EMBRIOGENESE NUCELAR EM OVULOS ABORTIVOS
DE LARANJA ‘PERA’ CULTIVADOS /N VITRO!

MOACIR PASQUALZ, AKIHIKO ANDQ® e GTO JESU CROCOMO*

RESUMO - Existern sérios obsticulos, como apomixia, esterilidade gamética e incompatibilidade ao me-
lhoramento genético das espécies citricas. Ovulos abortivos da laranja ‘Pera’ (Citrus sinensis Osb.) foram ex-
trafdos de frutos em diferentes fases de desenvolvimento (desde antes da antese até o fruto com aproxima-
damente 3 cm de didmetro) ¢ cultivados em meio “MS”'. Constatou-se tendncia de maior nimero de em-
brigides/évulo a partir da fase em que o fruto apresentou 1,62 cm x 1,60 cm. Ovulos de frutos com 3 cm de
didmetro e pseudobulbilhios obtidos a partir de 6vulos abortivos foram inoculados em meio *“MS’, acrescido
de imimeras substincias promotoras do crescimento. Os indices embriogénicos mais elevados em évulos
abortivos foram observados na presenga de substincias organicas complexas (caseina hidrolizada, extrato de
malte, dgua de coco e extrato de levedura). O desenvolvimento de pseudobalbilhos nio foi influenciado pela
adi¢ho de substincias de crescimento ao meio “MS”

Terrnos para indexagio: cultura de tecidos, embriogénese somética, calos, citros.

NUCELLAR EMBRYOGENESIS IN IN VITRQ CULTURE OF ABORTIVE OVULES OF 'PERA’ SWEET ORANGE

ABSTRACT - The breeding of citrus species is limited by apomixis, gametic sterility and incompatibility,
Abortive avules were extracted from various stages of developing fruits of ‘Pera’ sweet orange (Citrus sinensis
Osb.) and cultured in vitro on "MS” medium. Embryogenesis was increased from the time of fruit set up to
1,62 am x 1,60 em, Abortive ovules and pseudobulbils obtained from abortive ovules were cultured on “MS”
media supplemented with different growth substances. The best results were observed with complex organic

substances {casein hydrolysate, malt extract, coconut milk and yeast extract). The development of
pseudobulbils were not affected by growth substances.

Index terms: tissues culture, somatic embrycgenesis, callus, citrus.

INTRODUGAO

A obtengdo de embrides nucelares em citros atra-
vés da cultura de nucelos in virro, extraidos de se-
mentes fertilizantes de frutos em desenvolvimento,
constilui té€cnica conhecida. Recentemente, segundo
observagdes de Pasqual et al. (1988}, foram obtidos,
em média, até 6,6 embrides de um fnico nucelo cul-
tivado em meio “MS” de cultura, com melhores re-
sultados para culturas mantidas no escuro,

A cultura de $vulos ndo fertilizados ou abortivos
constitui outra alternativa para a obtengdo de plin-
tulas nucelares, principalmente em cultivares que nio
produzem sementes, através de Gvulos excisados de
ovérios de flores e frutos em qualquer estddio de
desenvolvimento.

A embriogénese in virro tem sido obtida a partir
de 6vulos nio fertilizados ou abortivos com diversas
cultivares desde a polinizagio (Bitters et al. 1970,
Navarro et al. 1979, Tusa et al. 1983), algumas se-
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manas apds a antese, e até trds a cinco meses mais
tarde (Button & Bormman 1971, Kochba et al. 1972,
Deiddza 1973, Esan 1973, Juarez et al. 1976). Indices
Stimos tém sido registrados em 6vulos, seis semanas
ap6s a polinizagdo, para a cultivar Robertson, dez a
doze semanas para “Temple’ (Bitters et al. 1970Q), seis
a oito semanas para ‘Valéncia’ ¢ *Marsh’ com 44% e
68% de sucesso, respectivamente (Kochba et al.
1972), e duas a dez semanas com 68% - 80% de su-
cesso (Navarro et al. 1979).

