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RESUMO

RIBEIRO, Vaitemir Gongalves. Localizagdo de embrides zigoticos e nucelares em
sementes de citros e ajustes do meio MS para o resgate de embrides imaturos
in vitro. Lavras: UFLA, 1997. 58p. (Dissertagéio - Mestrado em Fitotecnia).’

Com o objetivo de se estudar a localizagdo, desenvolvimento e
crescimento de embrides zigéticos e nucelares em sementes de citros foram realizados
cinco experimentos, conduzidos no Setor de Fruticultura e no Laboratério de Cultura de
Tecidos da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG. No primeiro
experimento foram realizados cruzamentos controlados entre os parentais Citrus
sinensis (L.) Osbeck. cv. Natal y Poncirus trifoliata (L.) Raf. e apds 120 a 150 dias das
polinizagbes os embrides excisados foram notificados quanto a localizagéo e estadios
de desenvolvimento na semente. Nos demais experimentos foram estudados os efeitos
dos fatores pH e agar (em cvs Péra e Natal); sacarose e concentragdo dos sais do
meio MS ( em cv. Péra); e acido giberélico (GAs) e carvao ativado (em embrides de
Citrus limonia Osbeck y Poncirus trifoliata L. Raf.), pelas seguintes caracteristicas
apresentadas: comprimentos da haste caulinar e do sistema radicular, peso da matéria
fresca, nimero de pares de folhas e porcentual de sobrevivéncia. Concluiu-se que no
intervalo de tempo observado os embribes sexuais localizam-se na regido micropilar da
semente e estdo em grande maioria em estadio globular de desenvolvimento. Aos
niveis dos fatores estudados, observou-se que: pH: 6,7; agar: 10,5 g/L; sacarose: 60,0

! Orientador: Moacir Pasqual. Membros da Banca: José Darlan Ramos e Walter dos Santos Soares
Filho.
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g/L; concentragdio dos sais do meio MS: 75%; GAs: 0,01 mg/L e carvdo ativado: 1,35
g/L, maximizam o desenvolvimento e o crescimento de embrides cultivados in vitro.



ABSTRACT

LOCALIZATION OF ZYGOTIC AND NUCELLAR EMBRYOS IN CITRINE SEEDS AND
ADJUSTMENT OF MS MEDIUM CULTURE FOR THE RANSOM OF /N VITRO
EMBRYOS.

With a view to studying the localization, development and growth of
nucellar and zygotic embryos in citrine seeds, five experiments were undertaken, were
conducted at the Fruticulture sector and in the Tissue Culture laboratory of the
Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras, MG In the first experiment, cross
breeding controlled were performed between the parents Cifrus limonia Osbeck cv.
Natal y Poncirus trifoliata (L.) Raf. and after 120 to 150 days from the pollinations the
excised embryos were recorded as regards their localization and developmental stages
in the seed. In the other experiments the effects of the factors pH and agar (on
‘Péra’and "Natal” sweet oranges), sucrose and salt concentration in the MS medium (in
‘Péra” sweet orange) and giberellic acid (GAs) and activated coal (in embryos of C.
limonia y, P. trifoliata) by the following characteristics presented: length of the stem stalk
and of the root system, weight of the fresh matter, number of pair of leaves and survival
percent. It follows that in the period of time observed, sexual embryos lie in the
micropilar region of the seed and are in large quantity at globular developmental stage.
At the levels of the investigated factors, it was found that: pH: 6.7; agar: 10.5 g/L;
sucrose: 60.0 g/L; concentration of the salts in the MS medium: 75%; GAs: 0.01 mg/L
and activated coal: 1.35 g/L, maximize the development and the growth of in vitro grown

embryos.



1. INTRODUGAO

A partir da década de sessenta surgiu no Brasil uma Ccitricultura
competitiva e de alto nivel no que se refere a industrializagdo e processamento-de suco
de laranja concentrado, estando alicergada principalmente nas cultivares Péra, Natal,
Vaiéncia e Hamlin.

No entanto, dado as crescentes ofertas de suco de laranja no mercado
internacional e a retomada da produgcdo dos Estados Unidos, atenta-se para a
necessidade de se produzir frutas frescas, objetivando-se a abertura de novos
mercados para a sobrevivéncia da citricultura, em um mercado cada vez mais
competitivo.

A demanda do mercado internacional de frutas frescas & suprida por
paises como Israel e Espanha, que produzem frutas de alto padrdao que tém por
caracteristicas o baixo nimero de sementes, facilidade de soltura da casca, coloragéo
e formato atrativos, dentre outros aspectos que podem variar com as especifica¢des de
cada mercado. {

Outros desafios assistidos pela citricultura nacional sdo as introdu¢des de
doengas e pragas sem a existéncia de clones tolerantes, como também a
indisponibilidade de variedades adaptadas as novas fronteiras citricolas, adaptadas
principalmente a toxidez causada por aluminio e ao estresse hidrico.

A obtengdo de novas cultivares de citros deve-se principalmente a
selecdo de plantas resultantes de mutagdes espontanea (Soares Filho et al.,, 1994b) e
a facilidade de hibridacdo do género Citrus e afins. No Brasil, poucas respostas tém-se

verificado pelo melhoramento genético, seja pelo baixo nimero de pesquisadores na
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area ou por fatores como longo periodo de juvenilidade; e o fenémeno da
poliembrionia, largamente encontrado nas espécies de citros, em que varios embrides
morfologicamente semelhantes desenvolvem-se em uma mesma semente, dificultando
o resgate do embriao sexual, pela ndo distingdo do “seedling” hibrido caso este néo
possua caracteres morfologicos evidentes que possibilitem a sua separacgéo, a exemplo
da caracteristica trifoliolada presente em P. trifoliata.

A origem e o desenvolvimento inicial do embrido zigético, conforme
Maheswari e Rangaswamy (1958), sdo verificados na regido micropilar da semente,
havendo distanciamento do embrido sexual desta regido ao centro da semente com o
passar do tempo.

Para o perfeito desenvolvimento e crescimento dos embrides nucelares
ou zigdticos, estadios morfoldgicos de desenvolvimento embrionario como globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar necessitam ser cumpridos. Ocorre, porém, que
embrides em estadios de desenvolvimento globular e cordifome sdo mais exigentes em
relacéo ao meio de cultivo in vitro, necessitando-se da adequagio do meio de cultivo
para resgatar o embrido sexual que porventura esteja em estadio globular ou pré-
embrionario.

Uma adequacgdo do meio de cultivo in vitro para embrides em diferentes
estadios de desenvolvimento embrionario, através de ajustes aos niveis das exigéncias
nutricionais, pode ser requerida de acordo com o género, espécie ou cultivares
tratadas. Portanto, os niveis dos fatores exdgenos adicionados ao meio de cultura
como elementos organicos € inorganicos, reguladores de crescimento, agente
geleificante e o pH do meio de cultivo podem favorecer o desenvolvimento e
crescimento in vitro dos embrides.

O presente estudo teve por objetivos confirmar a localizacdo dos
embrides de natureza sexual na semente e adequar o meio de cultivo MS para o
resgate de embries in vitro, em todos os estadios de desenvolvimento,

independentemente de serem de natureza sexual ou nucelar.



2. REFERENCIAL TEORICO

*ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E A LOCALIZAGAO DO
EMBRIAO ZIGOTICO EM SEMENTES DE CITROS

Os primeiros trabalhos de melhoramento com espécies citricas foram
iniciados por W.T.Swingle e H.J.Weber, objetivando inicialmente resisténcia a doencas
e, logo a seguir, resisténcia ao frio, mediante hibridagdo com Poncirus trifoliata (L.)
Raf., segundo Soost e Cameron (1975).

Porém a obtengéo de novos. hibridos de valor comercial tem sido limitada
pelos empecilhos da esterilidade masculina, incompatibilidade, longo periodo de
juvenilidade dos “seedlings”, e poucos conhecimentos disponiveis sobre o controle
genético da grande maioria dos caracteres relacionados aos citros; caracteres
fenotipicos ndo uniformes conforme se verifica por uma ampla variagéo fenotipica na
geragdo F, como conseqiiéncia da elevada heterose observada em citros (Furr, 1969),
e a elevada poliembrionia da maioria das espécies e variedades cultivadas.

Devido a elevada heterose observada nos citros, progénies de natureza zigética
provenientes de hibridagdes, os caracteres fenotipicos ndo s&o uniformes, conforme se
verifica por uma ampla variagéo de fendtipos na geragdo Fy, sendo a ocorréncia de
heranga simples raramente verificada (Furr, 1969). Ocasionaimente ha segregacio de
um carater em progénies de citros, indicando a agdo de um ou poucos genes (Soost e
Cameron, 1975).
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No Brasil, os principais objetivos tragados pelo melhoramento de citros
tém sido resisténcia a moléstias, melhor coloragéo dos frutos, ampliagdo do periodo de
safra, menor nimero de sementes, porte menor, tolerancia a tristeza e efeito
ornamental das plantas (Moreira e Pio, 1991), e adaptacdo de cultivares a regiées com
problemas de toxidez de aluminio e a défice hidrico (Vasquez Araujo et al., 1994).

. «Muitas espécies e cultivares dos géneros Citrus e Poncirus possuem a
caracteristica de reproduzirem-se agamicamente por apomixia do tipo agamospermia
apospdrica ou poliembrionia (Moreira, Gurgel e Arruda, 1947; Frost e Soost, 1968;
Rangan, Murashige e Bitters, 1969), formando varios embridides a partir da
diferenciagéo de células individuais do nucelo, apresentando dois ou mais embrides na
mesma semente (Pasqual, 1990). O tecido nucelar € o corpo do évulo que contém o
saco embrionario e € o principal alimento para 0 embrido durante o desenvolvimento
(Popinigis, 1985).

+Os embridides normalmente se originam e se desenvolvem na
extremidade micropilar do nucelo (Maheswari e Rangaswamy, 1958), projetando-se
para dentro do saco embrionario, juntamente com o embrido sexual, originado pela
fecundag@o da oosfera. Os embrides, tanto o sexual como os nucelares, durante seu
processo de desenvolvimento, assumem aspectos morfolégicos caracteristicos como
globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, o que dificulta a separagéo entre si. .

Fertilizacdo e fecundagdo da célula-ovo foram consideradas um pré-
requisito essencial para a embriogénese nucelar em citros (Maheshwari e
Rangaswamy, 1958; Frost e Soost, 1968; Button e Bornman, 1971), apesar de ter sido
registrada a formagdo de sementes sem fertilizacdo em C. sinensis (L.) Osb. e C.
paradisi Macf. e de embridides in vitro (Button e Bornman, 1971; Kochba, Spiegel-Roy
e Safran, 1972).

