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1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira tem se destacado nos ultimos anos,
no ambito da atividade agricola, gerando milh3es de délares para o pais. Sabe-se
que esta atividade é dependente do uso de porté-enxertos e que o 'Cravo’ ocupa
95 % da area implantada com citros, mas deve-se ressaltar que o Trifoliata’ é
gfandemente utilizado -na regiao Sul do Pais, principalmente pela sua
caracteriistica de resisténcia a baixas temperaturas, Comercialmente estes porta-
enxertos sdo propagados através de sementes, as quais podem apresentar
elevada taxa polietnbridnica, produzindo varias plantulas nucelares, sendo que
algumas cultivares podem apresentar até 40 % de plantulas zigdticas, as quais
sdo descartadas para manuten¢io da uniformidade clenal. Outro aspecto
relevante quante as espécies citricas, é a obten¢io de cultivares de porta-
enxertos via melhoramento genético, as quais requerern varies ances para
produzir quantidades suficientes de sementes, especialmente aquelas que
apresentam poucas sementes por fruto. HNeste contexto a cultura de tecidos
destaca-se como ummna técnica de grande importincia, devido em curto espago de

fetnpo produzir erande nimero de plantas geneticamente uniformes.



Baseado nestes fatos, objetivou-se adequar um mejo de
cultivo através da combinacio de d_iferentes concentracoes dos sais do meio "MS”
e sacarose, para dar suporte a multiplicagdo "in witro” dos porta-enxertos
(Girus limoniaOSBECK ¢v. Cravo e Trifoliata’ (Posairus drifoliata (L) RAF.) além

de novos gendtipos porventura surgidos destes, via melhoramento genético.



2 REFERENCIAL TEORICO

2 1. Cultura "in vitro-~ de citros

A propaga¢do comercial das espécies citricas,
ocorre atraves de porta-enxertos oriundos de sementes, 0s quais sdo enxertados
com a variedade copa desejada.  Através de trabalhos de melhoratmento
genético, ter-se procurado obter genctipos resistentes as doencas, nematéides e
possiveis estresses ambientais, como frio, salinidade e secas, além de apresentar
grande longevidade, alta produ¢ao e boa qualidade dos frutos nos enxertos
(MOGRE, 1986) Entretanto, quando se obtém uma nova cultivar de porta-
enxerto, e necessario grande numero de Plantas em curto espago de tempo
objetivando sua rapida dissemina¢io nas areas citricolas, logo, uma das técnica
de cultura de tecides, como a micropropagagio através de secmentos nodais

possibilitaria um grande nimero de Plantas ¢ uniformidade genética.



Em citros os primeiros trabalhos de cultivo "in witro”
inciaram na década de 1950 (KORDAN, 1959 e RANGA SWAMY, 1961)
Entretanto a partir do aparecirnen'to dos meios de cultura "MS" (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) E "MT" (MURASHIGE & TUCKER, 1969), é que houve grande
avanco nas tecnicas "in vitro” para tais especies (ALTMAN & GOREN, 1971:
NAVARRO et alii, 1975 ¢ CHATUVERD] & SHARMA, 1965).

Varias aplicacdes da ciltura de tecidos em citros podem ser
citadas: 1solamento, cultura de protoplastos, hibridacio somatica (GROSSER &
CHANDLER, 1986; LING et alii, 1990 e BUTTON & BOTHA, 1975), cultivo de
anteras (CHATUVERDI & SHARMA, 1985); cultura de embrides (STARRANTING
& RUSSO, 1980 e WILMS et alii, 1983); embriogénese ‘somatica em tecidos
ucelares (KOCHBA et alii, 1972; PASQUAL, 1985; NAVARRO et alii, 1985;
BUTTON et alii, 1974; SPIEGEL-ROY & SAAD, 1986; MATSUMOTO &
YAMAGUCHI, 1983; KOCHBA et alii, 1974; WAKANA & UEMOTO, 1987 e ESEN &
SOOST, 1977), cultura de ovulos (STARRANTINO & RUSSO, 1960 EOCHBA &
SPIEGEL-ROY, 1977; ROCHBA et alii, 1972, 1982 e MOORE, 1985), inducio de
mutagao por irradiacio de tecidos (PASQUAL, 1965), selecio “in witro" contra
fatores adversos (KOCHBA et alii, 1982), cultura de segmentos de frutos
(SCHROEDER, 1962 ¢ EINSET, 1978), propagacio de plantas livres de virus
atraves da rmicroenxertia (NAVARRO & JUAREZ, 1977, NAVARRO et alii, 1975;
EDRISS & BURGER, 1984: HUANG et alii, 1966 e MURASHIGE et alij, 1972),
propagac¢do clonal através da cultura de getnas axilares, extremidades de ramos,
meristemas de raizes e segmentos internodais (GRINBLAT, 1972; CHATUVERDI &
MITRA, 1974; ALTMAN & GOREN, 1971, 1974; GILAD et alii, 197?, 1979;
KITTO & YOUNG, 1981; SAUTON et all, 1962; BARLASS & SKENE 1982
PASQUAL, 1985; BURGER & HACKETT, 1986; PINTO et alii, 1988 a, 1983 b;



MOORE, 1986; GROSSER & CHANDLEPR, 1986; BUTTON & RIJKENBERG, 1977

@

GOREN et alii, 1979), estudo de fatores que controlam a diferenciacio

D

desenvolvimento de gemas florais (ALTMAN & GOREHN, 1977).

Z.2. Meio de cultura

As exigéncias nutricionais para o estabelecimento e
crescimento de um tecido “in vitro® podem variar com o gendtipo, onde

explantes de diferentes partes podem requerer meios distintos.

As diversas aplica¢des da éultura de tecidos com citros
utilizam como meio basico o "MS" (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e também o
"MT" (MURASHIGE & TUCKER, 1969), a partir dos quais ocorrem modifica¢bes

conforme o objetivo.

