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1. INTRODUCAO

O porta-enxerto mais difundido no Brasil é o limoeiro ‘Cravo’
(Citrus limonia Osbeck). Segundo KOLLER (9), esse porta-enxerto ocupa
80% das areas citricolas do Pais, 0 que representa alta vulnerabilidade
genética da cultura. Alguns trabalhos de hibridagdo tém sido feitos no
sentido de ampliar a base genética, objetivando maior diversificacio e
alterando, dessa forma, a hegemonia do limoeiro “Cravo’. Com a
conscientizacdo da necessidade de diversificagdo, observa-se que entre os
poucos porta-enxertos promissores encontra-se a tangerineira ‘Sunki’
(Citrus sunki Hort. ex Tan.), bastante utilizada na China (7). Este porta-
enxerto induz a copa vdrias caracteristicas favordveis, destacando-se
precocidade e boa produtividade (5); copa vigorosa (20, 21); bom
desempenho geral em solos argilosos (17); e alta resisténcia ao declinio
(23). Entretanto, possui a desvantagem de apresentar pequeno nimero de
sementes (trés sementes em média por fruto) (23).

O pequeno numero de sementes é detectado na fase final de
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maturacdo dos frutos. Entretanto, tem-se observado que em frutos
imaturos 0 nimero de sementes € bem maior, chegando, inclusive, a 15
por fruto (19).

Devido a reduzida presenca de sementes por fruto, a utilizagdo do
porta-enxerto ‘Sunki’ € dificultada. Nesse contexto, a biotecnologia de
plantas, especificamente a cultura de tecidos, pode desempenhar papel
fundamental, contribuindo para a produg¢do de grande quantidade de
plantas em curto espago de tempo (4).

Para multiplicagdo in vitro, os reguladores de crescimento sdo os
constituintes organicos de maior relevancia. O equilibrio entre auxina-
citocinina, aparentemente, demonstra ser uma constante nas espécies
vegetais para o controle da rizogénese e calogéuese (11).

BOUZID (2) obteve resultados satisfatorios no desenvolvimento de
gemas € ramos de Citrus aurantium a partir de segmentos nodais e
internodais juvenis com ANA e cinetina a 1,0 mg/L.

TEIXEIRA e LANI (22) regeneraram plantas a partir de gemas
adventicias de segmentos internodais juvenis de Citrus sinensis cv. Pera,
usando 0,3 mg/L. de BAP. CHATUVERDI ¢ MITRA (3), utilizando gemas
de Citrus grandis, obtiveram 20 a 30 novas gemas por explante, com 0,25
mg/L. de BAP e 0,1 mg/L. de AMA acrescidos ao MS.

A adi¢do de auxinas e citocininas inibe a embriogénese em nucelos
e 0 desenvolvimento de embridides (/4). Embrides somaticos de citros
desenvolveram-se diretamente a partir do nucelo (/), tendo sido
encontrados de 12 a 40 embridides (/3). A quantidade de embridides
encontrados € muito varidvel e depende do estado nutricional do fruto, dos
fatores ambientais e do cultivar polinizador (6).

PASQUAL et alii (15) obtiveram in vitro, sem adicdo de
reguladores de crescimento, até 12 embridides. RAMOS (/8) recuperou
hibridos pelo cultivo de embrides in vitro, utilizando o meio MS de
cultura. Esses resultados indicam a necessidade de incrementaciio de
pesquisa, principalmente para germinagio de sementes imaturas in vitro.

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar a germinacdo e o
desenvolvimento in vitro de sementes imaturas da tangerineira ‘Sunki’em
meio suplementado com ANA e BAP.

