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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo para a limpeza de virus
através da micropropagacgao, visando o desenvolvimento de condigdes de cultivo in
vitro para a regeneragao de plantas de citros a partir de apices caulinares. Explantes
de diferentes tamanhos e gendtipos de citros foram cultivados em meio de cultura
WPM com variadas constituicbes dos fitorreguladores ANA, BAP e GAs; Foram
avaliadas a taxa de sobrevivéncia e o desenvolvimento dos apices nos diversos
tratamentos. Os meios suplementados com os reguladores vegetais ANA e BAP
proporcionaram melhor desenvolvimento dos apices, sendo o citrange ‘Carrizo’ o
genotipo que apresentou melhor resposta. A presengca do GAs; n&o influenciou no
processo de desenvolvimento dos explantes. O fitorregulador BAP demonstrou-se
essencial no desenvolvimento in vitro de apices caulinares do lim&o ‘Rugoso Mazoe’.
Os meios suplementados com fitorreguladores vegetais proporcionaram melhor
resposta organogénica para todos os gendtipos. Apesar de sua importancia na
promog¢ao da limpeza clonal, os &apices caulinares menores encontram maior

dificuldade na regeneragao.

PALAVRAS-CHAVES: Patdégenos sistémicos. Cultura de apices. Regeneracgao.

Condicdes de cultivo. Citrus spp.



ABSTRACT

The aim of this research was establish a protocol to cleaning of virus through
micropropagation, looking for the development of cultive conditions in vitro for
regeneration of citrus plants from shoot apices. Explants of different sizes and
genotypes of citrus were cultived on medium culture WPM with different constitutions
of growth regulators ANA, BAP and GAj;. We evaluated the survival rate and the
development of the apices in different treatments.The medium supplemented with
growth plant regulators ANA and BAP provided better development of the shoot tips,
and the “Carrizo” citrange genotype were that showed the best response. The
presence of GA; did not affect the development process of the explants. The
phytoregulator BAP demonstrated to be essential in the development of in vitro
Lemon 'Rough Mazoe'. Despite its importance in promoting clonal cleaning, the shoot
apices smallers have a greater difficulty in regeneration. Others experiments are
needed to continue the creation of a protocol, taking into consideration the size of the

explants and cleaning clonal in citrus.

KAY-WORD: Systemics pathogens. Culture of shoot apices. Regenerations.

Conditions of cultivation. Citrus spp.
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1 INTRODUGAO

A citricultura brasileira ha décadas vem ocupando posicdo de destaque no
ramo da produgdo mundial de citros e o Pais recebe com essa cultura grande
contribuicdo econémica e geracdo de empregos diretos e indiretos. O Brasil possui
50% da producdo mundial de suco de laranja, exportando 98% do que produz e
consegue incriveis 85% de participagdo no mercado mundial (NEVES et al., 2010).
De acordo com dados do IBGE-INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E
ESTATISTICA (2012), o Estado de S&o Paulo é o maior produtor do Pais com 76,3%
da produgao nacional, tendo também grande relevancia na citricultura brasileira os
estados da Bahia, Sergipe, Rio Grande do Sul e Parana.

Apesar da posi¢cao de destaque na citricultura, diversas doengas sistémicas
podem afetar a produgao de citros no Brasil, como a tristeza dos citros, a clorose
variegada, a morte subita, o greening, entre outras patologias, que podem acasionar
danos a cultura e acarretar em prezuizos ao setor citricola. Neves et al. (2010)
relatam que a mortalidade de arvores citricas decorrente de pragas e doencgas € de
7,5%, levando a perdas de quase 80 milhdes de caixas por ano, sendo, mais
recentemente uma das preocupagdes mais sérias do setor o greening, que avanga
com grande rapidez.

Para Grosser et al. (1996), a introdugdo de técnicas biotecnolégicas como
cultura de células e tecidos, genética molecular, fusdo de protoplastos,
transformacao genética, entre outras, pode melhorar os problemas associados ao
melhoramento das espécies citricas, permitindo a obtencdo e utilizacdo das
variedades disponiveis.

A cultura de tecidos vegetais vem sendo constantemente utilizada como
auxilio em programas de melhoramento genético. A regeneracédo de plantas pela
organogénese direta ou indireta constitui uma alternativa para elevar a produgéo de
mudas livres de virus em laboratério. A técnica da cultura de apices caulinares, que
consiste na introducdo de uma pequena por¢cdo meristematica apical em um meio
nutritivo, vem sendo bastante utilizada na obtencao de plantas livres de doengas. Os
meristemas apicais tém a capacidade genética e fisiologica de manter a diviséo e
diferenciagdo celular, gerando novos tecidos e 6&rgdos e, consequentemente
formando individuos completos com as mesmas caracteristicas (GEORGE et al.,

2008). Nessas células, por serem indiferenciadas, ha poucas possibilidades da
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presenca de patdgenos, todavia € necessario que este apice caulinar seja
suficientemente pequeno, ou seja, tendo entre 0,2 e 0,5 mm para que isso ocorra.