2.2.1. Sais minerais

A maioria dos meios de cultura incluem em sua composicio
macro & micronutrientss essenciais ao crescimento da planta. Sendo ¢ "MS”", ¢
meio mais completo, apresentando maior concentragio de nitrogénio (60 mm). A

maioria dos meios de cultura, apresentam o nitrato como unica fonte de



nitrogénio, enquanto no "MS" encontram-se as formas de nitrato e amonio
(BUTTON & KOCHBA, 1977). Para as espécies citricas cultivadas “in vitro® os
sais do "MS”, ter proporcionado desenvolvimentos satisfatérios (PASQUAL &
ANDO, 1969 3, 1989 b, 1989 ¢; ALTMAN & GOREN, 1974; BUTTON et alif, 1974,
GRINBLAT, 1972 e PINTO et alii, 1988 a, 1988 b) Entretanto, conforme a
ltnalidade,; reduzidas concentra¢des de sais do meio “MS" apresenta a melhor
resposta (KITTO &  YOUHNG, 1981 CHATUVERDI & MITRA, 1974, ¢
CHATUVERDI & SHARMA, 1985) |

Alguns papéis dos macro e micronutrientes, sdo
apresentados por TAIZ & ZEIGER (1991).

Macronutrientes

Nitrogénio - Constituinte de aminoacidos, amidas, proteinas, acidos nucleicos,

nucleotideos e ccenzimas, ete.

Fosforo - Componente de acUcar-fosfato, dcidos nucleicos, nucleotideos,

coenzimas, fosfolipideos, dcido fitico.

Potassio - Cofator de 40 ou mais enzitnas, movimento estomatico.
Enxolre - Componente de cisteina, cistina, metionina e consequentements
proteinas.

Calcio - Constituinte da lamela média de paredes celulares, cofator de enzimas

envolvidas na hidrélise de ATP ¢ fosfolipidios.



Magnésio - Constituinte da molécula de clorof ila, requerido por algumas enzimas

envolvidas com transferéncia de fosfato.

Micronutrientes

'

Constituinte dos citocromos, envolvido na fotossintese e respiragao

Manganés

Requerido para atividade de algumas enzimas e evolugdo do 0

fotossintético.

Boro - Indiretamente envolvido no transporte de carboidrato.

Cobre - Cofator de algumas enzimas de oxi-reducdo da fotossintese e
respiragao.

Zinco - Cofator de algumas enzimas.

Molibdénio- Constituinte da redutase do nitrato.

Cloro - Requerido para as reacdes fotossintéticas envolvidas com a evolucio
do 02

2.2.2. Vitaminas

Niveis étimos de alzumas vitarninas, para proliferacio de
tecidos de @rus foram estabelecidos por MURASHIGE & TUCKER (196Q).

Muitos frabaltios ter mostrado que as vitaminas piridoxina-HCl, dcido nicotinico



¢ Hamina-HCl s30 as mais ntilizadas em variadas concentragées nos meios para
Culivo 'in vitro™ de citros (GILAD] et alii, 1977; KOCHBA & SPIEGEL-ROY,
1977, BEN-HAYYIM & KOCHBA, '1982; LING et alii, 1990 ¢ CHATUVERDI &
MITRA, 1974).

De acordo com o objetivo, género e espécie, as concentragoes
das vitaminas s3o alteradas. Em micropropaga¢do do porta-enxerto Trifoliata’
(Poacirus  trifoliats (L)) RAF.) PASQUAL & ANDO (1989%a) e PINTO et alii
(1968b) utilizaram em mg/l . tiamina HCI-0,2 , piridoxina - HC1-1,0 e acido

nicotinico- 1,0

Para algumas espécies citricas, ha necessidade de aumentar
a concentrac¢do das vitaminas e, is vezes, outras vitaminas sio acrescentadas i
mistura padrdo. E o caso da Propagacdo clonal de ¢ grandfs e ¢ sinensss por
CHATUVERDI & MITRA (1974) que utilizaram tiamina-HCl1-5,0 , piridoxina-HCl-
1,25 acido nicotinico-1,25 , acido fdlico-0,1 , riboflavina-0, | , biotina-0,1 e acido
ascorbico-5,0. Entretanto, para  outras, necessirio se faz diminuir as
concentragbes, como fizerarn HUANG et alii (1988), visando a obtencﬁo de plantas
microenxertadas com a especie  grandis sobre o hibrido Citrange Troyer, com
as concentragdes de tiamina-HCl- 1,0 , PiridoxinazHCI-0,5 e acido nicotinico-0,©

mg/1

2.2.3. Extratos naturais complexos

S4o preparacdes obtidas de produtos naturais, de composi¢io

variavel, que servem para enriquecer o meio de cultivo. Atualmente, existe uma



forte tendéncia de utilizar meios de composicao definida, pois as misturas
complexas podem ter uma composicio variavel de uma fonte para outra,

dificultando a reprodugdo dos resultados.

Testando o efeito do suco de laranja sobre vérias espécies de
tVirus , estabeleceu-se a concentragiio de 10 € como a mais adequada para o

desenvolvimento dos explantes, (EINSET ,1978).

O crescimento de calos de ‘Satsuma’ (& umstriz MARC) foi
incrementado sobre o meio basico de "MT" (MURASHIGE & TUCKER, 1969)
acrescido de 185 UM de adenina, 2,8 UM de GA3 e 400 mg/l de extrato de
malte (LING et alii, 1990). STARRANTINO & RUSSO (1980) obtiveram embrices,
pseudobulbilhos e calo embriogénico a partir de évulos nfio desenvolvidos da
laranja Navel' ( wwmensis OSBECK) e limdo (& Jimon (L) BURM), cultivados
sobre o meio "MS" (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com 500 mg/1
de extrato de malte. Em & madurensis segmentos internodais  ndo
apresentaram formagdo de calos, nem gemas, quando na presenca isolada de
extrato de malte (GRINBLAT, 1972). Entretanto, plantas feram obtidas de
embrides somaticos de cultura de nucelo (& reticu/ala ) sobre o meio "MS”

suplementado com 500 mg/1 extrato de malte (HAVARRO et alii, 1985).

