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RESUMO - Este trabalho teve como objetivo ajustar a concentra¢do de macronutrientes, micronutrientes ¢ vitaminas do meio de
cultura Murashige & Tucker (MT), de modo a permitir a germinagdo de embrides imaturos, menores que 3 mm, de tangerineira
‘Cleopatra’. As sementes foram obtidas a partir de frutos com 4 a 5 meses ap0s a antese, cujos embrides ndo germinam nos meios de
cultura atualmente indicados para citros. Inicialmente, os embrides foram cultivados em meio de cultura basico contendo sacarose e
agar, seguindo uma seqiiéncia de etapas, procedendo-se a ajustes da concentragdo normal dos macronutrientes (1/1, % e %),
micronutrientes (1/1, %, Y4 e 1/1, 3/2, 2/1) e vitaminas (2/1, 1/1 e %) do meio MT. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em um esquema fatorial 3 (concentra¢des do MT) x 4 (comprimentos de embrides), com 10 repeticdes. As variaveis,
porcentagem de germinacgdo de embrides, porcentagem de plantulas normais e comprimentos dessas plantulas foram avaliadas 30 dias
apos a inoculacdo dos embrides em meio de cultura. Os melhores resultados foram obtidos utilizando-se de metade da concentracdo
normal de macronutrientes, ndo havendo necessidade de alterar as concentragdes de micronutrientes ¢ vitaminas.

Termos para indexacéo: Citrus reshni Hort ex Tan., resgate de embrides, cultura de tecidos.

ADJUSTMENT OF NUTRIENTS OF THE MT MEDIUM FOR THE CULTIVATION OF
‘CLEOPATRA’ TANGERINE IMMATURE EMBRYOS

ABSTRACT - The objective of the present work was to adjust the macronutrient, micronutrient and vitamin concentrations of the
Murashige & Tucker (MT) culture medium in order to promote the germination of "Cleopatra” Tangerine immature embryos, smaller
than 3 mm. Seeds from fruits, 4 to 5 months after anthesis, in which the embryos do not germinate in recently indicated culture media
for citrus, were used. Initially, the embryos were cultivated in basic culture medium containing sucrose and agar, followed by a
sequence of steps, carrying out the adjustments of the normal concentration of macronutrients (1/1, %2 and Y4), micronutrients (1/1, V2,
Yaand 1/1, 3/2, 2/1) and vitamins (2/1, 1/1 e %) of the MT medium. The experimental design was completely randomized in factorial
scheme 3 (concentrations of MT) x 4 (embryo size), with 10 repetitions. The following variables were evaluated thirty days after
embryo inoculation in culture medium: percentage of germination, percentage of normal plantlets and plantlet length. The best results
were obtained using half the normal concentration of macronutrients, whereas the concentrations of micronutrients and vitamins
remained unaltered.

Index terms: Citrus reshni hort. ex Tanaka, embryo rescue, tissue culture.

INTRODUCAO

O Citrus e géneros afins reinem uma imensa variabilidade

métodos para separar os embrides zigdticos dos nucelares tem
aumentado (Bastianel et al., 1998).
Diversos estudos tém sido realizados no sentido de

genética, passivel de ser explorada em hibridagdes visando ao
desenvolvimento de novas variedades. Entretanto, o
melhoramento genético dos citros por meio dos métodos
convencionais apresenta um sério obstaculo, que é a presenga
da poliembrionia das sementes da maioria das espécies e
variedades. Em citros poliembridnicos, o embrido zigdtico tem
de competir por nutrientes e espago com embrides desenvolvidos
a partir do nucelo (Soost & Roose, 1996). A presenga desses
embrides tem possibilitado a perpetuacdo natural de
caracteristicas varietais desejaveis (Hanna & Bashaw, 1987), mas
prejudica a germinag@o dos embrides zigoticos e a distingdo
precoce das plantulas hibridas dos nucelares (Koller, 1994;
Domingues et al., 1998). Conseqiientemente, a demanda por

