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Resumo — Com objetivo de aumentar a eficicia da producgdo in vitro de mudas de citros livres de virus, avaliou-se o efeito da
composicao de diferentes meios de cultura sobre o desenvolvimento de meristemas de apices caulinares. Os meristemas foram
extraidos, desinfestados e inoculados em meio MS adicionado de diferentes combinac¢des e concentragdes de reguladores de
crescimento. A melhor interagdo gendtipo-meio de cultura foi considerada quando os meristemas obtiveram probabilidade de
desenvolvimento maior que 0,75. Os meios de cultura que promoveram melhor resposta tinham em sua composi¢do a presenca
de pelo menos dois (ANA e GA_; BAP e GA,; BAP e ANA) ou os trés reguladores de crescimento em baixas concentragbes. A
formacdo de calos a partir dos meristemas foi observada em todos os cultivares. A maior taxa de sobrevivéncia de meristemas
ocorreu nos meios de cultura com 0,5mg/Lde ANA e 0,25 e 0,50mg/Lde GA,. O cultivo direto de meristemas de citros ndo
mostrou ser promissor. Entretanto, estabeleceu-se uma sinalizacdo adequada no meio de cultura para induzir o inicio do
desenvolvimento da parte aérea e a diferenciacdo de calos nas células meristematicas.

Termos para indexag¢ao: Micropropagacao, limpeza clonal, citros, organogénese direta.
Clonal propagation of Citrus sp. cultivars using direct cultivation of in vitro meristems

Abstract — In order to increase the effectiveness of in vitro production of virus-free citrus seedlings, we assessed the effect of
composition of different culture media on the development of shoot Apex meristem. The meristem were extracted, disinfected
and inoculated in MS medium added with different combinations and concentrations of growth regulators. The best genotype-
culture medium interaction was considered when the meristem obtained probability of developing greater than 0.75. The
media culture that promoted best response had in its composition the presence of at least two (ANA and GA3; BAP and GA3;
BAP and ANA) or the three growth regulators at low concentrations. Callus formation from the meristem was observed in
all cultivars. The highest survival rate of meristem occurred in culture media with 0.5mg/L of ANA and 0.25 and 0.50mg/L of
GA3. Direct cultivation of citrus did not prove to be promising. However, a suitable signal in the culture medium was settled to
induce the early development of the shoots and callus differentiation in meristematic cells.

Index terms: Micropropagation, clone cleaning, citrus, direct organogenesis.

do tempo, o processo é meticuloso e de
baixo rendimento devido a baixa taxa de
pegamento do microenxerto.

Uma das alternativas para aumentar
o rendimento da produgdo de
mudas livres de virus em laboratério
é a regeneracdo de plantas pela
organogénese direta, isto é, o cultivo
direto de meristemas. Essa técnica
consiste em utilizar o meristema

meristema produz apenas uma planta.
Porém, quando esse meristema produz
calo, podem-se gerar muitas plantas a
partir de um Unico meristema (George
et al.,, 2008). Cardoso et al. (2012)
obtiveram plantas de citros da laranja
doce ‘Tobias’ a partir de calo formado
do tecido de ovario, por embriogénese
somatica. Singh et al. (2011) usaram
meristemas apicais caulinares como

A micropropagagao é um importante
método de propagagdo assexuada
(George et al., 2008; Sharma et al.,
2009). O uso dessa técnica na produgao
de mudas livres de virus constitui-
se em estratégia importante para a
multiplicagdo de  plantas-matrizes.
Durante os ultimos anos, a limpeza

clonal pela micropropagacdo tem sido
usada para diversas espécies de plantas
(George et al., 2008). A microenxertia
em citros, técnica descrita por Navarro
et al. (1975), é utilizada ha décadas
pelos laboratdrios de cultura de tecidos
de plantas como método para a limpeza
de virus. Embora a técnica tenha sofrido
constantes aperfeicoamentos ao longo

apical caulinar para produzir plantas
sem o processo de microenxertia. Os
meristemas apicais tém a capacidade
genética e fisioldgica de manter a divisdo
e a diferenciacdo celular gerando, assim,
novos tecidos e orgdos e formando
um novo individuo completo com as
mesmas caracteristicas da planta-
matriz. Na organogénese direta, cada
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explantes e obtiveram a regeneracdo
de plantas completas de Citrus
jambhiri no meio MS suplementado de
benzilaminopurina (BAP), cinetina (KIN)
e acido naftaleno acético (ANA).