A evolugio do 6vulo in vitro normalmente € mais
lenta que a do nucelo, obtendo-se embribides até 15
semanas em cultura, sem qualquer crescimento pré-
vio (Navarro et al. 1979).

A técnica da cultura de $walos nio fertilizados foi
utilizada por Starrantino & Russo (1983) para intro-
duzir as cultivares *‘Newhal’, ‘Robertson’ e “Gillets’
da Califérnia para a Itdlia. Os 6vulos foram removi-
dos em condigGes assépticas e remetidos em frascos
de vidro com gase.

Muitos autores tém reportado o surgimento es-
porddico de pequenos calos em cultura de nucelos e
évulos, além dos embridides diferenciados direta-
mente (Maheshwari & Rangaswamy 1958, Sabhar-
wal 1963, Button & Bormman 1971, Mitra & Cha-
turvedi 1972, Kochba et al. 1972, Deidda 1973).
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Na primeira tentativa de cultura de Svulos com
sucesso, Rangaswamy (1958) obteve uma massa de
pseudobulbilhios, termo empregado pela primeira vez
por La Rue (1954), citado por Rangaswamy (1958),
para designar as curiosas bolas de tecidos obtidas em
cultura de gamet6fitos femininos de Zamia. Estes
calos de citros compreendem nédulos compactos e
esféricos de 0,1 mm a 1,0 mm de didmetro, que va-
riam de cor branca a creme, e que livremente unidos
entre si ddo ao calo uma estrutura porosa e fridvel,

Estudos de anatomia e desenvolvimento (Button
et al. 1974) e aspectos fisioldgicos (Kochba & Spie-
gel-Roy 1973, Kochba & Button 1974) nestes teci-
dos evidenciaram que praticamente qualquer célula é
naturalmente embriogénica ¢ que os embridides se
originam de células individuais. Estes pseudobulbi-
lhos, quando em condigbes adequadas, podem evo-~
luir formando proembridides e posteriormente
pldntulas (Button et al. 1974).

Maior quantidade de embridides foi obtida de
6vulos com 40 a 60 dias apés a antese (Tusa et al,
1983).

Estudos em microscopia eletrénica de calos de
Shamouti (Button et al. 1974) mostraram que estes
tecidos compreendem pequenos proembridides glo-
bulares ou meristemdides em virios estidios de de-
senvolvimento e sdo desprovidos de tecido paren-
quimatoso desorganizado.

Culturas de 6vulos ndo desenvolvidos, extraidos
de frutos maduros de algumas cultivares de citros,
foram efetuadas por Starrantino & Russo (1980).
Embribides foram obtidos de calos oriundos da pa-
tede do ovdrio ndo polinizado de duas espécies po-
liembridnicas de citros (Mitra & Chaturvedi 1972) e
de pedagos de Gvulo nio fertilizado de C. aurantifo-
lia.

Observou-se a diferenciagdo de pseudobulbithos
proembridides ¢ regeneragio completa de planta a
partir de células isoladas de calos formados em meio
“MT" (Murashige & Tucker 1969), por maceragao
em agitador na presenga das enzimas “‘macerase” e
“macerozyme’’ - 3% a 4% (Button & Botha 1975).

Desde que € dificil excisar proembridides jovens,
métodos que permitem uma cultura com crescimento
continuo de pseudobulbilhos adquirem especial in-
teresse, fornecendo uma fonte especial de embridi-
des em qualquer época do ano. Gragas i capacidade
de reproduzirem o genétipo, estes tecidos sio de
grande valor aos melhoristas de citros.

Objetivou-se, neste trabatho, a determinagio de
uma metodologia de regeneragio de embridides a
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partir de dvulos abortivos para posterior uso em
programas de melhoramento.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Centro de Energia
Nuclear na Agricultura (CENA), érgio da Universidade de
Sao Paulo (USP), em Piracicaba, SP,

As flores e os frutos da cultivar Pera (Citrus sinensis Osb.)
foram obtidos junto 4 Estagio Experimental Sylvio Moreira,
unidade do Instituto Agronémico de Campinas (IAC), em
Cordeirdpolis, SP, esterilizados em hipoclorito de sédio 2%,
e, em condigdes assépticas, foram extrafdos os évulos aborti-
vos.

