fase de enraizamento comegam
a apresentar atividade fotossintética, pois, possuem folhas clorofiladas e podem
crescer em meio livre de agucar, desde que sejam proporcionadas maiores
concentragées de CO, dentro do frasco e intensidade luminosa (Caldas,
Harndasan e Ferreira, 1998). Nestas condigdes, a sacarose tende a inibir a
atividade da enzima Ribulose-1-5-Bifosfato Carboxilase Oxigenase; portanto, a
eficiéncia fotossintética. Neste experimento, a inibigdo citada nem sempre esteve
presente, pois em alguns casos a concentracio mais elevada de sacarose

promoveu efeitos similares a auséncia desse carboidrato.

O gL)Y, =-1,6340+17.2597 X - 6.7626 X* R =868

(15 g/L) Y. =-0459] + 14,2579 X - 5.6798 X* R°=939

(30 g/L) Y3 =- 00400 + 9.0741 X - 3.0615 X* R*=999

(60 g/L) Yq=-0,8737 + 42,7374 X - 56,4007 X" — 18.2145X> R*=79.0
10,0 -

8,0 -
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FIGURA 7. Peso da matéria seca de raizes de plantulas oriundas de embrides
imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponci’ cultivados in vitro em
diferentes concentra¢des de sais do meio MS e de sacarose. UFLA,
Lavras-MG, 2000.



6 CONCLUSOES

Para as condi¢es em que o experimento foi conduzido, pode-se concluir
que:

* Ha influéncia da sacarose e dos niveis de sais do meio MS, sobre o
crescimento e desenvolvimento tanto da parte aérea como do sistema
radicular de plntulas oriundas de embrides de Citrus reticulata Blanco
‘Poncid’;

* Melhores resultados para as variaveis relacionadas i parte aérea sio obtidos
com uso de 100% dos sais do meio MS e 15-30 gL' de sacarose;

* As varidveis relacionadas ao desenvolvimento do sistema radicular, quanto
a0 peso de matéria seca, apresentam melhores resultados com uso de 100%

dos sais do meio MS, na auséncia ou com 15 g.L" de sacarose.
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CAPITULO 3

1 RESUMO

ALVES, Guilherme Pereira. Cultivo ir vitro de embrides imaturos de frutos
de Citrus reticulata Blanco ‘Ponca’ oriundos de polinizagdo natural: pH
e dgar. Lavras-MG: UFLA, 2000. 835p. (Tese — Doutorado em Agronomia)

Objetivou-se estudar a influéncia do pH e do agar no cultivo in vitro de embrides
imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponca’ (Citrus reticulata Blanco) oriundos
de polinizagdio natural. Foram testadas diversas combinagles entre
concentracbes de agar (0,0; 3,5; 7,0; 10,5 e 14,0 g.L™"), em meio de cultura MS
ajustado a diferentes pHs (3,7; 4,7; 5,7 e 6,7), e posteriormente esterilizado em
autoclave a 121°C por 20 minutos. Esses tratamentos permaneceram por 48
horas no escuro, e posteriormente em sala de crescimento a temperatura de 27 £
1°C, com fotoperiodo de 16 horas diarias em intensidade luminosa de 35
umol.m?s! O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 4
repeti¢des de 3 tubos com 15 mL do meio de cultura, em esquema fatorial 5x4.
Apos 60 dias, as plantulas foram avaliadas com base nas seguintes
caracteristicas: altura da parte aérea, nimero de folhas, comprimento de raizes,
peso da matéria fresca e seca da parte aérea, peso da matéria fresca e seca das
raizes. Ha influéncia das concentragdes de agar e dos niveis de pH sobre o
crescimento e desenvolvimento tanto da parte aérea como do sistema radicular
de plantulas oriundas de embrides de Citrus reticulata Blanco ‘Poncd’; As
plantulas obtidas do cultivo in vitro de embrides de Citrus reticulata Blanco
‘Poncd’, alcangaram melhor desenvolvimento em meio de cultura ajustado em
PH 3,7-4,7 na auséncia ou em baixas concentragdes de agar (3,5g.L™).

Palavras-chave: Fruticultura, propagacio, citricultura, cultura de tecidos,
cultura de embrides, biotecnologia, melhoramento, tangerina



3 -ABSTRACT

ALVES, Guilherme Pereira. In vitro culture of Citrus reticulata Blanco
‘Poncd’ immature embryos from natural fertilization: pH and agar.
Lavras: UFLA, 2000. 85p. (Thesis - Doctorate in Agronomy).

It was aimed to study the influence of pH and agar on the in virro culture of
immature embryos of mandarin fruits ‘Ponc3’ (Citrus reticulata Blanco) from
natural pollination. Several combinations were tested among agar concentrations
(0.0 3,5; 7,0; 10,5 and 14,0 g.L'™"), in MS culture medium adjusted to different
PHs (3,7; 4,7; 5,7 and 6,7), and later sterilized in autoclave at 121 °C for 20
minutes. Those treatments remained for 48 hours in darkness and, afterwards in
growth room at 27 + 1°C temperature with 16 daily hours’ photoperiod under
light intensity of 35 pumol.m™s”. The experiment was conducted in completely
randomized in 5 x 4 factorial with four replicates, each one constituted by three
test tubes. After 60 days, the seedlings were evaluated on he basis of the
following characteristics: height of the aerial part, number of leaves, length of
roots, weight of the fresh and dry matter of the aerial part, weigh of the fresh and
dry matter of the roots. There are influences of the 4gar concentrations and of
the pH levels on the growth and development both of the aerial part and root
system of seedlings from embryos of Citrus reticulata Blanco ‘Poncd’; The
seedlings obtained from the in vitro culture of Citrus reticulata Blanco ‘Ponci’
embryos, reached better development in culture medium adjusted to pH 3,7 - 4,7
in the absence or at low agar concentrations (3,5 g.L™).

Key-words: Fruit-growing, citrus culture, tissue culture, embryo culture,
bictecnology, improvement, mandarin fruits.
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3 INTRODUCAO

Os meios nutritivos podem ser liquidos ou sdlidos. O agar, um
polissacarideo extraido de algas marinhas, é o agente solidificante mais
comumente usado. Para alguns explantes, o meio liquido fornece melhores
resultados em funcdo principalmente da maior disponibilidade de nutrientes e
possibilidade de diluigio de substéncias fendlicas liberadas no meio de cultura
pelo proprio explante. Meios liquidos normalmente exigem algum tipo de
suporte ou agitacio para fornecer oxigénio necessario a respiragio do explante
(Caldas et al., 1990).

O pH é um fator critico e muito importante do meio de cultura,
influenciando a disponibilidade de nutrientes, fitorreguladores e no grau de
solidificagdo do agar. Se bem ajustado, o pH pode promover maior e melhor
aproveitamento dos nutrientes pelo explante. Por exemplo, o pH influi na
utilizacdo do aménio como fonte de nitrogénio em células vegetais. Para um
crescimento adequado da maioria das especies, o pH ideal é de 5,0 a 6,5 (Pierik,
1987). Se os niveis de pH forem inferiores a 4,5 e superiores a 7,0, podera
ocorrer paralisagdo do crescimento e do desenvolvimento explante in vitro
(Murashige, 1974).

A vanagio de pH no meio de cultura pode ser devida a absor¢do
diferencial do cation (aménio) e do anion (nitrato), sendo que a absorgdo
preferencial de NH,™ acarreta redugio no pH, podendo o meio tomar-se liquido,
dependendo da qualidade e da concentracio de agar (Singha, Oberly e Towsend,
1987).

Nomalmente, o pH do meio de cultura é ajustado aplicando-se hidroxido
de sédio (NaOH) ou acido cloridrico (HCI), tomando o meio mais alcalino ou
mais acido (Pierik, 1987). A maior ou a menor variagio do pH pode influenciar

direta ou indiretamente na absorcio de nutrientes pelo explante, implicando no



crescimento e desenvolvimento do embrido. A regeneracio e a sobrevivéncia de
brotos de Actinidia deliciosa foram intensamente reduzidas em niveis de pH
superiores a 5,7; entretanto, as melhores respostas de crescimento de calo foram
encontradas nos valores de pH 7,0 e 7,5 (Marino e Battistini, 1990).

O agar ¢ reconhecido como agente gelificante e comumente utilizado
nos meios de cultura (Singha, 1984; George, 1993). Algumas vantagens foram
atribuidas ao agar (George, 1993). Por sua acdo solidificante, uma vez
adicionado & 4gua, forma um coléide, que submetido a 100°C tomna-se liquido e
solidifica-se a 45°C, mantendo-se estavel nas temperaturas de incubacdo, tendo a
propriedade de ndo ser digerido pelas enzimas vegetais e ndo reagir com os
constituintes do meio de cultura.

Existem varias marcas comerciais disponiveis de agar (Singha, 1984;
George, 1993), que usualmente sio utilizadas em concentragdes que variam de
0,4 a 1,0% (Caldas et al., 1998). Entretanto, recomenda-se minimiza-lo ou
otimiza-lo no preparo do meio pelo fato do agar ser considerado o componente
de maior custo do meio de cultura (Singha, 1984; George, 1993; Peixoto e
Pasqual, 1995).

Diferentes resultados foram atribuidos ao agar por Scholten e Pierik
(1996) ao analisarem as suas propriedades fisicas e quimicas. Alguns tipos de
agar com elevado poder gelificante mostraram os melhores desempenhos. Bons
resultados foram também mostrados, como efeito do pH de uma suspensio de
agar a um baixo conteudo de enxofre. O indice de difusdo de ions de enxofre no
agar, diferiu entre os géis, porém isso ndo explicaria as diferengas no
desenvolvimento do agar. O tempo de autoclavagem tem um efeito marcante
sobre o poder gelificante, entretanto afeta extremamente o seu desempenho.
Analises quimicas revelaram grandes diferencas entre os tipos de agar. Os
melhores apresentaram conteido de sais relativamente baixo. Um dos melhores

agars apresentou alto contetido de micronutrientes. As impurezas, especialmente



de micronutrientes, estavam fortemente ligadas ao agar. Concentragdes de sais
do meio Murashige ¢ Skoog (MS) superiores a 30% foram totalmente
imobilizadas no gel. Em pH 4,2 foi observado maior percentual de nitrogénio e
de potassio no meio MS do que em pH 5,7. O cloro pode ser completamente
exaurido, parecendo ser um bom indicador para a pureza e qualidade do agar. Na
presenca do AgNO;, a contaminagdo por cloro pode facilmente ser visualizada.

