REGENERAGCAO DE PLANTAS A PARTIR DO CULTIVO DE OVULOS
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RESUMO - Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de verificar o efeito da polinizagio, época de
coleta, condigfio de cultivo de dvulos nfo desenvolvidos de Citrus reticulata Blanco cv. Dancy, quanto &
indugfo de embriogénese e o nimero de embrides desenvolvidos e verificar o efeito da enxertia in vivo
de embries cotiledonares, em porta-enxertos obtidos a partir de sementes, sobre a rapidez de obtengdo
de plantas sadias e redugao do periodo de juvenilidade. Ovulos originados de flores com e sem polinizago,
coletados aos 7, 14, 21 e 28 dias, mantidos sob luz e no escuro foram cultivados em meio basico MT,
suplementado com 500 mg.L-! de extrato de malte. Embrides cotiledonares, obtidos diretamente do culti-
vo de dvulos, com 4-6 mm de comprimento foram enxertados diretamente em porta-enxertos com 10
meses de idade. Nao houve formagio de nenhum calo até os 120 dias apés o inicio do cultivo. Entre os
tratamentos observaram-se diferengas quanto a porcentagem de dvulos que induziram embrides e ao
nimero de embrides formados. Plantas inteiras foram desenvolvidas no mesmo meio basico. A porcenta-
gem de pegamento dos enxertos foi de 23%, entretanto, foi observado um rdpide desenvolvimento das
mudas, mostrando boas perspectivas desta técnica em programas de melhoramento e talvez na propaga-
¢do de plantas livres de viroses, caso a fase juvenil seja reduzida.

Termos para indexag#o: tangerina Dancy, enxertia de embrides.

PLANTS REGENERATION FROM OVULE CULTURE OF CITRUS RETICULATA BLANCO CV. DANCY

ABSTRACT - Undeveloped ovules of Citrus reticulata Blanco cv, Dancy were cultivated with the
objective to determinate the effect of pollination, harvesting time and culture conditions appropiated for
induction of embryogenesis and embryo production. It was verified the effect of in vivo grafting of
cotiledonary embryos, in ten-month-old rootstock obtained from seeds, on the rapidity of obtention of
discase-free plants and on the reduction of the juvenility stage. Ovule originated from pollinated and non-
-pollinated flowers collected 7, 14, 21 and 28 days after anthesis grown under light and dark conditions
were cultured in basic medium MT, added with 500 mg.L-! of malt extract. Cotiledonary embryos,
4-6 mm long, obtained ir vitro were grafted in vivo on rootstocks. Embryos were directly obtained from
ovule culture, however it was observed the formation of a high number of abnormal embryos in all
treatments. Whole plants were developed on the same basic medium. It was not observed the formation
of callus until 120 days. Differences related to the percentage of ovules that induced embryos and the
number of embryos were observed in all treatments. The success rate of embryo grafting was 23%,
however, it was observed a fast seedling development, which is a promissing technique for breeding
programs and maybe in the mass propagation of virus-free plants, in case the juvenile phase be reduced.

Index terms: Dancy mandarine, embryo grafting.
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O melhoramento das espécies citricas pelos
métodos convencionais pouco tem contribuido para
a citricultura, pois ¢ seriamente limitado pela
poliembrionia, esterilidade masculina, incompati-
bilidade, longo periodo de juvenilidade e dissemi-
nagio de viroses (Pasqual, 1985; Ollitrault, 1992).
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O desenvolvimento das técnicas de cultura de
tecidos e a possibilidade de obter embrides
somaticos e zigdticos a partir do cultivo de évulos

constitui um avango para o melhoramento e propa- .

gacdo destas espécies, reduzindo as barreiras que
comprometem o desenvolvimento de programas
com espécies citricas.