Porém, quando se trata de espécies frutiferas e esséncias florestais, a cultura
de apices caulinares apresenta limitagdes, uma vez que, ao serem colocados
diretamente no meio de cultura ndo regeneram uma planta completa, havendo
geralmente, morte ou oxidacdo do explante, que, ainda pode permanecer viavel,
todavia sem desenvolvimento de parte aérea e raizes. Como alternativa para
solucionar o problema surgiu a técnica da microenxertia, que no geral é utilizada
para plantas lenhosas na recuperagao de plantas livres de virus (NAVARRO et al.,
1975).

Na ultima década, muitos trabalhos tém sido realizados com éxito no
desenvolvimento de protocolos para os diversos métodos da cultura de tecidos em
citros. Mas, varios impasses sao ainda encontrados na micropropagacao de plantas
citricas a partir da cultura de apices caulinares.

Por outro lado, Silva et al. (2005) relatam ainda a cerca da influéncia de varios
fatores para o sucesso de qualquer via de regeneracéo in vitro, como: genatipo, tipo,
idade e tamanho dos explantes, composi¢cdo dos meios de cultura, condi¢cbes de
cultivo e tipos e dosagens de reguladores vegetais adicionados ao meio, os quais
tém-se destacado como os principais controladores da morfogénese in vitro.

A micropropagacgao através da cultura de apices caulinares e gemas axilares
permite a obtengdo de um grande numero de plantas geneticamente iguais em curto
espaco de tempo, desde que sejam fornecidas condi¢des ideais, principalmente no
que diz respeito ao meio de cultura (PASQUAL e ANDO, 1989).

Meios contendo 0,05 a 1,0 mg.I" de BAP tém sido utilizados com bons
resultados para o cultivo de apices caulinares de varias espécies herbaceas e
lenhosas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Os mesmos relatam ainda a
utilizacdo em menor frequéncia e concentragdes mais baixas de auxinas e
giberelinas na regeneracdo de meristemas, uma vez que altas concentragdes de

auxinas estimulam a formacao de calos.
2 JUSTIFICATIVA

A citricultura compreende um dos setores mais competitivos e de grande

potencial econdmico do agronegdcio brasileiro, e ha décadas vem contribuindo com
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o desenvolvimento do Pais tanto na geracdo de empregos como de renda. Sem o
agronegocio, a balanga comercial brasileira passaria de um superavit de US$ 24,6
bilhdes para um déficit de U$ 30 bilhdes, o que comprometeria a estabilidade
econdmica e o real. A cultura de citros assume nesse sentido grande importancia,
principalmente por adquirir poucos insumos para sua exportacao, diferente do que
ocorre para outros produtos. A citricultura gera, entre empregos diretos e indiretos,
cerca de 230 mil posi¢des, e uma massa salarial anual de R$ 676 milhdes (NEVES
et al., 2010).

De acordo com Koller (2001), as frutas citricas ultrapassam o volume de
consumo anual per capita, comparativamente a banana, situando-se mais distante,
em terceiro lugar, a maga. Porém, apesar da posigcdo de lideranga, diversas
ameacas de origem fitossanitaria e dificuldades na propagacéo afetam a cultura de
citros e acarretam em prejuizos no setor citricola.

Condi¢des de desenvolvimento da planta matriz, tipo e tamanho de explante,
estiolamento, quebra da dominancia apical, influéncia sazonal, termoterapia,
eletroterapia, quimioterapia, meios e condi¢cdes de cultura sdo os principais fatores
que podem contribuir na recuperagao de plantas livres de virus, segundo Torres et
al. (1998b).

Com os adventos tecnologicos na citricultura e as exigéncias referentes a
producdo de mudas de qualidade genética e fitossanitarias, a tendéncia € de
aumentar o numero de produtores em busca da adogdo dessas melhorias para
aumento da producdo. A qualidade genética e sanitaria da muda é considerada
caracteristica de fundamental importédncia para o sucesso da implantagdo de um
pomar comercial, uma vez que a fruticultura moderna esta baseada em pomares
produtivos e o sucesso do empreendimento depende também da utilizacdo de
mudas de qualidade (FACHINELLO, 2000).

As leis de numeros 10.711 (05/08/2003) e 5.153 (23/07/2004) e respectivas
atualizacdes, instituem e regulamentam o RENASEM (Registro Nacional de
Sementes e Mudas), submetem e atribuem aos produtores de sementes, mudas e
materiais de multiplicacdo (sementes, enxertos, estacas etc.) a varias exigéncias e
responsabilidades quanto ao registro em si e, principalmente, quanto a
responsabilidade sobre a qualidade genética e sanitaria.

Almeida e Passos (2011) relatam ainda que atencéo especial deve ser dada

aos problemas fitossanitarios que atingem a citricultura, pois estes podem pressionar
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o custo médio unitario de producédo, aumentando o custo variavel com a compra e
aplicacao de defensivos e reduzindo a produtividade do pomar.

Os problemas fitossanitarios e as barreiras impostas pela biologia reprodutiva
dos citros sao fatores que dificultam seu melhoramento pelo método convencional.
Diante dessa situagao, se evidencia a grande importancia do desenvolvimento dos
programas de melhoramento genético para a obtencdo de variedades que
apresentem tolerancia a pragas e doengas para um bom desempenho da citricultura
em direcdo a uma melhora na qualidade dos frutos, aumento na produtividade e
diminuicdo no custo de produgédo. E, nesse contexto, como afirmam Machado et al.
(2005), as técnicas biotecnlégicas podem colaborar efetivamente, como de fato ja
esta ocorrendo com o ganho ou potencializagdo de caracteristicas das plantas.