Tanto a presenca de inibidores organicos e inorganicos ligados ao agar
(Pierik, 1987), quanto a qualidade e a concentragio de agar, afetam as
caracteristicas quimicas e fisicas do meio de cultura (Debergh, 1983), e em razio
disso, o crescimento do explante in vitro também sera afetado (Romberger ¢
Tabor, 1971).

Os meios solidos ou semi-solidos, sio mais comuns na fase de
multiplicagdo. Os meios liquidos, apesar de serem homogéneos, de preparo
rapido e de menor custo, devido auséncia de agar, necessitam suportes fisicos ou
sistemas de agitagdo, para fomecer oxigénio suficiente a respiragdo do explante
(Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990 e Grattapaglia ¢ Machado, 1990).

Singha (1982), observou maior disponibilidade e absor¢io de nutrientes
pelos explantes, quando estes foram colocados em meios liquido e semi-sélido.
Os melhores resuitados obtidos nestes meios ocorrem devido a maior facilidade
de absorgdo de nutrientes e reguladores de crescimento, e ao maior contato entre
o explante e o meio, 0 que ndo ocorre nos meios solidos, onde ha somente
contato basal. O exudado proveniente do explante serd mais facilmente diluido
em meio liquido do que em meio com agar sélido, evitando desta maneira o
acumulo de tais compostos téxicos (Pierik, 1987).

A ocorréncia de vitrificagio dos explantes em meios liquidos ou menos
geleificados foi observada por Peixoto e Pasqual (1995), os quais apresentaram
anormalidade no sen desenvolvimento, resultando em plantas menos vigorosas,

com folhas grandes, translicidas e hastes lenhosas. Essa vitrificagdo, por ser um



disturbio fisiologico que normalmente ocorre em plantas cultivadas in vitro
(Kevers et al,, 1984), é bastante comum em meios liquidos ou com baixa
concentragdo de agar ou quando a planta possui grande disponibilidade de agua
(Pierik, 1987).

Grattapaglia e Machado (1990) e Brand (1993) verificaram decréscimo
de explantes vitrificados quando a concentragio de agente solidificante foi
aumentada no meio de cultura, porém ocorreu redugdo significativa na
multiplicagdo e crescimento de brotos. Debergh (1983) evitou a vitrificagdo em
Cynara scolymus usando agar 1,1%.

Para a obtengdo de uma consisténcia adequada do meio de cultura, a
concentracio de agar necessaria varia conforme o tipo de explante a ser
cultivado, a qualidade do agar e o pH do meio (Murashige, 1974).

Objetivou-se, com o presente trabalho, estudar a influéncia do pH e do
agar no resgate in vitro de embrides imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponca’

(Citrus reticulata Blanco).

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras-MG
(UFLA). Foram utilizados frutos de polinizagdo natural com aproximadamente
120 dias de idade, coletados em plantas de tangerineira (Citrus reticulata
Blanco) ‘Poncd’, previamente selecionados por apresentarem melhores
condi¢des fitossanitarias. As sementes dos frutos foram removidas e tratadas
com alcool-70% por cinco minutos e posteriormente em hipoclorito de sodio-2%
por 20 minutos, sendo em seguida lavadas trés vezes em agua destilada e

autoclavada.



Com auxilio de microscopio estereoscopico, bisturi e pinga, os
tegumentos das sementes foram separados longitudinalmente pela regido oposta
a micropila, tomando-se o cuidado de nido provocar danos aos embrides
(Ribeiro, 1997).

Todos os embrides, independentemente dos estadios em que se
encontravam, foram excisados e inoculados individualmente em tubos de ensaio
contendo 15 mL do meio MS (Murashige e Skoog, 1962), modificado em
relagdo ao agar (0,0; 3,5; 7,0; 10,5 e 14,0 g.L"), ajustados em diferentes valores
de pH (3,7; 4,7, 5,7 e 6,7), em todas as combinagGes possiveis. Esses
tratamentos permaneceram por 48 horas no escuro e posteriormente em sala de
crescimento a temperatura de 27 + 1°C, com fotoperiodo de 16 horas diarias em
intensidade luminosa de 35pmol.m™?s’. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, com 4 repeti¢des de 3 tubos com 15 mL do meio de
cultura, em esquema fatorial 5x4.

Apos 60 dias, as plantulas foram avaliadas com base nas seguintes
caracteristicas: altura da parte aérea (APA), numero de folhas (NF), peso da
matéria fresca da parte aérea (PMFPA), peso da matéria seca da parte aérea
(PMSPA), comprimento das raizes (CR), peso da matéria fresca das raizes
(PMFR), peso da matéria seca das raizes (PMSR).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 esta apresentado o resumo da analise de variancia dos testes
utilizados para a avaliagdo de plantulas oriundas de embrides imaturos de frutos
de tangerineira ‘Ponca’ cultivados in vitro. em diferentes concentracdes de agar

e pH.
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qualquer significincia para pH 4,7 em todos os niveis de agar.

(pH4.7) Y, =2.1174 - 0.2735X + 0,0237X° R°=83.7

oo
e o
[ I ]

S = p o A
QOO
(= B = B ]
(

4 { 1 4 ] L

3 6 9 12 15
Concentragoes de agar (g/L)

Altura da Parte
Aérea (cm)

(=]

—o—pH 4,7

FIGURA 1. Altura da parte aérea de plantulas oriundas de embrides imaturos de
frutos de tangerineira ‘Poncd’ cultivados in vitro. em diferentes
concentrages de agar e pH no meio MS. UFLA, Lavras-MG,
2000,

Comparando-se as Figuras 1 e 2, observa-se que no melhor nivel de pH
(4,7 para altura da parte aérea e 3,7 para numero de folhas), as curvas sio
inversas, ou seja, o favorecimento ao crescimento da parte aérea se da em
detrimento do niimero de folhas formadas. Este fato pode estar ligado & maior
homogeneidade do meio liquido, pois gradientes de nutrientes se estabelecem
com o crescimento dos tecidos, sobre meio sélido, que ndo se formam em meio
liquido. E possivel também que as concentragoes otimas de sais em meio solido
sejam mais elevadas que as concentragdes Gtimas para crescimento em meio

liquido, devido as restriges na velocidade de difusdo de nutrientes que o meio



solido impde. Outra explicagdo é que o uso de elevadas concentracdes de agar
contornam o problema de vitrificagio normalmente verificado em culturas
realizadas em meio liquido, conforme citagdo de Debergh (1983).

(PH3.7) Y = 4.4644 + 1.5036X - 0.1014X° . R=731
(PH 5.7) Y2 = 5.1247 + 2,0134X - 0,3659X" + 0,1153X> R*=82_5
(pH 6.7) Y3 =3.9334 + 2,3181X - 0.4594X" + 0.0209X° R*=98.1

2 15,00 -

&

L 10,00 -

©

© 5,00

£

2 0,00 T T T T 1

0 3 6 9 12 15

Concentragdes de agar (g/L)
—0—pH 3,7 —A—pH 5,7 —¢—pH 6,7

FIGURA 2. Numero de folhas de plintulas oriundas de embrides imaturos de
frutos de tangerineira ‘Poncd’ cultivados in vitro em diferentes
concentra¢bes de agar e pH no meio MS. UFLA, Lavras-MG,
2000.

O melhor peso da matéria fresca da parte aérea (Figura 3) foi obtido em
pH 3,7 € 3,5 g.L"! de agar. Para as demais aferigdes de pH 4,7; 5,7 e 6,7, houve
resposta mais expressiva na auséncia de agar, observando-se queda quase linear
com o aumento dos niveis de agar. Estes resultados podem ser explicados pela
tendéncia de absorgdo de agua pelos tecidos das plantulas quando cultivadas em
meio mais aquoso (Williams e Leopold, 1989), causa esta atribuida a hidrélise
do agar autoclavado em meio mais acidificado (Caldas et al., 1998).



(PH 3.7) Y; = 49,0187 + 30,1627X - 5,6434X° + 0.2325X°R* = 97.7

(pH 4,7) Y- = 68.4309 — 7.3217X +0,1756X> R*=85.1
(pH 5.7) Y3 = 74,9410 - 10.5668X + 0,4012X° R’=954
(pH 6.7) Y, = 75,1955 - 9.4540X + 0.3104X° R*=88.1
£ 100,00
[
o
m = 75,00
gE
...'l m
23
S 2500
]
7]
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Concentragao de agar (g/L)

—O0—pH 3,7 —B—pH 4,7 —A—pH 5,7 —¢—pH 6,7

FIGURA 3. Peso da matéria fresca da parte aérea de plintulas oriundas de
embndes imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponca’ cultivados in
vitro. em diferentes concentracbes de agar e pH no meio MS.

UFLA, Lavras-MG, 2000.
Para a variavel peso da matéria seca da parte aérea, observa-se pela
Figura 4, que para a aferi¢do de pH 4,7 com o nivel 3,5 gL' de agar, foram
registrados os melhores resultados. Uma certa similaridade foi observada para a
aferi¢do de pH 6,7, com a mesma concentragdo de agar. Para as demais aferi¢Ses
de pH 3,7 e 5,7, diferentes resultados foram alcangados na mesma concentracio

de agar.



(PH 3.7) Y, = 28.2938 + 1,2784X - 0,2540X> R* =788
(pH 4.7) Y2 = 26,3119 + 10,4673X - 2,5038X" + 0,1178X*> R?=829
(PH 5,7) Y5 = 19,4448 + 3,7051X — 1,1039X° + 0,0547X° >=88.8
(PH 6.7) Y, = 259459 + 10.6563X - 2,6028X>+ 0,1244X> R* =839
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—o—pH 3,7 —8—pH 4,7 —A—pH 5,7 ——pH 6,7

FIGURA 4. Peso da matéria seca da parte aérea de plantulas oriundas de
embrides imaturos de frutos de tangerineira ‘Poncd’ cultivados in
vitro. em diferentes concentragdes de agar e pH no meio MS.
UFLA, Lavras-MG, 2000.