A embriogénese somdtica a partir do cultive de
6vulos tem sido realizada com éxito em espécies
poliembridnicas (Moore, 1985; Gmitter Junior &
Moore, 1986), entretanto, fatores como a cultivar
da qual os 6vulos sfo criginadoes, o estado fisiold-
gico desses évulos e as condigdes em que eles sfo
expostos sdo responsaveis por diferengas na res-
posta embriogénica. Além disso, o alongamento
in vitro dos embrides e a subseqllente aclimatagfio
¢ um processo longo e dificil (Button & Kochba,
1977), existindo ainda expressdio de caracteristi-
cas de juvenilidade nas plantas originadas in vitro,
constituindo importante limitagio na propagacio
dos citros pela técnica de embriogénese somética
(Ollitrault, 1992). Este autor reporta a possibilida-
de de se realizar a propagagio maciga de plantas
sadias e a redugdo considerdvel da fase juvenil de
plantas citricas pela combinagio das técnicas de
embriogénese somética in vitro e a de enxertia
in vivo de embrides cotiledonares originados do
cultivo de dvulos.

Diante desses fatos e tendo em vista a importin-
cia da embriogénese somética, tanto para o melho-
ramento como para a propagagdo dos citros, este
trabalho teve como objetivos verificar o efeito da
polinizagdo ¢ da época de coleta sobre o potencial
morfogénico de dvulos inteiros, cultivados 4 luz e
no escuro, € verificar o efeito da enxertia de em-
brides cotiledonares, em porta-enxertos obtidos a
partir de sementes, sobre a rapidez de obtengo de
plantas sadias ¢ a redugdo do perfodo de juveni-
lidade.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi executado em diferentes etapas reali-
zadas no pomar, laboratério de Cultura de Tecidos ¢ casa
de vegetagdo, da Universidade Federal de Vigosa, de maio
de 1994 a outubro de 1995,
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Foram utilizadas trés espécies de citros: Citrus reticulata
Blanco cv. Dancy; [Poncirus trifoliata x Citrus paradisi} -
cv. Swingle, empregados como progenitores feminino ¢
masculino, respectivamente, e Citrus limonia (L.) Osbeck
cv. Crave, empregada como porta-enxerto para os em-
brides. Os explantes foram évulos resultantes de flores com
¢ sem polinizagfo de Citrus reticulara.

Os grios de pdlen do citrumeleiro ' Swingle’ foram obti-
dos de ramos cujas flores encontravam-s¢ no estadio de
baldo. Apds um dia, as anteras foram retiradas e acondi-
cionadas em frascos de vidro para posteriormente ser rea-
lizada a polinizag#o.

Para a polinizagio, as flores foram marcadas,
emasculadas, também no estiddio de baldo, polinizadas, pro-
tegidas com sacos de papel e identificadas com etiquetas
de plastico. As flores restantes do ramo que nfo estavam
na fase indicada para polinizag¥o cruzada foram eliminadas
para evitar a autopolinizagio. Para obtengfio dos 6vulos n3o
fecundados, as flores foram também emasculadas no est-
dia de baldo e protegidas com sacos de papel.

Os porta-enxertos usados na enxertia dos embrides ob-
tidos in vitro foram estabelecidos a partir da germinagio
de sementes de Citrus limonia (L.) Osbeck cv. Cravo, em
vasos de plastico de 25 cm de altura x 24 cm de didmetro,
contendo uma mistura de terrigo, areia e esterco, na pro-
porgdo de 2:1:1, respectivamente.

Os ovirios das flores polinizadas e n3o polinizadas fo-
ram coletados semanalmente apés a antese, durante quatro
semanas, isto &, com 7, 14,21 e 28 dias.

A assepsia foi realizada a partir da lavagem dos ovérios
em 4gua corrente para remogio de restos de pétalas, cali-
ces ¢ estigma. A seguir fez-se o processo de desinfestago
dos ovirios, que constou de imersdo, por um minuto, em
alcool a 70% ¢ posteriormente em selugio de hipoclorito de
s6dio a 2%, acrescida de uma gota de Tween-20 para cada
100 mL de solugao, por 10 minutos. Depois, em cimara de
fluxo laminar, passaram por trés lavagens com 4gua
deionizada autoclavada.

