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RESUMO

Objetivou-se estudar a influéncia de concentragdes do meio MS e da sacarose no
cultivo in vitro de embrnifes mmaturos de tangenneira ‘Poncd’ oniundos de polinizagéo
natural. O meio de cultura utilizado fo1 o0 MS e os tratamentos consistiram de suas diferentes
concentragdes (0, 0,25; 0,5; 1 € 2), associadas a diferentes concentragdes de sacarose (0; 15;
30, 45 e 60 g.L'!), acrescidos de 0,3 mgL' de GA; e de 1 gL' de carvio ativado. Os
embrides permaneceram por 48 horas no escuro e depois em sala de crescimento a
temperatura de 27+1°C, 16 horas de fotoperiodo e intensidade luminosa de 35 pM.m™.s™.
Apos 60 dias, as plantulas foram avaliadas com base na altura da parte aérea, nlimero de
folhas, comprimento das raizes, massa da matéria seca da parte aérea e massa da matéria
seca das raizes. Observaram-se influéncias das concentragGes do mei1o MS e da sacarose no
crescimento ¢ desenvolvimento de plantulas oriundas de embriGes de tangerineira ‘Poncd’.
Melhores resultados sfio obtidos com 0 uso do meio MS na sua concentragio original,
suplementado com 15 a 30 g.L”! de sacarose.

Palavras-chaves: Citrus reticulata, citricultura, cultura de embrides, melhoramento
genético.
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ABSTRACT

IN VITRO CULTURE OF ‘PONCA’ MANDARIN IMMATURE
EMBRYOS: MS MEDIUM AND SUCROSE CONCENTRATIONS

This work aimed to study the influence of the MS medium and sucrose
concentrations on the in vitro culture of ‘Poncd’ mandarin immature embryos from natural
fertilizaton. The culture medium used was the MS and the treatments consisted of its
concentrations (0, 0.25, 0.5, 1 and 2), associated with different sucrose concentrations (0,
15, 30, 45 and 60 g.L'), added to 0.3 mg.L”' GA; and 1 gL activated charcoal. The
embryos were maintained in the dark for 48 hours and transferred to the growth room at
27+1°C with 16 daily hour photoperiod in 35 pM.m™.s™ light intensity. After 60 days, the
plantlets were evaluated based on the height of the aerial part, number of leaves, length of
roots, dry matter mass of the aerial part, and dry matter mass of the roots. MS medium and
sucrose concentrations influence on growth and development of plantlets onginating from
embryos of ‘Poncd’ mandarin were observed. Better results are obtained with MS medium
original concentration added to 15-30 g.L"' sucrose.

Key words: Citrus reticulata, citrus culture, embryo culture, breeding.
INTRODUCAO

Os métodos de melhoramento classico, utilizados na obtencao de
novos hibridos de Citrus e géneros afins, estao limitados a problemas como
esterilidade masculina, incompatibilidade, longo periodo juvenil, alta
heterozigose e poliembrionia.

A cultura de embrides favorece estudos mais aprofundados nas areas
de fisiologia ¢ melhoramento, pois permite o resgate de embrides hibridos
imaturos orlundos de cruzamentos incompativeis (6). A poliembrionia,
generalizada entre as espécies de Cirrus, resulta normalmente em elevada
taxa de aborto do embrido zigotico, devido a competigao exercida sobre ele
pelos embrides nucelares, geralmente mais vigorosos (/4). Entretanto,
esses embrides podem ser resgatados via cultivo in vifro em meio de
cultura adequado (/3).

O meio utilizado para a cultura de embnoes ¢ o MS com algumas
variagcdes de hormonios, dependendo do gendtipo e estadio de
desenvolvimento do embrnido, sendo a taxa de germinacao inversamente
proporcional a idade do embrido (/). Em razdo disso, tém sido realizados
trabalhos com o objetivo de elucidar os efeitos de diversos fatores no
cultivo in vitro de embrides de citros, dentre eles o pH, agar, concentragoes
do meio MS, sacarose, acido giberélico e carvao ativado (7, &, 9, /1), alem
de estudos de identificacdo dos estadios de desenvolvimento embrionario
(10). |

Embora as células apresentem potencial para realizar fotossintese in
vifro, o crescimento da maiona das culturas € sustentado pela fonte de
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carboidrato adicionado ao meio de cultura (2). Entretanto, os carboidratos
no meio inibem a sintese de clorofila e, portanto, reduzem a capacidade
fotossintetica das culturas.

A sacarose € o carboidrato mais utilizado nos meios nutritivos,
suportando as mais altas taxas de crescimento na maioria das culturas. Os
embrices nos estadios micials de desenvolvimento necessitam de
concentracdes elevadas de sacarose, entre 12 ¢ 18% (2). Em Citrus,
concentragdes Gtimas podem variar de 2 a 7%, de acordo com o tipo de
explante (5). E importante evitar a germinacao precoce in vifro, pois as
plantulas resultantes poderao ser anormais ou fracas. Meios com alta
concentragao de sacarose tém sido utilizados para minimizar esse processo (6).