Experimento 1: Cultura de évulos abortivos em dife-
rentes fases.

Utilizaram-se flores imediatamente antes da antese, ¢
frutos com as seguintes medidas médias (comprimento x es-
pessura em cmy): 0,95x0,77;1,25x1,02; 1,62x 1,60; 2,55x
2,29; 3,38 x 3,02, colhidos na mesma €época. O meio de cul-
tura foi o “MS” adicionado de (em mg/): tiamina HCI-1,0,
piridoxina HCl-1,0, 4cido nicotinico-1,0, meso-inosi-
tol-100, extrato de malte-500 ¢ sacarose-50.000, O pH foi
ajustado para 5,7, o meio solidificado com bacto &gar-8 g/l ¢
autoclavado a 120°C por 20 minutos. Usaram-se dez repeti-
¢Oes A luz, e dez no escuro. O experimento foi avaliado pelo
ndmero de embridides por ¢vule ¢ % de dvulos com calos.

Experimento 2: Cultura de 6vulos abortivos em dife-
rentes meios. '

Grvulos foram extrafdos de frutos com aproximadamente
3 cm de didmetro e inoculados no mesmo meio descrito para
o experimento 1, porém acrescido de um dos seguintes trata-
mentos (em mgfl): a) AA-40; b) EM-500; ¢) EL-500; d) AC-
10%; e) CH-400, f) AD-40; g) AD-40 ¢ EM-500; h) AD-40
e NAA-0,25 e ACi-2,0; i) AD-40 e Cin-0,25; j) Cin-0,5e
2,4-D2,0. As dez repetigGes foram mantidas 2 luz. Ava-
liou-se o nimerc de embridides por évulo e 2 percentagem
de embridides com plantulas ¢ calos.

Experimento 3: Desenvolvimento de pseudobulbilhos

Calos fridveis formados em sua maiotia por corpdsculos
globulares (pseudobulbilhos) obtidos da cultura de dvulos
foram subcultivados periodicamente no mesmo meio “‘MS™
e mantidos A Juz, até que se tivesse quantidade suficiente para
o ¢experimento.

Foram testados os seguintes componentes adicionados ao
meio ““MS" (em mg/l): a) meio *‘MS’-testemunha; b}
EM-2500; ¢} EM-2500eADS-30; d) EM-2500 e BAP-20; ¢)
ADS-40; ) GA4-1; g) GA;-1e ADS-30; h) GA,-10 ¢ ADS-
60; i) GA3-10)) Cin-0,1 e JAA-1; k} Cin-1 e JAA-0,1; 1)
AC-10%; m) CH-400 & EL-500. Em cada frasco contendo
20 ml do meio foram colocados aproximadamente 20 pseu-
dobulbilhos e foram usadas dez repetigOes mantidas 3 luz,

Apés 50 dias da inoculagio, 0 experimento foi avaliado
quanto ao nimero de embridides ¢ proembridides diferencia-
dos, e a percentagem de culturas apresentando crescimento de
calos,

Para todos os casos usou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado. As culturas mantidas 3 luz foram
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submetidas a um regime de dezesseis horas didrias de luz e
oito horas de escuro, a 27°C,

RESULTADQCS E DISCUSSAQ

a) Cultura de dvulos abortivos em diferentes
fases

Melhores resultados foram obtidos a partir de um
determinado desenvolvimento do fruto (1.62 cm x
1.60 cm) correspondendo a aproximadamente seis
semanas apés a polinizagio (Tabela 1).