Apds assepsia, os ovdrios foram cortados transversal-
mente em seus pdlos até a visualizagfo dos loculos. Sob
lupa com aumento de 20 vezes ¢ em condigdes assépticas,
os 6vulos foram excisados e inoculados em tubos de ensaio
contendo o meio de cultura MT (Murashige & Tucker, 1969),
suplementado com 500 mg.L-! de extrato de malte. O pH
do meio foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes da adigfo do 4gar,
utilizando-se KOH 1,0 N ou HCI 0,1 N. O meio de cul-
tura foi solidificado pela adigio de 0,5% (p/v) de dgar
Merck, distribuindo-se 20 mL do meio por tubo de ensaio
{20 x 150 mm), que foram vedados com tampas de polipro-
pileno.

A esterilizagio do meio foi realizada por autoclavagem,
dtemperatura de 121°C ¢ pressdo de 1,05 kg/cm?, durante
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15 minutos. A inoculagiio dos explantes foi realizada em
condigdes assépticas, em cmara de fluxo laminar. Os cul-
tivos foram mantidos a temperatura de 27 £ 2°C, com
fotoperiodo de 16 horas de luz, 8 horas de escuro € irmadidncia
luminosa de aproximadamente 13-14 umol m2s! ¢ em con-
dicdes de 24 horas de escuro. A cada quatro semanas fo-
tam realizados subcultivos utilizando-se 0 mesmo meio.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramen-
te casualizado, com 10 repetigdes e em esquema fatorial
2x 4, sendo cada unidade experimental constituida por um
tubo de ensaio contendo 10 vulos. Os tratamentos consti-
tuiram-se de um fatorial de dois tipos de 6vules (originados
de flores polinizadas e nfio polinizadas) com as quatro épo-
cas de coleta dos évulos. Os resultados foram avaliados
por meio de andlise de variincia e as médias pelo teste de
Tukey a 1 € 5% de probabilidade.

Os experimentos foram observados semanalmente; po-
rém os resultados quanto & porcentagem de Svulos que pro-
duziram calos foram obtidos aos 90 dias apés o inicio do
experimento. A porcentagem de 6vulos que induziram
embriogénese ¢ o nimero de embrides formados foram
avatiados aos 120 dias apés o plaqueamento,

Embrides cotiledonares obtidos in vitre, provenientes da
ctapa anteriormente descrita, com aproximadamente 4-6 mm
de comprimento foram selecionados para a enxertia. Utili-
zaram-se 14 embrides de tangerineira ‘Dancy’ que tiveram
seu pdlo radicular cortado antes da realizagdo da enxertia,
para facilitar a soldadura, conforme Ollitrault (1992). Em
seguida, foram enxertados em porta-enxertos com 10 me-
ses de idade, auma altura de 15 cm a partir do solo em “T”
normal ¢ fixados com fita de plastico transparente, envol-
vendo-os completamente. Posteriormente, as plantas foram
colocadas em casa de vegetagio. Apds 20 dias, realizou-se
o corte da fita de plistico e fez-se a seleco dos enxertos
que ainda mantinham-se verdes. Nestes, foi feito o
decotamento, ou seja, 0s porta-enxertos foram cortados trés
centimetros acima dos enxertos, pincelados com pasta
clprica (oxicloreto de cobre 0,5%) e envolvidos com sacos
de plastico, colocados individualmente em cada planta, para
manter a umidade, Apds cinco meses, as mudas obtidas
foram transferidas para o campo.

Para comparar a técnica de enxertia de embrides com a
tradicional técnica de alongamento ¢ aclimatagio in vitro,
embrides cotiledonares foram individualizados em tubos de
ensaio contendo o mesmo meio descrito anteriormente e
mantidos & temperatura de 27 + 2°C ¢ fotoperiodo de 16
horas de luz e 8 horas de escuro. Quando as pléntulas atin-
giram 3-4 cm de comprimento foram transferidas para
tubetes e mantidas por 30 dias em ambiente com alta umi-
dade. Apds este periodo foram transplantadas para copos
de plastico contendo substrato (mistura (arcia, esterco e

terrigo, 2:1:1) : vermiculita, 2:1), cobertos com sacos de plés-
tico transparentes e mantidos em casa de vegetagdo. As
plantulas foram fertilizadas semanalmente com soluglio de
Hoagland & Arnon (1950). Os sacos perfurados para re-
duzir gradualmente os niveis de umidade, foram removidos
apds duas semanas,