A dgua do coco temn sido utilizada para um grande nimero
de espécies "in vitro® Em (JZrus estimula embriogénese ¢ reveneracio de
plantas a partir de calos, na concentracio de 10 & como suplemento do meio

MT" (BUTTON & BOTHA, 1975).
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2.2 4 Mio-inositol e aminoacidos

O mio-inositol nos meios de cultura, tern sido utilizado na
concentracao de 100 mg/l. Na cultura “in vitro® de citros, o mio-inosito! tem
iniegrado os me1os, para as diversas { inalidades, uma vez que os mais utilizados
540 0 "MS" e "MT"

MOORE (1982) relata que o inositol & incorporado s
moléculas de fosfolipidics que compoerm a estrutura da membrana Plasmatica.
Além disso, pode formar com a auxina  um composto conjugado inativo como
regulador de crescimento, verificado por CHISNELL & BANDURSKI (1982) em
tecidos vegetativos de tmilho. Outra implicagdo deste hexitol estd relacionado

com a sintese de componentes da parede celular (ASAMIZU & NISHI, 1979).

Os aminodcidos normalmente 3o representados pela glicina
na concentracdo de 2,0 mg/! em cultura "in vitro- de citros (DURAN-VILA et
alii, 1969 e GRIMBLAT, 1972) Algumas substincias complezas quando
adicionadas do meio, podem suprir a necessidade de aminoacidos, como exemplo

tem-se o extrato de malte e caseina hidrolisada.

2.2.5. Reguladores de crescimento

Os reguladores de crescimento representados pela auxina e

citecinina sdo considerados os compostos organicos de maior efeito morfogénico
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[y

em cultura de tecidos de plantas, pois a calogénese e rizogénese sio controlads

peio balango entre estes reguladores, podendo ser generalizado entre as espécie

(i3]

vegetais (MURASHIGE, 1974). Entretanto, a producio de brotos / explante de
trés porta-enxertos de (Jérus testados por MCORE (1986) sobre o meio "MT", foi
rmator quando utilizou 22 uM de BA na auséncia de auxina. Resultad:
semelhante fo1 obtido por BARLASS & SKENE (1982) 1o cultivo de citros, onde
Ul de BA na auséncia de auwna proemoveu o maior numero de brotos

s

enquanto 10 UM de NAA resultou no enraizamento dos explantes.

GRINBLAT (1972), comenta que as citocininas sio eficientes
na formagdo de ramos, tanto por via direta como por via indireta. Enquanto na
presenca de acido abscisico (ABA) ¢ etileno, GOREN et alii (1979) ¢ ALTMAN &
GOREN (1977) conseguiram f ormagao de calos em cultura de gemas de (& &wenssis

OSBECK e concluiram que o efeito do ABA sobre a formagdo de calos é mediado

pelo etileno.

A combina¢do hormonal de AlA (acido-a-indolacético), G
(acido giberélico-3) e BAP (Benzilaminopurina) no meio “MT" suportaram o
crescimento de explantes de frutos de tirus, por um perfodo superior a um ano
(GULSEN et alif, 1981) Entretanto, ALTMAN & GOREN (1974) estudando o
comportarento do ciclo de crescimento e dorméncia e gemas de (I¥rus "in
Vitro® e bem como seu controte horraenal, verificaram que gemas coletadas no
verao, spresentavarm retardamento na brotagdo, quando na presenca de Al4 ‘e
GA3 , sendo que este ultimo acentuava este comportamento, além de

proporcionar o alongamento do broto.
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2.2.6. Potencial osmético

O potencial osmético do meio de cultivo é a soma dos
polencials mmpostos pelo agar, minerais e aglcar, embora o aclcar seia
econnecidamente o mais influente. Isto é sustentado pelo fato da sacarose
urante a autoclavagem, ser hidrolizada em frutose e glicose, compostos

smoticamente ativos (SINGHA et alii, 1967).

Verificou-se que a osmolaridade do meio representa um
papel de indu¢do do enverdecimento e formacio de brotos, Tper &7, ou atraves
de mudan¢as na disponibilidade de horménios e/ou' outros fatores de

crescimento das células (BARG & UMIEL, 1977).

DO & CORMIER (1991), estudando o efeito do potencial
0smotico na acumulagiio de antocianina em suspensio de células de uva ( s
viaifera L), concluiram que a medida que aumentavam a_concentragio de
sacarose implicava no aumento do potencial osmético do meio. WANG & JANICE
(1986) fizeramn a mesma observagio quando determinaram os fatores que
afetam a acurnulagdo de cera em embrices de jojoba. E ainda a concentracio de
gacarose determinou o tam-anno de celula de Fhrivlaxa amearioans ou seja, com
0 aumento da concentracio de sacarose ocorreu diminui¢do no tamanho da
célula. Isto sugere que a reducfio no tamanho da célula foi devide ao efeito
osmotico da sacarose (SAKUTA et alii, 1957). Complementando, L1 & EATOHM
(1964), afirmam que o requerimento do nivel de osmolaridade no meio esta
relacionado com o nivel interno (protoplasma) dos tecidos expostos ao mestno.

Isto foi constatado por KOCHBA & BUTTON (1974) quando trabalharam com
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embriogénese de ¢ unensss , onde na presenca de 5% de sacarose houve
desenvolvimento dos embrides, énquanto na auséncia  isto n3o ocorren,
lemonstrando o efeito osmético da Sacarose. Entretanto, apenas 1/3 da sacarose

no meio € usada para osmorregulacio (BROWN et alii, 1979).

2.2.7. Carboidratos

Os carboidratos fornecem energia metabodlica e esqueletos
carbonicos para a biossintese dos compostos organicos necessarios para o
crescimento das células, além de atuar como um componefite osmético do meio

de cultura.

MURASHIGE (1974) afirma que varios carboidratos tem sido
usados, mas ndo tem mostrado superioridade sobre a sacarose, que suporta as

mais altas tazas de crescimento na maioria das espécies.