Esses resultados obtidos para a variavel peso da matéria seca da parte
aérea, no cultivo de embrides imaturos de tangerineira ‘Poncd’, foram similares
aos alcangados por Rezende (1996) no estudo da multiplicacdio ‘in vitro’ de Kiwi
(Actinidia deliciosa Liang e Ferguson var. deliciosa) s. ‘Hayward’ e ‘Matua’,
segundo os quais melhores resultados foram alcancados com concentra¢es mais
baixas de agar (0,48%) e pH ajustado para 4,2.

Em relac3o ao crescimento médio de raizes, observa-se, na Figura 5, que
o maior crescimento foi obtido com pH 3,7 na auséncia de agar. Observa-se

também que pH 5,7 promoveu crescimento satisfatorio, porém ao nivel 3,5 gL’
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de agar. Para esta varidvel, em todas as concentragdes de agar, nio houve

significancia para a aferi¢io do pH em 4,7.

(PH 3.7) Y; = 9.4016 - 1.9879X + 0,3300X’ - 0.0154X> R’=78.9
(pH 5.7) Y2 = 34933 + 3,5326X - 0,6491X° + 0,0277X> R’=83,0
(pH 6.7) Y2 = 3.7629 + 1.7548X - 0.3275X° + 0.0136X° R°=89.9

__ 10,00
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S'g 4,00
g (1 4
Sg 200
0,00 L] L§ 1 1 L] 1
0 3 6 9 12 15

Concentragoes de agar (g/L)

—0—pH 3,7 —A—pH 5,7 —%¢—pH 6,7

FIGURA 5. Comprimento de raizes de plantulas oriundas de embriSes imaturos
de frutos de tangerineira ‘Ponca’ cultivados in vitro. em diferentes
concentragdes de agar e pH no meio MS. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Ja o maior peso da matéria fresca das raizes como pode-se observar na

Figura 6, foi obtido com a aferi¢io de pH 4,7, na auséncia de 4gar. Para as

aferi¢des de pH 5,7 e 6,7, os resultados obtidos foram similares ao pH 4,7, na

auséncia de dgar. Uma queda quase linear é observada com o aumento das
concentragdes de agar em qualquer ajuste de pH.
Maior peso da matéria seca das raizes (Figura 7) foi obtido para a

aferi¢do de pH 4,7, na auséncia de agar. Para as aferi¢es de pH 5,7 e 6,7,

melhores resultados foram alcangados para o peso da matéria seca das raizes

com o nivel 3,5 g.L" de agar. Houve tendéncia de reducio no peso da matéria
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seca de raizes a medida que aumentaram as concentragdes de agar, para todos os

ajustes de pH.

(PH 3.7) Yy = 51.0442 + 9,9394X - 2,8780X° +0.1393X> R>=906
(PH 4,7) Y2 = 64,7036 - 9,0222X + 0,3268X> R?=96.4
(PH 5.7) Y5 = 65,0774 - 8.8368X + 0,3107X° R =963
(PH 6.7) Y4=67.0691 — 10,5031X + 0,4225X> R?*=93,5
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FIGURA 6. Peso da matéria fresca das raizes de plantulas oriundas de embrides
imaturos de frutos de tangerineira ‘Ponca’ cultivados in vitro. em
diferentes concentragdes de agar e pH no meio MS. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

Os resultados obtidos para o cultivo in vitro de embrides de Citrus
reticulata Blanco ndo foram compativeis com os de Pierik (1987) para a afericdo
de pH 3,7, o qual menciona que em niveis de pH abaixo de 4,5, o crescimento e
desenvolvimento in vitro ficam prejudicados. Uma hipétese que pode explicar
este melhor comportamento dos embrides em pH mais acido é a elevada
concentracdo de nitrogénio existente na formulagio do meio MS, normalmente
considerada excessiva. Ha indicios de que o pH mais acido dificulta a utilizagdo
do aménio como fonte de nitrogénio em células vegetais, enquanto pH mais

alcalino diminui a utilizagdo do nitrato.
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(pH 3.7) Y; = 12.2968 + 2.6825X - 0,7174X" + 0.0338X° f =83.0
(PH4.7) Y. =42.0476 - 7,1521X + 0,3035xf R’=969
(pH 5.7) Y; = 22,8416 - 2.4902X + 0.0650X> R*=82.0

(pH 6.7) Y3 = 15.1064 + 2.1199X - 0,7369X" + 0.0373X° R* =912

Peso Matéria
Seca Raizes (mg)
boand &b

3 6 9 12 15
Concentragao de agar (g/L)

o

—0—pH 3,7 —B—pH 4,7 —A—pH 57 —%—pH 67

FIGURA 7. Peso da matéria seca de raizes de plantulas oriundas de embrides
imaturos de frutos de tangerineira ‘Poncd’ cultivados in vitro, em
diferentes concentragdes de agar e pH no meio MS. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

6 CONCLUSOES

Para as condigdes em que o experimento foi conduzido, pode-se concluir que:
» Ha influéncia das concentragdes de agar e dos niveis de pH sobre o crescimento
e desenvolvimento tanto da parte aérea como do sistema radicular de plantulas
oriundas de embrides de Citrus reticulata Blanco ‘Ponca’;
» Plantulas obtidas do cultivo in vitro de embrides de Citrus reticulata Blanco
‘Ponci’, alcangam melhor desenvolvimento em meio de cultura ajustado em
pH 3,7-4,7 na auséncia ou em baixas concentragdes de agar (3,5 gL,

exceto para o peso da matéria fresca da raiz na auséncia de agar em pH 6,7.
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CAPITULO 4

1 RESUMO

ALVES, Guilherme Pereira. Cultivo in vitro de embrides imaturos de frutos
de Citrus reticulata Blanco ‘Ponci’ oriundos de polinizagio por Citrus
sinensis (L.) Osbeck ‘Pera’: F otoperiodo. Lavras-MG: UFLA, 2000. 85p.
(Tese — Doutorado em Agronomia)

Objetivou-se estudar, nas condigdes in vitro, a influéncia do fotoperiodo sobre
embribes imaturos oriundos de frutos do cruzamento entre Citrus sinensis (L)
Osbeck ‘Pera’ vs. Citrus reticulata Blanco ‘Ponci’. Os embrides foram
inoculados em meio MS de cultura, adicionado de acido giberélico (GA;) - 0,3
mg.L" e carvio ativado - 1,0 mg L™, previamente esterilizado a 121 °C por 20
minutos. Os tratamentos constaram dos seguintes fotoperiodos: 8, 10, 12, 14, 16,
18 horas e luz continua, a temperatura de 27°C, transferidos para estufas tipo
B.O.D.. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 4
repeti¢des de 3 tubos com 15 mL do meio de cultura. Apos 60 dias, as plantulas
foram avaliadas com base nas seguintes caracteristicas: altura da parte aérea,
numero de folhas, peso da matéria fresca da parte aérea, comprimento das raizes
e peso da matéria fresca das raizes. Fotoperiodos com menores niimeros de
horas (8 a 14) proporcionaram melhor desenvolvimento da parte aérea de
plantulas oriundas de embrides imaturos do cruzamento Cirrus sinensis (L)
Osbeck x Citrus reticulata Blanco. Fotoperiodos com maiores niimeros de horas
(14 a 24) proporcionaram melhor desenvolvimento do sistema radicular de
plantulas oriundas de embrides imaturos de polinizagio por Citrus sinensis (L.)
Osbeck x Citrus reticulata Blanco.

Palavras-chave: Fruticultura, citricultura, hibridacdo, cultura de embrides,
fotoperiodo, melhoramento, tangerina, laranja.
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2 ABSTRACT

ALVES, Guilherme Pereira. /n vitro culture of immature embryos from fruits of
Citrus reticulata Blanco ‘Ponca’ fertilized by Citrus sinensis (L.) Osbeck
‘Pera’. Photoperiod Lavras-MG: UFLA, 2000. 85p. (Thesis - Doctorate in

Agronomy).

It was aimed to study the in the in vitro conditions the influence of photoperiod
on immature embryos from cross between Cirrus reticulata Blanco ‘Ponci’
versus Citrus sinensis (L.) Osbeck ‘Pera’. The embryos were inoculated in MS
culture medium, added with gibberellic acid (GA;) -0,3 mg.L" and activated
charcoal -1,0 mgL", previously sterilized at 121 °C for 20 minutes. The
treatments consisted of the following photoperiods: 8, 10, 12, 14, 16, 18 hours
and continuous light at temperature of 27 °C, transferred to B.O.D.types stoves:
The experiment was conducted in completely randomized design with four
replicates, each one constituted by three tube tubes. After 60 days the seedlings
were evaluated on the basis of the following characteristics: aerial part height,
number of leaves, aerial part fresh matter weight, roots length and root fresh
matter weight. Photoperiods with smaller numbers of hours (8 to 14) provided
better development of the aerial part of seedlings from immature embryos of
pollination of Citrus sinensis (L.) Osbeck x Citrus reticulata Blanco.
Photoperiods with larger numbers of hours (14 to 24) provided better
development of the root system of seedlings from immature embryos of
pollination of Citrus sinensis (L.) Osbeck x Citrus reticulata Blanco.

Key-words: Citrus production, hybridization, embryos culture, photoperiod,
temperature, breeding.
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3 INTRODUCAO

O crescimento das plantas é controlado por fatores genéticos e
ambientais, os quais atuam conjuntamente através de processos fisiologicos. A
luz interfere nos processos fotossintéticos e de fotomorfogénese, através da
qualidade (comprimento de onda), quantidade (intensidade luminosa ou fluxo de
fotons) e duragdo (fotoperiodo) (Economu e Read, 1987).

O fotoperiodo afeta os niveis hormonais endogenos das plantas e,
conseqitentemente, modifica o seu crescimento atuando diferentemente para
cada espécie (Salisbury e Ross, 1991).

Para haver efeito fotoperiddico, a quantidade de energia luminosa total
necessaria ¢ insignificante, pois, na realidade, a duragio do periodo do escuro é
que atua como agente controlador de diversos processos fisioldgicos das plantas
(Bolonhezi, 1991; Salisbury e Ross, 1991; Thomas e Vince-Prue, 1997).