2. MATERIAL E METODOS

Trinta frutos imaturos (10-12 semanas da antese) de tangerineira

‘Sunki’(Citrus sunki Hort. ex Tan.) do pomar da Universidade Federal de
Lavras - UFLA, em Lavras (MQG) foram colhidos aleatoriamente em uma
planta. Foram medidos seus didmetros transversal e longitudinal; as
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sementes retiradas, contadas e, em seguida, desinfestadas com hipoclorito
de s0dio, a 1%, durante 20 minutos e colocadas in vitro em meio basico
MS (12), suplementado com ANA (4cido naftalenacético) e BAP
(benziloaminopurina). O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado (/6), disposto em esquema fatorial de 4 x 5
(ANA e BAP) num total de 20 tratamentos com cinco repeticdes e cinco
tubos por parcela. As concentracdes utilizadas foram: ANA a 0; 0,01; 0,1;
e 1,0 mg/l. ¢ BAP a 0; 0,25; 0,50; 1,0; e 2,0 mg/L em todas as
combinagdes possiveis. Apds a preparagdo do meio, adicionaram-se 0ito
gramas por litro de 4gar, ajustou-se o pH para 6,0, distribuiu-se 10 ml em
cada tubo de ensaio de 25 x 150 mm, fechando-os em seguida com tampa
pldstica e autoclavados a uma temperatura de 120°C, durante 20 minutos.
Em cada tubo colocou-s¢ uma semente e, em seguida, foram fechados e
vedados com vitafilm e colocados em sala de crescimento, A temperatura
de 27°C e 3.000 lux, com fotoperiodo de 16 horas.

A avaliacdo foi feita 40 dias apds a inoculacdo, e as varidveis
analisadas foram numero de sementes germinadas e percentagem de
sementes com calogénese.

3. RESULTADOS E DISCUSSAQO

Observa-se pelo Quadro 1 que se tratava de frutos ainda imaturos,
pois apresentavam 19,89 mm de didmetro transversal e 31,08 mm de
diametro longitudinal, quando comparados com frutos maduros que
apresentavam, em média, 37,16 mm e 31,08 mm de didmetro transversal e
longitudinal, respectivamente.

Verifica-se ainda no Quadro 1 que o nimero total de sementes
registradas nessa fase foi de 13,55 por fruto, considerado acima dos
valores médios encontrados em outros ambientes, conforme observado por

QUADRO 1 - Diametro transversal e longitudinal do futo, numero
total de sementes por fruto, porcentagem de sementes
germinadas e percentagem de sementes com
calogénese em tangerineira ‘Sunki’
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frutos do fruto do fruto germinadas com
(mm) (mm) calogénese

Imaturo 30 19,89 19,68 13,55 8 19,33

Maduro  3600... 37,16 31,08 9,69.... - -
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TEOFILO SOBRINHO (23). O nimero de sementes por fruto maduro
(9,69), quando comparado ao dos frutos imaturos (13,55), sugere que nem
todas as sementes completam sua matura¢do no fruto. Este resultado pode
ter sido favorecido pela polimzagdo cruzada, em virtude da proximidade
do local de colheita dos frutos as colméias de Apis melifera, pois, segundo
WONG (24), a quantidade de sementes do fruto, nas varias espécies e nos
cultivares citricos, varia com as condig¢oes de fertilizacdo e clima. Dados
similares foram obtidos por MOFFET e RODNEY (70) que, intercalando
a variedade de tangerina ‘Fairchild’com variedades fornecedoras de pélen,
além da colocacdao de colméias, obtiveram aumento de seis vezes na
producao de frutos e de 10 vezes no niimero de sementes.

Comparando os resultados de germinagdo e a calogénese, observa-
se alta taxa para a segunda em relacdo a primeira, sugerindo que o meio
estudado favoreceu o processo de formacao de calos.

Observa-se pelo Quadro 2 que para a caracteristica nimero de
embrides nao houve diferenca significativa, isto é, a adicdo de ANA e
BAP nao alterou a taxa de poliembrionia (1,72) das sementes imaturas de
tangerineira ‘sunki’.

Os dados do Quadro 2 mostram que houve diferenca significativa a
5% de probabilidade para a caracteristica sementes germinadas, tanto para
ANA quanto para BAP, enquanto a interagdo entre esses dois reguladores
nao teve efeito significativo. A andlise de regressao do efeito do ANA
(Figura 1), 1soladamente, revelou que a equagdo cibica é a que melhor
representa a variagdo dos dados obtidos para nimero de sementes
germinadas.