Muitos estudos vem sendo desenvolvidos sobre a entrada e

0 metabolismo de sacarcse “in vitro” Alguns autores relatam que a sacarose

D

hidrolisada em glicose e frutose gradualmente no meio, pela acdo da enzima
invertase localizada na parede celular (KOZAI et alii, 1991; UEDA et alii, 1974;
STOMMEL & SIMON, 1989 ¢ BEHDER etalii, 1987).

4 atividade bioldgica de qualquer substincia ndo somente
varia com a dosagem, mas depende grandemente do meio no qual é colocada

(MURASHIGE & SKOOG, 1962). Portanto, a concentragao de sacarose é um fator



importante para obter crescimento satisfatério, dependendo do meio e

“Hpanle A concentragdo mais utilizada de sacarose é 33 (p/v).

Variadas concentragdes sio utilizadas com espécies citricas
para diversas finalidades, assim como 5% de sacarose (KOCHBA & BUTTON,
1974); BELOUALY, 1991; BUTTON, 1978 e GAVISH et alii, 1991). Todavia,

ntragio superior a 58, apresentou melhor resuvltado para o processo d
fnicroenzertia em (Jlrus sequndo MAVARPO et alii (1975). Enquanto
concentragio de 3% proporcionaram satisfatério desenvolvimento a cultura de

gemas azilares (PASOUAL & ANDO, 1959 e 1969b).

2.3. Fotossintese “in vitro-

4 plantas ‘in vitro® apresentam pouca ou nenhuma
Capacidade fotossint£tica, para prover um positivo balan¢o de cerbono e energia
metabolica, logo, requerern acicar 2022n0 para seu crescimento (KOZAI et alii
1990). Isto é devido 3 baixa concentracdo de CO; no interior dos frascos e a
baiza intensidade luminosa, além da presenga do proprio agicar no meio (LEE et
alis, 1965). Mas BUTTON (1976) trabalhou com efeitos de carboidratos sobre o
crescimento e orglaniga_cﬁr:: de calos ovular de (Jtrus observando a formacao de
amido em calos verdes, o que  considerou como resultado do processo

fotossintético “in vitro®

KOZAI et alii (1990) LANGFORD & WAINWRIGHT, (19&7) ¢
CAPELLADES et alii (1991) estudando a taxa de fotossintese em cultura “in

vilro” de Rosa, verificaram que quando a concentra¢do de cacarose ectava em
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torno de 5%, ocorria diminui¢io da taxa fotossintética e quando reduzia para 13
¢sta aumentava, mostrando que a sacarose no meio de cultura é um fator
limitante para o processo fotossintético daquela Rutacea. CAPELLADES et alii
(1991), também verificaram que o ponto de compensacdo de luz dos explantes
crescidos sobre o meio com 5% de sacarcse, apresentavam elevados valores
enquanto que concentragdes fnenores, proporcionaram valores menores,
demonstrando uma maior otimizacio da intensidade luminosa pelos explantes na

menor concentragao de sacarose.

EDELMAN & HANSON (1971), mostraram que cloroplastos
de células de calos de cenoura crescidas em meio com Bacarose, apresentavam-se
morfologicamente diferentes daqueles crescidos em meio de sacarose, ou seja,
No primeiro os cloroplastos tinham poucos tilacéides (poder redutor), explicando

a baixa eficiéncia fotossintética

2.4. Influéncia do fator genético

Ag espéecies citricas sdo alogamas, altamente heterozigotas, e
05 cultivares tem se mantido inalterades por varias geragdes, pois Sdo
propagadas vegetativamente Estas especies sio também caracterizadas por um
periodo juvenil prolongado A juvrnilidade torna-se ainda mais prolongada

quande elas s3o propagadas a partir de sementes (BUTTON & KOCHBA, 1977).

Em cultura de tecides de citros tem-se verificado o
ajustamento do meio de cultive para as diversas finalidades, em fung¢dao da

influéncia genotipica (MOORE, 1986).



A indugdo da embriogénese em évulos nio desenvolvidos de
curtivares poliembrifnicas e monoembribnicas de (Jtrus . foi relacionada aos
¢leitos do gendtipo ¢ de aditives de crescimento. Foram verificadas diferencas
quanto & resposta embriogénica, devido ao gendtipo, sendo que embridides

oram  produzides em cultivares poliembrionicas, mas nfo nas cultivares
oembrionicas (MOORE, 1955).

Em propagacio “in witro” de porta-enxertos de citroc
culuvados sobre o meio "MT", suplementado com 22 pM  de B4, verificou-se

grandes diferencas quanto ao numero de brotos/explante entre os porta-
enxertos (MOORE, 1986).

PASQUAL & ANDO (1989 a e 1969 i:‘) trabalhando com
micropropagag¢ao de Trifoliata’, determinaram NAA-1,0 + BAP-10 em mg/l
como a melhor combinagdo para a mumpllcacao de gemas axilares, enquanto
para a laranja 'Valéncia' a melhor combinacdo foi NAA-0,2 + BAP- 0,2 mg/l.
Para o porta-enxerto ‘Cravo' a combinagio que proporc1onou maior taxa de
multiplica¢do em cultura de se: amentos nodais, foi BAP-4 4 j.lM + NAA-05 pmd
que nao diferiu de BAP-4,4 1 na auséneia de NAA (PINTO etalii, 1988a).



3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado em Lavras-MG., no Laboratério de

Cultura de Tecidos de Plantas da Escola Superior de Agricultura de Lavras.

3.1. Obtencao do material vegetal

Forarn utilizadas plantulas ja estabelecidas "in wvitro” dos
porta-enzertos (Jerus irronfs OSBECK cv. cravo e ‘Trifoliata’ (Lomairus irifoliata
(L) RAF), das quais retirou-se segmentos nodais com tamanhos em torno de 1,5

cm.
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. ¥ieio de cultusga

U meo de cultura basico foi o "MS” (MURASHIGE & SKOOG,
196.2), adicionado dos seguintes reguladores de crescimento em mg/l: BAP - 0,1,
slA - 0,1 e Cinetina - 1,0

A3 solughes-estoque de macronutrientes, micronutrientes
7ilarmunas e armunogeidos, constitmintes de meto de cultura basico,  foram
preparadas ¢ armazenadas o S 0 O pH dos meios de cultura foi ajustado para

27201, antes da adicdo do dgar, utilizando-se NaOH ou HCI 0,1 N.

