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RESUMO

O presente trabalho objetivou estudar os efeitos da sacarose e do nitrogénio
inorganico (NH4NO3 e KNO3) sobre a multiplicagdo "in vitro" de Poncirus trifoliata
(L.) Raf. Brotos apicais obtidos através de sucessivas repicagens em meio Murashige
& Skoog (MS) acrescido de BAP 1,0 mg/l ¢ ANA 1,0 mg/l, foram transferidos
para novo meio MS suplementado com as combinagdes de sacarose (0; 7,5; 15;
30; 45 e 60 g/1) e nitrogénio inorgénico (0; 1/4; 1/2; 1 e 2 MS) dos niveis presentes
no meio MS. Os brotos foram mantidos a 2.500 Lux por 16 horas didrias, com
temperatura de 27 * 2°C. Apés 45 dias de cultivo, avaliaram-se o niimero total de
brotos e o nimero de brotos com medidas superiores a 1 cm de comprimento.
Observou-se que as doses da sacarose e do nitrogénio inorgénico afetaram as carac-
teristicas avaliadas, sendo as melhores respostas obtidas quando se utilizaram concen-
tragdes entre 30 ¢ 45 g/l da sacarose associadas ao dobro da dose (2 MS) do
nitrogénio inorginico presente no meio MS.

Termos de indexacdo: cultura de tecido, Citrus, sacarose, nitrogénio inorgéinico.

ABSTRACT

EFFECTS OF SUCROSE AND INORGANIC NITROGEN
ON MULTIPLICATION OF "IN VITRO" CULTURE
OF PONCIRUS TRIFOLIATA

It was studied the effects of sucrose and inorganic nitrogen on multiplication
of (NH4NO3 and KNO3) "in vitro" culture of Poncirus trifoliata (L.) Raf. Apex
buddings from successive multiplications in MS medium added with BAP 1.0 mg/l
and ANA 1.0 mg/l were placed into new MS media where different tested combinations
of sucrose (0; 7.5; 15; 30; 45 and 60 g/1) and inorganic nitrogen levels (0 MS;
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1/4 MS; 1/2 MS; 1 MS and 2 MS) present in MS medium were tested. The buddings
were maintained under the 2,500 lux for 16 daily hours at 27 * 2°C. After 45
days they were evaluated according characteristics of total number of buds and
number of buds higher than 1 c¢m long. The sucrose and inorganic nitrogen doses
affected the rated characteristcs. The best responses observed were between 30 to
45 g/l of sucrose associated with double (2 MS) dose of inorganic nitrogen.

Index terms: tissue culture, Citrus, sucrose, inorganic nitrogen.

1. INTRODUCAO

A micropropagacio em associacdo com outras
técnicas da cultura de tecidos de plantas permite
a obtencdo, em curto espagco de tempo e em
qualquer €poca do ano, de grande nidmero de
plantas com boa qualidade fitossanitdria e auten-
ticidade varietal.

No caso dos citros, essa técnica € uma
alternativa na propagacio de porta-enxertos, prin-
cipalmente daqueles com caracteristicas impor-
tantes como o Poncirus trifoliata (L.) Raf., que
apresenta tolerincia a temperaturas baixas (Hearn
et al., 1974).

O sucesso da micropropagacgdo depende nio
s6 dos fatores inerentes ao tecido vegetal (gené-
ticos e fisiolégicos) como, também, das condicdes
térmicas ¢ luminosas em que a cultura ¢ mantida
e do meio de cultura apropriado que permite
a inducdo, a multiplicacdo e o crescimento das
brotagdes adventicias. As exigéncias nutricionais
requeridas para o crescimento de um tecido em
condicdes "in vitro" variam de espécie para espé-
cie, de variedade para variedade e até mesmo
dentro da prdpria planta, o que torna necessdria
a otimizacdo dos meios de cultura.

Na literatura encontram-se vdrias formula-
¢Oes de meio de cultura para as mais diversas
espécies cultivadas "in vitro". Tais meios geral-
mente s3o compostos de uma fonte de carboidrato,
macro- € micronutrientes e outras substincias orga-
nicas. Normalmente, para o cultivo de citros, uti-
lizam-se o0 meio M.S. (Murashige & Skoog, 1962)
e/ou o M.T. (Murashige & Tucker, 1969).