O desenvolvimento completo das sementes citricas requer a polinizagéo,
fecundacdo e pegamento dos frutos. A relacdo entre esses processos € bastante
variavel porque as plantas citricas apresentam diversos graus de partenocarpia, como
0 que ocorre com os frutos da laranjeira ‘Baia’ (C. Sinensis) e da limeira acida 'Taiti' (C.
Latifolia Tan.), de acordo com Moreira e Pio (1991).
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- A época da iniciagdo do desenvolvimento dos embridides tem sido
questionada. A fecundagdo, segundo Spiegel-Roy e Kochba (1980), ocorre de 3 a 30
dias apds a fertilizacdo e logo a seguir inicia-se a divisdo do zigoto, juntamente com o
desenvolvimento dos embridides.

Em sementes de ‘Ponkan’ (C. Reticulata Blanco), excisadas 47 dias ap6s
a polinizacdo, foram encontrados embridides no estadio  unicelulado,
independentemente da presenga do zigoto (Esen e Soost, 1977). Embrides de
sementes imaturas de ‘Satsuma’ (C. unshiu Marc.) polinizada por P. trifoliata,
mostraram desenvolvimento satisfatorio se isolados aos 90 e 120 dias da fertilizaggo.
Rangan, Murashige e Bitters (1969) ndo verificaram a iniciacdo de embridides em C.
aurantium L. 100 a 120 dias apos a polinizagdo, quando o zigoto estava no estadio
globular ou cordiforme.

. A extensdo da poliembrionia € influenciada por fatores ambientais, pela
cultivar e estado nutritivo do fruto (Frost e Soost, 1968); podendo haver modificagdes
quanto ao grau da poliembrionia entre sementes de um mesmo fruto, frutos, talhdes,
anos de produgdo e pelas especificas interagOes entre os parentais envolvidos (Soares
Filho et al., 1995).

- A embrionia nucelar nas sementes de citros tem provocado sérios
problemas na hibridac@o artificial. Poucos ou nenhum embrido zigdtico sdo produzidos
quando cultivares poliembriénicas sdo utilizadas como planta-mae. Fregientemente o
embrido sexual & suplantado pelos embriGes nucelares, antes mesmo da maturagdo da
semente (Moreira e Pio, 1991).

» A técnica de cultura de tecidos vegetais tem sido utilizada com sucesso
para o resgate de embrides hibridos imaturos oriundos de cruzamentos incompativeis,
onde ocorrem barreiras sexuais na formagdo de sementes (Andreoli, 1986; Pasqual e
Pinto, 1988).

Varias tentativas foram feitas para distinguir plantulas nucelares das
sexuais de citros: através da analise por raio infravermelho de d6leos essenciais
contidos nas folhas (Pieringer e Edwards,1965); pela morfologia das folhas das
progénies (Teich e Spiegel-Roy, 1972); pelas caracteristicas morfolégicas dos
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embrides (Vasquez Araujo, 1991); por métodos bioguimicos, com analise de
flavondides (Esen, 1977); pelo uso de hidro-carbonos de cadeia longa e isoenzimas
peroxidases e esterases (Spiegel-Roy e Kochba, 1977); por escurecimento enzimatico
(Soares Filho et al., 1994a).

Portanto, véarios estudos com marcadores morfologicos e bioquimicos
foram realizados objetivando-se a distingdo de “seedlings” obtidos em cruzamentos
intergenéricos e alguns cruzamentos interespecificos, ndo se prestando conquanto
para muitos cruzamentos interespecificos e para a maioria absoluta dos cruzamentos
intraespecificos.

-Em espécies de citros pode-se, embora com dificuldade, distinguir
embrides nucelares do sexual pela falta do suspensor, posicio lateral e formas
iregulares (Damido Filho, 1993). O género Poncirus é muito empregado na produgdo
de hibridos quando a variedade receptora é poliembridnica e de limbo foliar simples,
pois seus descendentes herdam folhas trifoliadas e com peciolos alados (Cameron e
Frost, 1968), distintamente dos embrifes nucelares.

Como ja foi abordado, todo processo de formagdo do embrido zigético
inicia-se com a fertilizacdo pelo gréo de pélen. O tubo polinico cresce por dentro dos
tecidos do estilete e termina penetrando pela parede do ovario até ao évulo, onde entra
pela micropila e um dos nucleos gameéticos fecunda a cosfera (Ferri, 1990).

Devido a oosfera situar-se préxima a micrépila, € de se supor que o
embrifio sexual ai permanega durante uma determinada fase de seu desenvolvimento
embrionario e que, se ele se deslocar para dentro do saco embrionario durante a sua
maturagdo, em uma variante poliembridnica, 0 seu distanciamento da micropila deve
ser limitado pela presenca dos embridides nucelares também em desenvolvimento.

INFLUENCIA DO pH E DO AGAR SOBRE O CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES
DE CITROS

No Brasil, os trabalhos de melhoramento genético de citros tiveram inicio
por volta de 1935, na Estacdao Experimental do Instituto Agronémico de Campinas, em
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Cordeirépolis - SP, com testes comparativos entre diferentes porta-enxertos e
produgédo de plantas nucelares (Moreira, 1980).

}\ Uma barreira para os trabalhos de melhoramento é a ocorréncia da
poliembrionia, que é caracterizada pela presenca de dois ou mais embriées na mesma
semente (Chapot, 1975; Hearn, 1977). Em trabalhos de hibridagdo, o embrigio zigotico| /-
normalmente ndo se desenvolve quando cultivares poliembriénicas s3o utilizadas como( ¢
planta-mae; freqlientemente, o embridio sexual é suplantado pelos embﬁées nucelares,
antes mesmo da maturagdo da semente (Moreira e Pio, 1991), havendo a tendéncia do
tamanho do embrido zigético ser inversamente proporcional a taxa de poliembrionia
(Soares Filho, 1994b), devendo-se provavelmente ao fato da competigdo dos embriGes
por nutrientes e pelo espacgo no interior da semente ser menor.

Do ponto de vista pratico, a técnica de cultura de tecidos vegetais permite
estudar as necessidades nutricionais e fisicas dos embriGes durante o desenvolvimento
in vitro, superar a dorméncia em certos tipos de sementes e, como ferramenta
primordial para o melhoramento, resgatar embriGes hibridos imaturos de cruzamentos
incompativeis, onde ocorrem barreiras sexuais na formacdo de sementes (Andreoli,
1986; Pasqual e Pinto, 1988).

O sucesso do cultivo in vitro de embrices depende dos fatores genéticos
e fisioldgicos inerentes aos embriGes nucelares e zigdticos, das condigbes térmicas,
fotoperiodismo e meio de cultura, que sdo também responsaveis pela formagao e
crescimento dos embriGes. Essas exigéncias podem variar para cada espécie do
género Citrus e, também, dentro de cada cultivar.

o Um importante aspecto da cultura de embrides imaturos é definir um meio
de cultura que possa sustentar seu crescimento e desenvolvimento. Isto requer, muitas
vezes, testar diferentes meios de cultura, nao raro modificados de forma empirica (Hu e
Ferreira, 1990).

.Os elementos minerais s&o absorvidos pelas diferentes culturas de
acordo com as respectivas exigéncias nutricionais. Todavia, o valor do pH do meio de
cultivo, quando bem ajustado, pode promover maior € melhor aproveitamento dos
nutrientes pelo explante. Shingha, Oberly e Townsend (1987) citam que a variagdo de
pH no meio de cultura pode ser devida & absorgao diferencial dos NHs" e NO3 e que a
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absorgdo preferencial de NH," acarreta uma redugéo no pH e 0 meio pode tornar-se
liquido dependendo da concentragdo de agar. Uma vez em pH acido, o explante passa
absorver NO;™ e, subseqiientemente, o pH do meio aumenta (Mezzetti, Conte e
Rosati, 1991).

Um valor de pH baixo conduz & competicdo do H* com os nutrientes
cationicos (NH,", K*, Ca™, Mg™, Cu’™ Fe™, Mn™* e Zn™) pelas células dos tecidos
radiculares e, em valores mais elevados de pH, diminui a absorgio de nutrientes
anidnicos como o NO3", H.PO,%, CI, e MoO,* (Torres e Caldas, 1990; Faquin, Furtini
Neto e Vilela, 1996). Quando os ions NH," desaparecem da solugdo, os ions NOs
passam a ser absorvidos em maior proporgéo que outros ions e séo trocados por OH"
ou HCOs e o pH se eleva rapidamente (Furlani e Furtani, 1988).

. Segundo Marino e Battistini (1990), a regeneragdo e a sobrevivéncia de
brotos de Actinidia deliciosa foram intensamente reduzidas em niveis de pH acima de
5,7. Entretanto, melhores respostas de crescimento de calo foram encontradas em
valores de pH 7,0e 7,5.

»O agar é reconhecido por sua agdo gelificante. Aspectos relacionados a
sua natureza biolégica e de producdo tém provocado consideraveis variagbes em sua
qualidade, incluindo-se nivel e natureza dos contaminantes orgénicos e inorgénicos
(Debergh, 1983); essas variagSes podem ser significativas para o sucesso do cultivo in
vitro. O agar, também utilizado como agente tamponante (Shinga, 1982) e controlador
de fendbmenos de vitrificagdo e hiperhidratacdo (Williams e Leopold, 1989), pode ser
hidrolisado com a acidez do meio de cultura (Romberger e Tambor, 1971), néo
polimerizando ao esfriar. Normalmente o agar é utilizado na faixa de 0,4 a 1,0 % (p/v)
para cultura de tecidos de plantas (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990). George (1993)
atribui ao agar as vantagens de ndo ser digerido pelas enzimas vegetais e nao reagir
com os constituintes do meio de cultura.

Stoltz (1971), estudando embriGes germinados de Iris sp., sugere que a
concentragdo de agar no meio de cultivo deve ser mantida baixa, suficiente para
suportar o peso fisico dos embrides, devido as altas concentragdes causarem restrigao
no crescimento dos embrides pela redugdo na disponibilidade de agua.
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. Existem diversas marcas comerciais de agar que freqlientemente séo
utilizadas em concentracdes que variam de 0,4 a 1,0% (Caldas, Haridasan e
Ferreira, 1990; Grattapaglia € Machado, 1990). Na maior parte dos experimentos
utiliza-se concentragbes que variam de 0,7 a 1,0%, de acordo com a marca (George,
1993), porém recomenda-se minimizar o seu uso ou otimiza-lo no preparo do meio,
visto que o agar é considerado como um componente de custo elevado no preparo do
meio de cultura (Shinga, 1984; George, 1993; Peixoto e Pasqual, 1995).