Nos citros, a técnica de cultura de tecidos utilizada na propagacédo das
plantas, em virtude de ndo haver um sistema mais eficiente para a eliminacao de
virus em materiais infectados, € a microenxertia, que, porém, consiste de um
procedimento complexo e de baixo rendimento. Sendo assim, a utilizagado da técnica
de apices caulinares, considerando-se condi¢cdes de cultivo, como concentracdes de
reguladores vegetais e tamanho de explantes, podem fornecer melhores condigbes

para o desenvolvimento de plantas micropropagadas de citros.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Citricultura brasileira

A citricultura brasileira tem histérico exemplar. Desde seu inicio foi
responsavel pela geracdo de mais de US$ 50 bilhdes em divisas para o Pais e
sempre se caracterizou pela lideranga mundial, tanto em participagdo de mercado
como em inovagoes, logistica e posicionamento (NEVES e JANK, 2006).

De origem asiatica, a laranja foi introduzida no Brasil durante o periodo inicial
da colonizagéo pelos jesuitas portugueses por volta do ano 1530 nos estados da
Bahia e de S&o Paulo, onde permaneceu por mais de quatro séculos sem instituir
uma atividade econdmica. O obijetivo inicial da introdugdo dessa planta citrica era de
criar um estoque de vitamina C, para utilizacdo como antidoto do escorbuto, mas
esta apresentou adaptacdes climaticas bastantes favoraveis, o que contribuiu com o
desenvolvimento da cultura (NEVES e JANK, 2006).
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A citricultura destacou-se em varios estados, porém, foi a partir da década de
1920 que se instituiu o primeiro nucleo citricola nacional nos contornos de Nova
Iguagu no Estado do Rio de Janeiro (NEVES et al., 2010). A partir dai se iniciou as
exportacdes de laranja para os paises europeus e a cultura foi se expandindo no
Brasil, alcangando posicao de destaque que dura até os dias atuais.

No final da década de 1930 foram identificados os primeiros casos da tristeza
dos citros, doenca que acabou em poucos anos com todas as plantas enxertadas
sobre a laranjeira azeda, unico porta-enxerto em uso na época. Almeida e Passos
(2011) relatam que ainda hoje a monocitricultura e a falta de uma eficiente barreira
que possa evitar a rapida proliferagdo de pragas e doengas nos principais pomares
de laranja do Pais expdem a citricultura brasileira a uma situag&o de vulnerabilidade
e de alto custo de manutengéo.

Na década de 1960 foi estabelecido um “Registro de Plantas Matrizes de
Citros” e passou a ser obrigatério aos viveiristas usarem somente gemas
provenientes das matrizes registradas, garantindo assim a sanidade das mudas
(NEVES e JANK, 2006).

Mudangas atuais tém ocorrido na citricultura brasileira, proporcionando o
aumento da produgao no Pais, principalmente nos estados de Sdo Paulo e Minas
Gerais. Estas mudancgas referem-se a alteragbes nos padrbes tecnolégicos como o
aumento da densidade de arvores por hectare, correspondendo hoje a mais de trés
vezes a densidade de plantio utilizada ha trés décadas, e a utilizagdo de mudas de

boa qualidade genética e fitossanitaria.

3.2Cultura de tecidos

A cultura de tecidos vem sendo bastante utilizada em programas de
melhoramento genético de plantas. Ela consiste em um conjunto de técnicas que
permitem o cultivo in vitro e sob condi¢gdes assépticas de um explante, em um meio
de cultura, e em condi¢cdes adequadas de temperatura e luminosidade.

Haberlandt, em 1902, tentou o cultivo, sem éxito, de células de tecidos
somaticos de varias espécies de plantas em solucdo nutritiva, e, dois anos mais
tarde, Hanning, em 1904, alcangou plantas viaveis de embrides maduros de duas
cruciferas. Mas somente a partir do século 20 € que as evolugdes na cultura de

tecidos de plantas aconteceram. (Torres et al., 1998a)
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As principais vantagens oferecidas pela cultura de tecidos na propagacgao
vegetal sdo: a) pequeno numero de explantes pode ser utilizado para regenerar
milhares de plantas; b) gendtipos idénticos a planta matriz sdo produzidos; c) curto
espaco de tempo requerido para produ¢do de grandes quantidades de mudas; d)
espaco fisico minimo em comparagao aos métodos convencionais de propagacgao; e
e) eliminacao de contaminantes (SOUZA et al., 2006).

A cultura de tecidos vegetais tem grande importancia também para a
conservagao de bancos de germoplasma, ja que permite manter um grande numero
de plantas em um espaco pequeno, reduzindo perdas genéticas e custos
(FIGUEIREDO e TAKITA, 2004).

Ultimamente varios estudos tém utilizado plantas cultivadas in vitro para
fornecimento de explantes, como observado em trabalho desenvolvido por Silva et
al. (2010). Esses estudos direcionam para o desenvolvimento de condigdes
adequadas ao cultivo dos explantes, e varios deles ja apontam para a importancia

de alguns fatores, como a presenga do fitorregulador BAP.