Gamer e Allard (1920) estiveram entre os primeiros a realizarem
trabalhos com algumas espécies, como o fumo e a soja, com objetivo de estudar
a influéncia da luz sob o ponto de vista do comprimento do dia como o principal
fator sincronizador do florescimento dessas espécies. A esses estudiosos deve-se
a introdugdo dos termos “fotoperiodo e fotoperiodismo™, os quais expressam a
duracdo do dia e a resposta dos organismos vivos a mudangas sazonais em seu
ambiente, ou seja, a duragdo relativa do dia e da noite (Hilman, 1969).

Gamer e Allard (1923) consideraram que a inflorescéncia, crescimento
radicular, formagdo de pigmentos vegetais, tuberizagio de raizes, dorméncia de
gemas, germinacdo de sementes, formagio de orgdos de armazenamento e
crescimento vegetativo, estdo sob controle fotoperiodico.

Camara (1991) relata que a floragio é o fendmeno mais estudado, sendo
o periodo escuro o mais importante para a sua indugio. De acordo com Logan e

Krotkov (1968), a produgdo de matéria seca é o melhor indice de crescimento e
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pode ser util para avaliar as condigdes relativas de luz requeridas pelas espécies.
A quantidade total de matéria seca acumulada pela planta (Benincasa, 1988) é
um reflexo direto da fotossintese liquida, somada a quantidade de nutrientes
absorvidos, o que corresponde a uma pequena parcela dela.

Em embrides rudimentares de llex ja foi demonstrado que a
embriogénese tardia é afetada pela luz (Hu e Ferreira, 1998). Apos 48 ou 72
horas, parece haver perda do controle da luz sobre a embriogénese tardia neste
género de plantas. No cultivo de embrides das espécies citricas, alguns
pesquisadores recomendam que apés a inoculagdo, estas devem permanecer por
48 horas no escuro e, posteriormente, em sala de crescimento a temperatura de
27 + 1°C, com fotoperiodo de 16 horas diarias em 35 uMm™.s™” de intensidade
luminosa.

Ao estudar a batata-doce ([pomoea batata), Folquer (1978) afirmou que
os elementos climaticos que estimulam o crescimento vegetativo sio o
fotoperiodo longo, altas luminosidade e temperatura, enquanto os requerimentos
contrarios seriam as condigGes necessarias para a tuberizagio. No entanto, Bonsi
et al. (1992) verificaram que apesar da batata-doce ser normalmente cultivada
sob fotoperiodo superior a 12 h, trés cultivares sob condi¢des controladas e
submetidas a fotoperiodos de 12 e 24 h, em luz continua, produziram mais raizes
tuberosas do que as cultivadas sob fotoperiodo de 12 h, indicando que a luz continua
ndo inibiu a iniciagdo das raizes tuberosas nas cultivares testadas. Por outro lado, 16
h de luz promoveram crescimento da parte aérea ¢ incremento em matéria seca,
enquanto o numero de tubérculos foi promovido em fotoperiodo de 9 horas.

McDavid e Alamu (1980) constataram que a produgdo de raizes
tuberosas de Jpomoea batatas. foi maior sob fotoperiodo de 11,5 a 12,5 h, do
que sob condi¢des de 18 h e 8 h de luz. Constataram também, que esta espécie
ndo possui obrigatoriedade em termos fotoperiodicos para a producio de

tubérculos, pois produziu raizes tuberosas sob dias curtos (8 h luz), dias neutros
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(12 h luz) e dias longos (18 h luz), sugerindo que o estimulo para a tuberizagdo
seja independente do fotoperiodo.

Trabalhando com plantulas de Jpomoea batatas (L.) Lam., cultivadas in
vitro, Figueiredo (1995) demonstrou que o fotoperiodo promoveu o crescimento
vegetativo das plantulas, mas ndo teve efeito algum sobre a formacdo de raizes
tuberosas in vitro.

Moser e Hess (1968), trabalhando com dalia (Dahlia variabilis Willd)
sob casa-de-vegetagio, verificaram que a tuberizagdo das raizes, foi regulada por
um fotoperiodo de 11 a 12 horas.

Em especies tropicais como a mandioca (Manihot esculenta Crantz), a
producdo de raizes tuberosas € maior sob dias curtos (Faria, 1998), podendo esta
producdo estar associada a um numero maior de raizes ou a uma redugio de
crescimento na parte aérea. De acordo com Moser e Hess (1968), o crescimento
da parte aérea tem resposta oposta aos 6rgdos de reserva, tanto que o fotoperiodo
regula uma relagdo competitiva entre estas partes.

Estudando os efeitos de varias concentragdes de sacarose em diferentes
fotoperiodos, Souza (1995) demonstrou que a melhor combinagiio para o porta-
enxerto de macieira, ‘MM.111’, foi de 60 g.L"' de sacarose com fotoperiodo de 8
horas, para a cultivar Ebano de amora-preta, 35,2 g.L"' de sacarose e fotoperiodo
de 16 horas.

Estudos com plantulas e segmentos caulinares de algumas espécies
apresentaram resultados conflitantes com relagdo a influéncia de diferentes
fotoperiodos (Delgado et al., 1996), o que tem sido atribuido ao fato de queluz é
um entre os varios fatores que interferem no crescimento e desenvolvimento
vegetal.

Trabalhando com plantas de Solidaster puteus, hibrido (Solidago
hybriden vs. Aster ptarmicoide), em casa-de-vegetagdo, Roncancio et al. (1996)
testaram os fotoperiodos de 8h, 12h, 14h, 16h, 18h e 20h e luz continua (24h),



no outono-invemo e 8h e 20h, no periodo de verdo-outono. Os resultados
demonstraram que o padrdo de desenvolvimento das plantas variou em fungio
do fotoperiodo e da temperatura. O pericdo outono-inverno, apresentou um
aumento no comprimento do caule e decréscimo no nimero de folhas mantidas
em fotoperiodos mais longo que 16 h. Em contrapartida, o fotoperiodo até 16 h,
o numero de folhas foi crescente nas plantas. Houve formagdo de brotos basais,
sob fotoperiodos curtos e de ramificagdes laterais e florais sob fotoperiodos
longos. O periodo outono-verdo, apresentou um aumento do comprimento do
caule e do numero de ramifica¢des laterais, florais sob o fotoperiodo de 20 h.
Em fotoperiodo de 8 h (verio-outono), houve redugio do numero de
ramificagSes laterais. Constatou-se também que, a indugdo floral ocorreu em
todos os fotoperiodos com maior ocorréncia em fotoperiodos de 16 h ou mais
Objetivou-se testar a influéncia de fotoperiodo sobre o cultivo iz vitro de
embnides hibridos oriundos da polinizagio controlada de Citrus sinensis Osbeck

‘Pera’ x Citrus reticulata Blanco ‘Ponca’.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, MG
(UFLA).

Plantas adultas de laranjeira ‘Pera’(Citrus sinensis (L.) Osbeck) e
tangerineira ‘Poncd’ (Citrus reticulata Blanco), apresentando bom estado
nutricional e fitossanitirio foram, respectivamente, selecionadas como
progenitores masculino e feminino para os trabalhos de hibridagdo controlada.

Botdes florais de Citrus sinensis no estadio de baldo foram coletados e

armazenados em placas de petri por aproximadamente 48 horas até a antese e



abertura das anteras, quando foram polinizadas as inflorescéncias  da
tangerineira ‘Poncd’, que também se encontrava no estadio de balio.

As polinizagSes foram execultadas nos periodos de insolagdo mais
branda do dia, ou seja, até as 9:00 h e apés as 16:00 h, utilizando apenas uma
planta, totalizando 102 cruzamentos interespecificos.

As flores femininas foram emasculadas, e depois de friccionar as anteras
das flores do progenitor masculino em fase de liberacio de grdos de polen sobre
seus estigmas, cada flor foi protegida com saco de papel e etiquetada,
eliminando-se as demais flores, deixando apenas uma flor por ramo. Dentre as
flores polinizadas, apenas 12 flores foram fecundadas, havendo queda
fisiologica de 4 frutos. Os frutos que permaneceram na planta, foram coletados
para analise ao final de 120 dias apos a hibridacio.

Foi realizada uma unica coleta e os frutos foram colocados em varios
sacos de polietileno de cor preta, tamanho 20 x 28 x 0,03 cm com aberturas
laterais (atmosfera modificada), e em seguida armazenados em geladeira a
temperatura de 5 + 1°C por até 135 dias. A cada [5 dias uma amostra era
retirada, seus embrides excisados e cultivados in vitro.

Para o tratamento referente a testemunha (periodo zero), logo apés a
coleta dos frutos, estes foram lavados, cortados ao meio no sentido transversal e
suas sementes foram removidas com auxilio de uma espatula. Em seguida, em
camara de fluxo laminar, as sementes foram submetidas a assepsia com alcool-
70% por cinco minutos e hipoclorito de sodio-2% por 20 minutos, e
posteriormente lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada. Com auxilio
de microscopio estereoscdpico, bisturi e pinga, os tegumentos das sementes
foram separados longitudinalmente pela regido oposta a micropila, tomando-se
sempre o cuidado de nd3o provocar danos aos embrides ao serem excisados
(Ribeiro, 1997).



Todos os embrides, independentemente dos estadios em que se
encontravam, foram excisados e inoculados individualmente em tubos de ensaio,
contendo 15 mL do meio MS, acrescido de 0,3 mg.L™ de 4cido giberélico (GAs)
e de 1 g.L" de carvio ativado, e depois foram acondicionados em estufas tipo
B.O.D,, sob temperatura constante de 27 °C e intensidade luminosa de 43
umol.m™.s™, sendo que os tratamentos constaram dos seguintes fotoperiodos: 8,
10, 12, 14, 16, 18 horas e luz continua. O experimento foi conduzido em
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, cada uma
constituida por trés tubos de ensaio.