Para a obtencdo de uma consisténcia adequada ao explante a ser
cultivado, a concentragio de agar necessaria varia conforme a qualidade do agar e o
pH do meio. Geralmente concentrages inferiores a 0,4%, associadas a niveis de pH
abaixo de 4,5, resultam em meios menos sélidos ou até mesmo liquidos (Murashige,
1974, Pierik,1987), a polimerizagdo do &gar apds a autoclavagem é bastante reduzida
(Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990). Mesmo utilizando uma concentragio
intermediaria de agar (0,6 %) associada a niveis de pH baixos, Pierik (1987) notou que
o meio ndo se solidifica adequadamente.

Grattapaglia e Machado (1990) e Brand (1993) verificaram um decréscimo
porcentual de explantes vitrificados quando a concentragdo de agente solidificante foi
aumentada no meio de cultura, porém ocorreu uma redugdo significativa na
multiplicagdo e crescimento de brotos.

*CULTIVO /N VITRO DE EMBRIOES DE CITROS: CONCENTRAGAO DE SAIS DO
MEIO MS E SACAROSE.

Os fatores que mais freqlientemente determinam o sucesso da cultura in
vitro sao a origem do explante e 0 meio de cultura associados ao conhecimento prévio
das células e tecidos cultivados (Gamborg, 1982). O meio de cultura MS (Murashige e
Skoog, 1962) é o mais utilizado na cultura de tecidos da grande maioria das espécies
estudadas. Entretanto, na procura de otimizar o crescimento in vitro, modificagbes
visando melhor adapta-io as exigéncias dos explantes sdo comumente utilizadas.
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..Células, tecidos, érgéos e as plantulas desenvolvidas, possuem baixa ou
quase inexistente capacidade fotossintética, razio pela qual requerem carboidratos no
meio de cultura para suprimento de suas necessidades metabdlicas, participando como
fonte de esqueletos carbonicos para vérios processos biossintéticos implicados na
diferenciagéo e crescimento das células (Nagao, 1993).

Segundo Caldas, Haridasan e Ferreira (1990), os carboidratos, nas
concentragGes efetivas do meio de cultura, podem estimular determinado processo e
inibir outro, e muitas vezes as concentragdes utilizadas para promover o crescimento
dos explantes sao inibitorias para a sintese de clorofila. Entre os carboidratos a
sacarose € a mais utilizada, seja pela sua alta solubilidade ou pela rapida
metabolizag&o, pois os produtos de sua hidrélise (glicose e frutose), quando no interior
da célula, entram na via glicolitica, rota da pentose fosfato, ou sd0 armazenados na
forma de amido (Thorpe e Beaudoin-Eagan, 1984).

- Na cultura de embriGes ha a tendéncia de embriGes imaturos germinarem,
n&o obedecendo os estadios normais de embriogénese, originando “seedlings” fracos e
mal formados. Meios com alta concentragdo de sacarose tém sido usados para
minimizar esse processo (Pasqual e Pinto, 1988). Culturas de embrides de Datura nos
estadios iniciais de desenvolvimento necessitam de concentragdes elevadas de
sacarose (8 - 12%), que € gradativamente reduzida até atingir a maturidade (Hu e
Ferreira, 1990). Para os citros, concentragbes o6timas podem variar de 2 a 7 % de
acordo com o explante utilizado (Navarro, Ortiz e Juarez, 1985).

o A alta concentragdo de sais do meio MS, comparada a outros meios, e
especificamente nos niveis de amodnio (-NHi) e nitrato (-NO3"), pode ser critica no
processo de morfogénese e crescimento (Sakuta e Komamine,1987), estando, pois, a
demanda energética formecida pelo metabolismo de carboidratos para a assimilagdo
desses ions relacionada com o sucesso da cultura in vitro.
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«CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES DE CITROS: EFEITOS DO ACIDO
GIBERELICO E DO CARVAO ATIVADO

« A citricultura gerou divisas de US$ 1,5 bilhdo no exercicio de 1990/1991,
atingindo uma area cuitivada superior a um milhdo de hectares, elevando o Brasil ao
primeiro lugar na produgdo de frutos e exportagio de suco concentrado congelado de
laranja (EMBRAPA, 1992). Contudo, para a manutencdo desta supremacia, a
citricultura brasileira necessita que pesquisas avancem principaimente nas érea/s de
melhoramento de copas e porta-enxertos, buscando cultivares compativeis e
adaptadas as varias regioes que apresentam potencial para a citricultura no Pais.

Inimeros sdo os porta-enxertos usados devido & diversidade existente
entre as copas utilizadas comerciaimente e, também, por conseqiiéncia da facilidade
de hibridacGes e alta taxa de mutagdo nas espécies e variedades citricas (Moreira e
Pio, 1991). O porta-enxerto lim&o ‘Cravo’ é utilizado em mais de 80% dos pomares
implantados (Pompeu Junior, 1991). Ja o P. trifoliata tem entre suas caracteristicas a
adaptacdo as regides de temperaturas baixas efou com solos rasos. Hibridos
intergenéricos provenientes desses dois parentais podem vir a apresentar
caracteristicas satisfatorias para a adaptagio dos citros a novas regices.

+Uma barreira para os trabalhos de melhoramento é a ocorréncia da
poliembrionia, que € caracterizada pela presenca de dois ou mais embrides na semente
em diferentes fases de desenvolvimento: globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar, o
que dificulta a identificacdo do embrido zigético e compromete o seu desenvolvimento,
pela competicdo com os embries nucelares (Pasqual, 1990). Esses embrides originam
‘seedlings® mal formados quando germinam antes de atingirem o completo
desenvolvimento. O cultivo dos embriGes in vitro pode assegurar-lhes a sobrevivéncia e
auxiliar na identificagédo do embrido zigético. VA

o Evidéncias mostram qué o efeito de giberelinas € dependente da idade
dos embrides e do sitio de absorgdo do horménio (Rhagavan e Torrey, 19é4). Segundo
Régo (1984), dados analiticos comprovam o fato de que as giberelinas aumentam a
producéo de auxina, sendo provavel que elas estejam relacionadas com muitiplos
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processos bioguimicos, inclusive na converséo do triptofano em auxina. Nos vegetais,
as giberelinas participam de muitas atividades fisioldgicas importantes (Crocomo e
Cabral, 1988), tendo efeito no crescimento, especialmente no alongamento caulinar.

-0 numero de giberelinas conhecidas supera a marca de sessenta, de
modo que a resposta do tecido pode depender da utilizagdo da giberelina especifica
apropriada para cada espécie. O acido giberélico (GAs) e uma mistura de GA+GA;,
s&o os mais disponiveis comerciaimente, contudo, poucas culturas in vitro mostram
respostas as giberelinas (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990).

Os efeitos do GA;, de acordo com Kochba et al. (1974), sdo os de
promover o desenvolvimento ontogénico natural dos embrides sem primérdio radicular
aqueles com primérdio, e proporcionar diretamente a iniciagio de uma zona
meristematica radicular e/ou estimular o desenvolvimento de uma zona radicular
existente.

» A incorporagdo de 1,0 mg/L de GA; aumenta o desenvolvimento de raizes
em embriGes de citros, plenamente ou parcialmente desenvolvidos (Button e Bornman,
1971, Kochba et al., 1974).

.O carvao ativado, por adsorver substincias inibitérias do meio ou
produtos téxicos liberados pelos explantes, promove o crescimento de embrides,
podendo ser utilizado com sucesso por diferentes culturas entre 0,2 a 3,0 % (Pasqual,
1990). Tilquin (1979) relata o uso de 1,0 g/L de carvao ativado em meios nutritivos para
estimular o enraizamento de Cassava sp.



3 MATERIAL E METODOS

3.1: ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E A LOCALIZACAO DO
EMBRIAO ZIGOTICO EM SEMENTES DE CITROS

Os experimentos foram realizados no Setor de Fruticultura e Laboratorio
de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Lavras, MG, Brasil, no periodo de
Setembro de 1994 a Junho de 1995.

Plantas adultas de laranjeira 'Natal' (C. sinensis) e P. trifoliata
apresentando bom estado sanitario foram, respectivamente, selecionadas como
progenitores feminino e masculino para os trabalhos de hibridagéo.

Botbes florais de P. trifoliata no estadio de baldo foram coletados e
armazenados em placas de petri por aproximadamente 48 h até a antese e abertura
das anteras, quando foram fertilizadas as inflorescéncias da laranjeira 'Natal', que
também se encontravam no estadio de bal3o.

As polinizagbes foram executadas nas horas de insolagio mais brandas,
ou seja, até as 9:00 h e apds as 16:00 h, compreendendo seis plantas, totalizando 208
cruzamentos intergeneéricos.

As flores femininas foram emasculadas e depois de friccionar anteras em
fase de liberagéo de graos de pdlen sobre seus estigmas, cada flor foi protegida com
saco de papel e etiquetada, eliminando-se as demais flores, deixando apenas uma flor

por ramo.
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Das 208 flores polinizadas, 10 flores foram de fato fecundadas e, destas,
seis frutos sofreram queda fisioldgica. Os frutos restantes que permaneceram nas
plantas e identificados como 1, 2, 3, e 4, foram coletados para analise a0 completarem
respectivamente 120, 130, 140 e 150 dias apés a hibridagéio. No Laboratério de Cultura
de Tecidos, da UFLA, suas sementes removidas foram tratadas com alcool- 70% por
dois minutos e em seguida com hipoclorito de sédio- 1% por 15 minutos.

Os seguintes caracteres fisicos dos frutos foram avaliados: peso da
matéria fresca, peso da matéria seca, nimero de loculos, nimero de sementes,
didmetro longitudinal e diametro transversal.

Em camara de fluxo laminar continuo os embrides pertencentes a cada
semente foram excisados e inoculados individualmente em tubos de ensaio contendo
aliquotas de 15 mi do meio nutritivo MS (Murashige e Skoog, 1962) acrescido de 60 g/L
de sacarose. Ao se inocular, foram avaliados os seguintes caracteres: estadio de
desenvolvimento dos embrides (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar), cor do
embrigo (clorofilado ou no), localizagdo do embridio no saco embrionario (préximo a
insergéo micropilar da semente ou mais interiormente no saco embrionario).

Os embrides permaneceram na auséncia de luminosidade por 48 horas,
sendo depois levados a sala de crescimento & temperatura de 27+1°C com
fotoperiodo de 16 h e intensidade luminosa de 35 p moles m? s'. Os embrides
germinados, ao atingirem o estadio de “seedling”, foram classificados quanto a origem
(sexual ou nucelar) pela presenga ou néo de folhas trilobadas.