Os meios de cultura foram solidificados com 7,0 g/l de agar
distrsbuindo-ze 10 ml do meio por tubo de ensaio (25 ®x 150 mm), vedados com
lampa de polipropileno. Enquanto, 2 esterelizaciio destes meios foi realizada por
utoclavagem, & temperatura de 120 °C e pressio de 1,05 Kg/em?, durante 20
minutos, posteriormente a autoclavagem a solidificagio ocorreu com inclinacio
de 45 “C dos porta-tubos e a inoculagio de explantes foi realizados em condicdes
asseplicas, em camara de fluxo laminar. O ambiente das culturas foi mantido
na temperatura de 25 9C, com fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa
de 3000 Lux.



3. Experimento conduzido "in vitro~

perimento A

Influéncia de seis doses de Sacarose combinadas com cinco
ntra¢ées do componente sais do "MS", sobre a formag¢do de brotacles e
seginentos nodais do porta-enzerto, ‘Cravo’. Este experimento foi constituid.
corn trinta tratamentos e quatro repeti¢bes, onde cada repeti¢io constitui-se com

trés tubos de ensaio

Os tratamentos originaram-se das combinagdes das doses de
sacarose (0; 15; 30; 45: 60 e 75¢g/1) com as concentracdes do componente sais
do meio "MS" (0; 25; 50,75 ¢ 100 ).

Ressalta-se que o componente sais refere-ce aos Macro e
micronutrientes e a porcentagem maxima de 100 & corresponde  as

concentragbes originais do meio "MS”.

Experimento B -

Influéneia de seis doses de gacarose combinadas com cinco
concetitracées do componente sais do "MS” sobre a formagao de brotacles em
segmentos nodais do porta-enxerto Trifoliata’. Este experimento foi constituide
de trinta tratamentos quatro repetigdes, onde cada repeticiio constitui-se corn

trés thbos de ensajo.



Os tratamentos originaram-se das combinagdes das Goses de
sacarose (0; 15; 30; 45; 60 ¢ 75 g/1) com as concentracdes do componente <is
do meio "MS™(0; 25;50: 75 ¢ 100 2).

5.4. Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi intsiramente
casualizado. Os resultados foram interpretados estatisticamente por meio de

andlise de variancia e de regressio.

Os experimentos seguiram o esquema fatorial (6 % S) com
quatro repetiges, sendo o primeiro fator relativo as doses de sacarose e 0

segundo as concentrag¢des do componente sais do meio "MS".

Apos quarenta dias a inoculacio dos explantes, estes foran
avaliados quantativamente, quanto ac nimero de brotacies. Realizon-se
também uma avaliagdo qualitativa, através da descricio dos explantes, quanto

fator fenotipico (coloracgdo).
Os dados foram transformados, utilizando-se a a eXpressao
Z+0,5

onde Z representa o nirnero de brotos total em trés tubos de ensaio. A variavel

- - o ’ b
transformada recebe a notagéo Y, isto é, Y=vi+05



& ok

4 analise de regressio foi realizada fixando o fator sacaro:e

» variando todos os teores do fator sais representado por X na presenca daqueie

No entanto, para ‘identificar a melhor combinagao de
Sacarose entre os des

€ vice-versa.

sais e
dobramentos realizados, baseou-se no maximo numero

brotos estimados através dos modelos estatisticos ajustados e o maior coeficients

¢ determinacdo destes modelos (Apéndice)

de



4. RESULTADOS E DISCUSSX0

Estudando os dados analisadds para ambos os
¢xperimentos, optou-ce por interpretar o efeito dos teores de sais na presenca de
cada dose de sacarose, por considerar que o fator essencialidade dos elementos
minerais, foi determinante para a emissio de brotos pelos porta-enxertos ‘Cravo'
e Trifoliata’, “in vitro®. Todavia, determinadas informacgées foram obtidas
interpretando os dados refativos a doses de sacarose na preseri¢a dos diferentes

teores de sais,

4.1. Influéncia de diferentes combina¢ées de sacarose e sais do
meio"MS” na multiplicagdo de brotos em segmentos nodais do

porta-enxerto "Trifoliata’.

Verifica-se no Quadro 01 efeitos significativos para sacarose,

sais e para a interacio de sacarose e sais quanto ao numero médio de brotacdes,
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JUADRO 02 - Nimero médio de brotacdes observado em fungdo das doses

sacarose na auséncia de sais para o porta-enzerto ‘Trifotliat:’
ESAL, Lavras-MG, 1992.

SACAROSE BROTOS/EXPLANTE

(g/1)

0 0,33
15 0,40
30 0,06
45 0,00
60 0,00
75 0,00

Na auséncia de sacarose e presenca de sais, apés 40 dias
Trifoliata’ apresentou maior taya de brotagdo na faixa de 50 a 75 % de sais,
enquanto abaixo e acima desta faixa, a taxa diminuiu, caracterizande uma tipica
curva de toxidade por minerais (Figura 1). Observa-se tambérm quée o maximo
de 4,42 brotos/explante, foi obtido na presen¢a de 08% de sais. Este
comportamento apresentado pelos explantes, provavelmente deve-se 3
essencialidade dos elernentos minerais, assim  como pela realizagdo de
fotossintese “in vitro”, gerando esqueletos carbdnicos e fonte de energia, uma
ez que ndo havia aglicar exégeno no meio. CAPELLADES et alii (1991),

trabalhando com cultura "in vitro® de Rosa, em conci¢Bes de elevadz
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concentracdo.de COz e intensidade luminosa verificaram que diminuindo a
concentracdo de sacarose no meio de cultivo, os explantes apresentavam
aumento da taxa fotossintética. Este comportamento poderia ter ocorrido com o

Trifoliata’ nas condicGes em que desenvolveu-se o experimento.