ampliar as possibilidades de identificagdo de gendtipos de origem
sexuada (zigdticos) provenientes de sementes poliembridnicas
de citros, tanto em nivel de embrido como de plantulas jovens.
As diversas técnicas geradas para a identificagdo do embrido
sexual, como o uso de marcadores isoenzimaticos (Medeiros et
al.,2000) e RAPD (Andrade-Rodriguez et al., 2005), entretanto,
sd0 muitas vezes invidveis sob o ponto de vista econdmico.
Assim sendo, a elimina¢do ou reducdo da manifestacdo da
poliembrionia torna-se importante, podendo ser viabilizada pelo
cultivo in vitro dos primeiros embrides que se formam em
sementes poliembrionicas, com base na pressuposicdo de que
estes possuem grande possibilidade de serem zigéticos, conforme
sugerido por Vasquez Araujo (1991). Assim, é necessario resgatar
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embrides na fase imatura para reduzir o risco de aborto ¢
competicdo com os embrides nucelares (Viloria et al., 2005). O
cultivo in vitro de embrides imaturos ¢ limitado nos meios de
cultura atualmente indicados para variedades citricas, dentre os
quais o MT (Murashige & Tucker, 1969), que se destaca como o
mais utilizado.

Deve-se considerar, porém, a necessidade de ajustes nos
meios de cultivo in vitro atualmente disponiveis para embrides
de citros, a exemplo do MS (Murashige & Skoog, 1962) e MT, em
razdo de sua baixa eficiéncia para a germinacdo e
desenvolvimento de embrides imaturos (Vasquez Aratjo, 1991).
Segundo Krikorian (1991), o meio MS, que é semelhante ao MT,
possui um alto contetido de sais, influenciando negativamente
no desenvolvimento normal dos embrides. De acordo com
George (1993), o mais importante em cultura de tecidos de plantas
¢é selecionar macronutrientes, micronutrientes € vitaminas
segundo uma concentragdo e balango corretos, definindo-se,
por exemplo, o0 meio de cultura que possa permitir o crescimento
e o desenvolvimento in vitro de embrides imaturos (Hu &
Ferreira, 1998).

Este trabalho teve como objetivo ajustar a concentragdo
dos sais minerais e vitaminas do meio MT, de modo a permitir a
germinagdo de embrides imaturos (menores que 3 mm), tanto
nucelares quanto zigoticos, de tangerineira ‘Cledpatra’ (Citrus
reshni hort. ex Tanaka).

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido na Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical. Plantas de tangerineira ‘Cledpatra’ (Citrus
reshni hort. ex Tanaka), pertencentes ao Banco Ativo de
Germoplasma (BAG) de citros, foram selecionadas em virtude do
alto grau de poliembrionia dessa variedade. Os botdes florais
(em formato de baldo) foram devidamente identificados, e os
frutos foram coletados ap6s um periodo de 4 ¢ 8 meses

Os frutos, apés a colheita, foram transportados para o
Laboratdrio de Cultura de Tecidos, lavados em agua corrente,
sendo suas sementes removidas mediante corte transversal
incompleto, garantindo assim a integridade das mesmas. O
tegumento externo, testa de sementes provenientes de frutos
com 8 meses de idade, foi retirado. Para os frutos com 4 a 5 meses
apos a antese, ndo foi necessario realizar o mesmo procedimento.
Sob condigdes assépticas, em cdmara de fluxo laminar estéril, as
sementes foram tratadas com uma solugéo de etanol 70%, por 5
minutos, e, posteriormente, com hipoclorito de calcio a 0,25%,
durante 20 minutos. Apos cada periodo de tratamento, foi
efetuada a triplice lavagem com agua destilada autoclavada.

Com auxilio de um bisturi, os embrides foram excisados
sob microscopio estereoscopio, sendo agrupados em quatro
classes distintas de comprimento, a saber: < 1,0 mm, 1,0 a 1,9 mm,
2,0a2,9 mm e > 6,0 mm, esta ultima utilizada como testemunha.
As medidas (um) foram tomadas com o auxilio de uma lente
micrométrica graduada conectada na ocular do microscopio
estereoscopio, considerando as dimensdes do embrido, incluindo
os cotilédones. As mensuragdes foram corrigidas, utilizando-se
de um fator de corre¢do (x=0,157).

