INFLUENCIA DE REGULADORES DE CRESCIMENTO
SOBRE A EMBRIOGENESE /N VITRO
DE NUCELOS DE C/TRUS SINENSIS CV. VALENCIA!
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RESUMO - Objctivou-se¢ determinar a metodologia de regeneragio de plantas in vitro a partir de nu-
celos. Foram extraidos nucelos de frutos da cv. Valéncia (Citrus sinensis Osb.) doze semanas apds a
polinizagdo, ¢ cultivados em meic constituido pelos macro e micronutrigntes do meio “MS”, adicio-
nado de {em mg/l): tiamina HCL, 0,2; piridoxina IICL, 1,0; icido nicotinico, 1,0; mesoinositol, 100;
extrato de malte, 500; sacarosc, 50.000; agar, 8.000;e pH, 5,7. Os tratamentos consistiram das combi-
nagdes em dialélico de cinetina (0,0; 0,25; 0,50; 1,0 ¢ 1,5 mg/l) e 2,4-D (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg/l},
sendo que dez repetigSes foram mantidas no escuro ¢ outras dez sob luz (1.500 lux) durante 16 horas
didrias a 27°C % 2°C, em delineamento inteiramente casualizado. Foram obtidos até doze embridides
diretamente de um énico nucelo, e a adigio de cinetina e 2,4-D inibiu esta embriogénese, principal-
mente com adigdo de 0,25 mg/! de cinctina + 0,5 mg/l de 2,4-D em culturas mantidas no escuro.

Termos para indexagdo: cultura de tecidos, embriogénese somatica, citros, tecidos nucelares,

EFFECTS OF GROWTH REGULATORS ON /N VITRO EMBRYQGENESIS
OF NUCELLI IN C/ITRUS SINENSIS CV. VALENCIA

ABSTRACT - This paper describes the attempts to determine the methodology for regeneration of
plants from nucelli, Nucelli were extracted from "Valéncia' fruits (C. sinensis Osb.) twelve weeks after
pollination and cultivated in vitro on “MS' mineral salts supplemented with [mg/l}: thiamine HCL,
0.2; pyridoxine HCL, 1.0; nicotinic acid, 1.0; mesoinositol, 100; malt extract, 500; sucrose, 50.000;
agar, 8.000; pH, 5.7. The treatments were combinations of kinetin {0.0; 0.25;0,50; 1.0 and 1.5 mg/l)
and 2.4 - diclorofenoxyacetic acid {D) (0.0; 0.5; 1.0 and 2.0 mg/l) with ten replications in dark and
ten in light {1,500 lux) at 27°C * 2°C. it was possible to get twelve nucellar embryos from a single
nucetlus. Kinetin and 2,4-D inhibited the embryogenesis. Ocasionally the formation of globular callus
with high embryogenic potential was observed mainly in 0,25 mg/l kinetin and 0,5 mg/l 2.4-D

medium,

Index terms: tissue culture, somatic embryogenesis, citrus, nucellar tissues.

INTRODUGAD

O melhoramento das espécies citricas pelos mé-
todos convencionais é seriamente limitado pela
ocorréncia de poliembrionia, esterilidade masculi-
na, incompatibilidade, e longo periodo de juveni-
lidade.

O desenvolvimento das técnicas de cultura de
“tecidos e células e a possibilidade da diferenciagdo
de embridides a partir de células individuais do
nucelo, aliados a aplicagdo de agentes mutagénicos
sobre a célula inicial, responsavel por esta diferen-
ciag¢io, constituem uma alternativa auxiliar no me-
lhoramento genético das espécies citricas.
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Muitas espécies e cultivares do género Citrus
possuem a caractetistica de reproduzir-se agami-
camente por apomixia do tipo agamospermia apos-
porica ou poliembrionia (Frost & Socost 1968,
Rangan et al, 1968}, formando virios embridides
a partir da diferenciagio de células individuais no
nucelo,

Rangan et al. {1968) e Bitters et al. (1970) fo-
ram os primeiros a induzir embriogénese adventi-
cia diretamente em tecidos nucelares excisados de
sementes em desenvolvimento de cultivares mono-
embridnicas de citros, sendo seguidos por virios
outros autores (Rangan et al. 1968, Bitters et al.
1970, Deidda 1973, Esan 1973, Juarez et al.
1976). A formagio de embribides é observada
apos trés a seis semanas de cultura, na extremidade
micropilar do nucelo. Uma temperatura constante
de 27°C e 16 horas disrias de luz a 1000 lux sio
adequadas para embriogénese nucelar (Esan 1973).

