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Resumo

Um dos objetivos do projeto Desenvolvimento de metodologias para
criopreservacao e crioterapia de Citrus sinensis, Citrus reticulata e
Poncirus trifoliata, componente do Arranjo HLB — Solucdes inovadoras
e integradas para a superacao da doenca huanglongbing (HLB,

ex greening) dos citros, é desenvolver ou adaptar protocolos de
criopreservacao para sementes, gemas laterais e apices caulinares das
trés espécies de citros. Buscou-se, assim, estabelecer um protocolo
simplificado para a germinacao in vitro de sementes de C. sinensis,
tanto para avaliacdo do material quanto para a formacdo de estoque
de plantulas in vitro a ser utilizado em atividades propostas no
projeto. Sementes de C. sinensis com teor inicial de dgua de 52%
foram desidratadas em cabine de fluxo laminar por cinco periodos,
atingindo teores de agua de 39,7%, 30,9%, 27,8%, 25,5% e 24,5%.
Apds descontaminacdao com solucado de detergente e solucao de
hipoclorito (2,3 - 2,5% de cloro ativo) em agitacdo por 5 min., as
sementes foram mantidas em dgua sob agitacado (80 rpm) por 1 h. A
germinacao in vitro foi conduzida em meio de cultura WPM acrescido
de carvao ativado. O material foi acondicionado sob temperatura de



25+ 2°C, fotoperiodo de 12 h luz e 12 h escuro. Nao houve diferenca
significativa (P<0,05%) entre os percentuais de germinacao do
controle (98%) e das sementes com 39,7% e 30.9% de teor de agua
(98% e 89% de germinacéo, respectivamente). Em contraste, esses
percentuais de germinacao diferiram significativamente daqueles
obtidos das sementes com teor de dgua de 27,8%, 25,5% e 24,5%,
com germinacdo de 51%, 71% e 60%, respectivamente. Em 41% das
sementes germinadas houve desenvolvimento de mais de uma plantula
por semente. O protocolo simplificado foi adequado para a germinacéao
de sementes de C. sinensis.

Palavras-chave: citros, desidratacao, germinacao.
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Establishment of a
Simplified Protocol for in
vitro Germination of Citrus
sinensis L. Osbeck var.
Pear. Seeds

Abstract

One of the objectives of the project Development of methodologies
for cryopreservation and cryotherapy of Citrus sinensis, Citrus
reticulata and Poncirus trifoliata, component of the HLB Arrangement
- Innovative and integrated solutions for overcoming citrus
huanglongbing disease (HLB, ex greening) is to develop or adapt
cryopreservation protocols for seeds, lateral buds and shoot apices
of plants of the three citrus species. Thus, it sought to establish

a simplified protocol for in vitro germination of C. sinensis seeds
both for the evaluation of the material and for the formation of in
vitro seedling stock to be used in the activities proposed in the
project. Seeds of C. sinensis with initial moisture content of 52%
were dehydrated in a laminar flow cabin for five periods reaching
39.7%, 30.9%, 27.8%, 25.5% and 24.5% moisture contents.

After decontamination of the seeds with detergent solution and
hypochlorite solution (2.3 - 2.5% active chlorine) under agitation
for 5 minutes, these were kept in water under agitation (80 rpm) for
1 h. In vitro germination was conducted in WPM culture medium
plus activated charcoal. The material was cultivated in a growth
room at 25 = 2°C, photoperiod of 12 h light and 12 h dark. There
was no significant difference (P<0.05%) between the germination
percentages of the control and the seeds with 39.7% and 30.9% of



moisture content (98%, 98% and 89%, respectively). Seeds with
27.8% 25.5% and 24.5% of moisture content presented 51%, 71%
and 60% of germination respectively, differing (P<0.05%) from the
values obtained for seeds with 52%, 39,7% and 30.9%. In 41% of
the inoculated seeds, more than one seedling developed per seed. The
decrease in the percentages of germination is due to the intermediate
behavior of the seeds. The simplified protocol was adequate for the
germination of C. sinensis seeds.

