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1. INTRODUCAO

Os projetos cle pesquisa relammados ao melhoramento genético dos
citros tém-se dingido a criacao de novas variedades copa e porta-enxerto,
mais bem adaptadas aos tropicos: variedades porta-enxerto ananicantes,
com a finalidade de aumentar a produtividade; porta-enxertos resistentes ou
tolerantes a seca, salinidade e toxidez ao aluminio;, e variedades copa
precoce e de meia-estagdo. Entretanto, o longo periodo pré-produtivo, a alta
taxa de heterozigose ¢ a poliembrionia tém dificultado o desenvolvimento
dos programas de melhoramento genético dos citros (/9).

A poliembrionia é caracterizada pelo desenvolvimento de mais de um

embrido na semente (3), além do embrido zigotico, geralmente ongmados de
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células individuais do 6vulo, externas ao megagametofito (6), havendo,
contudo, possibilidade de existir mais de um embrido zigético por semente
(8).

A formacdo do endosperma faz-se necessana para o suprimento dos
embrides (/0). Embrides de citros, quando excisados prematuramente,
podem ndo germinar ou germinar desenvolvendo plantulas malformadas,
sendo a germinagdo precoce caracterizada por um longo periodo de rapidas
divisdes celulares ndo acompanhadas por alongamento celular (/2),
necessitando, pois, serem inoculados em meios de cultura ajustados (I)5),
adequados para um completo desenvolvimento embrionario.

| Valor de pH mais elevado favorece a absorgdo do molibdénio pelos
tecidos vegetais, em detrimento do ferro, cobre, manganés e zinco. Mesmo
diferentes fontes de nitrogénio podem ser potencializadas ou ndo com o
ajuste do pH. Meios mais acidos dificultam a utilizagdo do amonio,
enquanto valores de pH mais elevados diminuem o do nitrato (2).

A regeneracao e sobrevivéncia de brotos de Actinidia deliciosa foram
intensamente reduzidas em pH acima de 5,7. Entretanto, melhores respostas
de crescimento de calo foram encontradas em pH 7,0 e 7,5 (7). O numero
de brotagdes e o peso da matéria fresca de explantes de kiwi também
sofreram influéncia, por causa das variagoes na concentraciao de agar (9).

O agar é utihzado como agente solidificante e possui carater
tamponante no meio de cultura (I3, 18), contudo, pode ser hidrolisado com
a acidez (/3, 17) e alterar o potencial das células, tecidos e orgaos vegetais
em absorver os constituintes do meio. Aumento da concentragao de agar no
melo, embora util para evitar a vitrificacdo, pode reduzir a taxa de
multiplicagdo (Z, 3).

Existem diversas marcas comerciais de ‘agar freqilentemente
utilizadas em concentragdes que variam de 0,4 a 1,0% (2). Na maior parte
dos experimentos usam-se concentragoes que variam de 0,7 a 1,0% (4),
porém, recomenda-se minimizar o seu uso ou otimiza-lo, visto que o agar ¢
considerado um componente de custo elevado no preparo do meio de
cultura.

Concentracoes inferiores a 0,4%, associadas a pH abaixo de 4.5,
geralmente resultam meios de cultura menos solidos ou ate liquidos, em
virtude da polimerizagio do agar apds a autoclavagem ser bastante reduzida
(2). Mesmo utilizando-se concentragio intermediaria de agar (0,6%) em pH
baixos, observou-se a nao sohidificagao do meio (/4).
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O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos de

concentracoes de agar e valores de pH no cultivo de embrides in vifro de
laranjeira ‘Natal’ (Citrus sinensis L. Osbeck).

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratoric de Biotecnologia do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Foram utilizados frutos de uma unica planta de laranja ‘Natal’, previamente
escolhida, por apresentar boas condigdes fitossanitarias.

Frutos colhidos de polinizagido aberta, com aproximadamente quatro
centimetros de didmetro longitudinal, foram lavados, suas sementes
" removidas e, em camara de fluxo laminar, sofreram assepsia com alcool a
~ 70%, por 5 minutos, ¢ hipoclorito de sodio, a 2%, por 20 minutos, sendo em
seguida enxaguadas trés vezes em agua bidestilada e autoclavada. Com o
auxilio de lupa, bisturi e pmnga, as sementes foram excisadas
longitudinalmente, iniciando-se pela regido oposta a micropila,
cuidadosamente, para ndo provocar danos aos embrioes. |

‘Todos os embrides, independentemente dos estadios de
desenvolvimento em que se encontravam, foram inoculados em tubos de
ensaio (150 x 20 mm), contendo 15 ml do meio de cultura proposto por
MURASHIGE e SKOOG (/1), acrescido de agar a 0,0; 3,5; 7,0; 10,5 e
14,0 g/L, em todas as combinag¢des possiveis com os valores de pH 3,7; 4,7,
5,7 e 6,7, utilizando-se ponte de papel para a dosagem zero de agar. Esses
tubos permaneceram por 48h no escuro e, posteriormente, em sala de
crescimento a temperatura de 27 £ 1°C com fotoperiodismo de 16 h diarias
e luminosidade de 35 pmoles.m™”.s™.