RESULTADOS E DISCUSSAO

Observagdes semanais permitiram a verificagio
das etapas de desenvolvimento e as reagdes dos
explantes. Inicialmente, foi possivel observar que
os Ovulos apresentavam-se esverdeados e
entumecidos (5-7 dias apés o inicio do cultivo), o
que foi constatado tanto nos évulos sob
luminosidade quanto sob escuridio; entretanto, apés
15 dias de cultivo estes, embora continuassem
entumecidos, tornaram-se amarelados.

Os primeiros sinais de embriogénese direta fo-
ram observados com oito semanas apds o inicio do
experimento, em todos os tratamentos. Os em-
brides originaram-se pelo rompimento dos
tegumentos dos 6vulos; esta observagdo coincide
com as de Moore (1985) e Goldman (1988). Foi
observada a presenca de até 20 embriGes rompen-
do os integumentos de um tnico dvulo, entretanto,
foi mais comum o aparecimento de um a trés em-
brides por 6vulo.

Verificou-se elevado indice de anormalidades
nos embrides formados em todos os tratamentos.
Embrides pluricotiledonares, unicotiledonares, fu-
sdo de embrides e embrides vitrificados foram as
principais deformaces encontradas. Anomalias
similares tém sido relatadas por virios autores
(Gonzalez Montenegro & Pefla, 1983; Moore,
1985; Pasqual, 1985; Gmitter Junior & Moore,
1986).

Os embrides desenvolveram-se em embrides
maduros, foram individualizados e regeneraram
plantulas, ou aumentaram em tamanho, originando
os chamados pseudobulbilhos, o5 quais produziram
embrides secundirios. Esse mesmo comportamen-
to foi observado por Kochba et al. (1972) em la-
ranjeira doce ‘Shamouti’ e ‘Valéncia’. A formagio
de embriBes secunddrios foi verificada ainda nos
cotilédones e no hipocétilo das plintulas regene-
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radas, fato também relatado por Litz et al. (1985) ¢
Sim et al. (1988). Segundo George (1992), os
pseudobulbilhos sio formados quando as condigdes
de cultivo sfo desfavordveis & conclusfo do pro-
cesso embriogénico. Alguns autores relatam ainda
que os pseudobulbilhos sdo derivados de embrides
globulares nos quais a polaridade nfo foi
estabelecida durante o estddio de 16-32 células
(Button & Botha, 1975; Ollitrault et al., 1994).

Ovulos de Citrus reticulata Blanco cv. Dancy
nio preduziram calo em nenhum dos tratamentos
realizados, discordando dos resultados obtidos por
Vardi et al. (1982) que observaram calos a partir de
ovulos de tangerineira ‘Dancy’, coletados com 1-2
semanas apos a antese e mantidos sob luminosidade.
Também divergem dos resultados verificades por
Ollitrault (1992), que obteve calos brancos ¢ gra-
nulares, com alta capacidade embriogénica e pro-
dugZo significativa de embrides, diretamente de
évulos de tangerineira ‘Deliciosa’.

Tais resultados provavelmente ocorreram devi-
do ao baixo nivel enddgeno de substincias regula-
doras de crescimento nos évulos desta espécie, pro-

vavelmente causado pelas condi¢es ambientais e -

nutricionais das plantas, o que impediu que ocor-
ressem divisdo e proliferagdo celular. Mitra &
Chaturvedi (1972) relataram a importincia da adi-
¢do de reguladores de crescimento ao meio de cul-
tura, para iniciar e dar continuidade ao crescimento
dos calos.