De acordo com a Figura 1, verifica-se que 0 menor nimero de
sementes germinadas ocorreu em concentragdes proximas a 1,0 mg/L e o
maior nimero, com 0,68 mg/L de ANA.

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos por alguns autores, a
exemplo de BOUZID (2), que obteve resultados satisfatérios com ANA a
1,0 mg/L no desenvolvimento de ramos e gemas de Citrus aurantium a
partir de segmentos nodais e internodais juvenis. Porém, naquele caso,
foram usados explantes ja estabelecidos, enquanto no presente trabalho
foram colocadas sementes imaturas da tangerineira ‘Sunki’.

Esses resultados discordam dos apresentados por RAMOS (I8),
que, trabalhando com cultura de embrides, obteve desenvolvimento com
regeneragdo posterior de plantulas in vitro, utilizando somente meio MS
sem adigao de reguladores de crescimento.

Os resultados da andlise de regressdo da BAP (Quadro 2) foram

diferentes daqueles registrados com a ANA. Houve significincia apenas
do efeito linear.

A Figura 2 mostra que 2 medida que se aumentou a dosagem de
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QUADRO 2 - Resumo da analise de varidncia de sementes
germinadas € nimero de embrides em diferentes
concentracdes de ANA e BAP em sais de MS

Quadrado Médio
C.V. G.L. Sementes N° de
e Germinadas () ______Embrnides (21_ .
ANA (3) 0,02466* 0,106425 n.s.
Regressdo linear 1 0,02868* 0,16319 n.s.
Regressao quadratica 1 0,00002 n.s. 0,00338 n.s.
Regressao cubica 1 0,04529* 0,15269 n.s.
BAP 4) 0,01864* 0,10642 n.s.
Regressdo linear 1 0,05704* 0,10642 n.s.
Regressdo quadratica 1 0,00541 n.s. 0,05521 n.s,
Regressao cibica 1 0,00542 n.s. 0,05711 n.s.
Regressdo grau 4 1 0,00669 n.s. 0,00164 n.s.
ANA 8 BAP 12 0,01188 n.s. 0,06144 n.s.
Residuo 80 0,55888 0,0448
C.V. (%) - 11,23 20,17
Médias - 0,7446 1,08

W PSP e P A . A Sl el i NP

* Significativo a 5%.

n.s. Nao-significativo

(1) Dados transformados em (x+0,5) *
(2) Dados transformados em (x+1)"*

BAP, menor foi o nimero de sementes germinadas.
Esse efeito demonstra que o BAP, aplicado exogenamente, é
prejudicial a germinagdo de sementes, em qualquer das concentragdes

utilizadas. Esses resultados sao contrastantes com as afirmacdes de
KITTO e YOUNG (8), que usando extremudades de ramos de plantulas de

citrange ‘Carrizo’promoveram a proliferacdo de cerca de trés a quatro
brotos por explante, com a utilizacdo de BAP, na dosagem de 5,0 mg/L.
Porém, esses resultados foram obtidos a partir de plantas ja desenvolvidas,
enquanto neste caso utilizaram-se sementes imaturas, o que pode levar a

resultados totalmente diversos, um vez que se trata de explantes
diferentes.

Pode-se afirmar que o regulador de crescimento BAP pode ser
dispensado na germinag¢do de sementes in vitro corroborando afirmacgdes
de PASQUAL (/4) que a adi¢do de citocininas € auxinas podem inibir a
embriogénese. Apesar de a afirmativa estar relacionada com nucelos e
embriogénese, pode-se, por analogia, comparar os resultados, pois sabe-se
que a maioria dos clones de citros sdo poliembridnicos. Sendo assim, o
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FIGURA 1 - Numero de sementes germinadas de tangerineira
‘Sunki’(Citrus sunki Hort. ex. Tan.) nas diferentes
dosagens de 4cido naftalenoacético.
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FIGURA 2 - Numero de sementes germinadas de tangerineira ‘Sunki’(Citrus

sunki Hort. ex. Tan.) nas diferentes concentraces de
benzilaminopurina.