A partir da observagdo desses caracteres foram construidas tabelas de
contigéncia de dupla entrada, para testar relagdes de dependéncia entre elas, duas a
duas. Para tanto, foi utilizado o teste de y° (qui-quadrado), agrupando as classes
cordiforme e torpedo devido ao baixo nimero, para evitar muitas ocorréncias de
freqliéncia esperada menor do que cinco. No caso dos caracteres natureza do
‘seedling” (zigdtico ou nucelar) e localizagéo na semente, por se tratar de uma tabela
de contigéncia 2x2, foi aplicado o teste exato de Fisher (Pimentel Gomes, 1987).

Foram também avaliados aspectos gerais como desenvolvimento de raiz
e da parte aérea, formag&o de embridides e embribes ndo germinados.
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3.2 INFLUENCIA DO pH E DO AGAR SOBRE O CULTIVO DE EMBRIOES DE
LARANJAS ‘PERA’ E ‘NATAL’.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram
utilizados frutos de polinizagdo livre com aproximadamente 5,5 cm de comprimento,
coletados na mesma planta, de laranjeira 'Péra’ (Experimento 3.2.1.) e “Natal’
(Experimento 3.2.2.), previamente selecionadas por apresentarem melhores condi¢des
fitossanitarias.

A amostragem relativa ao nimero de frutos e sementes, utilizados de
cada cultivar, esteve pautada a quantidade de embriGes necessarios a cada
experimento, inoculando-se todos os embrides encontrados, independentemente de
seus estadios de desenvolvimento.

Os frutos apds serem lavados tiveram suas sementes removidas e, em
camara de fluxo laminar, sofreram assepsia com &lcool - 70% por cinco minutos e
hipoclorito de sddio - 2% por 20 minutos, sendo em seguida lavadas trés vezes em
agua bidestilada autoclavada. Com o auxilio de microscépio estereoscoépico, bisturi e
pinca, os tegumentos das sementes foram excisados longitudinaimente a partir da
regido oposta & micropila, tomando-se o cuidado de ndo provocar injurias aos
embrides.

Todos os embriGes, independentemente dos estiddios em que se
encontravam, foram inoculados em meio MS, acrescido de 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
combinagdes possiveis. Esses tratamentos permaneceram por 48 h no escuro e,
posteriormente, em sala de crescimento & temperatura de 27+ 1°C com fotoperiodo de
16 h diarias em intensidade luminosa de 35 u moles m?s™.

Passados 45 dias, as plantulas foram avaliadas com base nos seguintes
caracteres:

» Experimento 3.2.1 - Comprimentos da haste caulinar e do sistema
radicular, peso da matéria fresca e porcentagem de sobrevivéncia.
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e Experimento 3.2.2 - Porcentagem de sobrevivéncia, comprimento do
sistema radicular, numero de pares de folhas, comprimento da haste caulinar e peso da
matéria fresca por plantula.

Em delineamento inteiramente casualizado, foram usadas quatro
repeticbes, cada uma constituida por quatro tubos de ensaio com 15 ml do meio, em
esquema fatorial, sendo as varidveis comprimento do sistema radicular e nimero de
pares de folhas transformadas segundo raiz (X+0,5) e porcentual de sobrevivéncia
segundo log (x+1), para fins de analise estatistica.

3.3 EXPERIMENTOS: 3.31. "CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES DE LARANJEIRA
'PERA": CONCENTRAGOES DE SAIS DO MEIO MS E SACAROSE".

3.3.2. "CULTIVO IN VITRO DE EMBRIQES DE Citrus limonia
x Poncirus trifoliata: EFEITOS DO ACIDO GIBERELICO E DO CARVAO
ATIVADO."

Os experimentos foram conduzidos no Laboratdrio de Cultura de Tecidos
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram
utilizados frutos de uma Unica planta de laranjeira ‘Péra’ (Experimento 3.3.1.), e de uma
planta hibrida (C. limonia y, P. trifoliata. - Experimento 3.3.2.).

Os frutos colhidos foram lavados, suas sementes removidas e, em
cémara de fluxo laminar, sofreram assepsia com alcool - 70 % por cinco minutos e
hipoclorito de sédio - 2 % por 20 minutos, sendo em seguida lavadas trés vezes em
agua bidestilada e autoclavada. Com o auxilio de lupa, bisturi e pinga, as sementes
foram excisadas longitudinalmente inicialmente pela regido oposta a micrépila,
tomando-se o cuidado de ndo causar injlrias nos embrides.

i) Tratamentos:

o Experimento 3.3.1. - Todos os embrides de laranjeira ‘Péra’,
independentemente dos estadios em que se encontravam, foram inoculados em tubos
de ensaio (150 x 20 mm) contendo meio Murashige e Skoog (1962): (0/4; 1/4; 2/4; 3/4 e
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4/4) acrescido de sacarose (0,0; 15,0; 30,0 e 60,0 g/L), em todas as combinagdes
possiveis.

e Experimento 3.3.2. - Todos os embrides de C. limonia y P. trifoliata,
independentemente dos estadios em que se encontravam, foram inoculados em meio
acrescido de GA; (0,0; 0,01; 0,1 e 1,0 mg/L) e carvéo ativado (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 g/L),
em todas as combinag¢des possiveis.

Os experimentos permaneceram por 48 h no escuro e, posteriormente,
em sala de crescimento a temperatura de 27+ 1°C com 16 h de iluminagdo a 1500 lux.
A quantidade de frutos, sementes e embriGes utilizados nos experimentos 3.3.1. e
3.3.2., seguiram os mesmos critérios dos experimentos 3.2.1. e 3.2.2.

ii) Avaliacoes:

Passados 45 dias, os “seedlings” foram avaliados pelas caracteristicas
apresentadas:

» Experimento 3.3.1. - Comprimento da parte aérea e do sistema
radicular, porcentagem de sobrevivéncia e nimero de pares de folhas.

e Experimento 3.3.2. - Comprimento da parte aérea e do sistema
radicular e porcentual de sobrevivéncia.

Foram usadas 4 repeticies, cada uma constituida de quatro tubos de
ensaio com 15 ml do meio em delineamento em blocos casualizados e esquema fatorial
4x4, sendo os dados das varidveis comprimento da parte aérea e do sistema radicular
transformados em raiz quadrada (X+0,5) e o porcentual de sobrevivéncia em log (x+1),

para efeito de analise estatistica.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EXPERIMENTO 1: ESTADIO DE DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO E A
LOCALIZAGAO DO EMBRIAO ZIGOTICO EM SEMENTES DE CITROS

A Tabelat apresenta as caracteristicas fisicas dos frutos aos 120, 130,
140 e 150 dias de idade. O fruto obtido 120 dias apés a polinizagio ndo continha
sementes e possivelmente se desenvolveu partenocarpicamente devido a
incompatibilidade intergenérica inerente ao cruzamento. Porém esta hipétese contrasta
com os demais cruzamentos entre 0s mesmos parentais que produziram frutos com
sementes.

A hipétese mais provavel, com base nos resultados de pesquisa realizada
por Pasqual, Ribeiro e Ramos (1990) com sementes de frutos decorrentes de
fertilizag@o n&o controlada em laranjeira ‘Natal’, é a de que frutos com idade precoce
podem ainda ndo possuir sementes plenamente desenvolvidas. A quantidade de
sementes por fruto pode também variar em fungéo de fertilidade, clima (Wong, 1940),
hereditariedade, fatores evolucionarios, ambientais e fisioldgicos. J& o nimero de
embrides contidos numa semente € influenciado pela cultivar, estado nutritivo do fruto,
fatores ambientais e parental polinizador (Frost e Soost, 1968; Ogata, 1981).

Os embrides das sementes colhidas nos demais frutos foram agrupados
em uma unica classe, ou seja, com idades de 130, 140 e 150 dias, visando uma ampla
vis&o desse intervalo a partir da fecundagéo.
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Pela Tabela 1A (Apéndices) sdo apresentadas todas as caracteristicas
avaliadas pertinentes aos resultados do experimento. Do total de 39 embrides
excisados das oito sementes obtidas, 26 embrides apresentaram folhas iguais as da
planta-m&e e trés ndo germinaram; dos 10 embribes restantes, trés apresentaram
folhas trilobadas, sendo portanto embrides de natureza sexual.

Tabela 1. Caracteristicas fisicas apresentadas pelos frutos obtidos pelo
cruzamento de Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Natal y Poncirus
trifoliata (L.) Raf., aos 120, 130, 140 e 150 dias apés a polinizagdo.
UFLA, Lavras, MG, 1997.

Caracteristicas fisicas dos 120 dias 130 dias 140 dias 150 dias
frutos

Diametro longitudinal (cm) 4,30 4,30 4,00 4,60
Diametro. Transversal (cm) 3,20 3,80 4,00 4,20
Peso da matéria fresca (g) 33,30 35,98 32,66 36,50
Peso da matéria seca (g) 2,70 4,63 3,26 2,75
Nuamero de gomos 8 9 10 10
Numero de sementes 0 3 2 3
Numero de embrides 0 20 4 15

Como dos cruzamentos efetuados foram desenvolvidas oito sementes, foi
esperado igual numero de embrides zigdticos. Supbe-se, por exclusdo, que os cinco
hibridos restantes estejam contidos entre os embrides que ndo germinaram ou que ao
germinar originaram “seedlings” mal formados, para os respectivos comportamentos de
cada semente. Os trés embrides zigéticos que alcangaram o pleno desenvolvimento
nas trés sementes relatadas (Foto 1c), encontravam-se no estadio cotiledonar,
caracterizado pelas baixas exigéncias exégenas para germinar e desenvolver.

Os embrides sexuais desenvolvidos das sementes n° 2 e 3 do fruto de
130 dias e de n® 1 do fruto de 140 dias, corroboram a hipétese de haver um embridio
zigdtico por semente. Verifica-se também pela semente n2 2 do fruto de 130 dias a
proliferacdo de embridides a partir de embriéio em fase cordiforme, juntamente com o
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desenvolvimento do embrido sexual (estadio cotiledonar), caracterizando o surgimento
de embridides a partir de um Unico embrido inoculado como fenémeno relacionado ao
estadio de desenvolvimento embrionario, independente de sua natureza ser zigética ou
ndo. Segundo Moreira e Pio (1991), as sementes pertencentes aos frutos dos citros
frequentemente contém embriGes desenvolvidos de origem nucelar, além do embrido
zigotico.