Modificagoes visando otimizar o crescimento in vifro no meio de
cultura MS s3ao comumente utilizadas, dentre elas as diferentes concentragoes.
A alta concentracido de sais do meio MS, quando comparada a outros metos,
pode ser inadequada ao processo morfogenético (/2).

Ribeiro et al. (8), estudando o comportamento de embnoes de
laranjeira ‘Pera’ em diferentes concentracoes de sacarose ¢ do meio MS,
concluiram que o melhor desenvolvimento dos embrides foi observado em
meio MS com 75 % da concentracgio original e 60 g L' de sacarose.

Neste trabalho, objetivou-se estudar a influencia de concentragoes do
meio MS e da sacarose no cultivo in vitro de embrides imaturos de frutos
de tangerineira ‘Ponca’.

MATERIAL E METODOS

Utilizaram-se frutos com 3 a 4 cm de diametro, provenientes de
polinizacdo natural, coletados em plantas de tangerineira ‘Ponca’
previamente selecionados por apresentarem melhores condigoes
fitossanitarias. As sementes dos frutos foram removidas e tratadas com
alcool 70% por cinco minutos e posteriormente em hipoclorito de sodio 2%
por 20 minutos, sendo em seguida lavadas trés vezes em agua destilada e
autoclavada.

Com o auxilio de microscopio estereoscopico, bisturt € pinga, os
tegumentos das sementes foram separados longitudinaimente pela regiao
oposta a mucropila, tomando-se o cuidado de nao provocar danos aos
embrides. |

Independentemente dos estadios em que se encontravam, oOs
embrides, foram excisados e inoculados individualmente em tubos de
ensaio contendo 15 mL de meio MS (3) em diferentes concentragdes (0;
0.25: 0,5; 1 e 2), acrescido de sacarose (0; 15; 30; 45 e 60 g.L") e de 0,3
mg.L"l de GA; e 1 g.L'l de carvao ativado, em todas as combinacoes
possiveis. Os embrides permaneceram por 48 horas no escuro €, apos em
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sala de crescimento a temperatura de 27 + 1°C com fotoperiodo de 16 horas
diarias em intensidade luminosa de 35 pMm™s'. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, com quatro repeticoes, cada
uma constituida por trées tubos de ensaio com 15 mL do meio, em esquema
fatorial 5 x 5. . |

Apés' 60 dias, as plantulas foram avaliadas com base na altura da
parte aérea, namero de folhas, comprimento das raizes, massa da matéria

seca da parte aerea e massa da matéria seca das raizes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O aumento da concentracio do meio de cultura MS proporcionou
incremento na altura da parte aérea (Figura 1). Os maiores valores foram
obtidos com 1,16 e 1,19 vez a concentracao original do MS associadas com
30 e 15 gL' de sacarose, obtendo-se plantulas com 2,64 e 2,2 cm,
respectivamente. As menores alturas da parte aérea foram observadas nos
valores extremos de sacarose, na auséncia ou com 45 e 60 g L.

Yo = 05501 + 1,8497x - 0,7367¢  R?=0,73
Ygs5 ™ 0,3699 + 3,0786x - 1,2022¢ R°=0,98

Yoo = 0,2647 + 4,0752x - 1,7441¢ R°=095

Yas ™ 0,4168 + 2,3956x - 0,9971x° R?=0,91
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FIGURA 1 — Altura da parte aérea de plantulas oriundas de embrides
~~  imaturos de tangerineira ‘Poncd’ cultivados em diferentes
concentragdes do meio de cultura MS e da sacarose.
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Maiores numeros de folhas foram obtidos com 1,01 e 1,14 vez a
concentragdo do meio de cultura MS, associado a adig¢do de 15 e 30 g.L™
de sacarose, obtendo-se 6,77 e 5,5 folhas, respectivamente (Figura 2). Os

menores numeros de folhas por plantulas foram verificados na auséencia de
sacarose com a adigdo de 60 g. L.

Yo = 2,1269 + 3,1841x - 1,2649X R*=0,81

Yus = 1,1936 + 11,046x - 5,4684X° R’ =1

Y0 = 0,6138 + 8,5521x - 3,7386 R%=0,97
8 _ Yus)= 1,1101 + 6,5639x - 2,8262¢ R*=0,84
Yeo = 0,388 + 2,05x - 0,6606)° R®=1
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FIGURA 2 — Numero de folhas em plantulas oriundas de embrides
imaturos de tangerineira ‘Poncda’ cultivados em
diferentes concentragoes do meio de cultura MS e da
sacarose. |

A utilizagdo de 1,1 e 1,23 vez a concentragdo do meto MS,
associadas com 15 e 30 g L' de sacarose, proporcionou a obtencido das
matores massas da materia seca da parte acrea, respectivamente 13,69 e
10,46 mg (Figura 3). A auséncia de sacarose ou a adigdo de 45 e 60 g L™
proporcionaram as menores massas da maténa seca.