Keywords: citrus, dehydration, germination.
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Introducao

Sementes de Citrus sinensis sao ricas em &acidos graxos insaturados,
como é&cido linoleico (36.6%), acido a-linoleico (25.3%), acido oleico
(17.8%), acido palmitico (9.7%) e acido esteérico (3.3%) (NUNES et
al., 2015). Tém longevidade moderada e comportamento intermedidrio
para fins de conservacao (ROHINI, 2017; GRAIVER et al., 2011).
Essas caracteristicas impedem sua conservacao em longo prazo,
adotando-se metodologia convencional de banco de germoplasma. Isto
porque sementes de comportamento intermedidrio sao tolerantes ao
dessecamento parcial, ou seja, a teores de dgua incompativeis com
exposicdo a temperaturas subzero (-18°C ou -20°C). Além disso,
nessas temperaturas ocorre mais prontamente a rancificacao de seus
acidos graxos insaturados, resultando em perda de viabilidade do
material.

Outra caracteristica das sementes de C. sinensis é que elas séo
poliembriénicas, isto €, produzem, além do embrido zigético, embrides
nucelares com formas e tamanhos variados, derivados de células
somaticas ou nucelares que compartilham a constituicao genética da
planta-mae (MENDES-DA-GLORIA et al., 2001; OCHOA et al., 2012).
A poliembrionia é um fator limitante em programas de melhoramento
genético de citros. Esse evento dificulta a sobrevivéncia da plantula
zigdtica devido a competicdo com aquelas nucelares e a identificacao
de individuos zigéticos em cruzamentos controlados (SOUZA et al.,
2013; SOARES FILHO et al., 2013). Os beneficios da poliembrionia
sdo a germinacdo de embriGes nucelares vigorosos, com a mesma
constituicdo genética da planta-mae e livres dos principais patégenos,
permitindo, assim, seu uso para a “renovacao clonal” de variedades
comerciais (DOMINGUES et al., 1998).

|ll

Um protocolo padrao para a germinacao de sementes de C. sinensis
in vitro foi proposto por Niedz (2008). O protocolo consistiu nas
seguintes etapas: a) remocdo da testa das sementes; b) imersao das
sementes em solucdo de hipoclorito de sédio (5,25% m/v de cloro
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ativo) por 30 min.; c) imersdao das sementes em agua por 24 h; d)
inoculacdo do material em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) solidificado com 8% de &gar; e e) incubacdo sob temperatura de
27°C, no escuro.

O Arranjo HLB - Solucdes inovadoras e integradas para a superacao
da doenca huanglongbing (HLB, ex greening) dos citros, da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudaria, tem como um dos projetos
constituintes Desenvolvimento de metodologias para criopreservacao
e crioterapia de Citrus sinensis, Citrus reticulata e Poncirus trifoliata
(03.13.03.004.00.00). O objetivo geral do projeto é desenvolver e/
ou adaptar metodologias de criopreservacao para germoplasma sadio e
de matrizes elite de citros e de crioterapia para material infectado por
HLB. Os objetivos especificos sao: desenvolver e adaptar protocolos
de crioterapia para material infectado por HLB de diferentes espécies
de citros coletadas em pomares no estado de Sao Paulo; estabelecer
colecbes de germoplasma de espécies de citros em criogenia no Banco
Genético da Embrapa, para viabilizar a conservacdao em longo prazo
destas espécies; estabelecer uma rede de cooperacao técnica no tema
criopreservacao de germoplasma de espécies de citros; e desenvolver
ou adaptar protocolos de criopreservacao para sementes, gemas
laterais e apices caulinares de C. sinensis, C. reticulata e P. trifoliata.

Nesse sentido, buscou-se estabelecer um protocolo menos laborioso
do que o proposto por Niedz (2008) para a germinacao in vitro de
sementes de C. sinensis com distintos teores de agua, tanto para
avaliacdo do material quanto para a formacao de estoque de plantulas
in vitro a ser utilizado em atividades propostas no projeto.