O nimero de embridides obtidos com a cultivar
Pera em cultura de 6vulos abortivos € bem inferior
a0 observado em cultura de nucelos de “Valéncia’,
nos mesmos meio e estddio de desenvolvimento.
No estddio Eg da cv. Pera, que corresponde 2 idade
aproximada de doze semanas - fase normalmente
utilizada para extragio de nucelos de ‘Valéncia' -,
obteve-se um niimero médio de 1,0 embridide por
6vulo, quando com a cv. Valéncia foram obtidos até
6,6 embridides por nucelo. Outra observagio € que
com a cv. Pera nenhum évulo diferenciou embridides
quando mantido no escuro, e sim, apenas calos, em
até¢ 100% dos explantes, contrariando observagdes
feitas com ‘Valéncia’, onde o niimero de embridides
foi maior no escuro do que 2 luz,

Estes resultados mostram a exigéncia diferencial
com relagdo as condigdes de cultura para as diferen-
tes cultivares, o que estd de acordo com citagbes de
outros autores (Bitters et al. 1970, Kochba et al.
1972, Navarro et al. 1979), que identificaram varia-
¢Oes significativas na percentagem de sucesso entre
cultivares.

Verificou-se a presenga de embribides apds sete

semanas de cultura, o que estd de acordo com obser-
TABELA 1. Nimero de embridides e percentagem de
calos obtidos a partir de cultura de évulos
abortivos de laranja ‘Pera’ em diferentes
fases de desenvolvimento.

N? médio de
embridides
por frasco

% de frascos
com

Tratamento calos

Luz Escuro Luz Escuro

E; - Botdo floral 00 00 00 0
E,-Frutoscom0,95%0,77em 0,4 0,0 00 30
E,-Frutoscom1,25x 1,02cm 0,7 0,0 0,0 60
Es - Frutoscom1,62x1,60em 1,0 00 0,0 100
Es - Frutos com2,55x2,29em 1,8 0,0 0,0 80
Eg - Frutos com 3,38x 3,02em 1,0 0,0 0,0 80
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vaghes anteriores (Navarro et al. 1979), de que os
6vulos em cultura demoram mais para mostrar dife-
renciagio (até quinze semanas sem nenhum sinal) do
que os nucelos. O meio para este experimento sé foi
inoculado um més apGs sua preparagae. Isto eviden-
cia a presenga de um determinado balango de subs-
tincias, como exemplo auxinas e citocininas no meio,
que estariam inibindo os processos de embriogénese
e formagdo de calos. Com o envelhecimento do
meio, € possivel que os niveis destas substincias se
aproximassem mais do Gtimo, tendo sido degradadas
principalmente pela luz.

Sucessos na cultura de Gvulos abortivos tém sido
verificados desde a época da polinizagio até cinco
meses depois, porém com indices étimos em torno de
seis a oito semanas para ‘Robertson’, ‘Valéncia' e
‘Marsh’ e até dez a doze semanas para ‘Temple’
(Bitters et al. 1970, Kochba et al. 1972).

b) Cultura de ovulos abortivos em diferentes
meios

Numero significativamente baixo de embridides
foi também obtido com a cv. Pera, quando diversas
substincias orginicas reguladoras de crescimento
foram adicionadas ao meio de cultura (Tabela 2). Os
indices mais elevados foram observados na presenga
de CH, EM, AC ¢ EL, os quais nio diferiram signi-
ficativamente pelo teste de Tukey a 5%, enquanto

TABELA 2. Nimero de embridides e percentagemn de
plantas e calos obtidos em cultura de
évulos de laranja ‘Pera’ em meio “MS”
adicionado de diferentes substancias de

crescimento.
. Percentagem de
Ndmero s

médio de embridides

Tratamento {mg/1) embridides/ produzidos
owlo Plantas Calos
AA-40 0,i1d 0 0
EM-500 1,20a 20 0
EL-500 0,66 abe 80 0
AC-10% 1,00 ab 50 20
CH-400 1,50a 65 0
AD-40 0,22 cd 20 0
AD-40 + EM-500 0,40 bed 50 0
AD-40 + Cin-0,25 0,20 cd 60 0
AD-40 + NAA-0,25 + ACi-2 0,25¢d 20 0
Cin-0,5 + 2,4-D-2 0,00d 0 100

As médias seguidas da mesma letra no diferem entre si pelo
teste Tukey - 5%.
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niveis inexpressivos se observaram com a adigio de
AD, Cine 2,4-D.