VOL. XLIV,N°253,197 269

processo € as etapas de desenvolvimento e posterior germinagdo das
sementes € embrides mantém um estreito relacionamento. Contudo, no
caso de auxinas, o que foi observado contradiz as afirmagdes de
PASQUAL (/4), ja que o regulador de crescimento ANA favoreceu a
germinacdo de semente imaturas da tangerineira ‘Sunki’.

A tentativa de se desenvolver as sementes in vitro, possibilitando a
germinagdo da totalidade das sementes de cada fruto, ndo foi satisfatoria.
Isso sugre que novas pesquisas devem ser conduzidas com a utilizagado de
novos reguladores de crescimento, como o acido giberélico.

4. CONCLUSOES

1) O uso de BAP nas concentra¢des utilizadas ndo foi suficiente
para promover desenvolvimento satisfatorio in vitro de sementes imaturas
de tangernineira ‘Sunk1’.

2) A concentracdo de 0,68 mg/L de ANA favoreceu a germinagao
de sementes imaturas de tangerineira ‘Sunki’.

3) A percentagem de sementes desenvolvidas com posterior
germinacao foi muito baixa (8%).

5. RESUMO

Frutos imaturos, com 10 a 12 semanas foram colhidos do porta-
enxerto tangerineira ‘Sunki’(Citrus sunki Hort. ex Tan.) do pomar da
Universidade Federal de Lavras-UFLA. Posteriormente, suas sementes
foram retiradas e desinfestadas com hipoclorito de s6dio a 1%, durante 20
minutos. A seguir, foram inoculadas em tubos de ensaio com dimensoes
de 25 x 150 mm, contendo 10 ml do meio basico MS suplementado com
ANA (4cido naftalenacético) nas concentragdes de 0; 0,01; 0,1; e 1,0 mg/L
e BAP (benzilaminopurina) a 0; 0,25; 0,50; 1,0; e 2,0 mg/L e em todas as
combina¢des entre os dois horménios. Posteriormente, os tubos foram
levados para sala de crescimento a temperatura de 27°C e 3.000 lux, com
fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental utilizado fo1 o
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢des, € os tratamentos dispostos
em esquema fatorial de 4 x 5 (niveis de ANA e BAP) com cinco
tubos/parcela. Foram avaliados 40 dias apds a inoculagdo. Concluiu-se que
as concentracdes utilizadas de BAP ndo permitiram desenvolvimento
satisfatorio das sementes imaturas; a melhor concentracio de ANA
estudada foi de 0,68 mg/L; e a germinac@o das sementes foi de apenas 8%.
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6. SUMMARY

(IN VITRO IMMATURE SEED GERMINATION OF Citrus sunki
HORT. EX TAN. MANDARIN ROOTSTOCK)

Immature 10 to 12 week old fruits were collected from
‘sunki’tangerine rootstock (Citrus sunki Hort. ex. Tan.) at the orchard of
the “Universidade Federal de Lavras”. Later their seeds were treated and
disinfected with sodium hypochloride at 1% for twenty minutes. Then
they were placed in 25 x 150 mm test tubes containing 10 ml of
‘MS’medium supplemented by NAA in concentrations of 0, 0.01, 0.1, and
1.0mgL ‘1 and BAP at concentrations of 0, 0.25, 0.5, 1.0, and 2.0 mg L
and in every combination of the two hormones. The cultures were then
kept in the growth room for a 16-hour photoperiod, with a light intensity
of 3,000 lux, and an average temperature of 25 degrees Celsius. The
statistical design used was the entirely randomized factorial scheme with 4
x 5 concentrations (NAA and BAP) with 5 tubes/replication and 5
replications. The evaluation was done after 40 days of culturing. The
conclusions were: BAP was not enough to complete seed development;
the best concentration of NAA was 0.68 mg/L; only 8% of the seeds
germinated.
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