A sacarose tem sido o carboidrato preferen-
cialmente utilizado no meio de cultivo, em vista
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de certas caracteristicas, como alta solubilidade
¢ rapida metabolizacdo pela maioria das células
vegetais (Thorpe & Beaudoin-Eagan, 1984).

Nio s6 a fonte de agicar tem grande influ-
éncia nos processos de cultivo "in vitro" como
sua concentracdo efetiva. Para muitas espécies,
a sacarose € empregada nos meios de cultura
em uma concentracdo entre 2 € 4%. Para os
citros, as concentragdes timas de sacarose podem
variar de 2 a 7% de acordo com os explantes
utilizados (Chaturverdi & Mitra, 1974; Navarro
et al., 1985; Pasqual, 1985; Said & Murashige,
1987).

De acordo com Gamborg (1970), a concen-
tragdo de sacarose afeta a assimilacfio de nitro-
génio do meio de cultura pelas células, e o
efeito da citocinina na divisdo celular pode tam-
bém depender da disponibilidade do agticar.
Meios contendo concentracdo alta de sacarose
e baixa de citocinina favorecem a diferenciagdo
e crescimento de brotagoes.

O nitrogénio, juntamente com a sacarose,
é o principal componente em quantidade no meio
de cultura, contribuindo de forma efetiva tanto
no metabolismo celular como na regulacdo do
seu potencial osmético. Grey (1987) observou,
em seus estudos, que a taxa de consumo de
sacarose presente no meio de cultura estaria
relacionada com o nivel ¢ com a natureza da
fonte de nitrogénio.

O crescimento e a morfogénese de células
e tecidos de plantas cultivadas "in vitro" s&o
marcadamente influenciados pela disponibilidade
e pela forma na qual o nitrogénio é suplementado
no meio de cultivo. De acordo com Dougall
(1980), o nitrogénio, além de exercer um papel
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importante no crescimento, pode influenciar na
producdo de metabdlitos secunddrios em plantas
superiores.

O nitrogénio inorgénico € geralmente forne-
cido no meio de cultura na forma de sais de
nitrato e/ou de amodnio. Esses ions sdo de grande
importincia no controle de um pH adequado no
meio de cultura, pois atuam como agente tampo-
nante, favorecendo a absorgio de outros fons pre-
sentes nesse meio.

Viérios sdo os relatos evidenciando que nio
s a quantidade relativa de nitrato ou amonio,
mas também sua concentragfo total, podem ser
criticas no processo de morfogénese e no cresci-
mento dos tecidos (Gamborg, 1970; Sakuta, 1987).

Objetivou-se, com o presente trabatho, deter-
minar doses de sacarose e nitrogénio inorganico
que propiciassem alta taxa de multiplicacdo de
P. trifoliata (L.) Raf.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Labo-
ratério de Cultura de Tecidos Vegetais do Depar-
tamento de Agricultura da Escola Superior de Agri-
cultura de Lavras (ESAL), em Lavras (MG), com
o P. trifoliata (L.) Raf., um porta-enxerto bastante
utilizado na citricultura.

O meio de cultura utilizado nos ensaios foi
o MS (Murashige & Skoog, 1962), com excecdo
das concentragGes de nitrogénio inorgénico total
(KNO3 e NH4NO3), suplementado com os seguintes
reguladores de crescimento: dcido naftalenoacético
(ANA), 1,0 mg/l, e benzilaminopurina (BAP), 1,0
mg/l, de acordo com Pasqual (1985).

Os explantes, obtidos de material ja mantido
"in vitro", constituidos de brotagbes apicais com
I cm de comprimento ¢ duas gemas, foram cuida-
dosamente inoculados nos tubos de ensaio distri-
buidos nos devidos tratamentos.

Os meios de cultura, com pH ajustado para
5,7 e ap6s solidificados com 0,7% de agar, foram
distribuidos em tubos de ensaio (2,5 x 15 cm)
e esterilizados a 121°C durante 15 minutos.