Na analise dos dados, observou-se que na presenca de 15 g
de sacarose, o teor de 100 % de sais proporcionou um maximo de 9,70

brotos/explante (Figura 2), caracterizando-se como a melhor combinacio.

A presenca de sacarose reverteu o efeito téxico causado
provavelmente pelos ricronutrientes, uma vez que na auséncia de sacarose o

teor de 100 % de sais apresentou-se téxico aos explantes.
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to Trifoliata’.
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4 2. Influéncia de diferentes combina¢ées de sacarose e sais de

meio "MS” na multiplica¢ao de brotos em segmentos nodais do

porta-enzerto ‘Cravo’.

No Quadro 03 verifica-se os efeitos significativos para sacarose,

cais = ainteracdo de sacarose com sais, quanto ao numero médio de brotagoes

QUADRO 03 - Resumo da analise de variancia para numero médio de brotac¢des

do porta-enzerto Cravo’ nas diferentes concentragoes de sacarose

e sais do meio "MS". ESAL, Lavras-IG, 1992.

CAUSASDE G.L. QUADRADO MEDIO
VARIACKO

Sacarose 05 1,50837 **
Sais 04 25,86 1896
Sac. X Sais 20 1,65516%*
Residuo g0 0,37669
TOTAL 119

CV(%) 28,23
MEDIA GERAL

2,17

*¥ Significativo ao nivel de 1%, pelo teste F.



A brotagdo ndo ocorreu na auséneia de sais, (Quadro 04),

devido a essencialidade dos elementos minerais no metabolismo celular.

QUADRO 04 - Numero médio de brotagdes observado em funcio das doses de
sacarose na auséncia de sais para o porta-enxerto ‘Cravo'.
ESAL, Lavras-MG, 1992.

SACAROSE BROTOS/EXPLANTE

(g/1)

0 0,00
15 0,00
30 0,00
45 0,00
60 0,00
75 ' 0,00

Na Figura 3 o contrario podé ser observado, onde brotagtes
- ocorreram na auséncia de sacarose, provaveltnente devido a essencialidade dos
minerais e a capacidade de fotossintese dos explantes. Sendo que na presen¢a
de 57 % de sais, ocorreu ¢ maximo de 1',93 brotos/explante. Para o ‘Cravo’, assitn
como ocorreu com o Trifoliata’, verifica-se na Figura 3 a caracterizacio de
toxidez por minerais, onde os teores entre 50 e 75 ® de sais apresentaram o
maior numero de brotos/explante e os teores abaio e acima destes,

proporcionaram brotacdes em menor nimero.
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A partir de 30 g de sacarose, nio houve aumento
Siglicalive no numero de brotos, evidenciando que esta é uma dose
economicarmente adequada, que deve ser utilizada na presenga de100 & de sais
(Quadro 05). Isto Sugere que a sacarosze reverte o efeito téico causado pelos
minerais, quando na auséncia de sacarose. No entanto, teores acima de 100 2
de sats, tem seus efeitos desconhecidos, podendo proporcionar resultados

POSItivos ou negativos quanto ao numero de brotos/evplante.

QUADPRO 05 - Teores de sais que maximizam o nimero médio estimado de
brotagdes para o porta-enzerto ‘Cravo’ na presenca das diferentes

doses de sacarose. ESAL, Lavras-MG, 1992. .

DOSES TEORES OTIMOS MAXIMA
DE SACAROSE DE SAIS (%) BROTAGAO/EXPLANTE

(g/1)

0 57 ) 1,83
15 60 3,10
30 100 5,10
45 100 4,40
60 100 5.20

75 100 4.57
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QUADRO 06-Doses de sacarose que maximizam o numero médio estimado de
brotagdes para o porta-enxerto ‘Cravo’ na presenc¢a de diferentes

teores de sais. ESAL, Lavras-MG, 1992,

TEORES DOSES OTIMAS MAXIMA
DE SAIS DE SACAROSE BROTAGAO/EXPLANTE
(%) (g/1)

0 - 0,01

25 0 1,95

50 0 5

75 43 | 4,88

100 55 4,63

Baseando-se nos dados anteriores, destacamos o efeito
osmotico da sacarose no meio de cultivo, onde 'observa-se que a redugio de
sacarose de 43 g/l na presenga de 75% de sais (Quadro 06) para 30 ¢/l (Quadro
05), € necessaric aumnentar 25% de sais no meio, para manter ¢ equilibrio
osmotico Isto pode ser sustentado por BROWH et alii (1979), onde relatam que

173 da sacarose é utilizado para ostnorregulacic.

Quando da analize qualitativa dos porta-enzertos quanto ao
fator fenctipico, observou-se que o Cravo’ demonstrava-se menos VIZOreso que o

Trifoliata’, sendo que o primeiro apresentava-se com uma coloragio verde-
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palida tendendo a clorose generalizada, independente dos tratamentos, enquanto
0 Trifoliata’ apresentava-se com a tonalidade verde que, tornava-se mencs
intensa, a medida que se aumentava a dose de sacarose no meio. FEste
comportamento pode ter sido devido 4 entrada da sacarose no tecido des
explantes, via difusdo passiva, causando desequilibric na atividade metabdlica
das células, caracterizado pelo amarelecimento dos explantes. (TAIZ & ZEIGER,

1991)

—

LANGFORD & WAINWRIGHT (1987), trabalhando com efeito
de sacarose sobre a capacidade fotossintética de explantes de Rosa, concluiram
que o teor de clorofila e a taxa fotossintética aumentavam quando a

a

concentragdo de sacarose era diminuida de 5% para |%.