Apés 45 dias da data de inoculagdo, as plantulas foram avaliadas de
acordo com as seguintes caracteristicas: porcentagem de sobrevivéncia dos
~ embrides, comprimento do sistema radicular e da parte aérea, numero de
pares de folhas e peso da matéria fresca.

O d:lineamento experimental empregado foi o mteiramente
casualizado, em esquema fatorial. Foram utilizadas quatro repetigoes,
constituidas por quatro tubos de ensaio cada, inoculando-se um embrido por
tubo. Para fins de analise estatistica, a variavel sobrevivéncia dos embrides
foi transformada em arco seno raiz quadrada de x/100 e as demais
variaveis, em raiz quadrada de x+0,5.

Os dados foram interpretados por meio de analise de variancia e
regressdo. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos
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coeficientes de regressdo utilizando-se o teste “t” ao nivel de 5% de
probabilidade, e no coeficiente de determinagdo (R* >0,70).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se no Quadro 1 que o agar, ao contrario do pH, provocou
respostas significativas de todas as varidveis, havendo mteragao
significativa entre os fatores em relagdo as varidveis porcentagem de
sobrevivéncia dos embrides, comprimento do sistema radlcular numero de
pares de folhas e peso da matena fresca

QUADR. O 1 - Anilise de varidncia das varidveis porcentagem de sobrevivéncia
dos embrides, comprimentos do sistema radicular e da parte
~ aérea, numero de pares de folhas ¢ peso da matéria fresca em
plantulas de embribes. da laranja ‘Natal’ (Citrys sinensis L

Osb.) | | |
Fontes T Quadrados médios )
de Sobrevivéncia  Comprimento  Comprimento Numerode Peso da matéria
variagio GL dos = dosistema . daparte pares de fresca
embrides _racidular adrea folhas
| Agar - 4 5237,8938* 2,6242%¢ 0,8866** 4,1699** 20028,4326**

pH 3 597,5458 0,2459 0,0092 10,2615 2635,6022
AgartpH 12 751,2438%¢ 0,5527%* 0,0795 0,3523%*  4086,0557*
Residuo 60 2538125 0,1027 0,0418 0,1116 = 17084111

CV (%) 21,63 19,18 18,67 20,40 50,16

*T significativo ao nivel de 5% de probabilidade
**[ significativo ao nivel de 1% de probabilidade
ns: F ndo-significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Em relacio a porcentagem de sobrevivéncia dos embribes (Figura 1),
verifica-se a interacdo dos fatores agar e pH, atingindo-se taxas de
sobrevivéncia proximas a 100% com os valores de pH 5,7 e 6,7, associados
as concentracdes de 14,0 e 9,4 g/L de agar, respectivamente. Intervalos de
pH entre 5,0 e 6,0 sdo satisfatorios para o crescimento dos embrioes da
maioria das especies (2).

Nota-se, pela Figura 2, que as equagdes polinomiais dos niveis de pH
5.7 e 6,7, associados a concentragdo de 8,5 g/L. de agar, proporcionaram
1,9 cm de comprimento do sistema radicular. Semelhante resultado foi
verificado com a variavel comprimento da parte aérea (Figura 3). Esses
dados estio de acordo com GEORGE (4) e CALDAS et al. (2), em que
faixas de 0,7-1,0 e 0,4-1,0% (p/v) de agar nonnalmmte 30 utlllzadas para
a cultura de tecidos de plantas.