Os ensaios foram realizados em sala de cres-
cimento com temperatura de + 26°C, fotoperiodo
de 16 horas e intensidade luminosa de 2.500 lux.
Testaram-se seis concentragdes de sacarose € 5
de nitrogénio inorgénico total, num fatorial simples
6 x 5, com 5 repeticdes, cada qual constituida
por 10 tubos de ensaio.

As concentragtes utilizadas de sacarose em
gramas/litro foram as seguintes 0,0; 7,5; 15; 30;
45 e 60. Para maior facilidade de interpretacdo,
as concentragdes do nitrogénio inorgénico a testar
nos meios de cultura foram obtidas de acordo
com dilui¢des ou miltiplos das quantidades exis-
tentes no meio bdsico MS: 0, 1/4, 1/2, 1 e 2.

As avaliacdes foram realizadas 45 dias apés
a instalacdo do experimento, através da contagem
do nimero total de brotos e nimero de brotos
maiores que 1 cm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das andlises da varidncia e regressio
para o niimero total de brotos e de brotos superiores
a 1 cm de comprimento encontram-se no quadro
1. Verifica-se que houve diferenga significativa,
ao nivel de 1%, pelo teste F, entre os tratamentos
contendo diversos niveis de sacarose e nitrogénio
inorgdnico, bem como para a interag¢fo desses fato-
res, para ambas as caracteristicas avaliadas.

Os melhores resultados obtidos tanto para o
nimero total de brotos (Quadro 2) como para o
nimero de brotos superiores a 1,0 cm de compri-
mento (Quadro 3), foram com 40 g/l de sacarose
associada ao dobro (2 MS) da concentragdo de
nitrogénio inorgédnico presente no meio MS, com
13,4 e 5,9 novas brotacSes por explante respec-
tivamente (Figuras 1 e 2).

Os resultados desse trabalho mostram a neces-
sidade da sacarose e do nitrogénio inorgéanico na
indug¢io de brotagdes e sdo condizentes com a
literatura consultada (Gamborg, 1970; Brown &
Thorpe, 1982).

Segundo Thorpe & Beaudoin-Eagan (1984),
a sacarose também estaria relacionada com o
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aumento de metabolismo de carboidratos, via pen-
tose fosfato, fornecendo uma producdo extra de
ATP, NADP e compostos intermedidrios requeridos
para o processo de multiplicagdo celular. A neces-
sidade de nitrogénio estd relacionada com bios-

sintese de aminodcidos e compostos nitrogenados.
A energia gerada pelo metabolismo da sacarose
também € utilizada nos processos de absorcdo de
compostos orginicos estruturais ou metabdlicos
e de outros fons presentes no meio.

Quadro 1. Resumo da andlise da varidncia e regressdo para o nimero total de brotos (NTB)
e nimero de brotos superiores a 1,0 cm de comprimento (NBS) de P trifoliata obtidos em
culturas com diferentes niveis de sacarose e nitrogénio inorginico

Quadrados médios e significédncia

Causas da variacdo G.L.
N.T.B. N.B.S.
Sacarose 5 38,08** 25,83**
Linear 1 0,98* 32,22**
Quadratica 1 129,19* 85,92*
Cubica 1 1,6 8,25
Nitrogénio 4) 137,36%* 24,26%*
Linear 1 229,46* 67,69%*
Quadratica 1 254,53% 23,59*
Cibica 1 59,80 6,29
Sac. x Nitro 26 0,97%* 6,64**
Residuo 120 0,06 0,03
C.V. (%) 2,93 6,28
R’ 0,99 0,95

* Significativo ao nivel de 5%. ** Significativo ao nivel de 1%.