Muitos autores tém reportado o surgimento
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esporddico de pequenos calos em cultura de nuce-
los, além dos embribides diferenciados diretamente
{Maheshwari & Rangaswamy 1958, Kochba et al.
1972, Deidda 1973). Estes calos de citros com-
preendem nddulos compactos e esféricos de
0,1 mm a 1,0 mm de diimetro, que variam de
branco a creme, ¢ que unidos entre si ddo ao calo
uma estrutura porosa e fridvel.

Estudos de anatomia e desenvolvimento
(Button et al, 1974) e aspectos fisioldgicos (Kochba
& Spiegel—Roy 1973), nestes tecidos, evidenciaram
que praticamente qualquer célula é potencialmente
embriogénica, e que os embridides se originam de
células individuais.

O meio normalmente utilizado na cultura de
tecidos nucelares é o “MS” (Murashige & Skoog
1962}, com algumas modifica¢des, principalmente
as propostas por Murashige & Tucker (1969) -
meio “MT”,

Auxinas e citocininas sio claramente os com-
postos de maior significincia na cultura de tecidos
de plantas. Skoog & Miller (1957) mostraram que
com um adequado balango nos niveis entre esses
dois grupos de fitorreguladores poder-se-ia estabe-
lecer um controle sobre o crescimento e diferencia-
¢io das culturas in vitro. Normalmente, uma alta
concentragio de auxina e baixa concentragio de
citocinina promovem o desenvolvimento de raiz e
abundante proliferagio de células com formagio
de calos, a0 passo que baixa concentragio de auxi-
na e alta de citocinina resulta na multiplicagio de
gemas ou na conseqiiente morfogenese somética.

Segundo Esan {1973), a adigdo das auxinas
IAA (icido 3 indolacético), NAA (icido alfa-nafta-
lenocético) e 2,4-D (icido 2,4-diclorofenoxiacé-
tico) ao meio de cultura, suprimiu significativa-
mente ou completamente a embriogénese nucelar,
ao passo que inibidores da sintese de auxinas como
7-azi-indol e 5 HNB (2-hidroxi-5-nitro benzilbro-
midz} estimularam fortemente
{Kochba & Spiegel-Roy 1977). .

Citocininas aparentemente nio-essenciais (Mu-
rashige & Tucker 1969, Kochba et al. 1972} au-
mentam a proliferagio de pseudobulbilhos (Ran-
gaswamy 1958). Isto tem sido observado com a
adigio de adenina - 25 a 80 mg/l ¢ BAP (6-benzi-
laminopurina) - 5 a 25 mgfl (Starrantino et al.
1978).

este processo
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A embriogénese em nucelo foi suprimida apés
aplicagdo de citocinina, sulfato de adenina e timi-
dina (Esan 1973). Na presenga de cinetina a inibi-
¢io aumentou com a concentragio e 8-aza-guanina
claramente estimulou a embriogénese, mesmo em
concentragio muito baixa - 0.001 mg/l {Kochba &
Spiegel-Roy 1977).

Objetivou-se, com o presente trabalho, o desen-
volvimento das técnicas de regeneragdo de plantas
in vitro a partir de nucelos, da cultivar Valéncia,
parz posterior uso em programas de melhoramento
através da indugio de mutagdes pela aplicagio de
raios gama,

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido junto & Se¢do de Bioqui-
micg de Plantas do Centro de Energia Nuclear na Agricul-
tura {CENA) &rgio da Universidade de Sfo Paulo (USP},
em Piracicaba, SP.

Foram utilizados frutos da c¢v. Valéncia (Citrus sinen-
sis Osb.), doze semanas apds a polinizagdo, obtidos na
Estagdo Experimental de Limeira, unidade do Instituto
Agrondmico de Campinas (IAC), em Cordeirdpolis, SP.

Os frutos foram lavados primeiramente em dgua
corrente, a seguir, em solugdo de dgua e detergente, e
esterilizados com hipoclorito de sédio 2% durante 20
minutos. Posteriormente, em condicBes assépticas, fi-
zeramese 1rés lavagens com dgua destilada autoclavada.
Com os frutos cortados as sementes foram removidas
e colocadas em placas-de-petri esterilizadas. Com au-
x1ilio de bisturi e sob estereomicroscépio, removeram-se os
integumentos, extraindo-s¢ 0 nucelo. Com um corte trans-
versal na regido micropilar no nucelo efetucu-se a elimi-
nacio do embrifo zigdtico.