Material e Métodos

Obtencao e dessecacdo das sementes

Frutos de C. sinensis, coletados de arvores em crescimento no
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campo experimental da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, DF, foram lavados com detergente e mantidos em solucao
de hipoclorito (2,3 - 2,5% de cloro ativo) por 15 min. Em seguida,

os frutos foram enxaguados e as sementes removidas manualmente

e colocadas em recipiente contendo solucdo de detergente (5 mL

de detergente em 100 mL de agua), friccionadas levemente com as
maos para a remocao da goma, seguindo-se com enxagues até a total
remocao do detergente.

A dessecacdo das sementes foi feita em condicdes assépticas,
utilizando-se o ar de cabine de fluxo laminar por O (controle), 3, 9, 12,
14 e 16 h. Apbs cada periodo de secagem, determinou-se o teor de
agua do material com trés repeticdes de 10 sementes pelo método de
estufa 103+2°C/24 h (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos
em percentuais com base no peso fresco.

Descontaminacao e protocolo de germinacéo in vitro

As sementes foram imersas em solucao de detergente e mantidas sob
agitacao (80 rpm) por 10 min., seguindo-se com trés enxagues com
agua destilada esterilizada, em cabine de fluxo laminar. As sementes
foram imersas em solucdo de hipoclorito (2,3 - 2,5% de cloro ativo),
mantidas sob agitacao (80 rpm) por 5 min. Apds esse periodo, as
sementes foram enxaguadas trés vezes com agua destilada esterilizada,
em condicOes assépticas de cabine de fluxo laminar. Antes da
inoculacdo, as sementes foram imersas em dgua sob agitacao (80 rpm)
por 1 h.

A germinacao in vitro foi conduzida com trés repeticoes de 15
sementes, utilizando-se o meio de cultura WPM - Wood Plant Medium
- (LLOYD, MCCOWN, 1981) suplementado com 3% de carvao ativado
e solidificado com 6% de agar. Os tubos de ensaio foram mantidos
em camara de crescimento sob temperatura de 25 +2°C, fotoperiodo
de 12 h luz, com intensidade luminosa de 30 ymol/m?/s, fornecida por
lampadas fluorescentes brancas e 12 h no escuro.

11
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Para os procedimentos feitos sob agitacao, foi utilizada mesa agitadora
orbital de bancada, Modelo NT 145, Marca Nova Técnica.

Analise estatistica

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com

trés repeticbes de 15 sementes por teor de dgua. Os resultados

de germinacdo foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA),
seguindo-se com comparacao das médias pelo teste de Boferroni
(P>0,05). O programa utilizado para a anélise estatistica foi GraphPad
Prism (@2017 Graph Pad Software Inc.).

Resultados e Discussao

O melhor ajuste da curva de dessecacao das sementes de C. sinensis
foi obtido pela equacédo polinomial ndo linear de terceira ordem
(Figura 1). As sementes com teor de dgua inicial de 52% atingiram os
seguintes teores de agua por periodo de desidratacdo: 39,7% (3 h),
30,9% (9 h), 27,8% (12 h), 25,5% (14 h) e 24,5% (16 h) (Figura 1).

Sementes de comportamento intermedidrio, como as das espécies do
género Citrus, toleram dessecacdo parcial, sendo que a desidratacao
nao prolonga sua viabilidade (GRAIVER et al., 2012). Ao contrério,

a retirada de dgua das sementes reflete negativamente sobre sua
germinabilidade, conforme observado na Figura 2.