Os embrides foram cultivados em tubos de ensaio (25 x
150 mm) com 10 mL de meio de cultura, contendo, como
compostos basicos, 30 g L' de sacarose ¢ 7 g L' de agar,
observando uma seqiiéncia de etapas ao longo das quais se
procedeu ao acréscimo, acompanhado dos respectivos ajustes,
de macronutrientes, micronutrientes e vitaminas. Foram avaliadas
as seguintes concentragdes: 1/1 (concentragdo normal do meio
de cultura MT), 4 (metade da concentra¢do normal do MT) e Y4
(quarta parte da concentracdo normal do MT), para
macronutrientes e Etapa I dos micronutrientes; 1/1, 3/2 (uma vez
e meia a concentragdo normal do MT) e 2/1 (dobro da
concentragdo normal do meio de cultura MT) para a Etapa II de
micronutrientes; 2/1, 1/1 e % para vitaminas. Os embrides foram
cultivados em sala de crescimento, com temperatura de 274 2°C,
fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 50 mmol.m?.s,
fornecidas por lampadas fluorescentes brancas frias.

Em cada experimento, usou-se o melhor resultado do
experimento anterior, seguindo-se a seqiiéncia das etapas de
ajustes dos constituintes.

O delineamento foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 3 x 4, trés concentragdes do meio MT (1/1, %2 ¢ Yaou 1/1,
3/2 ¢ 2/1 ou 2/1, 1/1 e '), quatro classes de comprimento de
embrides (< 1,0mm, 1,0a 1,9 mm, 2,0 a2,9 mm e a testemunha > 6,0
mm), com dez repetigdes, sendo cada repeticdo constituida por
um embrido. Apds trinta dias de cultivo dos embrides, foram
realizadas as seguintes avaliagdes: comprimento de plantulas,
porcentagem de germinacdo e de plantulas normais. Para a
variavel comprimento de plantulas, realizaram-se a analise de
variancia e o teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para a
comparagdo das médias. As porcentagens de germinacdo ¢ de
plantulas normais (plantulas que apresentaram desenvolvimento
de raiz e parte area) foram obtidas a partir das médias das dez
repeti¢cdes de cada tratamento, ou seja, cada tratamento é
representado por apenas um valor.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Ajuste de macronutrientes

Foi observado 100% de germinag@o de embrides para a
maioria dos tratamentos, a exce¢do dos embrides cultivados no
meio com a concentragdo normal dos macronutrientes e com
comprimentos inferiores a 2,0 mm, que apresentaram, em média,
93% de germinagdo para os embrides menores que 1,0 mm e para
embrides com comprimento entre 1,0 ¢ 1,9 mm (dados ndo-
mostrados). As plantulas resultantes dos embrides de menor
comprimento apresentaram-se pouco desenvolvidas (Figura 1),
especialmente aquelas cultivadas no meio de cultura com
concentracdo normal de macronutrientes do MT, com 80% das
plantulas fora do padrdo normal (Figura 2). Segundo Krikorian
(1991), a presenga de alto conteudo de sais no meio de cultura,
como acontece no MT, ¢ inadequada ao processo morfogenético
(Pasqual et al., 2002), interferindo, portanto, no desenvolvimento
normal das plantulas.

O mais importante em cultura de tecidos de plantas ¢
selecionar macro e micronutrientes segundo concentragdo e
balango corretos. George (1993) observou que a embriogénese
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poderia ser induzida mais efetivamente em calos derivados de
anteras de Hevea brasiliensis Muell Arg., reduzindo-se o nivel
de macronutrientes do meio MS, que ¢ semelhante ao MT, para
60-80%. Ribeiro (1997), cultivando embrides zigdticos e nucelares
oriundos de hibridagdes controladas entre a laranjeira “Natal’ [C.
sinensis (L.) Osb.] e Poncirus trifoliata (L.) Raf., alterou as
porcentagens dos sais do MS, obtendo bom desenvolvimento e
crescimento dos mesmos em meio com 75% da concentragdo
original de sais.

Considerando-se apenas os embrides de comprimento
inferior a 1,0 mm, verificou-se que o emprego de metade da
concentragdo normal de macronutrientes do meio MT
proporcionou o desenvolvimento de plantulas com maior
comprimento (20,1 mm) (Figura 1) e a maior freqiiéncia de
plantulas normais (90%) (Figura 2).

2. Ajuste de micronutrientes

Os ajustes de micronutrientes foram realizados em duas
etapas, em concentragdes inferiores (Etapa I) e superiores (Etapa
IT) a concentra¢@o normal do meio MT.