3.3Cultura de apices caulinares

O meristema caulinar consiste de células indiferenciadas e com grande
capacidade de formagdo de tecidos e oOrgdos. Essa formacdo depende
exclusivamente da manutengdo e do direcionamento adequado de um grupo de
células indiferenciadas para a constituicdo de 6rgaos. Trata-se do tecido situado
distal ao mais novo primérdio foliar e, de acordo com Torres et al. (1998b), seu
tamanho nado deve exceder 0,1 mm, diferente do apice caulinar que consiste do
meristema apical com primordios foliares subjacentes e tamanho variavel de 0,3 a 20
mm ou mais.

A cultura de éapices caulinares € uma estratégia bastante utilizada para o
desenvolvimento de estoques de plantas matrizes livres de virus. O tamanho do
apice é dependente do objetivo da micropropagacéo. Ele constitui um fator de
fundamental importancia na aquisicdo de material livre de patdégenos, sendo que
quanto maior o tamanho maior o nivel de diferenciagdo celular e,
consequentemente, menor a possibilidade de limpeza sistémica. No caso da
recuperacao de plantas isentas de doencgas, deve-se procurar o tamanho de
explante ideal que esteja livre de microorganismos e que ao mesmo tempo, consiga
se estabelecer e crescer, uma vez isolado (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).
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Os meristemas apicais tém a capacidade genética e fisiolégica de manter a
divisdo e diferenciacao celulares, gerando novos tecidos, 6rgdos e formando
individuos completos com as mesmas caracteristicas. Os apices caulinares, gemas
axilares e meristemas isolados sdo os explantes mais indicados na propagacgéo
clonal in vitro (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

3.4Microenxertia

A microenxertia consiste em uma variagado da técnica de apices caulinares.
Esta foi descrita pela primeira vez por Murashige et al. (1972), restaurando plantas
de citros livres de virus, e depois de aperfeicoada passou a ser aplicada a outras
especies.

Essa técnica consiste em microenxertar, em condi¢gdes asseépticas, um apice
caulinar contendo de dois a trés primérdios foliares, retirado de uma planta matriz,
sobre um porta-enxerto originado de sementes germinadas in vitro em meio de
cultura MS (MURASHIGE e SKOOG,1962).

A microenxertia € uma técnica particularmente adequada para limpeza clonal
de espécies lenhosas, quando houver exigéncia da manutencao de caracteristicas
adultas e problemas de regeneracdo de meristemas no meio de cultura
(FIGUEIREDO e TAKITA, 2004). Esta técnica vem sendo utilizada ha décadas em
frutiferas e esséncias florestais, visando a obtencao de plantas livres de virus, uma
vez que essas plantas lenhosas apresentam dificuldades para regeneragéao a partir
de apices caulinares cultivados diretamente no meio nutritivo.

Dessa forma, essa técnica permite a obtencdo de mudas sadias, livres de
doencgas sistémicas transmissiveis normalmente pela enxertia convencional, uma
vez que as espécies citricas sdo obtidas assexuadamente por esta via, o que as
tornam suscetiveis a patdégenos. E, de acordo com Fisher (1993), a microenxertia
adquire ampla importancia em face da auséncia de um processo eficiente de
controle de doencas, quando as plantas estéo instaladas no pomar.

Apesar da sua eficiéncia na eliminagcao de patdégenos, a microenxertia se

constitui em uma técnica complexa, meticulosa e de baixo rendimento.
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3.5Meios de cultura

De acordo com Caldas et al. (1998), os meios nutritivos utilizados na cultura de
células, tecidos e 6rgdos de plantas fornecem as substancias essenciais para o
crescimento, controlando em grande parte o padrdo de desenvolvimento in vitro.
Dessa forma, os mesmos processos funcionais que ocorrem naturalmente nas
plantas sdo proporcionados as células cultivadas in vitro, no que se refere as
exigéncias de nutrientes minerais, uma vez que nessas condi¢des ocorre a
inativagao de alguns processos como o da fotossintese.

No desenvolvimento dos meios nutritivos para a cultura de tecidos de plantas,
houve desde o inicio uma busca por meios definidos, de composi¢cédo conhecida e
controlada (CALDAS et al., 1998). Os meios nutritivos sdo compostos basicamente
por agua, macronutrientes, micronutrientes, carboidratos, vitaminas, mio-inositol e
um agente gelificante.

A agua é o componente utilizado em maior quantidade. Deve ser destilada e
deionizada, por se tratar de uma fonte de impurezas que pode influenciar no
desenvolvimento do explante (CALDAS et al., 1998).

Os macronutrientes sdo os elementos minerais exigidos em maiores
quantidades para o desenvolvimento da planta e sdo geralmente adicionados ao
meio na forma de sais inorganicos. Os micronutrientes s&o utilizados em menor
quantidade no meio e sdo considerados essenciais para plantas
clorofiladas(CALDAS et al., 1998).

Nas plantas os carboidratos atuam, principalmente, como fonte de carbono e
energia, agentes osmoticos e protetores contra estresse (LIPAVSKA &
KONRADOVA, 2004). Nos meios de cultura, o carboidrato mais utilizado é a
sacarose.