A micropropagacdo de plantas de
citros livres de virus por meio do cultivo
direto de meristemas pode contribuir
de forma significativa para posicionar



o Estado de Santa Catarina como um
produtor de mudas citricas de elevada
qualidade genética e fitossanitaria,
estimulando o desenvolvimento da
cadeia produtiva. Aproximadamente
45,8% do total das frutas citricas
consumidas in natura e industrializadas
em Santa Catarina sdo produzidas no
préprio estado. Quando considerado
apenas o mercado in natura, de
133.000t ao ano, a importagdo de
frutos atinge 77,3% (Koller, 2001).
Santa Catarina é um estado tradicional
em producdo de mudas citricas. No
passado, atendia tanto o mercado
interno quanto o externo, exportando
mudas para o Parana e Mato Grosso do
Sul. A quantidade produzida de 1991 a
1993 chegou a 1 milhdo de mudas por
ano (Koller, 1997). Muitos dos plantios
realizados resultaram em fracasso,
devendo-se o insucesso, como fator
primordial, a baixa qualidade genética e
sanitaria das mudas.

As variedades de citros sdo
propagadas tanto sexuada quanto
assexuadamente. Geralmente, os

porta-enxertos sdo obtidos a partir
de sementes, enquanto a maioria dos
cultivares copa de interesse comercial
é propagada por varios métodos
assexuados (Chaudhary, 1994). Com o
emprego da multiplicagdo vegetativa,
a ocorréncia de doengas causadas por
virus tem-se agravado. No caso dos
citros, sabe-se ha anos da existéncia de
pelo menos quinze espécies de virus
afetando as plantas (USDA, 1968), e
esse numero vem aumentando com o
passar dos anos.

Este trabalho foi realizado com o
objetivo de desenvolver um protocolo
alternativo ao da microenxertia, com
técnica mais simples, barata e de maior
rendimento para a regeneragdo de
plantas de citros livres de virus, a partir
de meristemas, e assim proceder a
limpeza de virus em cultivares citricos
de interesse para Santa Catarina.

O experimento foi conduzido na
Epagri/Estacdo Experimental de Itajai
(EEI), no municipio de Itajai, Santa
Catarina, no periodo de novembro de
2010 a abril de 2012. No Banco Ativo

de Germoplasma de Citros da EEl,
foram coletadas brotagdes novas, com
3 a 5cm de comprimento, de plantas-
matrizes dos cultivares de laranja doce
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) Baianinha
EEl, Frank, SCS454 Catarina, SCS455
Reinaldo, SCS456 Sigmar; e SCS457
Souza, além dos cultivares de tangerina
Montenegrina (C. deliciosa Tenore) e
Oronules (C. clementina Tanaka).

Os meristemas foram excisados
com auxilio de lupa estereoscépica,
em aumento de 40x, e imersos em
placa de Petri contendo dgua destilada
esterilizada. Em seguida, os meristemas
foram desinfestados com NaClO 0,25%
em camara de fluxo laminar durante
10 minutos. O cultivo dos meristemas
foi realizado em frascos de vidro (100 x
40mm) contendo os sais e as vitaminas
do meio de cultura de Murashige &
Skoog (1962) (MS) e combinagGes dos
reguladores de crescimento BAP (0, 0,5,
1 e 2mg/L), ANA (0, 0,5, 1 e 1,5mg/L)
e acido giberélico - GA, (0, 0,25, 0,5, e
1mg/L), totalizando 64 tratamentos,
com exce¢do do cultivar copa SCS456
Sigmar, que teve 32 tratamentos BAP (0
e 0,5mg/L), ANA (0, 0,5, 1 e 1,5mg/L) e
GA, (0, 0,25, 0,5, e 1mg/L). As culturas
foram mantidas em sala de crescimento,
a temperatura de 25 + 2°C, umidade
relativa do ar de aproximadamente
60%, luz branca fria fluorescente, de
intensidade de 50umol/m?/s e 16 horas
de fotoperiodo, por 450 dias.

