DESENVOLVIMENTO in vitro DE EMBRIOES IMATUROS ORIUNDOS
DE TANGERINEIRA ‘PONCA’ x LARANJEIRA ‘PERA’ EM
DIFERENTES FOTOPERIODOS!

RESUMO — Objetivou-se estudar a influéncia do foto-
periodo no cultivo in vitro de embrides imaturos oriun-
dos do cruzamento entre tangerineira ‘Poncd e laran-
jeira‘Pera . Os embrides foram extraidos de frutos com
3 - 4 cm de didmetro e inoculados em meio M S, adicio-
nado de GA; e carvdo ativado nas concentragoes de 0,3
mg.L™ e 1 mg.L™?, respectivamente, previamente auto-
clavado a 121°C por 20 minutos. Os tratamentos cons-
taram dos seguintes fotoperiodos: 8, 10, 12, 14, 16, 18 e
24 horas de luz continua, na intensidade luminosa de
43 uM.m?.s', a 27°C, em estufas tipo B.O.D. O trata-
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mento com 16 horas de luz continua foi realizado em
sala de crescimento em intensidade luminosa de 35
uM.m2.s™. O experimento foi conduzido em delinea
mento inteiramente casualizado, com quatro repeticoes
de trés tubos de ensaio cada uma. Apds 60 dias, melho-
res resultados para altura da parte aérea, nimero de fo-
Ihas, peso da matéria fresca da parte aérea, comprimen-
to das raizes e peso da matéria fresca das raizes foram
obtidos com fotoperiodos de 8, 10, 12, 14, 18 e 24 ho-
ras. Fotoperiodo de 16 horas proporciona menor desen-
volvimento de embrifes imaturos.

TERMOS PARA INDEXACAO: Citrus sinensis, Citrus reticulata, hibridagéo, cultura de embrides, fotoperiodo.

Invitro DEVELOPMENT OF IMMATURE EMBRYOS FROM
‘PONCA’ MANDARIN ~ 'PERA’ SWEET ORANGE IN
DIFFERENT PHOTOPERIODS

ABSTRACT - It was aimed to study the influence of
the photoperiod on in vitro culture of immature
embryos from ‘Poncd mandarin and ‘Pera sweet
orange fruits. The embryos were removed from 30-40-
mm wide fruits and inoculated on the MS medium,
supplemented with 0.3 mg L™ GA; and 1 mg L™
activated charcoal, previously sterilized at 121°C for 20
minutes. The following photoperiods were evaluated: 8,
10, 12, 14, 16, 18, and 24 hours of continuous light in

43 pM.m2.st intensity, a 27°C, in B.O.D chambers.
The 16 hours continuous light was performed in growth
room a 35 pM m? s*. The statistical andysis used was
entirely randomized, with four replications, each one
condtituted of three tubes. After 60 days, better results for
plant height, number of leaves, above ground fresh matter
weight, root length, and root fresh weight were obtained
with 8, 10, 12, 14, 18 e 24 hours photoperiod. The 16
hours rendered smaller immature embryos development.

INDEX TERMS: Citrus sinensis, Citrus reticulata, hybridization, embryo culture, photoperiod.

INTRODUCAO

A cultura de embrides é de grande importan-
cia no melhoramento dos citros, por proporcio-
nar o resgate de embrides hibridos imaturos, oriun-

dos de cruzamentos interespecificos e intergené-
ricos. Incompatibilidades sfo, muitas vezes, encon-
tradas em tais cruzamentos, o que resulta em semen-
tes com embrides abortivos (Hu & Ferreira,
1998).
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A poliembrionia generalizada entre as espé-
cies de Citrus resulta normalmente em elevada taxa
de aborto do embrido zigético, devido a competicdo
exercida sobre ele pelos embrides nucelares, geral -
mente mais vigorosos (Soost & Cameron, 1975). En-
tretanto, esses embrides podem ser resgatados via
cultivo in vitro em meio de cultura adequado (Shar-
ma et al., 1996). Trabalhos tém sido realizados obje-
tivando elucidar os efeitos dos diversos fatores no
cultivo in vitro de embrides de dtros (Ribeiro et al.,
1997, 1998, 1999, 2000).

O crescimento das plantas € controlado por fato-
res genéticos e ambientais, 0os quais atuam conjunta
mente mediante processos fisioldgicos. A luz, segundo
Economou & Read (1987), interfere nos processos fo-
tossintéticos e de fotomorfogénese, por meio da quali-
dade (comprimento de onda), quantidade (intensidade
luminosa ou fluxo de fétons) e duragdo (fotoperiodo).