Esses dados véo ao encontro das afirmagSes de Pasqual e Pinto (1988),
de que embribes imaturos podem germinar precocemente com tendéncia a pularem
estadios normais de embriogénese, originando "seedlings" fracos e mal formados,
sendo a germinagdo precoce caracterizada por um periodo de rapidas divisdes
celulares nao acompanhadas por alongamento celular.

Embridides raramente germinam se ndo permanecem unidos ao nucelo,
calo, ou outros embridides e ao atingirem o tamanho de trés a seis mm necessitam ser
individualizados em meio de cultura fresco, para que tenha continuidade seu processo
de desenvolvimento (Navarro e Juarez, 1977). Se individualizados ha proliferagdo de
embridides pelo processo de gemaggo (Esan, 1973), na maioria dos casos a partir de
seus hipocdtilos ou células superficiais (Kochba, Spiegel-Roy e Safran, 1972). A alta
atividade meristematica dos tecidos jovens do embrido, em fase de diferenciagio
celular, & observada jé inicialmente quando o zigoto sofre a sua primeira divisdo,
direcionando uma das duas células & formagdo do suspensor e a outra, através de
divisGes celulares freqiientes, ao embrido (Esau, 1974; Ferri, 1990). Logo, pode ter
ocorrido em certa fase a separagéo entre células de alta atividade meristematica que
quando individualizadas e diferenciadas, deram origem aos embridides relatados.

Ainda pela Tabela 1A, observa-se que para as cinco sementes restantes
n&o ocorreu a germinagéo do embrido zigético, surgindo apenas embrides de natureza
nucelar e a proliferagéo de embridides a partir da inoculagdo de embrides em fase
globular e cordiforme, que ao germinarem desenvolveram-se em plantulas mal
formadas.

O surgimento de somente embrides nucelares e a proliferagio de
embridides a partir de um Gnico embri&io nas sementes n®2 do fruto de 140 dias, e nas
sementes de n® 1, 2, e 3 do fruto de 150 dias de idade, leva a crer que sejam estes os
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embrides sexuais. Observa-se também para a semente n® 2 do fruto de 150 dias, a
proliferacdo de embridides a partir de dois embrides inoculados separadamente
(estadios globular e cordiforme), devendo ser um deles o de natureza zigética. Ja para
a semente n® 1 do fruto de 130 dias de idade, observa-se que o embrido zigético deve
ser aquele inoculado no tubo em que houve proliferagdo de embridides ou algum dos
outros trés embriGes que ndo chegaram a se desenvolver, e ainda, observa-se que os
mesmos foram encontrados na regido micropilar da semente e em grande maioria em
estadios globular e cordiforme de desenvolvimento.

Também verifica-se na semente n® 1 do fruto de 140 dias a singularidade
da caracteristica monoembridnica para essa semente e do embrido zigético encontrar-
se na regido micropilar e em estadio cotiledonar, contrastando, pois, com os dois
embriGes zigdticos desenvolvidos em sementes poliembrionicas que em igual estadio
de desenvolvimento situaram-se mais interiormente na semente. Esses dados estdo de
acordo com os obtidos por Maheswari e Rangaswamy (1958), que relatam a origem e o
desenvolvimento de embridides na extremidade do nucelo e que os embriGes nucelares
ao se projetarem para dentro do saco embrionario levam consigo o sexual.

Para as analises estatisticas considerou-se a possibilidade da existéncia
de somente um embrido zigético em cada semente formada; entretanto, a existéncia de
outro tipo de poliembrionia & citada por Bacchi (1943), onde a formacdo de mais de um
embrido por semente pode estar relacionada a uma divisdo da oosfera apés a
fecundagédo, em duas ou mais.

Observa-se ainda, pela Tabela 1A, que dos sete embrides que se
manifestaram na formagéo de embridides seis localizaram-se na regido micropilar da
semente, cinco encontravam-se em estadios globulares e dois em estadios cordiformes
de desenvolvimento.

Os estadios de desenvolvimento embrionario e a localizagdo na semente
mostraram relagdo de dependéncia significativa pelo teste de xz (qui-quadrado), com
a < 0,0100 (Tabela 2). EmbriGes em fases de menor desenvolvimento situam-se mais
proximos & micropila, antagonicamente aos mais desenvolvidos. Isso sugere que o
desenvolvimento embrionario se dé neste sentido, possivelmente pelo maior espago
fisico disponivel no interior da semente ou em raz3o da necessidade do envolvimento
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com o endosperma por esses embrides devido a fatores relacionados a nutrigio. Pela

Figura 1 visualiza-se a distribuigdo dos embrides em estadios de desenvolvimento
embrionario em relagdo as regiées da micropila e ao interior da semente.

Tabela 2 - Freqiiéncias observadas de embrides em diferentes estadios de
desenvolvimento apés 130, 140 e 150 dias da polinizacdo, em relagdo
as suas localizagoes na semente. UFLA, Lavras, MG, 1997.

ESTADIOS
LOCALIZACAO globular cordiforme/torpedo cotiledonar
Na regidao micropilar da 9(3,92) 7(7,41) 1(5,67)
semente
No interior da semente 0(5,08) 10(9,59) 12(7,33)

A" caloutado™ 18,53 (ot < 0,0100)
FreqUéncia esperada, entre parénteses.

A Tabela 3 especifica a localizagdo dos embrides zigoticos e nucelares na
semente. Estas caracteristicas apresentaram relagdo de dependéncia significativa, de
acordo com o teste exato de Fisher (o < 0,0800). Observa-se que cinco dos oito
embribes sexuais encontravam-se na regido micropilar do saco embrionario. Este dado
€ embasado pela localizagdo da oosfera na estrutura do dvulo préximo a micropila
(Maheswari e Rangaswamy, 1958; Ferri, 1990; Dami&o Filho, 1993), delegando a regido
micropilar o local de origem e de desenvolvimento inicial do embrido zigético.

Pode-se fazer inferéncias de que na faixa de 130 a 150 dias apds a
fertilizacdo os embrides hibridos situam-se em grande maioria na regido micropiiar da
semente, em estadio globular de desenvolvimento (Figura 1), ndo tendo sido ainda
encaminhados para dentro da semente pelo supensor (Damiéo Filho, 1993; Maheswari e
Rangaswamy, 1958), ou pela acéo dos embriGes nucelares.

As Fotos 1b e 1c retratam a posicdo do embrido globular na regido
micropilar da semente, que acredita ser o zigético. Observou-se nestes embrides,
embora n@o tenha sido constatado estatisticamente, uma coloragio esverdeada
intensa, maior intumescimento em contraste aos demais embrides em mesmo estadio
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de desenvolvimento e, ao tentar remové-los, notava-se também estarem firmemente

ligados aos demais tecidos, acarretando uma maior dificuldade no processo.

Tabela 3 - Freqiiéncias observadas dos embrides zigéticos e nucelares em relagio
as localizacbes na semente, UFLA, Lavras, MG, 1997.

j EMBRIAO
LOCALIZACAO zigotico nucelar
na regiao micropilar da 5 7
semente
no interior da semente 2 19
a < 0,0800, pelo Teste Exato de Fisher
/]
A 3 na regido micropilar da semente

@ 12 - [ no interior da semente

2 10 -
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Figura 1 - Freqiiéncia de embrides nos diferentes estadios de desenvolvimento
apés 130 a 150 dias da polinizagdo (G- globular; c¢/T-
cordiforme/torpedo; C- cotiledonar). UFLA, Lavras, MG, 1997.
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A relagdo entre estadios de desenvolvimento embrionario e a
caracterizacdo da origem do embrifo, quanto sexual ou nucelar, foi significativa pelo
teste de qui quadrado (a < 0,0500), conforme demonstra a Tabela 4.

Tabela 4 - Freqiiéncias observadas de embrides nos diferentes estadios de
desenvolvimento apés 130, 140 e 150 dias da polinizagdo. UFLA,
Lavras, MG, 1997.

j ESTADIOS
EMBRIAO _globular cordiforme/torpedo cotiledonar
zigético 4(1,65) 1(3,29) 3(3,06)
nucelar 3(5,35) 13(10,71) 10(9,94)

X?calculado = 6,46 (o < 0,0500)
Freqguéncia esperada, entre parénteses

Pela Tabela 4 nota-se que os cinco embrides referidos na Tabela 2,
localizados na regido micropilar, devem ser 0s embrides com as caracteristicas globular
(4) e cordiformeftorpedo (1). O fato dos trés embrides zigoticos, que foram identificados
pelas folhas trifoliadas presentes, estarem no estadio cotiledonar (Tabela 4), ratifica o
processo pelo qual o embrido sexual durante o crescimento é projetado pelo suspensor
para junto do endosperma, encontrando-se nesta regiao em estadio ulterior de

desenvolvimento.

4.2 - EXPERIMENTO 2: INFLUENCIA DO pH E DO AGAR SOBRE O CULTIVO DE
EMBRIOES DE LARANJAS ‘PERA’ E ‘NATAL’.

¢ 4.2.1. Laranja 'Péra’.

O fator pH, ao contrario do fator agar, apresentou resposta significativa
pelo teste F (o <0,0100) para todas as variaveis avaliadas (Tabela 5); a interagdo entre
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os dois fatores foi significativa para as variaveis comprimento do sistema radicular e
porcentagem de sobrevivéncia aos niveis de 1% e 5%, respectivamente.

Na Tabela 2A, apresenta-se o resumo das equacdes de regressao das
concentragbes do fator agar dentro do fator pH, para as variaveis porcentagem de
sobrevivéncia e comprimento do sistema radicular dos embrides de laranjeira 'Péra’.

A Figura 2 indica uma queda linear no peso da matéria fresca com o
aumento dos valores do pH. O maior peso da matéria fresca, obtido em pH 3,7 (156
mg), pode ser explicado pela tendéncia de absorgdo de agua pelos tecidos das
plantulas quando cultivadas em meio mais aquoso (Stoltz, 1971; Williams e Leopoldo,
1989), devido a hidrolise do agar autoclavado em meio mais acidificado (Caldas,
Haridasan e Ferreira, 1990).

Tabela 5. Andlise de variancia considerando as varidaveis comprimentos da parte
aérea e do sistema radicular, peso da matéria fresca e porcentual de
sobrevivéncia de embrides de laranjeira ‘Péra’ (Citrus sinenis L.
Osbeck). UFLA, Lavras, MG, 1997.