As concentragOes de 1,14 e 1,13 vez a concentracao do meio MS,
associados ou a auséncia ou a adigdo de 15 gL' de sacarose,
proporcionaram 9,27 ¢ 8,79 mg de massa da matena seca das raizes,

respectivamente (Figura 4). Concentragoes mais elevadas de sacarose
reduziram a massa da matéria seca das raizes.
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Yo = 22975 +12,273x- 572072 R?=0,74
Yag ™ 13848 +22,432x - 102252 R2=0,97
Yo = 1,6408 +14,379x - 5,8591)2 R2= 0,93
Y = 21577 +8,1614x- 337772 R2=0,78
Yeq = 28071 +7,6744x - 33175 R2=0,71
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FIGURA 3 — Massa da matéria seca da parte aérea de plantulas oriundas
de embnides imaturos de tangerineira ‘Ponca’ cultivados em
diferentes concentragdes do meio de cultura MS e da

SaCarose.
Y; =- 0,0458 +16,305x - 7,1331x? R?*=0,87
Y15 =-0,1007 +15,795x - 7,0123x* R?=0,94
Y (30 =0,0797 +7,5701x-2,1828x% R?=1
Y5 =2,3077 +6,3118x- 29002 R?=0,72
Y0y =2,6785 +7,9382x-34561 R?=068
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FIGURA 4 — Massa da matéria seca das raizes de plantulas oriundas de
embrides imaturos de tangerineira ‘Ponca’ cultivados em
diferentes concentragées do meio de cultura MS e da
sacarose.



VOL XLIX N°282.2002 ' 187

Maior comprimento de raizes (6,88 cm) foi obtido com o meio MS
na sua concentragdo normal, adicionado de 15 g.L”' de sacarose (Figura 5).
Menor comprimento de raizes foi obtido em meio de cultura sem sacarose
ou com a adigdo de 60 g L.

Y= 18215 +4,9728x-23117%¢ R2=0,81
Y5= 15251 +10,588x - 5,2349x2 R2= 0,71
Yoo = 1,243 +7,4901x - 33752x2 R2=0,89
Yue = 19628 +7,0182x-3332x2 R?=0,71
Y= 0,4262 +1,742x- 0,5422x2 R2=098

8 -

L'y

b 7- -

©

T - _

oOF | |

"E.S_ 4 | ¢

@

E 31 /

— ¢

E- 2 _ e — —

o 18

o OT 1 1 1 1
0 0,5 1 1,5 2

[MS]

e Ogl' = 15gL" 4 30gL' x 45gL' x 60gL"

FIGURA 5 — Comprimento de raizes de plantulas oriundas de embrides
imaturos de tangerineira ‘Ponc3’ cultivados em diferentes
concentragcoes do meio de cultura MS e da sacarose.

Os valores de todas as variaveis analisadas foram incrementados a
medida que se aumentou a concentracdo do meio de cultura MS até um
ponto maximo, a partir do qual se verificou decréscimo.

E importante ressaltar que o ponto de maior eficiéncia em relacdo a
concentracao do meio MS permaneceu proximo a 1, chegando no maximo
a 1,61 vez, indicando que a concentragio original do meio MS é adequada
a cultura de embrides de tangerineira ‘Ponci’. O meio MS possui alta
concentragao de sais em sua composigdo, quando comparado a outros
melos de cultura (/2). Dessa forma, os efeitos negativos causados por
concentragoes maiores do meio MS provavelmente sio devidos a uma
elevagdo ainda maior do que a normaimente presente na COMpOSICAO
original, tornando-se inadequada ao processo morfogenético.

De maneira geral a concentragio adequada de sacarose situou-se
entre 15 e 30 gL, sendo esta uiltima normalmente mais usada no meio
MS, corroborando a necessidade da sua utilizacio no meio de cultura. A
sacarose, como fonte de carboidratos, visa suprir as necessidades
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metabolicas dos explantes, participando na geragdo de energia ou como
fonte de esqueletos carbonicos para processos biossintéticos implicados na
diferenciagao celular e crescimento (4).

Os resultado no presente trabalho diferem dos obtidos por Ribeiro et
al. (8), que no cultivo de embndes de laranjeira ‘Péra’ constataram melhor
desenvolvimento em meio MS com 75% da sua formula original e 45-60
gL"' de sacarose. No entanto, mesmo tendo ambos os trabathos sido
realizados com o geénero Citrus, as espécies sao diferentes, de sorte que o
fator gendtipo pode ter influenciado na diferencga entre os resultados.

CONCLUSOES

1)H3 influencia da concentracao do meio MS e da sacarose sobre o
crescimento e desenvolvimento tanto da parte aérea quanto do sistema
radicular de plantulas oriundas de embrides de tangerineira ‘Ponca’.

2)Melhores resultados sao obtidos com o uso do meio MS na sua
concentragio original, suplementado com 15 a 30 g.L" de sacarose.
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