O delineamento experimental foi
completamente casualizado, com sete
repeticdes por tratamento, em arranjo
fatorial 7 x 4 x 4 x 4, composto por
sete cultivares de citros e combinagGes
de quatro concentragoes dos trés
reguladores de crescimento adicionados
ao meio de cultura basal. Um segundo
experimento consistiu nainoculagao dos
meristemas em seis meios de cultura:
M1 (MS + 0,5mg/L ANA + 0,25mg/L
GA,); M2 (MS +0,5mg/LANA + 0,5mg/L
GA,); M3 (MS + 1,5mg/LANA + 0,5mg/L
BAP + 0,25mg/L GA,); M4 (MS + 1mg/L
ANA + 1mg/LGA,); M5 (MS + 1mg/L
BAP + 0,5mg/L GA,); M6 (MS). Houve
dez repeti¢Ges por tratamento, e cada
repeticao consistiu em um meristema
por frasco.

As avaliagOes consideraram o efeito
dos meios de cultura sobre o nimero de
meristemas vivos, o desenvolvimento

da parte aérea e a formacgao de calo. Os
dados foram analisados calculando-se a
probabilidade de resposta dos cultivares
de laranjeira e tangerineira aos meios
de cultura.

Apos 30 dias de cultivo in vitro,
pode-se detectar o desenvolvimento
dos meristemas caulinares de todos os
cultivares copa (Figura 1). Um maior
numero de meios de cultura apresentou
uma propabilidade entre 0 e 0,5 de
desenvolvimento de parte aérea dos
explantes (Tabela 1). A melhor resposta
morfogenética do cultivar copa SCS456
Sigmar  apresentou  probabilidade
menor que 0,25 em nove meios de
cultura. O melhor resultado em termos
de interagdo gendtipo-meio de cultura
foi considerado quando os meristemas
alcancaram probabilidade maior que
0,75 de desenvolvimento de parte
aérea. Nessa condigdo, os cultivares
SCS457 Souza, Montenegrina e Oronules
apresentaram somente um meio de
cultura com resposta, sendo esse
diferente entre os gendtipos. Por outro
lado, o SCS455 Reinaldo apresentou
resposta de desenvolvimento da parte
aérea em trés meios de cultura. Os
seis meios de cultura que promoveram
probabilidade maior que 0,75 na
resposta morfogenética da parte
aérea nos meristemas tinham na sua
composigdo a combinagdo de dois (ANA
e GA,, BAP e GA, ou BAP e ANA) ou trés
reguladores de crescimento (BAP, ANA e
GA3) em baixas concentra¢gdes no meio
de cultura (Tabela 2). Almeida et al.
(2002) e Costa et al. (2004), utilizando
segmentos de epicétilos de limdo-cravo
(C. limonia), também verificaram que
a maior capacidade de resposta dos
tecidos foi obtida em meio de cultura
com baixa concentragdo de citocinina
(0,5mg/L de BAP), e que concentragbes
maiores inibiram a organogénese in
vitro. Em nenhum dos meios de cultura
ocorreu a regeneracdo de plantas, isto
é, formagdo da parte aérea e sistema
radicular. Dos cinco cultivares que
apresentaram maior probabilidade de
desenvolvimento da parte aérea do
meristema, o SCS455 Reinaldo teve a
menor resposta genotipo dependente.