O controle e as sementes com 39,7% de umidade atingiram 98% de
germinacdo. Com teor de dgua de 30,9%, o percentual de germinacéao
foi de 89%, porém sem diferir estatisticamente (P<0,05%) dos
valores anteriores (Figuras 1 e 2). As sementes desidratadas por 12

h (27,8% de umidade) apresentaram 51% de germinacao, valor este
que diferiu estatisticamente (P<0,05%) dos obtidos para sementes
com teores de dgua de 52%, 39,7% e 30,9%. Sementes dessecadas
a 25,5% e 24,5% de umidade obtiveram 71% e 60% de germinacao,
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respectivamente. Estatisticamente diferiram das sementes com 52%
e 39,7% de umidade (Figura 2). A contaminacédo por fungos ou
bactérias foi mais pronunciada em sementes expostas aos periodos de
desidratacdo mais longos (Figura 3A, B, C e D).

Y= 51,75 + (-4,808)T+ 0,3625T%+ (-0,01063)T°
r’=0,9966  S,,=0,9840

teor de agua (%)
w B
¢ 9

)
<

-—
<

0 5 10 15 20
periodo de desidratagao (h)

Figura 1. Curva de desidratacdo de sementes de Citrus sinensis L. Osbeck var. pera.

Na Tabela 1 estdo descritas as etapas do protocolo Niedz (2008)

e do adotado neste trabalho. As etapas foram as mesmas em

ambos os protocolos, quais sejam, beneficiamento das sementes,
descontaminacao, pré-tratamento, meio de cultura e condicdes de
germinacao. As variacOes entre os protocolos consistiram na execucao

das etapas e no tempo de exposicao as solucdes desinfetantes e a
embebicao.

O processo germinativo ocorreu sem a remocéo da testa das
sementes, conforme proposto no protocolo desenvolvido por Niedz
(2008). A remocao da testa, além de ser uma atividade laboriosa,
pode causar injdrias aos embrides, comprometendo sua germinacao

13
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e seu desenvolvimento. A friccao manual das sementes em solucéao
de detergente permitiu a rdpida remocao da goma que envolve a

semente sem causar danos, o que contribuiu para o bom desempenho
germinativo.

120+

100+

=
=

— |

804

&o (%)

germinacao

I
T

20+

O T T T T
52 39.7 30.9 27.8 255 245

teor de agua (%)

Figura 2. Percentuais de germinacao de sementes de Citrus sinensis L. Osbeck var. pera

com distintos teores de agua.

A descontaminacao por meio da imersao das sementes em solucao de
detergente, mantendo-as sob agitacao por 10 min., seguida de imersao
hipoclorito, igualmente mantendo-as sob agitacdo por 5 min., foi eficaz
para sementes com teores de d4gua = 27,8%. Observou-se que a maior
incidéncia de fungos e bactérias coincidiu com os teores de dgua das
sementes < 27,8%. As sementes de C. sinensis tém comportamento
intermediario, portanto toleram apenas a parcial perda de agua
(NORMAH et al., 2013).
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A pré-embebicao sob agitacdo é um tratamento que melhora o
desempenho fisiolégico de sementes, por facilitar a absorcao uniforme
de dgua e remover compostos inibidores da germinacao, conforme
observado em sementes de café pré-embebidas em agua sob agitacao
por 12 h (ROSA et al., 2017). A pré-embebicdo das sementes de C.
sinensis em agua sob agitacdo (80 rpm) por 1 h foi eficiente para
promover a germinacao tanto quanto a pré-embebicao por 24 h,
conforme protocolo proposto por Niedz (2008).

Tabela 1. Protocolos de Niedz (2008) e simplificado para a germinacéo in vitro
de sementes de Citrus sinensis L. Osbeck var. pera.

Beneficiamento das sementes
Remocéo da testa das sementes Remocédo da goma da semente

Descontaminacao

Imersao de sementes em hipoclorito de Imersdo de sementes em solugcdo de
sédio (5,25% m/v de cloro ativo) por 30 detergente, agitacdo por 10 min., seguida
minutos de imersdo em hipoclorito (2,3 - 2,5% de

cloro ativo), agitacdo por 5 minutos
Pré-embebicéao

Imersdo das sementes em agua por 24 h Imersdo das sementes em dgua em agitacao
por 1 h