Apés 60 dias as plantulas foram avaliadas em relagdo as seguintes
caracteristicas: altura da parte aérea(APA), nimero de folhas (NF), peso da
matéria fresca da parte aérea (PMFPA), comprimento das raizes (CR) e peso da
matéria fresca das raizes (PMFR).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 esta apresentado o resumo da analise de varincia dos testes
utilizados para a avaliagio de plantulas oriundas de frutos de Citrus reticulata
Blanco ‘Ponca’ polinizados por Citrus sinensis (L.) Osbeck ‘Pera’ em diversos
fotoperiodos.

Houve efeito significativo de fotoperiodo, a 1% de probabilidade, para
todas as caracteristicas analisadas, exceto para numero de folhas que ndo

mostrou significincia (Tabela 1).

WU
[¥3)



TABELA 1 - Resumo da analise de variincia para APA, NF, PMFPA, CR e
PMFR, de plantulas de embrides imaturos oriundos de frutos de
Citrus reticulata Blanco ‘Poncd’ polinizados por Citrus sinensis
(L.) Osbeck ‘Pera’ em diversos fotoperiodos. UFLA, Lavras-MG,
2000.

Causade GL QM

variagdo ) APA NF PMFPA CR PMFR

Tratamento 6 0,3001** 11,5942 90,8199** 2,1374** 10,3724**
Residuo 21 0,0800 1,1662 18,9663 6,3087 0,9857

% 16,6 29,5 13,9 24,4 18,0

**: significativo a0 nivel de 1% de probabilidade

Para a altura da parte aérea, os embrides expostos a 8 h diarias luz,
apresentaram plantulas maiores (Figura 1), apesar de ndo terem sido
identificadas diferengas significativas para os tratamentos com 10, 12, 14, 18 e
24 h de exposicdo a luz. Foi observado, que os embrides cultivados sob regime
de 16 h de luz e 8 h de escuro, condigdo padrio para a maioria dos cultivos
realizados em laboratorio, proporcionaram o pior resultado em termos de altura
da parte aérea de plantulas. Estes dados podem estar relacionados ao fato de que,
na sala de crescimento, onde foram mantidas as culturas com tratamento “16 h
luz e 8 h escuro”, existe uma maior desuniformidade das condigdes de
temperatura e luz. Além disso, nessas condi¢des, a quantidade de radiagio
fotossinteticamente ativa ¢ sensivelmente menor (32 pmol.m™s™) que aquela
observada na estufa tipo B.0.D. (43 pmol.ms™).

Na Figura 2, pode-se observar, que os resultados obtidos para a variavel
numero de folhas foram estatisticamente iguais, portanto, nio houve variagio em
relagdo a fotoperiodos.

Verificou-se, no entanto, tendéncia de maior nimero de folhas no
tratamento “24 h luz continua™ e diferengas significativas talvez nio tenham sido
identificadas em razdo do alto coeficiente de variagdo (29,5%) diagnosticado

para esta caracteristica.
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FIGURA 1. Altura da parte aérea de plintulas oriundas de embrides imaturos
excisados de frutos de Citrus reticulata Blanco, ‘Poncid’,
originados de polinizagao por Citrus sinensis (L.) Osbeck, ‘Pera’,
em diversos fotoperiodos. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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FIGURA 2. Numero de folhas de plantulas oriundas de embrides imaturos
excisados de frutos de Cirrus reticulata Blanco , ‘Ponca’ originados
de polinizagdo por Citrus sinensis (L.) Osbeck , ‘Pera’, em diversos
fotoperiodos. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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Observa-se na Figura 3, que os melhores fotoperiodos para peso da
matéria fresca da parte aérea, foram 10, 12 e 14, e o tratamento “16 h luze 8 h
escuro” foi inferior aos demais. Estes resultados sio similares aos da Figura 1,
para altura da parte aérea.

Quanto as respostas dos fotoperiodos em relagio ao comprimento das
raizes, o tratamento “24 h luz” foi superior aos demais, ndo diferindo
estatisticamente do tratamento “14 h de luz” (Figura 4).

Isso mostra que a eficiéncia do crescimento pode estar relacionada a
habilidade de adaptacdo das plantas as condicdes de luz do ambiente in vitro, a
intensidade de luz (Ferreira e Hu, 1989), ou a qualidade desta (Hu e Ferreira,
1989), podendo também influenciar o desenvolvimento embrionirio. Os
embrides rudimentares no estadio cordiforme em iniimeras espécies de Jex sio
sensiveis a luz, quando excisadas e cultivadas in vitro (Hu, 1976; Ferreira e Hu,
1984).
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FIGURA 3. Peso da matéria fresca da parte aérea de plantulas, oriundas de
embrides imaturos, excisados de frutos de Citrus reticulata Blanco,
‘Ponca’, originados de polinizagdo por Citrus sinensis (L.) Osbeck,
‘Pera’, em diversos fotoperiodos. UFLA, Lavras-MG, 2000.
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FIGURA 4. Comprimento de raizes de plantulas, oriundas de embrides imaturos
excisados, de frutos de Cirrus reticulata Blanco, ‘Ponci’,
originados de polinizagdo por Citrus sinensis (L.) Osbeck, ‘Pera’,
em diversos fotoperiodos. UFLA, Lavras-MG, 2000.

A sensibilidade destes embrides desaparece apos 4 dias de incubagdo no
escuro e eles crescem até a maturidade, na luz. Em outras palavras, depois de ser
iniciado, o processo fisiolégico ndo pode ser mais revertido (Hu e Ferreira,
1998), o que notadamente aconteceu em relagdo ao tratamento 24 h luz, que
mostrou uma total sensibilidade a duragdo da luz ou do fotoperiodo.

O comprimento das raizes foi beneficiado pelo aumento do niimero de
horas de luz. O que poderia explicar os resultados obtidos, é uma possivel
degradagdo do acido indol acético, presente nos brotos pela elevada quantidade
de luz, fazendo com que essa reducio no conteido de auxina, pudesse ter
determinado a redugdo no numero de raizes por broto e aumentasse o
comprimento das mesmas.

Os resultados obtidos para a variavel peso da matéria fresca das raizes
(Figura 5) mostraram que o melhor tratamento foi “24 h luz”, ndo diferindo no
entanto de “18 e 14 h luz”. O tratamento “16 h luz”, da mesma forma que em

caracteristicas anteriores, foi inferior aos demais.
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FIGURA 5. Peso da matéria fresca das raizes de plantulas, oriundas de embrides
imaturos excisados de frutos de Citrus reticulata Blanco, ‘Poncd’,
originados de poliniza¢do por Citrus sinensis (L.) Osbeck, ‘Pera’,
em diversos fotoperiodos. UFLA, Lavras-MG, 2000,

Entre as variaveis em estudo, o tratamento “16 h luz/8 h escuro” foi
inferior para altura da parte aérea, comprimento das raizes, peso da matéria
fresca da parte aérea e das raizes. Entretanto, para numero de folhas, este

tratamento mostrou-se igual aos demais.

6 CONCLUSOES

Nas condigdes em que o experimento foi conduzido, pode-se concluir que:

» Fotoperiodos com menores niimeros de horas (8 a 14) proporcionam melhor
desenvolvimento da parte aérea de plantulas oriundas de embrides imaturos do
cruzamento Citrus sinensis (L.) Osbeck x Citrus reticulata Blanco.

* Fotoperiodos com maiores nimeros de horas (14 a 24) proporcionam melhor
desenvolvimento do sistema radicular de plantulas oriundas de embrides

imaturos do cruzamento Citrus sinensis (L.) Osbeck x Citrus reticulata Blanco.
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CAPITULO 5

1 RESUMO

ALVES, Guilherme Pereira. Cultivo in vitro de embrides imaturos de frutos
de Citrus reticulata Blanco ‘Ponca’ obtidos de poliniza¢do por Citrus
sinensis (L.) Osbeck ‘Pera’: Armazenamento de frutos e sacarose.
Lavras-MG: UFLA, 2000. 85p. (Tese - Doutorado em Agronomia)

Objetivou-se avaliar a influéncia de diversas concentragdes de sacarose no
cultivo in vitro de embrides imaturos oriundos de frutos de Citrus reticulata
Blanco ‘Poncd’, obtidos de polinizagio controlada Citrus sinensis (L.) Osbeck
‘Pera’, armazenados por varios periodos de tempo a baixas temperaturas. Em
uma unica coleta, os frutos foram colocados em sacos pretos de polietileno, com
aberturas laterais e em seguida armazenados em geladeira a temperatura de 5 +
1°C por até 135 dias. A cada 15 dias uma amostra era retirada, seus embrides
excisados e cultivados in vitro. Todos os embrides, independentemente dos
estadios de desenvolvimento em que se encontravam, foram excisados e
inoculados individualmente em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio MS,
acrescido de sacarose nas concentragdes (0,0; 1,5; 3,0; 6,0;12,0; 18,0e 24,0 g.L"
", de 0,3 mg L' de acido giberélico (GA;) e de 1.0 gL' de carvio ativado.
Esses tratamentos permaneceram por 48 horas no escuro e, posteriormente em
sala de crescimento a temperatura de 27 + 1°C, com fotoperiodo de 16 h em
intensidade luminosa de 32 pmol.m™s™. Nos primeiros 45 dias apos a
instalagdo do experimento, foram avaliadas as plantulas do periodo zero de
armazenamento dos frutos e, sucessivamente, da mesma forma, os demais
periodos de armazenamento. As caracteristicas avaliadas foram: altura da parte
aérea, numero de folhas, peso da matéria fresca da parte aérea, peso da matéria
seca da parte aérea, comprimento de raiz, peso da matéria fresca das raizes e
peso da matéria seca das raizes. Péde-se concluir que: é possivel armazenar
frutos imaturos para posterior excisdo e cultura de embrides; frutos com 120
dias apés a hibridagdo podem ser armazenados por até 135 dias sem prejuizo da
viabilidade dos embriGes; melhor desenvolvimento, tanto da parte aérea como
do sistema radicular de plantulas oriundas de embrides de Citrus reficulata
Blanco, ¢ observado em meio MS acrescido de 12-18 g.L" de sacarose.

Palavras-chave: Fruticultura, embrides, sacarose, melhoramento, propagagao,
armazenamento.
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2 ABSTRACT

ALVES, Guilherme Pereira. In vitro culture of immature embryos from
Citrus reticulata Blanco ‘Poncd’ fruits fertilized by Citrus sinensis (L.)
Osbeck ‘Pera’: Storage of fruits and sucrose. Lavras-MG: UFLA, 2000.
85p. (Thesis-Doctorate in Agronomy).