Tabela 1. NUmero de meios de cultura que induziram resposta de desenvolvimento de parte aérea e calo em meristemas de cultivares
copa de citros, cultivados na formulagdo basica de Murashige & Skoog (1962) adicionados de reguladores de crescimento BAP
(benzilaminopurina), ANA (4cido naftaleno acético) e GA, (4cido giberélico), apds 450 dias de cultivo in vitro

Indugao do desenvolvimento de parte aérea Desenvolvimento de calo
Cultivar copa Intervalos de probabilidade Intervalos de probabilidade

0 <0,25 0,25a0,5 0,5a0,75 >0,75 0 <025 0,25a0,55 0,5a0,75 >0,75
SCS 457 Souza 23 19 19 2 1 13 17 30 4 -
Baianinha EElI 48 12 3 1 - 47 15 2 - -
Frank 54 8 2 - - 53 10 1 - -
SCS456 Sigmar 23 9 - - - 22 10 - - -
SCS455 Reinaldo 28 4 18 11 3 41 16 7 - -
Montenegrina 15 14 19 15 1 35 17 11 1 -
Oronules 14 14 26 9 1 42 18 4 - -

. s

Nota: A = cultivar copa SCS457 Souza no meio MS + 0,5mg/L de ANA + 0,5mg/L de GA3, apds 60 dias; B = cultivar copa Frank no meio MS + 0,5mg/L
de ANA +0,25mg/L de GA3, apds 56 dias.

Figura 1. Meristema caulinar asséptico verde e com desenvolvimento da parte aérea cultivada in vitro

Tabela 2. Composi¢do dos meios de cultura nos quais os meristemas dos cultivares copa de O desenvolvimento de meristemas
citros apresentaram probabilidade maior que 0,75 para o desenvolvimento de parte aérea em plantas de citros in vitro é um

ede0,5a0,75 para o calo processo de baixa eficicia e depende do

Regulador de crescimento genotipo, do tipo do explante, do meio
(mg/L) de cultura e das condigdes de incubagdo

(Khan et al., 2009; Tavano et al., 2009;
BAPY ~ ANA  GA, Silva et al., 2008; Molina et al., 2007).

SCS 457 Souza 0,5 1,5 0,25 O sucesso da organogénese in vitro de
gendtipos de citros tem sido obtido

Resposta morfogenética Cultivar copa

Montenegrina 0,5 1,0 0,25 "
com o uso de explantes de epicotilo,
Indugdo do desenvolvimento Oronules 1,0 0,5 1,00 hipocdtilo e segmento internodal,
da parte aérea SCS 455 Reinaldo B, 0,5 0,25 porém com varidvel diferenca na
capacidade de resposta morfogenética.
1,0 - 0,50

Em C. limonia, 60% dos segmentos
1,0 0,5 - de epicotilo e 62% dos segmentos
internodais mostraram-se responsivos

SCS 457 Souza 0,5 0,5 -
(Costa et al., 2004). Em segmentos de
1,0 . 0,50 epicotilo de Troyer e Carrizo citrange
Desenvolvimento de calo 1,0 - - (C. sinensis x Poncirus trifoliata), os
20 § 0,25 niveis alcangaram 95% (Moreira-Dias

et al.,, 2001), e 75% dos segmentos
Montenegrina 0,5 = - de hipocétilo de C. aurantium e 77%
M BAP = benzilaminopurina; ANA = acido naftaleno acético; GA3 = acido giberélico dos de C. volkameriano apresentaram




respostas morfogenéticas (Tavano et al.,
2009).