Fonte de G.L. Quadrado Médio
variagdo Comprimento Comprimento Peso da Porcentagem
da raiz da parte matéria de
aérea fresca sobrevivéncia
pH 3 4,9681** 1,7228** 0,0681** 1,0865**
Agar 4 0,5351* 0,1676 0,0041 0,0613
pH * Agar 12 0,4902** 0,2492 0,0090 0,0494*
Residuo 60 0,1880 0,1800 0,0100 0,0250

29,421 % 39,140 % 18,925 % 18,466 %

**a <0.0100 C.V.
*a <0,0500

Analisando num sentido mais amplo o desenvolvimento das pléantulas
pelos comprimentos da haste caulinar e do sistema radicular (Figuras 3 e 4
respectivamente), observa-se que o pH 4,7 foi 0 que promoveu maior crescimento da

haste caulinar (1,5 cm).
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Figura 2 - Efeito do pH sobre o peso da matéria fresca de embrides de laranjeira
'Péra’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck.]. UFLA, Lavras, MG, 1997.
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laranjeira 'Péra” [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. UFLA, Lavras, MG,
1997.



27

Independentemente da concentragdo de 4&gar utilizada, o maior
comprimento do sistema radicular foi alcangado na faixa situada entre pH 4,5 e 5,2,
indicando, portanto, que o pH em torno de 4,7 foi 0 mais adequado para o cuiltivo in
vitro de embriGes de laranjeira “Péra’.

De forma semelhante, Handro e Floh (1990) relatam que o controle da
organogénese ¢ feito mediante a introdugéo exégena de sais e de substancias diversas
e que fatores fisicos do meio podem exercer efeitos sobre as culturas assim como o
pH, a temperatura e a luz. Para algumas culturas, variagdes nesses fatores podem
ocasionar diferentes respostas morfogenéticas. Calo de Solanum tuberosum cresceu
num pH de 5,0 ou 5,5 e cultura de raizes de tomateiro teve o crescimento étimo com o
pH inicial de 4,9, segundo Lingappa e Petru, citados por Caldas Haridasan e
Ferreira (1990).

Observa-se, pela Figura 4, que as concentragbes de 0,0 e 10,5 g/L de
agar promoveram um maior crescimento radicular com o pH situado em 4,7; e que a
concentragéo de 7,5 g/L de agar manteve a menor oscilagéio para todos os niveis de
pH, com comprimentos variando entre 1,4 a 2,0 cm, em pH 6,7 e 3,7, respectivamente.

De acordo com Romberger e Tabor (1971), altas concentragbes de agar,
ou meios muito consistentes, podem limitar a difusdo de nutrientes até o explante. O
pH afeta a consisténcia do meio de cultura e, se este for autoclavado em pH abaixo de
4,5 ocorre hidrdlise do agar, que impede a sua polimerizagdo ao esfriar e,
considerando-se as altas concentracOes dos niveis de sais do meio MS, a
concentragdo de 7,0 g/L de agar é a recomendada (Murashige e Skoog, 1962).
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Observa-se, na Figura 5, que para todas as concentragdes de &gar,
dentro do fator pH, houve acréscimo do porcentual de sobrevivéncia com a elevacao
do pH do meio.

Esses dados corroboram com as observagdes de Hu e Ferreira (1990),
segundo as quais o intervalo de pH entre 50 e 6,0 parece satisfatorio para o
crescimento dos embrides da maioria das espécies.

¢ 4.2.2. Laranja "Natal'.

Observa-se na Tabela 6 que o fator agar, ao contrario do fator pH,
apresentou respostas significativas para todas as varidveis, havendo ainda interagdo
significativa entre os fatores para as varidveis comprimento de raiz, peso da matéria
fresca, porcentagem de sobrevivéncia e nimero de pares de folhas.

Tabela 6. Anélise de varidncia considerando as variaveis comprimentos da haste
caulinar e do sistema radicular, peso da matéria fresca, porcentagem de
sobrevivéncia e niumero de folhas de embrides da laranjeira ‘Natal’
[Citrus sinensis (L.) Osbeck]. UFLA, Lavras, MG, 1997.

Quadrado
Fonte de GL Médio
variacao Comprimento Comprimento Peso da Porcentagem Numero de
de raiz da haste matéria fresca de folhas
caufinar sobrevivéncia
Agar 4 2.6242* 0.8866** 20028.4326** 5237.8938** 4.1699**
pH 3 0.2459 0.0092 2635.6022 597.5458 0.2615

Agar * pH 12 0.5527** 0.0795 4086.0557 ** 751.2438* 0.3523*
Residuo 60 0.1027 0.0418 1708.4111 253.8125 0.1116

*a<0.0100 CV= 19.181 % 18.668 % 50.159 % 21.628 % 20.401 %
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Na Tabela 3A sdo apresentadas as equages de regresséo dos niveis do
fator pH na presenga do dgar. Observa-se pela Figura 6 que maior porcentual de
sobrevivéncia (100%) foi conseguido com o valor de pH 6,7 quando associado a
concentragdo de 9,39 g/L de agar. Segundo Malavolta (1980), o pH exerce efeito
indireto na absorgéo dos elementos, nutrientes ou néo, sendo os valores de pH de 6,0
a 6,5 os mais favoraveis para o crescimento das plantas, visto que nesta faixa a
disponibilidade & méxima para os macronutrientes e ndo limitante para os
micronutrientes. Hu e Ferreira (1990) relatam que o intervalo de pH entre 5,0 e 6,0
parece satisfatorio para o crescimento dos embriGes da maioria das espécies.

sobrevivéncia de embrioes (%)

35 -] H
30 - P
25 - &3.7 =47 57 66.7]
20 :
0 3.5 7 10.5 14
agar (g/L)

Figura 6 - Efeito do agar na presenca do pH sobre o porcentual de sobrevivéncia
de embriées de larajeira "Natal® [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. UFLA,
Lavras, MG, 1997.

A Figura 7 demonstra que quando os valores de pH passaram de 6,7 a
4,7 maiores foram os comprimentos de raizes, obtendo-se 2,29 cm de comprimento
com o valor de pH 4,7, em concentracdo de 7,92 g/L de agar. Calo de Solanum
tuberosum cresceu num pH de 5,0 ou 5,5, e cultura de raizes de tomateiro teve o
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crescimento 6timo com o pH inicial de 4,9, segundo Lingappa e Petru, citados por
Caldas, Haridasan e Ferreira (1990).

Semelhante resposta ocorreu para a variavel nimero de folhas (Figura 8),
em que o valor de pH 4,7 na concentragio de 8,42 g/L de agar promoveu o surgimento
de maior quantidade de folhas (2,35 pares de folhas/"seedlings").

O fato dos valores de pH diferirem no porcentual de sobrevivéncia (pH
6,7), com o pH ideal para as variaveis comprimento de raiz e numero de folhas (pH
4,7), pode ser resultante do estadio de diferenciacdo dos tecidos dos "seedlings”, que
em pH mais baixo podem necessitar ndo dos nutrientes em maior concentragdo (pH 6,0
a 6,5) e sim de elementos como o Fe, Cu, Mn, e Zn, que sd0 mais absorvidos pelas
membranas em valor de pH 5,0 (Malavolta, 1980).

pH
*3.7 =47 57 6.7

comprimento do sistema radicular (cm)

0 3.5 7 10.5 14
agar (g/L)

Figura 7 - Efeito do agar na presenga do pH sobre o comprimento do sistema
radicular de embrices de laranjeira "Natal” [Citrus sinensis (L.)
Osbeck]. UFLA, Lavras, MG, 1997.

A Figura 9 indica que a concentragdo de 8,98 g/L de agar promoveu 0
maior comprimento da parte aérea (1,31 cm). Analisando num sentido mais amplo a
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acéo do agar para porcentual de sobrevivéncia, comprimento de raiz, nimero de folhas
e comprimento da parte aérea dos embrides de laranjeira ‘Natal’, observa-se que em
média a concentragdo de 8,68 g/L de &gar foi a mais responsiva.

Pela Figura 10, referente ao peso da matéria fresca dos “seedlings",
completa-se o estudo dos efeitos do pH e do agar no desenvolvimento e crescimento
dos embrides in vitro, indicando que concentragbes mais elevadas de agar determinam
a menor hidratagdo dos tecidos dos "seedlings”, mesmo em valores diferenciados de
pH.

2,5 -
g 2 — —
s 2- e s S
8 //;3/ e ) //%/”’ﬁ—.\ \ \\\
8 1,75 n | /.:"://,/,?/ \\:
g 1,5 1 E ';/:;;// o °
8 1,25 - /,r;/
o 7
EI-.) 1 -u// S
E v pH
|7 ‘ //
= 078 1 [+3.7 =4.7 =57 %6.7]
0,5 : ;
0 3,5 7 10,5 14
agar (g/L)

Figura 8 - Efeito do agar na presenga do pH sobre o nimero de folhas de
embrides de laranjeira "Natal” [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. UFLA,
Lavras, MG, 1997.
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Figura 9 - Efeito do agar sobre o comprimento da parte aérea de embrides de

laranjeira “Natal® [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. UFLA, Lavras, MG,

1997.
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Efeito do agar na presenca do pH sobre o peso da matéria fresca de

embrides de laranjeira “Natal” [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. UFLA,
Lavras, MG, 1997.
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Essa constatagdo é corroborada por Shingha (1984) e Peixoto e Pasqual
(1995), que também obtiveram menores valores de peso da matéria fresca em maiores
concentragdes de agar. O mesmo foi constatado com o ganho relativo de peso fresco
das culturas de apices de brotagbes de Kiwi (Monette, 1986). Caldas, Haridasan e
Ferreira (1990), relatam que o &gar ap6s ser dissolvido em agua em fervura é gelificado
na presenca de cations e que, se autoclavado com o pH abaixo de 4,5, ocorre hidrdlise
do agar, impedindo-o de polimerizar ao resfriar.

Analisando-se as varidveis comprimentos da parte aérea e do sistema
radicular, numero de folhas e porcentual de sobrevivéncia, em relagdo do peso da
matéria fresca dos “"seedlings", observa-se disparidades entre as melhores
concentragbes de agar e valores de pH dos demais caracteres com esta variavel.
Conclui-se, portanto, que os maiores ganhos em peso deveram-se & maior hidrataggo
dos tecidos dos embrides nas mais baixas concentragdes de agar, e ndo
especificamente a ganhos proporcionados pelo desenvolvimento e crescimento dos
"seedlings”, que em média ocorreram na concentracéo de 8,98 g/L de agar adicionado

ao meio de cultura.
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4.3. CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES DE LARANJA 'PERA": CONCENTRAGOES
DE SAIS DO MEIO MS E SACAROSE.

A Tabela 7 apresenta a andlise de variancia, e no Apéndice 4 sao
apresentadas as equagbes de regressdo, demonstrando que houve significancia ao
nivel de 1 % de probabilidade em todos os caracteres avaliados, para sacarose, niveis
do meio MS e interagdo entre esses fatores.