It was aimed in the present work to evaluate the influence of several sucrose
concentrations on the in vitro culture of immature embryos from Citrus
reticulata Blanco 'Poncd’ fruits obtained from controlled pollination by Citrus
sinensis (L) Osbeck 'Pera’, stored for several periods of time at low
temperatures. A single collection was performed , the fruits were put into black
polyethilene bags wit side openings and next stored in refrigerator at the
temperature of 5 + 1 °C for up to 135 days, Every fifteen days, one sample was
removed, its embryos excised and cultured in vitro. All the embryos regardless
of the developmental stages in which they were excised and inoculated
individually into test tubes containing 15 mL of the MS medium, added with
sucrose at the concentrations of (0,0; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 18,0 and 24,0 g L"), 0,3
mg.L" gibberellic acid (GA3) and 1,0 g.L"' activated charcoal. Those treatments
remained for 48 hours in darkness and afterwards in growth room at the
temperature of 27 = 1°C with 16 h photoperiod and light intensity of 32 wmol.m™.s™.
In the first 45 days after the installation of the experiment, the seedlings were
evaluated of the period zero of storage. The evaluated characteristics were:
height of the aerial part , number of leaves, weight of the fresh of the aerial part,
weight of the dry matter of the aerial part, root length, weight of the fresh matter
of roots and weight of the dry matter of roots. It may be concluded: it is possible
to store immature fruits for posterior incision and embryo cultivation. Fruits
aged 120 days after pollination may be stored for up to 135 days without any
damage to the viability of embryos: better development both of the aerial part
and root system of seedlings from embryos of citrus reticulate Blanco was
observed in MS medium added with 12-18 g.L"! of sucrose.

Key-words: Fruit-growing, embryos, sucrose, improvement, propagation,
storage.
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3 INTRODUCAO

Em qualquer programa de melhoramento, milhares de hibridagdes sdo
realizadas para aumentar a possibilidade de obtencio do individuo almejado com
os objetivos inicialmente propostos. No caso particular do melhoramento de
citros, usa-se a cultura de embrides imaturos para dar condi¢des aos embrides
zigéticos de se desenvolverem, para permitir a identificagdo precoce de plantulas
originadas de embriGes zigéticos. O armazenamento destes frutos permite que os
embrides sejam excisados e cultivados ao longo de um maior periodo de tempo.

A conservagio de frutos em cimaras com baixas temperaturas pode
minimizar os processos que levam ao envelhecimento do fruto. O objetivo da
conservagdo de frutos citricos em cimaras frias é manté-los durante o mais
longo periodo de tempo possivel num estado de maturacao ja adquirido, pois ao
contrario dos outros, os citricos ndo sofrem alteragdes drasticas na composicio
apos a colheita. Isto se deve a sua baixa atividade respiratoria, ou seja, sio frutos
n3o climatéricos e, por isso, de facil armazenamento (Cheftel e Cheftel, 1976).
Portanto, como nos frutos climatéricos, a conservagdo dos frutos citricos em
baixas temperaturas visa principalmente evitar perdas de peso por desidratagio e
ataque de fungos. A desidratagdo ou perda de peso ocorre devido a diferenca de
pressdo de vapor entre o fruto e o ambiente que o cerca (Bem-Yehoshua, 1979).

Baixas temperaturas de conservagio dos frutos, mesmo sendo superiores
ao ponto de congelamento, podem produzir danos de frio nos frutos com
sintomas variados. Normalmente essas alteracdes aparecem apods a saida da
camara, quando em temperatura ambiente (Cuquerella et al., 1983). Entre os
frutos citricos, o limdo parece ser o mais sensivel as baixas temperaturas de
armazenamento, podendo apresentar sintomas como depressdes na casca, que
depreciam o fruto e geram perdas (Castro e Ferraz, 1982). Castro (1985) relatou

que lim3es conservados a 5°C apresentaram-se ainda verdes mas com sintomas
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de danos fisioldgicos causados pelo frio apos 4 a 5 semanas. Nos frutos
conservados a 10°C, o autor ndo observou tais sintomas, mas os limdes estavam
completamente amarelos apds 2 a 3 semanas de armazenamento.

A baixa temperatura durante o armazenamento retarda os processos de
maturagido e o envelhecimento precoce dos frutos. Se muito baixa, ela impede
certos disturbios fisiologicos que podem ocorrer em temperaturas inadequadas
(Bleinroth, 1986).

Gomes (1995) estudou a influéncia da idade, coloragio extemna e
armazenamento dos frutos na qualidade de sementes de pepino (Cucumis sativus
L.), obtidas de frutos com idade de 30, 35, 40 e 45 dias apds a antese,
armazenadas em condigSes ambientais de galpdo fechado durante zero, quatro,
oito e 12 dias. O armazenamento beneficiou a qualidade das sementes, em
especial as sementes dos frutos mais novos.

O armazenamento de sementes requer consideravel atencio para a
manuten¢do dos embrides viaveis. Quando acontece a deterioragdo, a perda da
germinagdo € apenas uma conseqiiéncia mensuravel, ocorrendo juntamente com
outras mudangas detrimentais. Alguns fatores, como umidade, temperatura,
caracteristica genética, maturidade, gases, luz ¢ dorméncia, afetam a
longevidade das sementes em condigdes ambientais ou durante o
armazenamento em ambiente controlado (Barton, 1961). Temperatura e umidade
do ar destacam-se como sendo os principais fatores que afetam a qualidade
fisiologica da semente (Corréa, 1997). Em geral, a conservagdo é conseguida
pela redugio da atividade metabolica das sementes, através da diminui¢io da
umidade, temperatura e concentragio de oxigénio do ambiente (Barton, 1961;
Roberts, 1972).

Janick (1966) observou que as melhores temperaturas exigidas para o
armazenamento de sementes dependem da espécie e do periodo desejado. Para a

maioria delas, as temperaturas de 0°C e umidade relativa de 50-60% sao
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consideradas apropriadas para manter plena viabilidade, pelo menos durante um

ano.

Bachi (1958) manteve a viabilidade de sementes de limdo Cravo (Citrus
limonia Osb.) e laranja caipira (Citrus sinensis Osb.) por quatorze meses, em
temperaturas de 2-3°C e teor de umidade das sementes ao redor de 30%.

Krishna e Shanker (1977) estudaram a longevidade de sementes de
Citrus karna, C. jambhiri, C. limonia e Citrange Rusk (Poncirus trifoliata vs.
Citrus sinensis) armazenando-as sob temperaturas ambientes ¢ de 8°C, em
recipientes herméticos, em sacos plasticos ou de papel, com ou sem dissecantes,
por cinco meses. Citrus karna e Citrange Rusk mostraram 100% de viabilidade
das sementes, enquanto C. jambhiri e C. limonia mostraram, respectivamente,
viabiliadde de 84 ¢ 80% quando armazenadas em sacos plasticos com CaCl,, em
baixas temperaturas.

Trabalhando com maracuja amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa
Deg.), Almeida et al. (1988) estudaram o efeito do armazenamento na
germina¢do usando sementes colhidas em diferentes estadios de maturagio e
concluiram que as sementes retiradas de frutos coletados 70 dias apos a antese
apresentaram maiores porcentagens de germinacio. As sementes foram
armazenadas sob trés condigdes (ambiente natural, cimara seca e cdmara fria),
para entdo avaliar a sua viabilidade aos seis e 12 meses de amazenamento. Os
autores concluiram, também, que houve aumento na germinagio das sementes
apos seis meses de armazenamento nos trés ambientes, porém; as sementes, apos
12 meses conservadas sob condigdes ambientais, ndo germinaram igual a zero.

A armazenagem das sementes de maracujazeiro (Passiflora edulis Sims.
f. flavicarpa) pode ser feita colocando-as secas dentro de sacos de polietileno e
armazenando-as por cerca de um ano em refrigerador, 4 temperatura de 5 a 10°C

(Sdo José, 1991; Ruggiero et al., 1996). Sementes de marmeleiro (Cvdonia
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oblonga Mill.) podem ser armazenadas por 24 meses em embalagens de plastico
em ambiente frigorifico, com 80% de emergéncia (Dall’Orto et al., 1985).

Apesar da existéncia de relatos sobre os efeitos de fatores ambientais,
ndo ¢ facil postular o efeito de um fator em particular (Sharma, Kaur ¢ Kumar,
1996). De modo geral, os embrides excisados de plantas proprias do clima
temperado requerem temperaturas mais baixas que aqueles excisados de plantas
de clima tropical ou subtropical (Narayanaswami e Norstog, 1964). Por
exemplo, temperatura otima para embrides de batata é 20°C, enquanto para
embrides de algodio é 32°C.

Luz durante os primeiros dias de cultura deve ser evitada, pois, induz
germinagdo precoce dos embrides. No entanto, alta intensidade de luz pode
suprimir germinagio precoce em alguns casos (Rijven, 1952).

No caso de cultura de embrides de pessegueiro (Zagaja et al., 1960),
cerejeira e ameixeira (Zagaja, 1962a) e pereira (Zagaja, 1962b), tratamento de
embrides com baixas temperaturas é um fator essencial. Embrides ndo sujeitos a
baixa temperatura exibiram baixa vitalidade e germinagdo, produziram plantas
com folhas deformadas e crescimento em forma de rosetas. Estas deformagGes
nao foram evitadas mesmo com repetidos tratamentos a base de GA; (Zagaja,
1962a; Zagaja et al.,, 1963). Embrides submetidos a temperaturas de 1-5°C
formaram plantulas com crescimento normal apds serem transferidos para meio
de cultura por um periodo de pelo menos 40 dias.

A sacarose e outros agucares constituem o grupo de substincias mais
utilizadas para o crescimento e desenvolvimento das plantas. Os carboidratos
sdo a principal fonte de carbono e a principal origem da energia necessaria para
a manuten¢do de todos os processos bioquimicos e fisiologicos das plantas apos
a separagdo da planta-méae (Caldas et al., 1998).