0O meio de cultura utilizado consistiu dos macro e
micronutrientes do meio “MS” (Murashige & Skoog
1962), adicionado de {em mgfl): Tiamina HCL - 0,2;
piridoxina HCL - 1,0; 4cide nicotinico - 1,0; mesoinosi-
tol - 100; extrato de malte - 500 e sacarose - 50.000. O
pH foi ajustado para 5,7, 0 meio solidificado com bacto
dgar - 8 gfl e autoclavado a 120°C, por 20 minutos.

Os tratamentos consistiram das combinagdes em dia-
1lico de cinetina (0,0; 0,25; 0,50; 1,0 ¢ 1,5 mg/l) e
2,4-D (0,0;0,5; 1,0 e 2,0 mg/l).

Os nucelos foram colocados individualmente em fras-
cos (10 em x 2 cm) contendo 10 ml de meio. Das 20 re-
petigbes, dez foram expostas a luz (1.500 lux) durante 16
horas didrias e as dez restantes foram mantidas no escuro,
ambas a uma temperatura de 27%.

O delineamento experimental utilizade foi o inteira-
mente casualizado. A avalia¢io foi feita nove semanas
apos o inicio da cultura, registrando-se o nimero médio
de embridides por nucelo e a percentagem de nucelos que
apresentaram calos. Para efeito de andlise estatistica, os
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dados referentes ao niimero de embridides foram transfor-
mados em \/x +0,5.

Os embrides individualizados foram transferidos para
o meio bidsico “MS™ adicionado de GA5 - 1 mg/l, onde se
deu primeiramente a formagio da raiz e, posteriormente,
da parte adrea. As plintulas apresentando 2 a 4 pares de
folhas foram removidas dos tubos de ensaio para potes de
plistico, com terra, esterco e areia (4 : 2 :1) e mantidas
em cimara imida por, aproximadamente, dez dias, sendo
que cada dia se efetuava uma redugio do indice de umi-
dade. Uma vez perfeitamente adaptadas is condicbes am-
bientais, foram transplantadas para sacos de plistico maio-
res com o mesmo substrato, e irrigadas com solugio nutri-
tiva de Hoagland, para posteriores avaliagSes quanto is
principais caracteristicas de interesse agrondinico.

RESULTADOS E DISCUSSAD

A adigio de auxina e citocinina promoveu, de
modo geral, uma redugdo no processo de embrio-
génese dos nucelos de *Valéncia’ cultivados in vitro.

Observa-se, na Tabel 1 e Fig. 1, que, com as
culturas expostas 4 luz, na auséncia de 2,4-D, houve
diferenga significativa para nimero de embridides
por nucelo entre as doses 0,0; 0,25 e 0,5 mg/l de
cinetina, pelo teste de Tukey - 5%. A adicio de
0,5 mg/l de 2,4-D, na auséncia de cinetina, reduziu
significativamente o niimero de embribides e, esta
redugio foi mais acentuada em presenga de cineti-
na. Percebe-se, ainda, nos valores estabelecidos
para’ a média, na Tabela 1, que os efeitos preju-
diciais da adi¢io de doses baixas de cinetina nio
sio significativos, ao contririo do que se verifica
com o 2,4-D.

Quando os nucelos foram mantidos no escuro
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FIG, 1. Niumero médio de embridides por nucelo nos di-
ferentes niveis de Cinetina e 2,4-D.

(Tabela 2), o niimero de embribides na auséncia
de cinetina e 2,4-D foi estatisticamente superior
a0 dos demais tratamentos, A redugio foi dristi-
ca ja com a adigio de 0,25 mg/l de cinetina e
observou-se uma tendéncia, inclusive com dife-
rengas significativas, de ampliar a reducio nas
doses mais elevadas. A adigio de qualquer con-
centragdo de 2,4-D a nucelos mantidas no escuro
inibiu totalmente a embriogénese, independente-
mente da presenga de cinetina,

Estes resultados estio de acorde com afirma-
¢Ges feitas por Esan (1973), de que a adigio de
auxinas e citocininas suprime a embriogénese em
tecido nucelar de citros. Isto leva a crer que estes
tecidos possuem um nivel endégenc destas subs-
tincias e que um incremento neste nivel pode
colocd-lo além dos limites 4timos necessirios
para que ocorra embriogénese. Prova disso é que a

TABELA 1. Nimero médio de embri6ides obtidos em cultura de nucelos de “Valéncia', nove semanas apds o inicio da
cultura, em diferentes combinagBes de Cin e 2,4-D expostos 4 fuz.