A formagdo e o desenvolvimento
de calos a partir dos meristemas foram
observados em todos os cultivares copa
(Figura 2). Nenhum meio de cultura
apresentou probabilidade acima de
0,75 para o desenvolvimento de calo.
No segundo experimento, os maiores
valores percentuais de sobrevivéncia
de meristemas assépticos ocorreram
nos meios de cultura que continham
concentra¢Bes de 0,5mg/L de ANA e
0,25 e 0,5mg/Lde GA,. Os meios de
cultura que continham concentragdes

de ANA maiores que 0,5mg/L,
com adicdo de BAP ou auséncia de
reguladores de crescimento, foram
aqueles que resultaram em menores
porcentagens de sobrevivéncia de
meristemas assépticos (Tabela 3).
Almeida et al. (2002) cultivaram
segmentos de epicdtilo de trés cultivares
de laranjeira (Natal, Valéncia e Hamlin)
em meio contendo 0,5 a 2,5mg/L de
BAP nafase de indugdo de brotacdo, que
resultou em alto indice de regeneracgao
de plantas. O cultivar SCS457 Souza
apresentou o maior numero de
meristemas  vivos  considerando-se

Tabela 3. Porcentagem de sobrevivéncia de meristemas assépticos de cultivares copa de

citros cultivados em seis meios de cultura, com a formulagdo basica de Murashige & Skoog

(1962) (MS) adicionados de reguladores de crescimento BAP (benzilaminopurina), ANA

(acido naftaleno acético) e GA, (acido giberélico), apds 150 dias de cultivo in vitro

Sobrevivéncia dos meristemas (%)

Cultivar copa

Meio de cultura

M1 M2 M3 M4 M5 M6
SCS 454 Catarina 57,14 50 25 - - -
SCS 457 Souza 87,71 50 42,85 14,28 10 14,28
Baianinha EEI 80 80 44,44 - - -
Frank 50 - - - - -
SCS 455 Reinaldo 62,5 66,66 0 11,11 12,5 33,33
Montenegrina 25 22,22 0 12,5 0 22,22
Oronules 14,28 30 20 12,5 30 0

Nota: M1 = MS +0,5mg/L ANA +0,25mg/L GA,; M2 = MS + 0,5mg/L ANA + 0,5mg/L
GA,; M3 = MS + 1,5mg/L ANA +0,5mg/LBAP + 0,25mg/L GA,; M4 = MS + 1mg/L ANA +
1mg/L GA,; M5 = MS + 1mg/L BAP + 0,5mg/L GA_; M6 = MS.

todos os meios, porém mesmo assim
nao foi obtida a regeneracgdo de plantas.
Apesar de meristemas apicais caulinares
das plantas serem considerados os
melhores explantes para a morfogénese
in vitro, principalmente em termos de
capacidade de resposta aos reguladores
de crescimento, existe maior dificuldade
desse pequeno tecido de se adaptar as
condi¢des de cultivo e regenerar uma
planta completa (George et al., 2008).

Considerando a necessidade de
limpeza clonal dos cultivares copa de
citros, é necessario o desenvolvimento
de protocolos de propagacdo clonal
a partir de meristemas, uma vez que
somente esses explantes possibilitam
a obtencdo de plantas livres de virus.
Entretanto, no presente trabalho nao
houve a regeneragdo de plantas a partir
do cultivo direto de meristemas.

¢ A condi¢do nutricional e hormonal
dos meios de cultura proporcionou a
sinalizacdo adequada as células meris-
tematicas apenas para induzir o inicio
do desenvolvimento da parte aérea e a
diferenciagao de calo.

¢ O cultivo direto de meristemas in
vitro dos cultivares de laranjeira-doce
Baianinha EEl, Frank, SCS454 Catarina,
SCS455 Reinaldo, SCS456 Sigmar e
SCS457 Souza, e das tangerineiras
Montenegrina e Oronules ndo permitiu
a propagacdo massal de plantas.

Nota: A = cultivar copa SCS454 Catarina no meio Mosella (1979) + 2mg/L de ANA + 1% carvéo ativo, apds 180 dias (imagem ilustrativa, ndo
pertencente ao experimento); B = cultivar copa SCS457 Souza no meio MS + 1,5mg/L de ANA, apds 135 dias

Figura 2. Meristema caulinar asséptico com desenvolvimento de calo in vitro
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