As vitaminas sdo necessarias para o crescimento e desenvolvimento das
plantas. A tiamina, acido nicotinico e piridoxina formam uma combinacdo de
vitaminas que foram usadas em estudos iniciais com cultura de raizes e sé&o
empregadas até hoje como uma mistura basica no meio (CALDAS et al., 1998).

O mio-inositol € um componente usado em varios meios com efeito de
estimulador de crescimento e formagao de gemas. A dose mais utilizada nos meios
de cultura € de 100 mg/L (CALDAS et al., 1998).
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3.6 Fitorreguladores

A composicao e concentragdo de horménios no meio nutritivo séo fatores
determinantes no crescimento e padrdao de desenvolvimento na maioria dos
sistemas de cultura de tecidos (CALDAS et al. 1998). Alguns tecidos s&o capazes de
sintetizar as quantidades necessarias de nutrientes para o seu desenvolvimento in
vitro, outros ndo; neste caso, é necessaria a adigdo de fontes exdgenas.

De acordo com Silva et al. (2005) o crescimento ou desenvolvimento de
determinadas partes da planta pode sofrer influéncia também das concentragdes,
assim como das combinagbes entre os fitorrequladores . Estes s&o utilizados de
acordo com o objetivo do meio de cultura.

Os hormoénios vegetais empregados no cultivo in vitro sdo as auxinas, que
possuem respostas variadas entre suas diferentes classes, as citocininas, que
podem promover a formagdo de grande numero de brotos e altas taxas de
multiplicagdo, as giberelinas, que, todavia, ttém demostrado respostas em poucas
culturas in vitro, o acido abcisico, que € um inibidor do crescimento in vitro, € o
etileno, que tem influéncia no padrao de desenvolvimento das culturas (CALDAS et
al. 1998).

Cada hormonio tera efeito no processo de crescimento e desenvolvimento da
planta, sendo dependente da espécie vegetal utilizada, do tipo de explante em que é
aplicado, do estadio de desenvolvimento e do tecido da planta, da concentragao
hormonal utilizada, da interagao entre esses, além de fatores ambientais podendo,
assim, diferentes explantes referentes a uma mesma planta responderem de forma
diferenciada ao horménio utilizado (TOMBOLATO & COSTA., 1998).

Estudos realizados em Citrus (SCHINOR, 2006) tém demonstrado indugbes de
repostas morfogenéticas com a presenca de BAP e regeneracdo de gemas a partir

da combinacao deste com baixos niveis de ANA.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de um protocolo para a limpeza de virus mediante a

regeneragao de plantas de citros a partir de explantes de apices caulinares.
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4.2 Objetivos especificos

= Avaliar diferentes concentragdes dos hormonios ANA, BAP e GA3z no meio WPM
para o desenvolvimento de apices caulinares dos genotipos limoeiro ‘Cravo’
clone comum, citrange ‘Carrizo’ e LCREEL (TR X LCR) 001;

» Determinar tamanhos ideais de explantes de apices caulinares do limoeiro
‘Rugoso Mazoe’ que favoregam seu desenvolvimento no meio de cultura;

= Eliminar a presencga de agentes de natureza viral em plantas de citros.

MATERIAL E METODOS

(3}

5.1 Cultivo de apices caulinares de diferentes gendétipos de citros em meio
WPM com composig¢oes variadas

No Laboratério de Cultura de Tecidos (LCT) da Embrapa Mandioca e
Fruticultura foram utilizados apices caulinares de plantas previamente cultivadas in
vitro (Figura 1) dos gendtipos limoeiro ‘Cravo’ clone comum, citrange ‘Carrizo’ e
LCREEL (TR X LCR) 001. Os apices caulinares foram excisados com 0,2 mm a 0,5
mm de tamanho em camara de fluxo laminar, com auxilio de microscopio
estereoscépio, em aumentos de 10 a 40X, utilizando um bisturi, (Figura 2), € na
sequéncia introduzidos rapidamente em tubos de ensaio de 14 mm x 100 mm,
contendo 2,5 mL do meio de cultura basico WPM (LLOYD e McCOWN, 1980). Em
seguida os apices caulinares foram incubados em condi¢des de temperatura de

27+1°C, intensidade luminosa de 30 pmol/m?%/s e fotoperiodo de 16 horas.
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Figura 1. Plantas de citros Figura 2. Materiais usados em

previamente cultivadas in  vitro, camara de fluxo laminar no processo
ultiizadas para excisdo de apices de extracdo de apices caulinares de
caulinares. citros.

O experimento constou de trés tratamentos, sendo estes correspondentes aos
gendtipos limoeiro ‘Cravo’ clone comum, citrange ‘Carrizo’ e LCREEL (TR X LCR)
001, com 20 repeti¢cdes cada.

Passado o periodo de 75 dias, os apices caulinares foram avaliados quanto a
taxa de sobrevivéncia.