O fotoperiodo afeta os nivels hormonais endd-
genos das plantas e, consequentemente, modifica o seu
crescimento, atuando diferentemente para cada espécie
(Salishury & Ross, 1991). Para haver efeito fotoperiodi-
co, a quantidade de energia luminosa total necessaria é
insignificante, pois, na realidade, a duracéo do periodo
do escuro é que atua como agente controlador de diver-
sos processos fisiol 6gi cos das plantas (Bolonhezi, 1991;
Salisbury & Ross, 1991; Thomas & Vince-Prue, 1997).

N&o se dispde de informagdes sobre o efeito do
fotoperiodo no desenvolvimento de embrifes imaturos
de citros. O que se tem é a recomendacéo de que, apos
ainoculagdo, os embrides devam permanecer por 48
horas no escuro e, posteriormente, em sala de cres-
cimento atemperatura de 27 + 1°C, com fotoperiodo
de 16 horas didrias em 35 MMm.s* de intensidade
luminosa. Entretanto, varios trabalhos foram desen-
volvidos testando-se o efeito do fotoperiodo em dife-
rentes espécies, como batata-doce (Bonsi et al.,
1992; McDavid & Alamu, 1980; Figueiredo, 1995),
délia (Moser & Hess, 1968), macieira e amoreira
preta (Souza, 1995). Estudos com plantulas e seg-
mentos caulinares de algumas espécies apresentaram
resultados conflitantes com relagdo a influéncia de
diferentes fotoperiodos (Delgado et al., 1996), o que
tem sido atribuido ao fato de que a luz € um entre
vérios fatores que interferem no crescimento e de-
senvolvimento vegetal.

Objetivou-se testar a influéncia de fotoperiodo
sobre o cultivo in vitro de embrides hibridos oriundos
do cruzamento entre tangerineira ‘Ponc& e laranjeira
‘Pera .

MATERIAL E METODOS

Sementes de frutos com 3 - 4 cm de didmetro de
tangerineira‘Poncd (Citrus reticulata Blanco) x laranjeira
‘Pera (Citrus sinensis (L.) Osbeck) foram removidas e tra-
tadas com acool a 70% por cinco minutos e hipoclorito de
sodio a 2% por 20 minutos, sendo, posteriormente, lavadas
trés vezes em agua bidestilada e autoclavada.

Com auxilio de microscdpio estereoscdpico, bigturi
e pinga, os tegumentos das sementes foram separados lon-
gitudinamente pela regido oposta a micrépila, tomando-se
0 cuidado de ndo provocar danos aos embrifes.

Todos os embrides, independentemente dos est&
dios em que se encontravam, foram excisados e inoculados
individualmente em tubos de ensaio contendo 15 mL do
meio MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 0,3
mg.L™ de GA; (&cido giberdico) e de 1 g.L™ de carvzo ati-
vado e acondicionados em estufas tipo B.O.D., sob tempe-
ratura constante de 27 °C e intensdade luminosa de 43
mM.m2.s”, e os tratamentos constaram dos seguintes foto-
periodos: 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 24 horas de luz continua.
O tratamento com 16 horas de luz continua foi realizado
em sda de crescimento em intensdade luminosa de 35
HM.m?.s™. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casudizado, com quatro repeti¢des, cadauma
constituida por trés tubos de ensaio.

Apés 60 dias, as plantulas foram avaliadas com
base na altura da parte aérea, nimero de folhas, peso da
matéria fresca da parte aérea, comprimento das raizes e
peso da matéria fresca das raizes.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Houve efeito significativo de fotoperiodo para
todas as caracteristicas analisadas, exceto para nimero
de folhas (Tabela 1).

Embrides expostos aluz por apenas 8 horas de luz
didrias apresentaram plantulas com maior atura da parte
aérea (Figura 1), apesar de ndo terem sido identificadas di-
ferencgas significativas em relagéo aos tratamentos com 10,
12, 14, 18 e 24 horas de exposi¢éo aluz.

N&o houve diferenca significativa entre os tra-
tamentos para nimero de folhas (Tabela 1). Verificou-
se, no entanto, tendéncia de maior nimero de folhas no
tratamento com 24 horas de luz continua (Figura 2).