Foram avaliados 2.772 embrides. Em geral, a
porcentagem de dvulos produzindo mais de um
embrido foi o fator de maior contribuigio no total
de embrides produzidos. Moore (1985) verificou
que Ovulos ndo desenvolvidos de tangerineira
‘Dancy’ cultivados in vifre ndo produziram nenhum
embrifo. -

Nao houve interagdo significativa entre a poli-
nizagfio e as quatro épocas de coleta dos 6vulos,
quando mantidos sob luz, entretanto, foi observada
diferenga altamente significativa (P < 0,01) entre
as épocas, verificando-se que a maior porcentagem
de embriogénese ocorreu em 6vulos coletados aos
7 (37,13%) ¢ aos 14 (48%) dias apés a antese
(Fig. 1). Quando os évulos foram mantides por 24
horas no escuro, ndo observou-se nenhuma diferen-
¢a significativa na porcentagem de évulos entre as
épocas de coleta (Fig. 1).
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FIG. 1. Efeito da época de coleta sobre a porcenta-
gem média de embriogénese em dvulos de
Citrus reticulata Blanco cv, Dancy, submeti-
dos 4 luminosidade ¢ ao escuro, Médias re-
presentadas pela mesma letra na linha, nio
diferem entre si, pelo teste de Tukey, a2 1 e
5% de probabilidade, na luz e no escuro, res-
pectivamente, C.V. (%) na luz = 52,0 e no es-
curo = 68,9,

A Fig. 2 mostra que no foi detectada diferenga
significativa na porcentagem de embriogénese,
quando se utilizou como explantes évulos origina-
dos de flores com ou sem polinizagio, mantidos
sob luz e no escuro.

Quanto ao nimero de embrides obtidos com os
Ovulos sob luminosidade, observou-se que entre as
€pocas de coleta ndo ocorreu diferenga significati-
va. Houve diferenca significativa entre os tratamen-
tos de polinizag3o: os évulos originados de flores
sem polinizag3o produziram mais embrides. Nos
6vulos mantidos no escuro nenhum dos efeitos
mostrou-se significativo (Figs. 3 e 4),

Embora n3o tenha sido realizada anilise estatis-
tica no tocante s condigdes de cultivo, ou seja, luz
e escuro, observou-se que os dvulos cultivados no
escuro produziram mais embrides. Os resultados
indicam que a luz influencia na embriogénese, pois
segundo Genzalez Montenegro & Pefia (1983), a
producio de embriSes sométicos, a partir de dvu-
los de tangerineira *Dancy’, ocorreu somente quan-
do eles foram submetidos a0 escuro. Fato que pode
ter ocorrido pelo baixo nivel de substincias regu-
ladoras de crescimento endégenas nos évulos des-
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FIG. 2. Efeito da polinizagiio sobre a porcentagem
média de embriogénese em 6vulos de Citrus
“reticulata Blanco cv. Dancy, submetidos &
Iuminosidade e ao escure, Médias com a mes-
ma letra ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, ale5% de probabilidade, ‘na' luz e
no escuro, respectivamente, C.V. (%) na
" luz = 52,0 e no escuro = 68,9, i
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FIG. 3. Efeito da época de coleta sobre o nfimero
médio de embrides desenvolvidos em évulos
de Citrus reticulata Blanco cv. Dancy, subme-
tidos A luminosidade e ao escuro. Médias re-
presentadas pela mesma letra na linha néio di-
ferem entre si, pelo teste de Tukey, a §% de
probabilidade. C.V. (%) na luz = 70,0 e no es-
curo = 93,7,
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FIG. 4. Efeito da polinizagio sobre o nimero médio
de embrides desenvolvidos em dvulos de
Citrus reticulata Blanco cv. Dancy, submeti-
dos A luminosidade e ao escuro. Médias com
a mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade. C.V.{%) na
luz = 70,0 ¢ no escuro = 93,7.