Comparando-se as Figuras | e 3, verifica-se que o ‘Trifoliata’
apresenta uma brotacdo superior ao ‘Cravo’, isto sugere influéncia do fator
genotipico, concordando com MOORE (19&6) que obteve respostas diferentes
para trés porta-enzertos de citros quanto ao numero de brotos. -Portanto, o
Trifoliats’ poderia estar apresentando maior capacidade fotossintética “in
vitro”, ou seja, através do processo de fotossintese seria possivel produzir
acucar necessario para atender sua demanda metabélica, naquela situacdo. Isto
poderia ser sustentado pela baixa exigéneia do ‘Trifoliata’ quanto & quantidade
otima de aglcar efégeno (15 g, enquanto o ‘Cravo’ precisou de 30 ¢ para sua
necessidade metabélica. Eainda, LI & EATON (1984) afirmam que esta diferenca
ocorre devido ao nivel de osmolaridade do meio de cultivo estar relacionado cora

o nivel interno dos tecidos expostos ao mesno.
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Considerando ainda o comportamento do ‘Crave’ e do
Trifoliata’ na anséncia de sacarose, observa-se que ambos apresentaram maior
numero médio de brotacdes na faibéa de 50% a 75% de sais, esta sitnagdo pode ser
postulada baseando-se na termodinidmica, onde, a energia livre da agua ¢
‘nversamente proporcional a concentragdo de solutos, logo, na auséncia de
sacarose esta energia € maior, proporcionando aos explantes uma absor¢do mais
acentvada de micronutrientes do "MS‘,‘ acarretando com isto toxidez
explantes, como verificado na presenca de 1008 dos sais. Enquanto que
diminuigdo da brotacdo abaizo de 502 dos sais, deve-se provavelmente 5

deficiéncia de macro e micronutrientes no meio.



5. CONCLUSOES
Nas condigoes onde realizaram os erperimentos, conclui-se que:

- Na auséncia de sacarose ambes os porta-enzertos emitem brotagGes, sendo
que os dados mostram um raaior nlrnero de brotos para o Trifoliata’ em relagao

ao 'Cravo’.

Na auséncia de sais ambos os porta-enxertos ndo emitem brotacdes

significativamente diferentes de zero,
- As melhores combinacdes foram:
- Trifoliata’ - 15 ¢ de sacarose com 100 de sais

- Cravo’ - 30 g de sacarose com 1003 de sais



©. RESUMO

Objetivando estudar a taya de brotagdo de segmentos nodais
dos porta-enwertos Trifoliata’ e ‘Cravo’, foram realizados experimentos, com os
dois gendtipes, testando doses de sacarose e concentragoes dos sais do meio
‘MS". Utilizou-se segmentos nodais provenientes de plantulas que se
encontravam estabelecidas “in  vitro”. Os experimentos obedeceram ao
delineamento inteiramente casualizado em esquema fatorial & % 5 com quatro
repeticées, sendo seis doses de sacarose (0, 15, 20,45, 60 e 75 g/1) e cinco niveis
de sais do meio basico "MS" (0, 25, 50, 75 e 100%). Os resultados forammn
interpretados estatisticarnente por meio de andlises de variincia e de resressio.
Observou-se uma diferen¢a no nlOmero de brotagdes, sendo que a melhor
combinagio para o ‘Trifoliata’ ocorreu com 15 g. de sacarose ¢ 100% de sais do
‘MS” e para o Cravo’ foi 30 g de sacarose e 1003 de sais. Nota-se que na
auséncia de sacarose ambos os porta-enxertos emitiram brotacdes, sendo que o
Trifoliata” apresentou maior numero de brotos em relagdo ao Cravoe’ ¢ na
auséncia de sais a emissio de brotacio nio foi significativatnente diferente de

Zero



7. SUMMARY

DIFFERENT CONCENTRATION OF SUCROSE AND SALTSON THE "IN VITRO"
PROPAGATION OF 'CRAVO" AND TRIFOLIATA'

The main objective of this work is the determination of the
sprouting rate of nodal segments on rootstocks of ‘Trifoliata’ and Cravo'. The
experiments involved two genotypes subject to different concentrations and
dosages of sucrose and salts in "WMS" prepared redium. The experiment was set
up as random blocks in a 6 x 5 factorial scheme with four replications, being six
sucrose levels (0, 15, 30, 45, 60 and 75 /1) and five salt concentrations (0, 295,
and analyses of variance. The hizhest number of sprouts produced by the
trifoliats’ was obtained when the salt level and sucrose concentration were set-
up at 100% and 15 g/1, respectively. For ‘Crave' this level were, respectively, 30
g/l and 100%. It could be observed that when no sucrose was present, tboth
rootstocks produced buds bring the number of sprouts on the Trifoliata, larger
than on Cravo’. When no salt was present, the number of sprouts was

significatively not different from zero.
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9. APENDICE

Quadro 1A - Resumo da Regressdo Polinomial dos teores de sais na ausencia de

Sacarose para o porta-enzerto ‘Cravo'. ESAL, Lavras-MG, 1992,

REGRESCAD  SIGHIFICANCIA EQUACAQ ' Ré

Linear NS = AL
Quadratica - Y=0,547702+0,05845048-00005 137642 §0.84
LN
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Quadro 2 A- Resumo da Regreszdo Polinomial dos teores de sais na presenca
de 15 g de sacarose para o porta-enxerto Cravo’  ESAL
Lavras - MG, 1992

FEGPESSEOD SIGNIFICANC] A EQUACKO 24
Linear €1 Y=1,337681 + 00205764 X 71y
Tadratica X Y=0,903923 + 0,0555930K - 0,000347172 89,30
Y]

Significativoa | e 5% de provabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Quadro 3 A- Resumo da Regressiio Polinomial -dos teores de sais na presenca
de 30 g de cacarose para o porta-enxerto ‘Cravo’.  ESAL,
Lavras - MG, 1902

PECRESCAO  SIGNIFICANCIA EQUACAOD pe
Litiesr * 1=0916299+ 0,0305252 % 76,51
Quadratica NS e —

Y Sienficativoa | e 5% de protabilidade, respectivarments, pelo teste F



Quadro 4 A- Resumo da Regressdo Polinomial dos teores de sais na presenga
de 45 g de sacarose para o porta-enzerto ‘Cravo’.  ESAL,
Lavras - MG, 1992,

REGRESSAO  SIGNIFICANCIA EQUACAQ RZ
Linear x Y=0,733156 + 0,0297337 X 85,61
Quadratica NS —
¥k o

significativoa | e 52 de probabilidade, respectivamente, pelo teste F

Quadro 5 A- Pesumo da Pegressio Polinomial dos teores de sais na presenca
de 60 g de sacarose para o porta-enxerto ‘Cravo’.  ESAL

!’