A porcentagem de germinag¢do dos embrides,
independentemente da concentragdo de micronutrientes, foi de
100% (dados nao-mostrados).

Para o caracter de plantulas normais (Figura 3), verificou-
se também que os ajustes de micronutrientes (Etapas I) ndo
diferiram entre si, independentemente do comprimento do
embrido, apresentando altas taxas de plantulas normais, 100%
para as concentragdes normais (1/1) e (¥4) e 92,5% para a metade
da concentragdo de micronutrientes. Na Etapa II, observou-se
que houve diferengas significativas entre os tratamentos e os
comprimentos de embrides. Maior freqiiéncia de plantulas
normais foram obtidas a partir de embrides de menor comprimento,
quando comparadas aos demais comprimentos de embrides,
cultivados em meio de cultura com concentragdo normal de
micronutrientes do MT.

Quanto ao comprimento de plantulas (Figura 4), a
diminui¢io da concentra¢do normal (Etapa I) determinou, em geral,
comportamentos semelhantes, a exce¢cdo dos embrides de
comprimento inferior a 1,0 mm, para os quais as concentragdes
mais adequadas foram a normal (1/1) e quarta parte da normal
(Y4). Quanto ao aumento da concentra¢do normal (Etapa II), s6
se mostrou significativo com os embrides de comprimento inferior
a 1,0 mm, destacando-se as concentragdes normais (1/1) e o dobro
desta. Esses resultados demonstram ampla faixa de resposta
dos embrides de menor comprimento as diferentes concentragdes
de micronutrientes.

O crescimento de células e a morfogénese de algumas
espécies podem ser obtidos com sucesso elevando-se o nivel de
micronutrientes. George (1993) observou melhor resposta
embriogénica em calos originados de anteras de Hevea
brasiliensis dobrando-se a concentragdo original de
micronutrientes. Observa-se, portanto, que, para cada cultura e
tipo de explante, podem ser obtidos resultados distintos,
dependendo da concentragdo de micronutrientes utilizada.

Passos et al. (1992) reduziram para metade a concentragdo
de sais totais do MS e obtiveram sucesso no resgate de embrides

de videira. Ribeiro et al. (1998), estudando o cultivo in vitro de
embrides de laranjeira ‘Péra’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck],
observaram que a concentragdo de 75 % do meio de cultura de
MS foi a mais responsiva para quase todas as variaveis avaliadas,
indicando que os componentes da formula original do meio
encontram-se acima do requerido para o melhor desenvolvimento
e crescimento in vitro dos embrides dessa espécie. Pasqual et al.
(2002), estudando diferentes concentragdes dos sais do MS no
cultivo in vitro de embrides imaturos de tangerineira ‘Ponca’ (C.
reticulata Blanco), observaram que o melhor resultado foi obtido
com a concentragdo original do meio MS. Por sua vez, Chagas et
al. (2003a) obtiveram o melhor desenvolvimento de embrides
imaturos de ‘Péra-Rio’ x ‘Poncd’, no estadio cotiledonar, em meio
de cultura contendo a concentragdo de 150% do meio MT, sendo
que o melhor desenvolvimento desses embrides, no estadio
globular, ocorreu com 50% e 100% do meio MT (Chagas et al.,
2003b). Como pode ser visto, os trabalhos relacionados com a
germinacdo de embrides imaturos utilizam redugdes do meio de
cultura total, ou seja, associando macronutrientes,
micronutrientes e vitaminas, diferentemente do presente estudo,
que testou cada conjunto de nutrientes e vitaminas
separadamente.

Assim, para as variaveis estudadas, de modo geral, a
concentragdo normal de micronutrientes do meio MT ndo exige a
realizagdo de ajustes visando a favorecer a germinag¢do dos
embrides, o crescimento ¢ o desenvolvimento de plantulas
normais oriundas de embrides imaturos de tangerineira
‘Cledpatra’.