ta espécie. Quando esses évulos foram mantidos
sob luz, a quantidade dessas substincias pode ter
diminuido, por causa da fotossensibilidade de al-
gumas delas, prejudicando a producio de embrides.
Kog et al. (1992), entretanto, reportam o desco-
nhecimento dos fatores enddgenos que governam a
formagfio dos embrides somaticos e a existéncia
de uma diversidade de exigéncias nutricionais e
hormonais nos diferentes tecidos ¢ 6rglos.
Apesar de ter sido detectada diferenga signifi-
cativa entre os évulos com e sem poliniza¢io so-
mente quante ao niémero de embrides formados,
quando os 6vulos foram mantidos sob luz obser-
vou-se que a porcentagem de évulos que produzi-
ram embrides ¢ o niimero de embrides produzidos
foi sempre maior quando os dvules foram extrai-
dos de flores n3o-polinizadas. Uma provavel expli-
caglo estd relacionada 4 evolugdo da espécie, pois
geralmente para a sua sobrevivéncia ¢ importante
que ocorra variabilidade genética, o que significaa
formag&o de um embrido zigético. Entretanto, quan-
do o desenvolvimento deste embrio é impedido
pela auséncia de polinizaciio, possivelmente existe
outro mecanismo que pode ser acionado em espé-
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cies poliembridnicas, induzindo a produgio de em-
brides somaticos, para com isso assegurar a sobre-
vivéncia da espécie. Sob outro ponto de vista, pode
ser que em espécies poliembridnicas, quando ocor-
re um estimulo ao desenvolvimento do embrido
zigotico, pela deposigdo do grdo de pdlen sob o
estigma da flor ou mesmo sob o desenvolvimento
completo deste embrido, ocorra também a produ-
¢do de substancias que inibem ou diminuem a for-
macdo de embrides somaticos. Neste trabalho, por
ter-se impedido o desenvolvimento do embrido
zigotico, os embrides somaticos desenvolveram-
-se sem qualquer barreira, resultando um maior ni-
mero de embrides somaticos em 6vulos cujas flo-
res ndo foram polinizadas.

Os primeiros sinais de desenvolvimento dos
embrides enxertados foram observados aproxima-
damente aos 45 dias ap6s a operagdo, manifestan-
do-se com o surgimento de pequenas gemas. Na
avaliagdo realizada aos 60 dias apds a enxertia, ob-
servou-se que apenas trés enxertos sobreviveram e
emitiram brotagdes, com média de 9,5 cm de com-
primento. Seis meses apds a enxertia, as mudas
obtidas foram transferidas para o campo.

A taxa de sucesso da enxertia de embrides foi
de 23%, entretanto melhores resultados poderiam
ser obtidos com o controle de fatores ambientais,
como temperatura e luminosidade, ou talvez utili-
zando-se outra técnica de enxertia. Ollitrault
(1992), quando utilizou pela primeira vez esta téc-
nica em Citrus obteve 60% de pegamento, nimero
ainda menor que o verificado no método tradicio-
nal (80%). O mesmo autor afirma ainda que a supe-
rioridade da técnica de enxertia de embrides deve-
-se a supressdo de algumas etapas na obtengdo de
plantas sadias.

Em comparagdo com esta técnica, observou-se
uma taxa de regeneragdo das plantulas de 60%, en-
tretanto o perfodo de crescimento foi muito longo.

A Fig. 5 mostra a diferenga observada entre os
dois processos. A muda a esquerda foi obtida pelo
método de enxertia de embrido e possui a mesma
idade que a plantula obtida in vitro, observada no
tubo de ensaio.

A técnica de enxertia de embrides, se otimizada,
possui elevado potencial para aplicagdo na propa-
gacdo em massa de plantas livres de doencgas e na
produgdo de plantas matrizes.
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FIG. 5. Comparacdo entre as plantas obtidas pelo
método de enxertia de embrides e a tradicio-
nal técnica de alongamento e aclimatagio in
vitro, aos seis meses apos a realiza¢io das duas
técnicas.

CONCLUSOES

1. A embriogénese em Citrus reticulata Blanco
cv. Dancy ¢ obtida pelo cultivo de 6vulos fecunda-
dos ou ndo, mantidos sob luz ou no escuro.

2. A indugdo de embriogénese ¢ mais acentuada
com dvulos coletados aos 7 e 14 dias, se mantidos
sob luz.

3. Maior niimero de embrides é obtido quando
o cultivo ¢ realizado no escuro; a época de coleta
ndo afeta o nimero de embrides formados.

4. Ovulos desta espécie, até os 120 dias de cul-
tivo, ndo produzem calos.

5. A técnica de enxertia de embrides € viavel,
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