Apds avaliagao, os apices sobreviventes de cada gendtipo foram transferidos
para trés meios distintos, sendo esses: meio WPM sem reguladores de crescimento
(meio 1); meio WPM suplementado com doses de 0,01 mg/L de acido
naftalenoacético-ANA e 0,02 mg/L de benzilaminopurina-BAP (meio 2); e meio WPM
com 0,5 mg/L de ANA e de BAP e 0,25 mg/L de &cido giberélico-GA; (meio 3).
Todos os meios foram suplementados com sacarose (30 g/L), solidificados com agar
(7 g/L) e pH ajustado em 5,7 a 5,8. O delineamento experimental foi no esquema
fatorial de 3 x 3 (trés gendtipos e trés meios de cultura), com sete repetigdes, exceto
para o meio 1, o qual teve duas, quatro e cinco repeticbes para os gendtipos limoeiro
‘Cravo’ clone comum, citrange ‘Carrizo’ e LCREEL (TR X LCR) 001,
respectivamente.

Apos 90 dias, foi feita uma segunda avaliagdo dos apices quanto a

porcentagem de sobrevivéncia nos diferentes meios de cultura.
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5.2 Cultivo de diferentes tamanhos de apices caulinares de limoeiro ‘Rugoso
Mazoe’ em meio WPM suplementado com ANA e BAP

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos da Embrapa
Mandioca e Fruticultura. Foram utilizados como explantes segmentos de apices
caulinares de 1 mm ou 2 mm da variedade limoeiro ‘Rugoso Mazoe’ previamente
cultivado in vitro no meio de cultura WPM.

O meio de cultivo WPM foi acrescido de 30 g L™ de sacarose, dos reguladores
de crescimento ANA, nas concentra¢des de 0,0 mg/L ou 0,01 mg/L, e BAP, nos
niveis de 0,0 mg/L; 0,02 mg/L ou 0,04 mg/L, e gelificado com 7 g/L de agar, com pH
ajustado para 5,7-5,8 antes da autoclavagem.

Em camara de fluxo laminar foram extraidos os explantes apicais das plantas
de citros cultivadas in vitro (Figura 3), nos tamanhos de 1 mm e 2 mm, com o auxilio
de uma lupa, e, em seguida, inoculados nos diferentes meios de cultura (Figura 4).
Apods instalado o experimento, as plantas foram conservadas em sala de
crescimento com temperatura de 27 + 1 °C, densidade de fluxo de fétons de 30
pmol/m/s e fotoperiodo de 16 horas.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, no esquema fatorial
2 x 3 x 2 (duas concentragdes de ANA, trés concentragdes de BAP e dois tamanhos
de explantes), com 12 repeticbes. Foi realizada uma avaliagdo apos 85 dias de
desenvolvimento, observando-se as seguintes variaveis: altura de plantas (< 1 cm; >
1 cm), numero de apices vivos, numero de apices mortos/oxidados, numero de
folhas vivas e folhas mortas, presenga de raiz (< 1,0 cm; 1,0 cm- 2,0 cm; > 2,0 cm),
coloracéo da parte aérea e o peso da matéria fresca da planta. A analise estatistica
foi efetuada comparando-se as médias obtidas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%

de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico SAS (Sas Institute, 2004).
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Figura 3. Excisdo de apice caulinar Figura 4. Apices de citros inoculados
em camara de fluxo laminar com no meio de cultura.
auxilio de estereomicroscoépio.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Cultivo de apices caulinares de diferentes genétipos de citros em meio
WPM com composig¢oes variadas

No geral, os apices apresentaram pequeno desenvolvimento inicial, mas apos
determinado periodo o crescimento se manteve estavel. A taxa de sobrevivéncia
obtida entre os gendtipos variou de 80% a 95%, sendo que o maior indice foi obtido
com o gendtipo LCREEL (TR X LCR) 001, seguido do citrange ‘Carrizo’ e limoeiro
‘Cravo’ clone comum (Tabela 1), apresentando, portanto, este ultimo, maior nimero
de apices mortos (Figura 5). Esses dados apontam para uma resposta em nivel de
gendtipo, pois os apices apresentaram diferentes comportamentos no mesmo meio
de cultura. Isso evidencia o fato de que as condi¢gées para o desenvolvimento de
uma espécie pode variar entre os genotipos, como relatam Grattapaglia e Machado
(1998), uma vez que cada espécie ou clone apresenta caracteristicas unicas,
determinadas por fatores genéticos, as necessidades para o seu cultivo in vitro

também tendem a ser Unicas.
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Tabela 1. Taxa de sobrevivéncia de apices caulinares de citros em meio WPM em
fungdo do gendtipo.

Genétipos Taxa de Sobrevivéncia (%)
Citrange ‘Carrizo’ 90
LCREEL (TR X LCR) 001 95
Limoeiro ‘Cravo’ clone comum 80

P

Figura 5: Apice caulinar oxidado do limoeiro ‘Cravo’ clone comum.

Na segunda avaliagao, além do gendtipo levou-se em consideragdo o meio de
cultura. O hibrido LCREEL (TR X LCR) 001 apresentou uma taxa de sobrevivéncia
de 100% nos meios estudados (meios 1, 2 e 3). O citrange ‘Carrizo’ também mostrou
a taxa de sobrevivéncia de 100% nos apices cultivados nos meios 2 e 3, e de 75%
no meio de cultura 1. Este resultado difere do obtido para o limoeiro ‘Cravo’ clone
comum que teve taxas de sobrevivéncia entre 50% e 86%, sendo o menor valor
referente ao meio 1 (Tabela 2). Em experimentos com micropropagacgéo de macieira,
Santa Catarina et al. (2001) obtiveram 30% de crescimento in vitro de apices
meristematicos de 2 a 4 mm de tamanho cultivados no meio MS com
concentragdes de 4,4 uym de BAP, 2,5 um de AIB e 0,3 um de GAs.