VOL.XLVLN®268,1999 591

PO
Yy=Y = 58,04

:‘ﬂu 55.5107.9, 1097242, 7259070, 1414’y RI=097
:'uu 49,6500+ 4500 % R‘ = 0,93
?H 40,1780 12 TSN, 6360 8¢ Rl 096

* Significuivo uo ulvel de 5% de probalilicude pely toate =

100 - """
S 3 o /‘">>\ .
3 80 -
ol N
o 70 - -
tﬁ 60 .--t /
8 50
8 40
tg 30 !
8 20 - ———
-u‘é; 10 047 57 +57
0  — - .
7 105 14
Agar (/L)

FIGURA 1 — Efeito do agar sobre a porcentagem de sobrevivéncia de embrides de
laranja ‘Natal’, em diferentes pH’s.
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FIGURA 3 - Efeito do agar sobre o comprimento da parte aerea de |

embrides de laranja ‘Natal’. |

Quanto ao numero de pares de folhas (Figura 4), o pH 4,7, associado
a 8,4 g/L. de agar, foi o mais responsivo;, porém, observa-se que com o pH
3,7 e 14,0 g/L. obteve-se resposta semelhante (dois pares de folhas por
plantula). O fato de valores de pH mais altos terem maximzado a
porcentagem de sobrevivéncia dos embnodes (pH 5,7-6,7), contrariamente
ao comprimento do sistema radicular e o numero de pares de folhas (pH
3,7-4,7), pode ser atnibuido aos estadios de diferenciagdo dos embrides, em
contraposi¢ao aos das plantulas, para as quais a absor¢ao dos elementos
iorganicos NOj3, H,PO,” ¢ MoQ4” podem estar envolvidos com o
crescimento in vitro, favorecido pelo valor do pH proximo a 5,0 (2).

A equacdo correspondente pH 4,7 (Figura 5) demonstrou queda do
peso da maténia fresca até a concentracdo de 14,0 g/L. de agar. O menor
peso adquirido (36 mg) pode estar relacionado a menor hidratagdo dos
tecidos dos explantes, quando cultivados em meio de cultura com gradientes
de agar mais elevados; ja o peso maximo alcangado pelas plantulas (112
mg) pode estar relacionado, contrariamente, as baixas concentragbes de
agar com o meio de cultura acidificado (pH 4,7), tomando-o mais aquoso ¢,
portanto, com mais agua disponivel aos embrides (I, 16, 20).

Analisando as interagdes dos fatores agar e pH, em relacdo as
variaveis porcentagem de sobrevivencia dos embrides, comprimento do
sistema radicular e nimero de pares de folhas, em comparagdo a variavel
peso da matéria fresca das plantulas, observam-se disparidades entre os
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FIGURA 4 - Efeito do agar sobre o nimero de pares de folhas de
embrides de laranja ‘Natal’, em diferentes pH’s.
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valores otimos assumidos para esta varidvel, em relagdo aos das demais,
fortalecendo a hipétese de que o ganho em peso da matéria fresca deve-se a
maior hidratacdo das plantulas, pelo seu cultivo em meio de cultura com
valores baixos de agar e pH (tomando-o mais aquoso), € nao a ganhos reais
proporcionados pelo desenvolvimento e crescimento in vifro.

4. RESUMO E CONCLUSOES

Determinou-se a interagdo do agar e do pH no cultivo in vitro de
embrides da laranjeira 'Natal' (Citrus sinensis L. Osb.). Os tratamentos
consistiram das concentragdes de agar (0,0; 3,5; 7,0; 10,5 e 14,0 g/L),
associadas a valores de pH (3,7; 4,7; 5,7 e 6,7), em meio de cultura MS,
antes da esterilizacdo pelo uso da autoclave. Maiores comprimentos da
parte aérea, do sistema radicular e do niimero de pares de folhas foram, em
média, obtidos com a concentragio de 8,7 g/l de agar. O porcentual de
sobrevivéncia foi maximizado com 9,7 g/L. de agar em pH 6,7. Ocorreu
queda do peso da matéria fresca com o meio de cultura, sendo solidificado
graduahnente até o limite maximo estabelecido.

5. SUI\IMARY

(EFFECTS OF AGAR AND pH ON in vitro ORANGE ‘NATAL’
CULTIVAR EMBRYO CULTURE)

The objective of this work was to determine the effects of agar and
pH interaction on in vitro orange (Citrus sinensis L. Osb.) ‘Natal’cultivar
‘embryo culture. The treatments consisted of agar concentrations 0.0, 3.5,
7.0, 10.5 and 14.0 g/L associated with MS media at pH’s of 3.7, 4.7, 5.7
‘and 6.7, previously sterilized in autoclave. Higher aerial part length, root
_growth and number of leaves were in average obtamed at 8.7 g/L agar
concentration. Survival percentage was maximized with agar at 9.7 g/L and
6.7 pH. A decreased in fresh matter weight was observed as the culture
medium was being gradually solidified up to the maximum hmit established.
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