As células, tecidos e plantulas cultivadas in vitro nio encontram

condigdes de iluminagdo e concentragdo de CO, e as vezes n3o apresentam
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teores de clorofila suficientes para realizar a fotossintese ou a realizam em niveis
muito baixos. O crescimento da maioria das culturas é sustentado pela fonte de
carboidrato adicionada ao meio, que fomece energia metabolica e esqueletos
carbénicos para a biossintese de aminoacidos e proteinas, polissacarideos
estruturais como a celulose, enfim, todos os compostos organicos necessarios
para o crescimento das células (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).

A sacarose (Strickland et al., 1987) ¢ o dissacarideo mais amplamente
encontrado na natureza e a principal forma pela qual os carboidratos sdo
transportados na maioria das espécies de plantas. Assim, tem-se que a sacarose
esta € o melhor carboidrato para a suplementagio dos meios de cultura para
plantas in vitro, sendo composta por uma molécula de glicose e uma de frutose
unidas por uma liga¢do glicosidica «-1,2. A sacarose ndo é um agucar redutor e
embora seja extremamente sensivel a hidrélise acida, ¢ quimicamente inerte e
altamente solivel em agua (Goodwin e Mercer, 1983).

Para Swedlund e Locy (1993), a maioria dos estudos na utilizacdo de
carboidratos in vitro tem por objetivo encontrar uma fonte de carbono que
proporcione Gtimo crescimento. Na maioria dos casos, a sacarose, a glicose e a
frutose proporcionam os maiores ganhos em peso das culturas, geralmente com
pequenas diferencas entre elas, o que leva a conclusdo de que a sacarose é a
melhor fonte de carbono a ser usada, j& que além de proporcionar crescimento
étimo, € de custo baixo (Mello, 1998).

Nao s6 a fonte de agucar tem grande influéncia nos processos de cultivo
in vitro como sua concentragdo efetiva. Para muitas espécies, a sacarose é
empregada nos meios de cultura em uma concentragio entre 2-4%. Abaixo desta
faixa, pode ocorrer clorose generalizada na cultura, e acima dela podem ocorrer
problemas de excessivo potencial osmético do meio, o que leva a uma
deterioracdo das culturas (Grattapaglia e Machado, 1990).
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De acordo com Caldas, Haridasan e Ferreira (1998), a multiplica¢do e o
crescimento de plantas in vitro também dependem do explante e a concentragdo
de sacarose pode ser limitante para a atividade da redutase de nitrato, que possui
atividade in vitro e é responsavel pela utilizag3o do nitrato pelas células.

Varias concentragdes sdo utilizadas em espécies citricas para diversas
finalidades, assim como 5% de sacarose (Beloualy, 1991; Gavish et al., 1991).
Todavia, concentragdo acima de 5% apresentou melhor resultado para o
processo de microenxertia em Citrus (Navarro et al., 1975). Ja a concentragdo de
3% proporcionou satisfatorio desenvolvimento em cultura de gemas axilares de
laranja ‘Valéncia’ (Pasqual e Ando, 1989a,b).

O presente trabalho objetivou avaliar a influéncia de diversas
concentragdes de sacarose no cultivo in vitro de embrides imaturos oriundos de
frutos de Citrus reticulata Blanco ‘Poncd’, obtidos de polinizago artificial por
Citrus sinensis (L.) Osbeck ‘Pera’, armazenados por varios periodos de tempo a

baixas temperaturas.

4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, MG
(UFLA).

Plantas adultas de Laranjeira ‘Pera’(Citrus sinensis (L.) Osbeck)
apresentando bom estado nutricional e fitossanitario foram, respectivamente,
selecionadas como progenitores masculino e feminino para os trabalhos de
hibridagdo controlada.

Botdes florais de Citrus sinensis no estadio de baldo foram coletados e

armazenados em placas de petri por aproximadamente 48 horas até a antese e
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abertura das anteras, quando foram polinizadas as inflorescéncias  da
tangerineira ‘Ponca’, que também se encontrava no estidio de balio.

As polinizagdes foram execultadas nos periodos de insolacio mais
branda do dia, ou seja, até as 9:00 h e apés as 16:00 h, utilizando apenas uma
planta, totalizando 102 cruzamentos interespecificos.

As flores femininas foram emasculadas, e depois de friccionar as anteras
das flores do progenitor masculino em fase de liberagdo de grdos de polen sobre
seus estigmas, cada flor foi protegida com saco de papel e etiquetada,
eliminando-se as demais flores, deixando apenas uma flor por ramo. Dentre as
flores polinizadas, apenas 12 flores foram fecundadas, havendo queda
fisiologica de 4 frutos. Os frutos que permaneceram na planta foram coletados
para analise ao final de 120 dias apés a hibridacdo.

Foi realizada uma tnica coleta e os frutos foram colocados em varios
sacos de polietileno de cor preta, tamanho 20 x 28 x 0,03, cm com aberturas
laterais (atmosfera modificada), e em seguida armazenados em geladeira a
temperatura de 5 + 1°C por até 135 dias. A cada 15 dias, uma amostra era
retirada, seus embrides excisados e cultivados in vitro.

Para o tratamento referente a testemunha (periodo zero), logo apos a
coleta dos frutos, estes foram lavados, cortados ao meio no sentido transversal e
suas sementes foram removidas com auxilio de uma espatula. Em seguida, em
cdmara de fluxo laminar, as sementes foram submetidas a assepsia com alcool-
70% por cinco minutos e hipoclorito de sodio-2% por 20 minutos, e
posteriormente lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada. Com auxilio
de microscdpio estereoscopico, bisturi e pinga, os tegumentos das sementes
foram separados longitudinalmente pela regido oposta a micropila, tomando-se
sempre o cuidado de ndo provocar danos aos embrides ao serem excisados
(Ribeiro, 1997).
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Todos os embrides, independentemente dos estadios de desenvolvimento
em que se encontravam, foram excisados e inoculados individualmente em tubos
de ensaio contendo 15 mL do meio MS, acrescido de sacarose nas concentragdes
0,0; 1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 18,0 e 24,0 g.L", de 0,3 mg.L"' de acido giberélico (GA;)
e de 1.0 g.L" de carvdo ativado. Todos os tratamentos permaneceram por 48
horas no escuro e, posteriormente em sala de crescimento a temperatura de 27 *
1°C, com fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 32 umol.m?s™.

Esse cnitério foi aplicado a todos os tratamentos testados (0,0; 15; 30;
45; 60; 75; 90, 105; 120 e 135 dias de armazenamento). Quarenta e cinco dias
apoés a instalagdo de cada tratamento, foram avaliadas as plantulas foram
avaliadas em relagdo as seguintes caracteristicas: altura da parte aérea (APA),
namero de folhas (NF), peso da matéria fresca da parte aérea (PMFPA), peso da
matéria seca da parte aérea (PMSPA), comprimento das raizes (CR), peso da

matéria fresca das raizes (PMFR) e peso da matéria seca das raizes (PMSR).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 esta apresentado o resumo da analise de varidncia dos testes
utilizados para a avaliagio de plantulas oriundas de embrides imaturos
cultivados in vitro no meio MS com diferentes teores de sacarose, excisados de
frutos de Citrus reticulata Blanco cv Poncd, originados de polinizagio por
Citrus sinensis (L.) Osbeck cv Pera, armazenados por diversos periodos.

Houve efeito significativo tanto para periodo de armazenamento como
para sacarose além da interagdo entre os dois fatores a 1% de probabilidade, em

todas as variaveis testadas (Tabela 1).
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TABELA 1: Resumo da analise de variancia para APA, NF, PMFPA, PMSPA,
CR, PMFR e PMSR, de plantulas oriundas de embrides imaturos
cultivados in vitro no meio MS com diferentes teores de sacarose,
excisados de frutos de Citrus reticulata Blanco cv, Ponca
originados de poliniza¢io por Citrus sinensis (L.) Osbeck cv, Pera,
armazenados por diversos periodos. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Causade GJ. - oM
Variagdio APA NF PMFPA PMSPA CR PMFR PMSR

Tempo(T) 9 5,31** 39,61°* 14481,77** 959.76** 104.05** 3453,59** 45223**
Sacarose(S) 6 5,68** 43,61** 2406,77** 809,13** 214.42**10092,23** 1946.49*

TxS 34 085** 6,09%* 757,56°* 117,86** 16,60°* 914,4]** 149,14**
Residuo 210 0,30 3,24 179,74 52,80 6,01 274,94 56,68
CVv% 39,7 394 31,3 59,8 598 64,4 874

**: significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

A Figura 1 mostra um aumento da altura da parte aérea 2 medida que
aumentou o tempo de conservacdo dos frutos, para todas as concentragdes de
sacarose utilizadas. Observa-se que o melhor resultado foi registrado na
concentragdo de 12 gL' de sacarose e 135 dias de armazenamento, ndo
diferindo de 18 g.L"' de sacarose a 135 dias de armazenamento. Com a maior
concentragdo de sacarose (24 g.L) aos 135 dias de armazenamento, foi obtida a

menor altura de plantulas.
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(12 g/L) Y; = 0,5134 + 0,0499X - 0,0007X + 0.000003X> R*=74,1

(18 g/L) Y- =0,5817 +0,0167X = 80,6
(24 g/L) Y5 =0,7847 + 0,0108X R*=77.0
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FIGURA 1. Altura da parte aérea de plantulas oriundas de embrides imaturos de
frutos de tangerineira Poncd, cultivados in virro no meio MS com
diferentes teores de sacarose (gL™), a partir de sementes que foram
coletadas em diversos periodos de armazenamento. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

Maior nimero de folhas foi obtido com 12 g.L"' de sacarose aos 90 dias
de armazenamento (Figura 2). Na auséncia de sacarose, pode-se observar
tendéncia de elevagdo no numero de folhas a medida que aumentou o tempo dos
frutos em baixas temperaturas, registrando-se produgdo satisfatoria de folhas no

periodo de 135 dias de armazenamento dos frutos.



(0 g/L) Y, = 1.0039 + 0,0202X “=814
(12 g/L) Y2=1,7323 + 0,1088X - 0,0006X> R*=729
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FIGURA 2. Numero de folhas em plantulas oriundas de embrides imaturos de
frutos de tangerineira Ponci, cultivados in vitro no meio MS com
diferentes teores de sacarose (gL'), a partir de sementes que foram
coletadas em diversos periodos de armazenamento. UFLA, Lavras-
MG, 2000.