O meio 2 e 3 proporcionaram melhores taxas de sobrevivéncia para o
citrange ‘Carrizo’. Com relagdo ao hibrido LCREEL (TR X LCR) 001, os diferentes
meios de culturas favoreceram 100 de sobrevivéncia dos apices caulinares. Para o

Limoeiro ‘Cravo’ clone comum o meio 3 foi o mais eficiente (Tabela 2)
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Tabela 2. Taxa de sobrevivéncia de apices caulinares de citros em fungdo do

genotipo e do meio de cultura.

Genétipos Meio Taxa de sobrevivéncia (%)

Citrange ‘Carrizo’ 1 75
Citrange ‘Carrizo’ 2 100
Citrange ‘Carrizo’ 3 100
LCREEL (TR X LCR) 001 1 100
LCREEL (TR X LCR) 001 2 100
LCREEL (TR X LCR) 001 3 100
Limoeiro ‘Cravo’ clone comum 1 50
Limoeiro ‘Cravo’ clone comum 2 57
Limoeiro ‘Cravo’ clone comum 3 86

Os meios de cultura 2 e 3 possibilitaram o desenvolvimento da parte aérea
para o citrange ‘Carrizo’ e LCREEL (TR X LCR) 001 (Figura 6B e 6C). Evidenciando

a influencia dos fitoreguladores no processo da organogénese para estes genoétipos.

Entretanto, o mesmo néo foi verificado para o Limoeiro ‘Cravo’ clone comum (Figura

6A). O que implica respostas diferenciadas entre genotipos da mesma espécie,

embora os meios suplementados com fitorreguladores tenham sido mais eficientes

comparados a testemunha.
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i ALl _'
Figura 6. Da esquerda para a direita, apices caulinares do limoeiro ‘Cravo’ clone

comum (A), citrange ‘Carrizo’ (B) e LCREEL (TR X LCR) 001 (C) nos meios 1, 2 e
3.

6.2 Cultivo de diferentes tamanhos de apices caulinares de limoeiro ‘Rugoso

Mazoe’ em meio WPM suplementado com ANA e BAP

Na Tabela 3 estdo apresentados os resumos da analise de variancia
referentes as variaveis numero de apices vivos, numero de folhas vivas e peso da
matéria fresca da planta (g), considerando o tamanho dos explantes (1 mm e 2 mm)
e a presenga de ANA e BAP nas concentragbes de 0,0 mg/L e 0,01 mg/L, e, 0,0
mg/L, 0,02 mg/L e 0,04 mg/L, respectivamente. Todas as variaveis apresentaram
valor do quadrado médio significativo a 1% apenas para o fator tamanho, enquanto a
matéria fresca da planta mostrou significancia para a interagdo entre tamanho de
apices e BAP a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey. Nenhuma dessas variaveis
foi influenciadas pelo fitorregulador ANA bem como pelas interagbes envolvendo o
mesmo. Cantagallo et al. (2005) também nao observaram influéncia do ANA na
micropropagacgao do citrumelo ‘Swingle’, assim como na sua interagdo com o BAP
em relacdo ao numero meédio de brotagdes. Por outro lado, esses autores
observaram influéncia significativa para as diferentes concentra¢cdes de BAP, sendo
que a auséncia desse regulador vegetal resultou em baixa producédo de brotos do

citrumelo ‘Swingle’.
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Tabela 3. Analise de varidncia dos apices do limoeiro ‘Rugoso Mazoe' quanto as
variaveis numero de apices vivos, numero de folhas vivas e peso da matéria fresca
da planta (g), considerando o tamanho dos apices e a presencga dos fitorreguladores
ANA e BAP.

FV GL QM
Numerode  Numero de Peso da
apices vivos folhas vivas matéria fresca
da planta (g)
TAM 1 3,2478 ** 193, 8843 ** 0,0100 **
ANA 1 0,1741 "™ 19,2448 ™ 0,0003 ™
BAP 2 0,4137 ™ 8,2019™ 0,0007 "
TAM*ANA 1 0,0924 " 3,0658™ 8,7618™
TAM*BAP 2 0,4529" 6,7552" 0,0007 *
ANA*BAP 2 0,2371" 13,0644 ™ 0,0000"™
TAM*ANA*BAP 2 0,2295" 6,4464 "™ 0,0001 "™
CV (%) 33,75 68,45 65,99
Média geral 1,1709 3,8119 0,0193

** Significativo a 1% pelo teste de Tukey
* significativo a 0,5 % pelo teste de Tukey

Nas variaveis numeros de apices vivos, numero de folhas vivas e peso da
matéria fresca da planta as maiores médias foram obtidas no cultivo de apices com 2
mm de tamanho (Tabela 4). Assim o fator tamanho dos apices teve relevante
influéncia nas respostas dos mesmos quanto a essas variaveis (Figura 7).
Grattapaglia e Machado (1998) afirmam que o tamanho do explante também
determina suas possibilidades de sobrevivéncia, j4 que os muito pequenos
frequentemente ndo conseguem crescer ou demoram bastante para iniciar o

crescimento.