Os melhores fotoperiodos para peso de matéria
fresca da parte aérea foram 10, 12 e 14 horas de luz
continua, ndo diferindo dos tratamentos com 8, 18 e 24
horas (Figura 3). De maneira semelhante ao resultado
obtido na atura da parte aérea, o tratamento com 16
horas de luz continuafoi inferior aos demais.
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TABELA 1 - Andlise de variancia para atura da parte aérea (APA), nimero de folhas (NF), peso da matéria fres-
ca da parte aérea (PMFPA), comprimento de raizes (CR) e peso da matéria fresca das raizes (PMFR) de plantulas
oriundas de embrides cultivados em diversos fotoperiodos. UFLA, LavrasMG, 2002.

Causade Quadrado Médio

Variagéo G.L. APA NF PMFPA CR PMFR

Tratamento 6 0,3091** 1,5942 90,8199** 2,1374** 10,3724**
Residuo 21 0,0800 1,1662 18,9663 6,3087 0,9857
CV (%) 16,6 29,5 13,9 24,4 18,0

**Significativo a 1% de probabilidade.
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FIGURA 1 - Altura da parte aérea de plantulas oriundas de embrides cultivados em diversos fotoperiodos. UFLA,
Lavras-MG, 2002.
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FIGURA 2 — Numero de folhas de pléantulas oriundas de embrides cultivados em diversos fotoperiodos. UFLA,
Lavras-MG, 2002.
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Os maiores comprimentos de raiz foram obtidos
com 14 e 24 horas de luz continua (Figura 4).

Por meio dessa resposta, verifica-se que a efi-
ciéncia do crescimento pode estar relacionada a
habilidade de adaptacdo das plantas as condi¢bes
de luz do ambiente in vitro. A intensidade de luz
(Ferreira & Hu, 1989) ou a qualidade dessa (Hu
& Ferreira, 1989) podem também influenciar o de-
senvolvimento embriondrio. Os embrides rudimenta-
res no estadio cordiforme em numerosas espécies de
llex sdo sensiveis a luz, quando excisados e cul-
tivadosin vitro (Hu, 1976; Ferreira & Hu, 1984).

A sensibilidade desses embriBes desaparece apds
4 dias de incubagdo no escuro, e eles crescem até a ma-
turidade na luz. Dessa forma, depois de ser iniciado, o
processo fisologico néo pode ser mais revertido (Hu &
Ferreira, 1998), 0 que notadamente aconteceu em relacdo
a0 tratamento 24 horas de luz continua, em que os embri-
0es mostraram tota adaptacdo a esse fotoperiodo.

Os maiores pesos de peso da matéria fresca das
raizes foram obtidos com 14 e 24 horas de luz continua,
porém sem diferenca em relagdo a 8, 10 e 18 horas (Fi-
gura 5). Novamente o pior resultado foi verificado com
a utilizacdo de fotoperiodo com 16 horas de luz conti-
nua.
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FIGURA 3 — Peso da matéria fresca da parte aérea de plantulas oriundas de embrides cultivados em diversos foto-

periodos. UFLA, LavrasMG, 2002.
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FIGURA 4 — Comprimento de raizes de plantulas oriundas de embrides cultivados em diversos fotoperiodos.

UFLA, LavrasMG, 2002.
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FIGURA 5 — Peso da matéria fresca das raizes (mg) de pléantulas oriundas de embrifes cultivados em diversos fo-

toperiodos. UFLA, LavrasMG, 2002.

E interessante observar que embrides cultivados
sob regime de 16 horas de luz continua, condi¢do pa
dréo para a maioria dos cultivos realizados em labora-
torio, proporcionou o pior resultado em termos de altu-
ra da parte aérea de plantulas, peso da matéria fresca
da parte, comprimento e peso da matéria fresca de rai-
zes. Esse resultado pode estar relacionado ao fato de
gue na sala de crescimento, onde foram mantidos os
embrides sob 16 horas de luz continua, h4d maior desu-
niformidade com relagdo &s condi¢des de temperatura e
luz. Além disso, nessas condi¢des, a quantidade de ra-
diacdo fotossinteticamente ativa € sensivel mente menor
(32 uM.m2.s%) do que aquela doservada na estufa tipo
B.O.D. (43 uM.m*.s™)

CONCLUSAO

Nas condigbes em que o experimento foi con-
duzido, pode-se concluir que:

a) Fotoperiodos com 8, 10, 12, 14, 18 e 24 horas
proporcionam melhor desenvolvimento de embrides
imaturos oriundos do cruzamento laranjeira ‘Perd x
tangerineira‘ Poncg;

b) Fotoperiodo com 16 horas de luz continuain-
duz menor desenvolvimento de embrides imaturos.
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