Quadro 2. Médias do numero total de brotos por explante de P. trifoliata obtidos "in vitro",
em diferentes concentragdes de sacarose e nitrogénio

Nitrogénio Inorgénico

Sacarose Média
0 Msch 1/4 MS 1/2 MS 1 MS 2 MS

g/l

0,0 5,60aD(%) 8,15cA 7,85dAB 7,70eB 6,30eC 7,12f
7.5 4,90bcD 9,80bB 11,10bA 11,10bA 9,30dC 9,24¢
15 5,30abD 11,80aB 11,15bC 13,50aA 10,85¢C 10,52a
30 5,50aD 7,85¢cdC 12,50aA 11,45bB 11,70bB 9,80b
45 4,50cE 7,80cdD 8,40cC 10,20cB 12,45aA 8,67d
60 5,50aE 7,50dD 8,30cC 8,95dB 9,60dA 7,97¢
Média 521D 8,81C 9,88B 10,48A 10,03B —

(1) MS - meio de cultura Murashige & Skoog (1962). (2) As médias seguidas da mesma letra (maidscula para nitrogénio e minidscula

para sacarose) ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 1%.
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Quadro 3. Ndmero médio de brotos maiores que 1 cm de comprimento por explante obtido
"in vitro" de P trifoliata em diferentes concentracBes de sacarose e nitrogénio

Nitrogénio Inorgéinico

Sacarose Média
0 MS (1) 1/4 MS 172 MS 1 MS 2 MS

g/

0,0 1,05Ca (2) 1,05Ea 1,30Fa 1,15Fa 1,10Ea 1,13E
7,5 1,10Ce 3,20Bb 3,55Ca 2,45Dc 1,40Dd 2,39D
15 1,15Ce 3,90Ac 4,30Ab 4,60Ba 2,80Cd 3,35B
30 1,55Bd 2,80Cc 3,95Bb 6,20Aa 6,00Aa 4,10A
45 1,50Be 2,25Dd 3,00Dc 3,35Cb 6,00Aa 3,22B
60 2,05Ac 2,10Dc 2,40Eb 2,55Db 4,85Ba 2,79C
Média 1,40e 2,55d 3,08¢ 3,38b 3,69a -

(") MS - meio de cultura Murashige & Skoog (1962). (2) As médias seguidas da mesma letra (mindscula para nitrogénio e maiiscula
para sacarose) ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 1 %.

Ponto de mdxima

0 MS: Y = 547 - 0,02X + 0,0004X> R? = 0,75 -
/4 MS: Y = 927 + 0,03X - 0,0012X> R? = 0,78 12,50
172 MS: Y = 8,79 + 0,20X - 0,0037X> R? = 0,81 27,02

1 MS: Y = 894 + 0,23X - 0,0041X> R? = 0,81 28,04

2 MS: Y = 6,64 + 0,33X - 0,0040X> R? = 0,95 41,20
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Figura 1. Efeito das combina¢des de sacarose e nitrogénio no ndmero
médio de brotos de P irifoliata "in vitro".
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Ponto de mixima

0 MS: Y = 1,048 + 0,07X + O,OOOIX2 R2 = 0,92 -
1/4 MS: Y = 1,900 + 0,97X - 0,0016X2 R? = 0,92 30,3
1/2 MS: Y = 2,008 + 0,145X - 0,0020X2 R? = 0,88 38,2

1 MS: Y = 1,160 + 0,263X - O,OO40X2 R? = 0,81 37,2

2 MS: Y = 0,036 + 0,250X - 0,0028)(2 R2 = 0,91 44 4
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Figura 2. Efeito das combinagdes de sacarose e nitrogénio sobre o nidmero médio
de brotos maiores que 1 cm de comprimento de P. trifoliata "in vitro".

De acordo com Gamborg (1970) os niveis
de sacarose e nitrogénio podem atuar na eficiéncia
de alguns reguladores de crescimento, como as
citocininas, responsdveis pela promog¢do de novas
brotacdes. Zenk et al. (1977) observaram que altas
concentracdes de sacarose induziam a biossintese
de compostos inddlicos e conseqlientemente, a sin-
tese de auxinas, as quais, juntamente com as gibere-
linas, promoveriam o alongamento das brotagdes,
contribuindo para aumentar as novas brotacdes.

4. CONCLUSAO

As combinacdes entre a sacarose € O nitro-
génio inorgénico foram positivas na multiplicagfo
de brotos, sendo que 40 g/l de sacarose, associada
ao dobro da dose de nitrogé€nio inorginico pre-
sente no meio MS (2 MS), proporcionaram os
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melhores resultados, tanto para o numero de
novas brotagdes como para o de brotos superiores
a lcm.
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