2,4-D {mg/)

Cin

{mg/l} 0,0 0,5 1.0 2,0 Média
0,0 4,6 abA 1,8aB 048 048 1,80a
0,25 4,1 abA 0,5bB 03B 0,08 1.22bc
0,50 5,6 aA 0,4 bB 0,28 0,0B 1,55ab
1,0 2,5 bcA 0,0bB 008 c 0B 0,62 cd
1.5 2,2cA 00b8 DOB co8 0,55d

Média 3.80A 0.54B g188 0,808

As médias seguidas da mesma letra (minuscula para niveis de Cin e maidscula para niveis de 2,4-D} n3o diferem entre si

pelo teste de Tukey {5%).
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TABELA 2. Nimero médio de embridides obtidos em cultura de nucclos de *Valéncia’, nove semanas do inicio da
cultura, em diferentes combinagdes de Cin e 2,4-D mantidos no escuro.

2,4-D {ma/1)

Cin

{rmg/l) 0,0 0,5 1.0 2,0 Média
0,0 6,6 aA 008 0,0B 0,0B 165a
0,25 2,3bA oo0B 00B 00B 0,57 ab
0,6 2,5 bcA 0,0B oce 008 0,62 ab
1,0 1,5cdA 0,08 008 008 037b
1,6 1.0dA 0,08 00B 00B 0,250

Média C28A D0B Q0B 08

As médias seguidas da mesma letra {mindscula para niveis de Cin @ maiGscula para nfveis de 2,4-D} ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey {5%).

adi¢io de inibidores da sintese de auxinas e cito-
cininas estimula fortemente este processo (Kochba
& Spiegel-Roy 1977).

Os primeiros sinais mostrando diferenciagdo dos
nucelos foram observados duas semanas apés a ino-
culagdo, através de um tecido de coloragio verde,
que foi gradualmente aumentando de volume, e no
final da quarta semana os embridides ja eram dis-
tinguiveis, Apos nove semanas de cultura, podia-se
notar uma massa de embridides que ocupava prati-
camente toda a superficie do frasco, ocasio em
que foram individualizados para que tivesse con-
tinuidade o processo de desenvolvimento, Chegou-

-se a observar doze embridides oriundos de um Gni-
co nucelo.

A presenga de calos origindrios de nucelos foi
evidenciada em praticamente todos os tratamen-
tos, com ou sem a ptesenga de auxina ¢ citocinina,
tanto a luz como no escuro (Fig. 2).

Um efeito diferencial também para a produgdo
de calos foi observado de acordo com as condigtes
ds quais as culturas foram expostas.

Em meio desprovido de 2,4-D (Fig. 2A), a mi-
xima percentagem de nucelos com calos foi obser-
vada com 0,5 mg/l de cinetina quando mantidos
no escuro, ao passo que os indices maiores para
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FiG. 2. Produgdo de calos (%) a partir de nucelos de “Valéncia’ cultivados em diferentes niveis de Cin e 2,4-D, nove

semanas apds o infcio da cultura.
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culturas expostas i luz foram observados com
concentragdes mais elevadas de cinetina, uma vez
que estes dois reguladores de crescimento induzem
a formagio de calos, em razdo inversa 3 diferencia-
¢do de embridides. Este mesmo tipo de comporta-
mento ocorre na presenga de 0,5 mg/fl de 2,4-D e
0,25 mg/l de cinetina (Fig. 2B}, onde 2 presenca de
calos foi mais evidente no escuro do que na luz.

Um exame mais detalhado de alguns calos fez
verificar a presenca de corplsculos globulares
(pseudobulbilhos), alguns dos quais posteriormen-
te se transformaram em embribides. Como os
embribides formados tém origem unicelular, estes
calos globulares constituem excelente material
para estudos de indugio de mutagdes, através dos
quais se pode contornar o problema do quimeris-
mo, normalmente verificado no tratamento de or-
gios multicelulares.

CONCLUSOES

1. Obtém-se in vitro até doze embridides, dire-
tamente de um {nico nucelo, sem a adigdo de regu-
ladores de crescimento.

2. A embriogénese de nucelos no escuro, na au-
séncia de reguladores de crescimento, é mais acen-
tuada do que na luz (1.500 lux).

3. Adi¢do de 2,4-D e cinetina inibe a embriogé-
nese em nucelos de citros cv. Valéncia e o poste-
tior desenvolvimento de embridides, independente-
mente da presenga ou auséncia de luz.

4, Hi formagdo esporddica de calos globulares
potencialmente embriogénicos na auséncia de luz
a partir de nucelos, sendo mais marcante com adi-
¢io de 0,25 e 0,5 mg/l de cinetina e 2,4-D, respec-
tivamente.
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