Tabela 7 - Andlise de variancia considerando as variaveis comprimentos do
sistema radicular e da parte aérea, porcentual de sobrevivéncia e
namero de folhas de embrides de laranjeira "Péra’ [Citrus sinensis (L.)
Osbeck]. UFLA, Lavras, MG, 1997

Quadrado médio

Fonte de G.L. Comprimento Comprimento Porcentagem Numero de
variagao de raiz da parte aérea sobre\clji?léncia folhas
Sacarose 3 1,7583** 10,2126** 0,4127* 3,0775**
MS 4 3,0598* 13,1430* 0,3037** 3,9768**
Sacar.*MS 12 1,3728* 3,6656* 0,0492** 0,7739*
Residuo 60 0,1408 0,4231 0,0043 0,0689
**a < 0,0100 Cv= 21,790 % 24,731 % 6,303 % 15,525 %

A andlise de regressdo para comprimento da haste caulinar (Figura 11)
evidencia que com 50 a 75 % dos sais do MS ha um crescente aumento do
comprimento da parte aérea, na medida em que se eleva a concentracdo de sacarose.
O melhor resultado foi verificado com 75 % dos sais associado a 60 g/L de sacarose.

Para os demais niveis de sais (0, 25 e 100 %) houve um significativo
incremento no desenvolvimento da parte aérea até 15 g/L de sacarose, decrescendo
nas concentragdes mais elevadas até 45 g/l e a partir dai registrou-se leve tendéncia
de aumento novamente.
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Figura 11 - Efeito dos sais do meio MS na presenca da sacarose sobre o
comprimento da parte aérea de embrides de laranjeira "Péra’ [Citrus
sinensis (L.) Osbeck], UFLA, Lavras, MG, 1997.

A interagdo significativa apontada pela analise de variancia fica evidente
ao observar-se que o melhor resultado foi apresentado com 75 % dos sais de MS
associado a 60 g/L de sacarose, e com valor ligeiramente inferiores 100 % dos sais e
apenas 15 g/l de sacarose.

Esses resultados demonstram a importdncia da sacarose no
desenvolvimento in vifro de embriGes e evidenciam a presenca no experimento de
diferentes idades, pois embriGes imaturos, em estadios iniciais, necessitam
concentracdes mais elevadas de sacarose para completarem o desenvolvimento,
enquanto que embrides adultos sdo menos exigentes. Os resultados obtidos
corroboram as afirmagées de Hu e Ferreira (1990); Navarro, Ortiz e Juarez. (1985).

Para emiss@o de folhas os resultados foram semelhantes (Figura 12).
Maior nimero de folhas foi verificado também com 75 % de sais, porém com 45 g/L de

sacarose.
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Figura 12 - Efeito dos sais do meio MS na presenga da sacarose sobre o nimero
de folhas de embrides de laranjeira ‘Péra’ [Citrus sinensis (L.)
Osbeck]. UFLA, Lavras, MG, 1997.

Na Figura 13 pode-se perceber que o comportamento do sistema
radicular é semelhante ao da parte aérea. Da mesma forma, o tratamento 75 % de sais
com 60 g/L de sacarose induziu maior comprimento de raizes, com valores proximos
aos registrados em 25 % de sais com 30 a 45 g/L de sacarose.
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Figura 13 - Efeito dos sais do meio MS na presenca da sacarose sobre o
comprimento do sistema radicular de embrides de laranjeira “Péra’
[Citrus sinensis (L.) Osbeck]. UFLA, Lavras, MG, 1997.

De modo geral isto ndo acontece nos trabalhos de propagacdo in vitro via
organogénese indireta, pois os tratamentos que interferem positivamente na parte
aérea tém efeito negativo no desenvolvimento do sistema radicular, devido ao
balanceamento entre as concentagSes de auxina/citocinina. Na cultura de embrides,
como primeiro ocorre emissdo de raizes, para posteriormente surgir a parte aérea, é
normal esta similaridade na resposta.

Houve elevado indice de sobrevivéncia de embribes em todas as
concentragdes de sacarose utilizadas (Figura 14), evidenciando ser a sacarose
dispensavel para o inicio do desenvolvimento de embrides in vitro.
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Figura 14 - Efeito dos sais do meio MS na presenga da sacarose sobre o
porcentual de sobrevivéncia de embrides de laranjeira ‘Péra’
[Citrus sinensis (L.) Osbeck]. UFLA, Lavras, MG, 1997.

Maiores variagbes na sobrevivéncia foram evidenciadas nos diferentes

niveis de sais do meio MS. Melhores resultados foram registrados para 75 e 100%.

4.4. CULTIVO IN VITRO DE EMBRIOES DE Citrus limonia x Poncirus trifoliata:
EFEITOS DO ACIDO GIBERELICO (GA;) E DO CARVAO ATIVADO

Observa-se na Tabela 8 que a interagdo entre os fatores acido giberélico
(GA;) e carvao ativado (C.A.) foi significativa para as variaveis comprimentos da parte
aérea e sistema radicular e porcentual de sobrevivéncia dos embrides do hibrido C.
limonia x P. trifoliata, sendo também apresentadas as equacGes de regressdo na
Tabela 5A.
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Tabela 8 - Analise de varidncia considerando as variaveis comprimentos do
sistema radicular e da haste caulinar e porcentual de sobrevivéncia
dos embrioes do hibrido Citrus limonia y Poncirus trifoliata. UFLA.
Lavras, MG, 1997.

Quadrado médio

Fonte de variagao G.L. Comprimento Comprimento Porcentagem
do sistema da de
radicular haste caulinar sobrevivéncia
Carvao Ativado 3 0,6360** 0,3739** 82,0461ns
GA; 3 0,0946ns 0,5155** 220,1361ns
C.A. *GA; 9 0,6340** 0,4850** 1095,6494*
Residuo 30 0,1054 0,0802 169,1329
**a < 0,0100 CVv.= 26,53 % 3253% 16,88 %

ns = nao significativo.

Para as variaveis comprimentos da parte aérea e do sistema radicular
(Figuras 15 e 16), observa-se que o acido giberélico em concentragdio de 0,1 mg/L foi
responsivo ao comprimento de raiz (1,22 cm) e haste caulinar (1,60 cm), pois na
auséncia deste regulador de crescimento os embries hibridos apresentaram
respectivamente 0,18 cm e 0,08 cm de comprimento para essas mesmas variaveis.

Verifica-se ainda para os dados referentes & variavel porcentagem de
sobrevivéncia (Figura 17 - P < 0,01), que a regresséo linear, embora com o coeficiente
de determinagdo baixo (= 0,64) para a concentragdo de GA; - 0,1 mg/L, ratifica a
tendéncia desta dosagem ter agcdo antagénica quando suplementada em meios de
cultivo com carvéo ativado em até 2,0 g/L.

Esses dados séo corroborados pelos obtidos por Pasqual, Ribeiro e
Ramos (1990), em que a agdo do GA; - 0,1 mg/L em meios contendo carvao ativado
induziu menor taxa de crescimento radicular de embries de laranjeira 'Natal', indicando
ser essa concentracéo, juntamente com carvao ativado, prejudicial ao crescimento de
embrides cultivados in vitro.

Os efeitos do Carvao ativado sobre as varidveis comprimentos do sistema
radicular (1,32 g/L) e da parte aérea (1,46 g/L) sfo respectivamente observados pelas
Figuras 15 e 16.



comprimento do sistema radicular (cm)

Figura 15 -

comprimento da haste caulinar (cm)

1.5

0.5

EEN
H

-
N

-

o
o

o
o

o
'S

o
N

o

41

1
/ GA3 (mg/L)
1 -0 =01
0 0.5 1 1.5 2
carvao ativado (g/L)
Efeito do acido giberélico (GA;3) na presencga do carvio ativado sobre

o comprimento do sistema radicular de embrides do hibrido Citrus
limonia Osbeck y, Poncirus trifoliata. UFLA, Lavras, MG,1997.
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Figura 16 - Efeito do acido giberélico (GA;) na presenga do carvio ativado sobre

o0 comprimento da parte aérea de embrides do hibrido Citrus limonia
Osbeck y Poncirus trifoliata (L.) Raf. UFLA, Lavras, MG, 1997.
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Devido a capacidade do carvdo ativado em adsorver substéncia téxicas
liberadas pelos explantes ou que casualmente sdo adicionadas ao meio de cultivo
através de seus componentes, a exemplo dos contidos no agar- pela natureza dos
contaminantes organicos e inorganicos e aos aspectos relacionados a sua natureza
biolégica e de produgdo (Debergh, 1983)-, assim as comprovadas impurezas dos
outros componentes: sacarose e sais, € de se supor que o crescimento e
desenvolvimento dos embrides sejam favorecidos quando componentes inibitérios sdo
adsorvidos pelo carvao ativado.

Para maximizar o porcentual de sobrevivéncia, observa-se pela Figura 17,
a necessidade da baixa concentracdo de GAs; suplementada ao carvdo ativado. O
porcentual de sobrevivéncia maximo atingido (97,25%) deveu-se as combinacdes de
GA; (0,01 mg/L) e carvao ativado (1,35 g/L).
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Figura 17 - Efeito do acido giberélico (GA;) na presenca do carvao ativado sobre
o porcentual de sobrevivéncia de embrides do hibrido Citrus limonia
Osbecky Poncirus trifoliata (L.) Raf. UFLA, Lavras, MG, 1997.
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Autores como Schooler (1960) e Norstog (1979) afirmam a necessidade
de se adicionar GA3; (0,01 mg/L) para o desenvolvimento de embriGes de cevada, vindo
ao encontro dos resultados obtidos.
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5 CONCLUSOES

1. Ha 92% de probalidade de se encontrar o embrifio zigético na regido
micropilar das sementes de frutos obtidos de cruzamentos de Citrus sinensis (L.)
Osbeck x Poncirus trifoliata (L.) Raf, com 130 a 150 dias apds a polinizagdo. A
metodologia adotada neste trabalho pode vir a ser testada em cruzamentos
intragenéricos e intraespecificos, com o objetivo de identificar embrides hibridos
imaturos, provenientes de cruzamentos em que variantes femininas poliembriénicas sdo
adotadas; desde que se ajuste ao método de melhoramento genético a eliminagéo das
plantas apomiticas obtidas (8%), via marcadores morfoldgicos ligados a planta-mae.

2. Os embrides sexuais de Citrus sinensis (L.) Osbeck y Poncirus trifoliata
(L) Raf., com 130 a 150 dias apés a fertilizagdo, encontram-se em maior proporgio em
estadios globular e cordiforme de desenvolvimento, na regido micropilar da semente.