Meio de cultura
MS + 8% de &agar WPM + 3% de carvdo + 6% de agar
Condicoes de germinacédo
Temperatura de incubacéo 27°C, no Temperatura de incubacdo de 25+ 2°C,

escuro fotoperiodo de 12 h luz / 12 h escuro

O meio de cultura WPM tem sido utilizado para a multiplicacao e

a regeneracao de varias espécies arbdreas e arbustivas, como, por
exemplo, Genipa americana L (SANTOS; SALOMAO, 2016), Eucaliptus
globulus Labill (CORDEIRO, 2013), Prunus sp. (RADMANN et al., 2009)

15
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e Coffea arabica L. cv. Rubi (REZENDE et al., 2008). Para sementes
de C. sinensis, o meio de cultura WPM, assim como as condicdes
de incubacéao (temperatura de 25+ 2°C, fotoperiodo de 12 h luz/12
h escuro), favoreceram tanto o desempenho germinativo quanto o
desenvolvimento das plantulas (Figura 2 e Tabela 2).

Fotos: Antonieta Nassif Salomé&o

Figura 3. Sementes de Citrus sinensis L. Osbeck var. pera contaminadas por fungos (A e
B) ou bactérias (C e D).
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Em C. sinensis é comum a semente possuir mais embridoes nucelares
do que a totalidade de plantulas desenvolvidas pela semente (MENDES-
DA-GLORIA, et al., 2001). Em 110 sementes de C. sinensis, das

270 germinadas in vitro, ocorreu desenvolvimento de mais de uma
plantula (Tabela 2 e Figura 4). O desenvolvimento de duas plantulas
por semente foi o mais frequente, apresentando os maiores percentuais
de sementes poliembrionicas de 25% a 43% (Tabela 2). A ocorréncia
de trés plantulas por sementes variou de 4% a 28%, e de quatro por
sementes a variacao foi de 5% a 8%. O desenvolvimento de cinco
plantulas foi observado em apenas uma semente. Tais resultados estao
de acordo com relatos na literatura, em que a maioria das variedades
de C. sinensis possui de 2 a 4 embrides por semente (DOMINGUES et
al., 1998).

Tabela 2. Percentuais de sementes poliembriénicas em sementes de Citrus
sinensis L. Osbeck var. pera.

(%) 2 plantulas 3 plantulas 4 plantulas 5 plantulas
52 36 18 0 0

39.7 38 9 7 6]

30.9 25 5 5 &
27.8 43 4 8 0

25.5 34 28 6 (6]

24.5 37 7 0 0

Conclusdes

Para o protocolo de germinacdo de sementes de C. sinensis in vitro,
propdOe-se que seja feita a remocao da goma das sementes por friccao
em presenca de solucdo de detergente. A descontaminacao deve
constar de imersao das sementes em solucao de detergente, seguindo-
se com imersao em hipoclorito com concentracao de cloro ativo <
2,5%, sob agitacao. O pré-tratamento de embebicdo das sementes
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por 1 h, sob agitacdao (80 rpm), o meio de cultura WPM acrescido de

carvao ativado e as condicdes de incubacdo do material (temperatura

de 25+ 2°C, de 12 h luz/12 h escuro) foram adequados a germinacéao
e ao desenvolvimento das plantulas de C. sinensis.

Em 41% das sementes de C. sinensis, houve desenvolvimento de
mais de uma plantula a partir de embrides nucelares. Esse material
excedente tem utilizacao em testes preliminares de desenvolvimento
e/ou adaptacao de protocolos de criopreservacao de estruturas
vegetativas, conforme proposto no Projeto: Desenvolvimento de
metodologias para criopreservacao e crioterapia de C. sinensis, C.
reticulata e P. trifoliata.

Fotos: Antonieta Nassif Saloméo

Figura 4. Poliembrionia em sementes de Citrus sinensis L. Osbeck var. pera germinadas in

vitro: (A) duas plantulas; (B) trés plantulas; (C) quatro plantulas; e (D) cinco plantulas.
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