Lavras - MG, 1992

REGRESSAQ  SIGNIFICANCIA EQUACAD RZ
Linear = Y=0,059754+ 00535120 X 09,77
Quadratica NS L2 ] o

H¥ Significativoa 1 ¢ 53 de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Quadro 6 A- Resumo da Resressio Polinomial dos teores de sais na presenca
de 75 g de sacarose para o porta-enzerto ‘Cravo’.  ESAL,
Lavras - MG, 1992,

REGRESSAO  SIGNIFICANCIA EQUACKO R2
Linear o Y=0277881+ 00308365 X 42,02
Quadratica * Y=0600156 + 0,0045745X + 0,00026262 32 97.86

¥ Sionificativoa | e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Quadro 7 A - Resumno da Regressio Polinomial das doses de sacarose na

auséncia de sais para o porta-enxerto ‘Cravo’. ESAL, Lavras
- MG, 1992
SIGHIFICANCIA EQUACZOD ' RZ
PEGRESSUES NS

¥ Significativoa 1 e 53 de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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juadro § A - Resumo da Regressdo Polinomial das doses de sacarose na
presenca de 25 % de sais para o porta-enxerto ‘Cravo’. ESAL,
Lavras - MG, 1992

REGRESSAO  SIGHIFICANCIA EQUAGAO R2
Linear k¥ Y=2,519291 - 00240336 X 86,12
Quadratica NS

MH Significativoa 1 e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Quadro 9 A - Resumo da Regressio Polinomial das doses de sacarose na
presenca de 50 3 de sais para o porta-enxerto Cravo'. ES&L,

Lavras - MG, 1992,

REGRESSAOD  SIGNIFICANCIA EQUACED R
Linear xt Y=2658122 - 00110140 X 28,65
Quadritica NS

H¥ Significativoa 1 e 5% de probabilidade, respectivarnente, pelo teste F.



55/

Quadro 10 A- Resumo da Regressdo Polinomial das doses de sacarcse na
presenca de 75 & de sais para o porta-enxerto ‘Crave’. ESAL,
Lavras - MG, 1992

REGRESSKO  SIGNIFICANCIA EQUAGAO RZ
Linear * Y=2,7277+00116249 ¥ 16,60
Quadratica “ ¥=1,932968 + 0,091095% - 000105064 12 32,30

¥4 Significativoa 1 ¢ 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Quadro 11 A- Resumo da Regressdo Polinornial das doses de sacarose na
presenca de 100 % de sais para o porta-enxerto ‘Cravo'. ESAL,

Lavras - MG, 1992,

REGRESSAO  SIGHIFICANCIA EQUACED R
Linear o ¥=2,421756+ 00190142 ¥ 5363,
Quadratica *¥ ¥=1,9680694 + 0,0643205% - 0,00060408 X2 79,90

Y Significativoa | e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Quadro 12 A- Resumo da Regressio Polinomial dos teores de sais na auséncia

de de sacarose para o porta-enxerto ‘Trifoliata’. ESAL, Lavras -

MG, 1992
REGRESSAO  SIGNIFICANCIA EQUACZO RZ
Linear xH Y=2,147506+ 00165750 X 42,09
Quadratica X ¥=1,560523+ 0,0035236¥ - 0,00046959 12 7165

¥* Significativoa | e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

Quadro 13 A- Resurno da Regressio Polinomial dos teores de sais na  presenca
de 15 g de sacarose para o porta-enxerto ‘Trifoliata’ ESAL,
Lavras - MG, 1992,

REGRESSEO  SIGNIFICANCIA EQUACGAD RS
Linear *k Y=1914514+ 00365912 X §9,37 .
Quadritica * Y=1,553163+ 0,0650973% - 0000265072 93,06

¥ Significativoa | ¢ 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Quadro 14 A- Resumo da Regressdo Polinomial dos teores de sais na presenga

de 30 g de sacarose para o porta-enzerto ‘Trifoliata’. ESAL,
Lavras - MG, 1992.

REGRESSAO SIGNIFICANCIA EQUACAOD RZ
Linear iy Y=1,365309+ 00192676 X 65,67
Quadratica o Y=0,783646 + 0,0056004Y - 000046533 ¥2 99,18
Y Significativoa | ¢ 5% de probabilidade, respectivamen‘te, pelo teste F.

Quadro 15 A- Resuto da Regressdo Polinomial dos teores de sais na presefica
de 45 g de sacarose para o porta-enxerto 'Trifoliata’. ESA L
Lavras - MG, 1992,

REGEE3SA0 SIGHIFICANCIA EQUACLOD RZ
Linear L Y=0,607226+ 00309496 ¥ 95,49
Quadriatica IS e —
¥k ¢

Significativoa | e 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.
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Quardro 16 A- Resumo da Regressdo Polinomial dos teores de sais na presen¢a

de B0 o ¢

2 de sacarcse para o porta-enxerto Trifoliata’. ESAL,
Lavras - MG, 1992

REGRECSAD  ZIGHIFICANCI& EQUAGZOQ RZ
Linear *-'*- T=0,302635 + 0,0220037 X 84,21
radratics ¢

10571518+ 00476979K - 0,00025694 12 94,26

Y Significativo a 1 ¢ 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.

(hadro 17 A- Resumeo da Regressao Polinomial dos feores de sais na presenca

de 75 g de sacarose para o porta-enxerto ‘Trifoliata’. ESAL,
Lavras - MG, 1992

REGRESSAO  SIGNIFICANCIA EQUAGCAO R<

e & V=0 15084+ 00195007 X 97,60
Quadratica S 1
L o S

Y ohgnificative a | oe 5% de probabilidade, respectivamente, pelo teste F.