3. Embrides em estadios globular e cordiforme ao serem individualizados
podem nd&o germinar ou germinar originando “seedlings” descaracterizados
morfologicamente, necessitando de ajuste do meio de cultura.

4. Concentragdes de agar e valores de pH interagem significativamente no
crescimento do sistema radicular e no porcentual de sobrevivéncia in vitro de embribes
de Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Péra e Natal.
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5. Para aumentar o porcentual de germinagéo, o valor do pH do meio MS
(acrescido de 10,5 g/L de agar), deve ser aferido inicialmente em 6,7, transferindo-se
em seguida os embrides ja desenvolvidos a um meio nutritivo com pH 4,7, para

maximizar o crescimento.

6. Ocorre queda de peso da matéria fresca de “seedlings” em meio de
cultivo mais solidificado, devido a menor hidratagdo dos tecidos.

7. Embrides imaturos de laranjeira ‘Péra” apresentaram melhor

desenvolvimento em meio MS com 75 % da concentragéo de sais e 60 g/L de sacarose.

8. O meio MS suplementado com carvéo ativado ou com acido giberélico

favorece o crescimento de embrides cultivados in vitro.

9. O meio MS suplementado com carvdo ativado (1,35 g/L) e acido
giberélico (0,01 mg/L) favorece o crescimento de embrides cultivados in vitro e
possibilitam uma taxa maior de sobrevivéncia de embribes do hibrido Citrus limonia (L.)
Osbeck y Poncirus trifoliata (L.) Raf.
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TABELA 1A. Idade dos frutos de laranjeira ‘Natal’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
polinizados por Poncirus trifoliata (L.) Raf., nimero de sementes por fruto,
estadios de desenvolvimento embrionario, localizagido do embrido na
semente e caracterizagdo dos “seedlings” aos 130, 140 e 150 dias apds a
polinizacao. UFLA, Lavras, MG, 1997.

IDADE DO FRUTO (dias) SEMENTE ESTADIOS LOCALIZACAO EMBRIAO

130 N
130 i
130 N
130 N
130 ndo germ..
130 n3o germ.
130 nao germ.
130
130

130
130
130
130
130
130
130

130
130
130
130

140

140
140
140

150
150
150
150
150

180
150
150
150
180
150

150
150
150
150
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“SEEDLINGS": Z(embrido zigético), N(embrido nucelar), **(proliferagdo de embridides)
Estadio embrionéario: G(globular), T(torpedo), ¢(cordiforme), C(cotiledonar)
Localizagdo: M(préximo a micropila), S(no interior da semente)
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TABELA 2A. Resumo das equagdes de regressao dos niveis de agar dentro do
fator pH, para as varidveis porcentagem de sobrevivéncia,
comprimento do sistema radicular, comprimento da haste caulinar e
peso da matéria fresca, em "seedlings” de laranjeira ‘Péra’ (Citrus
sinensis (L.) Osbeck). UFLA, Lavras, MG, 1997.

Equacdes de regressio Nivel de v
significancia

"Porcentagem de sobrevivéncia

Yoo= 99374 -27,4999 x +6,2499 x° > 0,90
Yas= 1358906 -78,1250 x + 10,9375 x° * 0,97
Y70= 177,8750 -94,9999 x + 12,4999 »° = 0,98
Yi05=- 335,4219 + 118,1250 x - 7,8120 ° b 0,93
Yi140= - 364,4064 + 132,5000 x - 9,3750 %° * 0,98
Z’Comprimento do sistema radicular
Yoo= - 12,1509 + 5,5659 x - 0,5426 x* = 0,60
Yas= - 11,8046 + 5,2417 x - 0,5018 2 * 0,99
Y70=  2,7365 -0,1879 x * 0,84
Y105= - 96,0790 + 57,6301 x - 10,9960 x* + 0,6806 X° o 1,00
Y140= - 50,7242 + 30,9482 x -59259x?+03676x * 1,00
2’Comprlmento da haste caulinar
Y = - 38, 7485+21 9906 x - 4,1375 %% + 0,2531 x° *x 1,00
Zpeso da matéria fresca >
Y = 316,3940 - 43,1553 x * 0,91

Y ,, ObservacGes transformadas segundo arco seno da raiz de X/100
Observag:oes transformadas segundo raiz quadrada de X+0,5
*a < 0,0100 e 0,0500, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 3A. Resumo das equagdes de regressio dos niveis de pH dentro do fator
agar para as variaveis porcentagem de sobrevivéncia, comprimento
do sistema radicular, peso da matéria fresca, numero de pares de
folhas e efeito do agar sobre o comprimento da haste caulinar, em
“seedlings” de laranjeira ‘Natal" (Citrus sinensis (L.) Osbeck). UFLA,
Lavras, MG, 1997.

Equacgdes de regressao Niveis de r
significancia
YPorcentagem de sobrevivéncia
Y37= 65,6250 - 15,3274 x + 3,0612 x*- 0,1336 x° »* 0,65
Ys7= 555107 -9,1097 x + 2,7259 x*- 0,1414 x° - 0,97
Ys7= 49,6500 + 3,4500 x o 0,93
Ye7= 40,1786 + 12,7551 x - 0,6560 X bl 0,96
“Comprimento do sistema radicular
Y37 = 1,0302 + 0,0873 x *x 0,64
Ys7=1,0543 + 0,3135 x - 0,0198 x° - 0,58
Ys7= 1,2475 + 0,1705 x - 0,0099 x° ** 0,95
Ys7= 0,8454 + 0,2610 x - 0,0155 x° *x 0,97
“Peso da matéria fresca
Ya17= 175,0401 - 26,7349 x + 1,4803 x° * 0,58
Yi7= 112,5805 - 5,4483 x *x 0,72
Ys7= 114,2965 - 6,0557 x * 0,60
Yer= 119,0785 - 4,6444 X * 0,63
INumero de folhas
Y37=0,5636 + 0,2816 x - 0,0131 x° ** 0,85
Ys7= 0,9039 + 0,3427 x - 0,0203 X° b 0,79
Ys7= 0,9764 + 0,1997 x - 0,0105 X° = 0,91
Ye7= 0,7433 + 0,3292 x - 0,0201 X° ** 0,96
“Comprimento da haste caulinar
Y =0,7111 + 0,1329 x - 0,0074 x° x* 0,98

" Observagbes transformadas segundo arco seno da raiz de X/100
A Observagdes transformadas segundo raiz quadrada de X+0,5
** a < 0,0100, pelo teste F.
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TABELA 4A. Resumo das equagdes de regressiao das concentracdes de sais do
meio MS dentro do fator sacarose, para as variaveis comprimento da
haste caulinar, nimero de pares de folhas, comprimento do sistema
radicular e porcentagem de sobrevivéncia em "seedlings"” de
laranjeira ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck). UFLA, Lavras, MG,
1997.

Equacdes de regressao Nivel de r’
Significancia.

Comprimento da haste caulinar

Yio0= 3,3657 + 0,1590 x - 0,0072 X% + 0,0001 x° * 1,00
Y75 = 2,0612 + 0,0480 x ** 0,88
Yso = 0,9656 + 0,0494 x > 0,93
Yz2s= 1,4335 + 0,3854 x - 0,0173 X2 + 0,0002 x° w 1,00
Yoo = 0,9633 + 0,4069 x - 0,0208)° + 0,0002 x* ** 1,00
“Namero de pares de folhas
Y100 = 2,2285 + 0,0292 x - 0,0006 x° > 0,85
Y75 =1,0917 + 0,0717 x - 0,0008 x° ~ 0,98
Yso = 0,7774 + 0,0474 x - 0,0004 X2 bl 0,94
Yzs =1,0550 + 0,1773 x - 0,0076 X + 0,0001 x° o> 1,00
Yoo = 0,8365 + 0,1770 x - 0,0091 »° + 0,0001 x> ~* 1,00
YComprimento do sistema radicular
Y100 = 2,2138 - 0,0113 x ** 0,79
Y75 =1,6257 + 0,0233 x ** 0,94
Yso =0,7026 + 0,0309 x *x 0,91
Y25 = 1,1889 + 0,0732 x - 0,0011 X2 ** 0,92
Yoo = 0,9628 + 0,1888 x - 0,0099 3+ 0,0001 x> ** 1,00
“Porcentagem de sobrevivéncia
Y100 = 93,8326 + 0,1732 x - 0,0022 Ve x> 0,93
Y75 = 91,4487 + 0,1759 x - 0,0021 X2 * 0,96
Yso = 72,6177 + 0,2758 x - 0,0032 el ** 0,98
Yas = 83,8887 + 0,1748 x - 0,0022 Ve ** 0,72
Yoo = 86,6488 - 0,0247 x ** 0,62

" Observagdes transformadas segundo raiz quadrada de X+0,5
o Observacgdes transformadas segundo arco seno da raiz de X/100
**e*a < 0,0100 e 0,0500, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 5A. Resumo das equagdes de regressdo das concentragdes de acido
giberélico (GAs) dentro do fator carvao ativado, para as variaveis
haste caulinar, sistema radicular e porcentagem de sobrevivéncia,
em "seedlings" hibridos de Citrus limonia Osbeck. x Poncirus
trifoliata (L.) Raf. UFLA, Lavras, MG, 1997.

Nivel de r
Equagdes Significancia
"Haste caulinar
Yo.00 = 0,0764 + 1,6107 x - 0,5513 X ** 0,91
Yo.10= 1,2219-0,5779 x ** 0,80
"Sistema radicular
Yo.00 = 0,1807 + 2,5708 x - 0,9730 N = 0,78
Yo.10= 1,5892 -0,4737 x ** 0,86
“Porcentagem de sobrevivéncia
Yo.01 = 62,4545 + 51,5456 x - 19,0909 X? * 0,89
Yo,10=91,7030 - 21,5221 x ** 0,64
Y100 = 81,6727 - 44,3181 x + 24,1015 N ** 0,94

v Observac;oes transformadas segundo log de X+0,5
Observagoes transformadas segundo arco seno da raiz de X/100
*e ™ a <0,0100 e 0,0500, respectivamente, pelo teste F.
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TABELA 5 - Foto 1a: “Seedlings” hibridos de Citrus limonia Osbeck. x Poncirus

trifoliata (L.) Raf., resgatados em estadios cotiledonares de
desenvolvimento.
Fotos 1b e 1c: Embrido em estadio globular de desenvolvimento na
regidao micropilar da semente, que pelas caracteristicas peculiares
demonstradas, sugere-se ser o embrido zigético (1b e 1c). UFLA,
Lavras, MG, 1997.