Analisando-se a Figura 3, pode-se observar que ha leve tendéncia de
reducdo no peso da matéria fresca da parte aérea com a elevagdo do tempo de
conservago dos frutos a até aproximadamente 60 dias. A partir deste limite, até
os 135 dias usados para a conservagio dos frutos em baixas temperaturas e para
todas as concentragdes de sacarose testadas, ocorreu o inverso, ou seja, aumento

do peso da matéria fresca da parte aérea.
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(0 g/L) Y, = 21.2633 - 0.7960X +0.0097X" R°=833
(3 g/L) Y2 = 39,2047 - 0,6147X + 0.0063X° R'=73.9
(6 /L) Y3 = 46,0080 - 0.4124X - 0,0040X> + 0.00008X> R’=189.9
(12 g/L) Y, = 53,1547 - 1.1812X + 00121X> R*=710
(18 g/L) Y5 = 47,1760 - 0.8108X + 0.0091X° R*=83.9
(24 g/L) Y = 54,6229 - 0.9725X + 0,0090X> R =722
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FIGURA 3. Peso da matéria fresca da parte aérea de plantulas oriundas de
embrides imaturos de frutos de tangerineira Ponci, cultivados in
vitro no meio MS com diferentes teores de sacarose (g.L"), a partir
de sementes que foram coletadas em diversos periodos de
armazenamento. UFLA, Lavras-MG, 2000.

Nota-se que o melhor resultado foi encontrado com 12 g L de sacarose

e 135 dias de armazenamento. As demais concentracdes de sacarose também



mostraram resultados bem expressivos aos 135 dias de armazenamento.
Portanto, a concentragio de 3 gL' de sacarose induziu o menor peso de massa
fresca da parte aérea.

Na Figura 4, observa-se que o peso da matéria seca da parte aérea foi igual nas
concentragdes 12 e 18 gL de sacarose aos 135 dias de armazenamento dos frutos,
Nota-se que o peso da matéria seca com a concentragio de 18 gL de sacarose de
frutos recém colhidos foi bem expressiva se comparada ao valor alcangado pela
concentragio de 12 g.L™! de sacarose no mesmo periodo de armazenamento. Este fato
é devido ao maior requerimento de sacarose no meio de cultivo para os diferentes

estadios de desenvolvimento dos embrides (Rietsema et al., 1953).

(12 g/L) Y, =7,3617 - 0.0588X + 0,0017X> R =706
(18 g/lL) Y2 =23.7436 - 0.9168X + 0.0143X" -0.00605X> R*=779

&

Peso Matéria Seca
Parte Aérea (mg)

| 1 1 1 L I I ' 1 L

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150
Periodo de anmazenamento (dias)

—0—12g/L —8—18¢g/L
(Sacarose)
FIGURA 4. Peso da matéria seca da parte aérea de plantulas oriundas de
embrides imaturos de frutos de tangerineira Poncd, cultivados in
vitro no meio MS com diferentes teores de sacarose (g.L"), a partir

de sementes que foram coletadas em diversos periodos de
armazenamento (dias). UFLA, Lavras-MG, 2000.
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Com relagdo ao comprimento de raizes (Figura 5), melhores resultados

de armazenamento dos frutos, foram observados tanto com 12 g.L”' como com

18 g.L" de sacarose e 135 dias.

(12g/L) Y; = 0,0725x + 1.5436
(18 g/L) Y-=0.0681x + 1.6409

Comprimento Raizes (cm)

-
N
)

-
o ©
1 1

0 ¥ L] L] L L] L] T L] 1 ) 1

30 45 60 75 90 105 120 135 150
Periodo de armazenamento (dias)

—o—12g/L —8—18giL
(Sacarose)

FIGURA 5. Comprimento de raizes de plantulas oriundas de embrides imaturos

de frutos de tangerineira Poncd, cultivados in vitro no meio MS
com diferentes teores de sacarose (gL™"), 2 partir de sementes que

foram coletadas em diversos periodos de armazenamento. UFLA,
Lavras-MG, 2000.

O maior peso da matéria fresca das raizes foi alcancado com a

concentragdo de 12 g.L™ de sacarose e 135 dias de armazenamento (F igura 6). A

concentragdo 18 g.L"' de sacarose expressou tendéncia de aumento no peso da

matéria seca de raizes com a elevagido do periodo de armazenamento.
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(12 g/L) Y, = 12,7643 + 1,5801X - 0,0333X? + 0,0002X> R*=
(18 g/L) Y, =13,9315 + 0,3228X ‘=
'ga 120 -
58— 100 -
o 8
N 801
4] -
=g 60
o © 404
o O
[« W/ ]
o
L.
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Periodo de armazenamento (dias)

—6—12g/L. —B—18 g/L

(Sacarose)

FIGURA 6. Peso da matéria fresca de raizes de plantulas oriundas de embrides
imaturos de frutos de tangerineira Ponc, cultivados in virro no
meio MS com diferentes teores de sacarose (gL), a partir de
sementes que foram coletadas em diversos periodos de
armazenamento (dias). UFLA, Lavras-MG, 2000.

Os resultados obtidos, de modo geral, concordam com Gomes (1995),
que armazenando frutos jovens de pepino, observou que o armazenamento,
mesmo em condi¢Ses ambientais naturais, beneficiou a qualidade das sementes.
Com certeza, as condi¢des em que os frutos foram preservados eram
apropriadas, pois elas sdo fundamentais para a manutengio da viabilidade dos
embriSes. Temperatura e umidade, conforme citagdes de Barton (1961) e
Roberts (1972), afetam a longevidade de sementes, tanto em ambiente natural
como em condiges controladas, interferindo na qualidade fisiologica das
mesmas.

A conservagdo de frutos com embriSes viaveis por mais de quatro meses,

corrobora afirmagdes de Chacks e Singh (1970) de que a melhor condigdo para
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armazenamento de sementes de Citrus paradisi foi elevado teor de umidade e
temperatura entre 5 e 8°C. No presente trabalho, umidade n3o foi fator estudado,
porém, pede-se afirmar que no interior dos frutos conservados a umidade se
mantém alta por periodo consideravel, contribuindo para a preservagio da
viabilidade das sementes e conseqiientemente dos embrides. Estes dados estio
de acordo também com aqueles obtidos por Almeida et al. (1989), que
registraram germinagdo de sementes de maracuja apds seis meses de
armazenamento, tanto em condi¢des ambientais naturais, como em camara seca
e camara umida. Porém, neste caso, em condi¢des naturais, apos 12 meses a
viabilidade das sementes de maracuja a temperatura de 5 a 10°C por
aproximadamente um ano e sementes de marmeleiro, apés 24 meses de
conservagdo em ambiente frigorifico, ainda registraram 80% de emergéncia
(Dall’Orto et al. 1995).

Este elevado indice de viabilidade dos embrides, registrado apos 135
dias de armazenamento, pode ser atribuido também 3 auséncia de luz, uma vez
que os frutos ¢ que foram armazenados. Nestas condigdes, a germinagio precoce
dos embriGes foi evitada, dando oportunidade para que os mesmos
completassem seu desenvolvimento, com maiores chances posteriores de
originarem plantulas vigorosas. Esta observagdo confirma afirmagio de Rijven
(1952) de que luz deve ser evitada nos primeiros dias de cultura de embrides.

A temperatura utilizada na conservacdo dos frutos foi também fator
importante na preservagdo das caracteristicas dos embrides. Basta observar
citagbes de Zagaja et al. (1960) e Zagaja (1962a,b) de que embrides de
pessegueiro, cerejeira, ameixeira e pereira, respectivamente, nio tratados com
baixas tempe- raturas, exibiram baixa vitalidade e germinagdo e produziram
plantas anormais.

O fato de que em um mesmo fruto encontram-se embrides em diferentes

fases de desenvolvimento e que, por conseguinte, tdm exigéncias diferentes
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quanto ao potencial osmético, levaria, segundo Sharma, Kaur e Kumar (1996), a
maior necessidade de sacarose no sentido de evitar a germinagdo precoce dos
embrides. A afirmagdo destes autores nio foi integralmente confirmada, uma vez
que concentragdes intermediarias de sacarose (12 a 18 gL tiveram
comportamento mais expressivo que concentracdes mais elevadas. Estes
mesmos autores fazem referéncia a dificuldade de se postular os efeitos de cada
fator do ambiente em particular, apesar da existéncia de inimeros relatos sobre
os efeitos de fatores ambientais.

Observa-se, na Figura 7, que o melhor peso de matéria seca de raizes, foi
registrado com 135 dias de armazenamento dos frutos com a concentragdo de 24

gL' de sacarose.

[B]

(/L) Y = 0.2296 +0,0537 X R*=335
(12g/L) Y2 =4.5261 +0,1064 X R =574
(18 g/L) Y5 = -0,4032 +0,3845 X - 0,0017 X° R’=750
(24g/L) Y, =18,5333 +0,1470 X R*=353.1

= =d N N (O

O OO Mo

3

0 105 120 135 150

Peso Matéria Seca
de Raizes (mg)

0O 15 30 45 60 75 9

Periodo de armazenamento (dias)

—0—3g/L 5—12g/L —A— 18 g/L —¢—24 g/L
(Sacarose)

FIGURA 7. Peso da matéria seca de raizes de plantulas oriundas de embriges
imaturos de frutos de tangerineira Ponci, cultivados in vitro no
meio MS com diferentes teores de sacarose (gL™"), a partir de
sementes que foram coletados em diversos periodos de
armazenamento (dias). UFLA, Lavras-MG, 2000.
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6 CONCLUSOES

Para as condi¢Ges em que o experimento foi conduzido, pode-se concluir que:
E possivel armazenar frutos imaturos para posterior excisio e cultura de
embrides.
Frutos com 120 dias apés a hibridagio podem ser armazenados por até 135 dias
sem prejuizo da viabilidade dos embrides.
Melhor desenvolvimento tanto da parte aérea como do sistema radicular de
plantulas oriundas de embrides de Cirrus reficulara Blanco é observado em

meio MS acrescido de 12-18 g.L"" de sacarose.
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