Estes resultados estdo de acordo com observagdes
de que o EM (Bitters et al. 1970, Kochba & Spiegel-
Roy 1973, Navarro et al. 1979), CH (Sabharwal
1963) ¢ AC (Button & Bornman 1971, Mitra &
Chaturvedi 1972) promovem embriogénese em teci-
do nucelar de citros, e que auxinas e citocininas a
inibem (Esan 1973). O EL pareceu exercer influén-
cia significativa sobre a evolugio dos embribides em
plantas; segundo Esan (1973}, apesar de o EL njo ter
efeito sobre a embriogénese, aumenta o desenvolvi-
mento dos érgdos em cultura de nucelos.

c) Desenvolvimento de pseudobulbilhos

A evolugdo de pseudobulbilhos para proembridi-
des e mesmo para embridides ndo foi significativa-
mente estimulada pela adigdo de substincias orgini-
cas complexas ¢ de vidrios reguladores de cresci-
mento, cujo comportamento se mostrou estatistica-
mente igual ao do tratamento-testemunha (Tabela 3).
A proliferagio de novos pseudobulbilhos ou calos
globulares também apresentou valores elevados na
testemunha, em comparagdo com os demais trata-
mentos. Isto mostra que o meio bésico “MS”, acres-
cido de EM-500 mg/l, fornece as condigbes neces-
sdrias tanto para a evolugio dos pseudobulbilhos em
proembridides e embridides, como para proliferagio
de calos.

TABELA 3. Desenvolvimento de pseudobulbilhos cul-
tivados em meio “MS" adicionado de dife-
rentes substincias de crescimento.

Frascos
de calos
Embridides Proembridides (%)

N2 médio/frasco de

Tratamento (mg/l)

Testemunha (“"MS™} 294a 34,9ab 55,6
EM-2500 19,4ab 34,1ab 71,4
EM-2500 + ADS-30 17,6ab 46,2 a 63,6
EM-2500 + BAP-20  4,1b 28,4 ab 37.5
ADS-40 8,8ab 32,7 ab 30,0
GA4-1 20,1ab 28,2ab 45,5
GA;- 1 + ADS-30 26,7 ab 23,0ab 28,5
GA;-10 + ADS-60 16,5ab 20,81 48,6
GA,-10 17,7 ab 39,4ab 50,0
Cin-0,1 + 1AA-1 11,7 ab 32,62b 34,6
Cin-1 + 1AA-0,1 17,9 ab 26,9 ab 68,3
AC-10% 13,3ab 21,6ab 30,1
CH-400 + EL-500 17,7 ab 20,3b 47,7

As médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre s, pelo
teste Tukey - 5%.
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Estes resultados discordam, em parte, das obser-
vaghes feitas por vérios autores, segundo as quais
a formagdo de pseudobulbilhos com posterior
transformagfo em embrides e plantas é estimulada
por EM e AD (Button & Bornman 1971, Starrantino
et al, 1978}, por CH (Rangaswamy 1961, Sabharwal
1963} e por outras citocininas (Rangaswamy 1958,
Kochba & Spiegel-Roy 1976a).

As citocininas, embora nio essenciais 4 embrio-
génese, estimulam a formag8o de calos (Starrantino
et al. 1978), o que foi comprovado pela adigdo de
Cin-1,0 mg/l e IAA-0,1 mg/l, cuja combinacid ¢ ti-
da como padriao para cultura de calos nucelares de
citros {(Kochba & Spiegel-Roy 1973a).

CONCLUSOES

1. Ovulos abortivos de laranja ‘Pera’ d3o origem a
embridides i luz, & a calos altamente embriogénicos,
no escuro.

2. Obteve-se maior niimero de embridides por
6vulo abortivo com adigio de substincias complexas
{CH, EM, AC e EL) a0 meio de cultura.

3, A adigio de diferentes substincias de cresci-
mento ao meio “MS” néo exerce influéncia sobre o
desenvolvimento de pseudobulbilhos.
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