28

Tabela 4. Médias do efeito do tamanho do explante sobre o niumero de apices vivos,
numero de folhas vivas e peso da matéria fresca da planta (g) do limoeiro ‘Rugoso
Mazoe’.

Tamanho do apice (mm) Média

Numero de apices vivos

1 1,0000 b
2 1,3333 a

Numero de folhas vivas

1 2,4912b
2 5,0666 a

Peso da matéria fresca da planta (g)

1 0,0098 b
2 0,0283 a

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Figura 7. Plantas regeneradas de apices do limoeiro ‘Rugoso Mazoe’ com 1 e 2 mm
de tamanho em meios sem a presenca de ANA e com BAP nas doses de 0,0 mg/L
(A); 0,02 mg/L (B)e 0,04 mg/L (C) e suplementados com 0,01 mg/L de ANA e com
BAP nas doses de 0,0 mg/L (D); 0,02 mg/L (E) e 0,04 mg/L (F).
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Para a variavel peso da matéria fresca da planta, houve significancia apenas
na interagao entre tamanho e BAP. Sendo esta interagdo observada somente para
0s apices cultivados com 2 mm e na presenga de BAP nas doses de 0,02 mg/L e
0,04 mg/L, as quais nao diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Para os apices de 1 mm nao houve interagdo do tamanho com o BAP
nem diferencgas estatisticas entre as doses utilizadas (Tabela 5).

Dessa forma, a presenca de BAP demostrou-se necessaria no
desenvolvimento dos explantes. Resultados semelhantes foram observados por
Silva et al. (2010), que obtiveram maiores médias de explantes responsivos de
laranjeira ‘Pera’ quando cultivados em meio de cultura contendo BAP. Respostas
similares também foram comprovadas por Schinor et al. (2006) e Bassan et al.
(2011), que detectaram ser essencial a presenga de BAP para o desenvolvimento de

gemas adventicias de Citrus sp.

Tabela 5. Médias das interacdes entre tamanho de apices e BAP sobre o peso da
matéria fresca da planta do limoeiro ‘Rugoso Mazoe’.

BAP (mg L)
Tamanho do apice 0.0 0.02 0.04
(mm) ’ ’ ’
1 0,0088 bA 0,0094 bA 0,0110 bA
2 0,0200 aB 0,0370 aA 0,0280 aAB

Médias seguidas pela mesma letra minuscula em cada coluna (BAP) ou maiuscula
em cada linha (Tamanho) nao diferem significativamente pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Foram observados melhores resultados para as variaveis altura da planta,
coloracao da parte aérea, presenca de raiz € numeros de apices mortos quando
utilizados explantes maiores (Tabela 6).

De modo geral, para essas variaveis nao foi possivel observar uma influéncia
significativa dos fitorreguladores ANA e BAP e nem da interagbes entre eles nas

doses empregadas.
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Tabela 6. Efeitos do tamanho do explante e das concentracbes de ANA e BAP sobre
as variaveis altura da planta (< 1 cm ou > 1 cm), coloracao da parte aérea (verde:V;
amarelada: A e verde amarelada: VA), presenga de raiz e numero de apices mortos
no limoeiro ‘Rugoso Mazoe’, levendo-se em consideragdo numero de plantas por
tratamento.

Tamanho ANA BAP Alturada Coloracdoda Presenca Numero

doapice (mgL") (mgL"') planta  parte aérea de raiz de
(mm) (cm) apices
<1 >1 V A VA mortos

1 0,0 0,0 7 1 4 0 4 2 2

1 0,0 0,02 8 1 0 4 5 0 1

1 0,0 0,04 0 0 1 2 7 2 0

1 0,01 0,0 10 0 4 1 5 0 0

1 0,01 0,02 9 1 5 1 4 2 0

1 0,01 0,04 M0 0 0 3 7 0 0

2 0,0 0,0 6 4 5 3 2 6 0

2 0,0 0,02 4 6 8 1 1 7 0

2 0,0 0,04 4 6 2 2 6 7 0

2 0,01 0,0 2 8 4 3 3 3 0

2 0,01 0,02 3 7 5 3 2 6 0

2 0,01 0,04 4 6 2 3 5 6 0

Considerando os resultados obtidos novos experimentos sdo necessarios
para dar continuidade a tentativa de estabelecer um protocolo para a regeneragao
completa de plantas de citros a partir de apices caulinares, conciliando tamanho e

limpeza clonal.

7 CONCLUSOES

Os meios suplementados com fitorreguladores vegetais proporcionaram

melhor resposta organogénica para todos os genotipos.
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O Limoeiro ‘Cravo’ clone comum apresentou menor resposta organogénica in
vitro comparado a Citrange ‘Carrizo’ e LCREEL (TR X LCR) 001

Os gendtipos citrange ‘Carrizo’ e LCREEL (TR X LCR) 001 apresentaram
respostas similares para o desenvolvimento dos apices caulinares.

Apesar de sua importancia na promocido da limpeza clonal, os apices

caulinares menores encontram maior dificuldade na regeneragao
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