3. Ajuste de vitaminas

Os ajustes nas concentragdes de vitaminas foram
realizados com base no meio de cultura definido a partir dos
dados do ajuste de micronutrientes. A porcentagem de
germinacdo de embrides, independentemente da concentracio
de vitaminas, foi de 100% (dados ndo- mostrados), entre os
comprimentos de embrides e as concentragdes de vitaminas
utilizadas, todas manifestando resultados plenamente favoraveis
(100% de germinacgdo). As variaveis comprimento de plantulas
(Figura 5) e porcentagem de plantulas normais (Figura 6)
apresentaram resultados ligeiramente superiores na concentragdo
normal de vitaminas do MT (1/1), independentemente do
comprimento dos embrides. Esses resultados diferem dos obtidos
por Chagas et al. (2003b) que, avaliando diferentes concentragdes
de vitaminas do meio MT no desenvolvimento de embrides
globulares de citros, observaram que as vitaminas do meio de
cultura MT ndo indicaram ser essencial para o cultivo in vitro de
embrides globulares da hibridaggo entre ‘Péra-Rio’ e ‘Ponca’.

O requerimento das células por vitaminas varia de acordo
com o genoétipo da planta e o tipo de cultura (George, 1993). No
caso dos citros, niveis 6timos de algumas vitaminas para cultivo
de tecidos foram estabelecidos por Murashige & Tucker (1969).
No entanto, o fator genotipo deve ser considerado, verificando
a necessidade de aumentar ou diminuir a concentragdo das
vitaminas (Huang et al., 1985) e, as vezes, outras vitaminas devem
ser acrescentadas a mistura-padrdo.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que,
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para o desenvolvimento de plantulas normais de tangerineira
‘Cleodpatra’ oriundas de embrides imaturos, ndo foi necessario
proceder-se a ajustes no teor de vitaminas.

Comprimento de embrides (mm)
M<1,0 51,0219 EN2,0a29 E=6,0
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Concentragies dos macronutrientes do MT
FIGURA 1 - Comprimento (mm) de plantulas de tangerineira
‘Cleopatra’ (C. reshni Hort ex Tan.), em fun¢@o do
comprimento do embrido e do cultivo por trinta
dias em diferentes concentra¢cdes de
macronutrientes do meio MT. Médias seguidas
da mesma letra maitscula dentro de cada
concentra¢do ¢ da mesma letra mintscula entre
cada classe de comprimento dentro das
concentragdes ndo diferem estatisticamente, ao
nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
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somente ao uso de frutos com 4 a 5 meses de tangerineira
‘Cleodpatra’ apds a antese, que possuem embrides imaturos de
comprimento pequeno (< 3,0 mm).
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FIGURA 2 - Porcentagem de plantulas normais de tangerineira
‘Cleopatra’ (C. reshni Hort ex Tan.), cultivadas
durante trinta dias em diferentes concentragdes
de macronutrientes do meio MT, em fungéo do

comprimento de embrido
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FIGURA 3 - Porcentagem de plantulas normais de tangerineira ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort. ex Tan.), em fung¢do do comprimento do
embrido e do cultivo em diferentes concentragdes de micronutrientes do meio MT (A: Etapa I e B: Etapa II).
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FIGURA 4 - Comprimento (mm) de plantulas de tangerineira ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort ex Tan.), em fun¢do do comprimento do
embrido e do cultivo por trinta dias em diferentes concentragdes de micronutrientes do meio MT (A: Etapa I e B: Etapa
IT). Médias seguidas da mesma letra maitscula dentro de cada concentragdo e da mesma letra mindscula entre cada
classe de comprimento dentro das concentragdes ndo diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo

teste de Tukey.
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Comprimento de embrides
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FIGURA 5 - Comprimento (mm) de plantulas de tangerineira
‘Cleopatra’ (C. reshni Hort ex Tan.), em fungéo
do comprimento do embrido e do cultivo durante
trinta dias, em diferentes concentra¢des de
vitaminas do meio MT. Médias seguidas da mesma
letra maitscula dentro de cada concentracdo e da
mesma letra mindscula entre cada classe de
comprimento dentro das concentragdes nao
diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.
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FIGURA 6 - Porcentagem de plantulas normais de tangerineira
‘Cleopatra’ (C. reshni Hort ex Tan.), em fungio do
comprimento do embrido e do cultivo durante trinta
dias, em diferentes concentracdes de vitaminas
do meio MT.

CONCLUSAO

Os melhores resultados para germinacdo e
desenvolvimento de plantulas normais oriundas de embrides
imaturos (< 3,0 mm) de tangerineira ‘Cledpatra’ foram observados
quando se utilizaram as concentragdes originais de
micronutrientes ¢ vitaminas, ¢ metade da concentracdo de
macronutrientes do meio MT.
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