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RESUMO - O sucesso de técnicas biotecnologicas no melhoramento in vitro de citros esta condicionado a existéncia prévia de uma metodologia
eficiente de regeneracdo de plantas. O objetivo deste trabalho foi estabelecer um sistema para regeneragdo de plantas in vitro, via organogénese de
tangerina Cledpatra (Citrus reshni Hort. Ex Tan.). Experimentos avaliando concentracdes de BAP (benzilaminopurina) e condi¢des de cultivo,
posicdo e polaridade do segmento de epicétilo, no meio de cultura, foram desenvolvidos para maximizar a regenerag@o. Para a indug@o das brotagoes,
segmentos de epicotilo (1,0 cm de comprimento) foram cultivados em meio de cultura MT (Murashige & Tucker, 1969). Apos 45 dias, foram avaliados:
percentual de explantes responsivos e n°. de gemas/ explante responsivo. Para enraizamento, foram utilizados os meios MT ¢ MT/2, com ou sem
ANA (4cido naftalenoacético) na concentragdo 1,0 mg L. Apés 60 dias, avaliou-se o percentual de brotos que emitiram raizes. A maxima proliferacdo
de gemas foi obtida em condigdes de escuro, por 30 dias, utilizando-se da concentragdo 2,0 mg L' de BAP. Nao houve efeito significativo da posi¢ao
do explante na resposta organogenética. Os segmentos apicais ¢ mediais mostraram-se mais eficientes que os basais. A concentracdo de 1,0 mg L-
"'de BAP com o cultivo em condigdes de escuro, por 30 dias, na fase de indugdo de brotagdes combinada com auséncia de auxina no meio MT/2, na
fase de indugdo de raizes, assegurou melhor indice de enraizamento dos brotos regenerados.

Termos para indexac¢ao: Cultivo in vitro, organogénese, tangerina, Citrus

OPTIMIZATION OF PROTOCOLS FOR IN VITRO REGENERATION OF ‘CLEOPATRA’
(Citrus reshni Hort. ex Tan.) MANDARIN PLANTS

ABSTRACT - The success of biotechnology for in vitro citrus plant breeding programs depends on the availability of efficient methodologies for
plant regeneration. The objective of this work was to establish a system for regeneration of in vitro plants, through organogenesis of ‘Cleopatra’
(Citrus reshni Hort. ex Tan.) mandarin plants. Experiments were performed to evaluate the concentration of BAP and culture conditions, position
and polarity of the epicotyls segment in culture media to maximize the regeneration of plants. For bud induction, epicotyls segments (1.0 cm of
length) were cultivated in MT media, and evaluated after 45 days for % of responsive explants, and number of responsive buds per explants. For
rooting, MT and MT/2 media were tested, with and without NAA (1,0 mg L"). After 60 days, the % of shoots that emitted roots was evaluated. The
maximum shoot proliferation was obtained under dark for 30 days, with BAP at 2.0 mg L"'. No effect of explants position in organogenesis response
was observed. The apical and medium segments were shown to be more responsive than the basal segments. BAP concentration of 1,0 mg L', under
dark for 30 days, at shoot induction stage, combined with the lack of auxin in MT/2 media, at the rooting induction stage, assured greater rooting of

the regenerated shoots.
Index terms: in vitro plant culture, organogenesis, mandarin, Citrus.

INTRODUCAO

No contexto mundial, o Brasil mantém a posi¢do de maior
produtor de citros, com cerca de 18,8 milhdes de toneladas produzidas
(Rodrigues Neto & Lopes, 2003), bem como de maior exportador de
suco citrico concentrado e congelado (IBGE, 2004). Em 2003, o suco de
laranja ocupou a segunda posi¢do entre os produtos comercializados
no mercado internacional (ABECITRUS, 2004). As exportagdes de suco
concentrado congelado e sub-produtos geram para o Pais recursos da
ordemde 1,3 a 1,5 bilhdo de dolares por ano (Feichtenberger, 2003).

O Estado de Sao Paulo é o principal produtor nacional de
citros, respondendo por cerca de 80% da producdo nacional, ou seja,
13.496.620t (331 milhdes de caixas) (IBGE, 2004). A Bahia, embora ainda
com contribuigdo pouco expressiva, ou seja, 5,2% da area total do Pais
e 3,2% da produgdo, se classifica como segundo produtor nacional
(Coelho et al., 2003), seguida por Sergipe, que apresenta nimeros
similares.

A citricultura encontra condigdes climaticas favoraveis em
varias regides do Brasil, porém mostra-se muito vulneravel devido a
utiliza¢do quase inica da combinacdo laranjeira ‘Péra’ (Citrus sinensis
L. Osbeck) enxertada em limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia L. Osbeck). Esse
¢ um dos fatores que fazem com que a citricultura apresente grande
vulnerabilidade, o que tem ocasionado sucessivos surtos de pragas e
doengas, através dos tempos, como, por exemplo, a ocorréncia da
Tristeza que, entre 1939 e 1949, matou 9 dos 11 milhdes de laranjeiras
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entdo existentes, ou a Clorose Variegada dos Citros, que afeta 38% das
plantas das principais laranjas de Sao Paulo (Fernandes & Bassanezi,
2003), ou ainda a Morte Subita dos Citros, doenga detectada em pomares
no sul do Triangulo Mineiro e norte de Sao Paulo (IBGE, 2004).

Portanto, é evidente a necessidade de encontrar alternativas
para solucionar alguns problemas inerentes a cultura, dentre os quais o
uso predominante do limoeiro ‘Cravo’ como porta-enxerto, cuja
participagdo nos pomares pode variar de 70 a 100% e a obtencdo de
cultivares resistentes e/ou tolerantes a determinados patéogenos
(Almeida etal., 2002).

A tangerineira ‘Cledpatra’ (Citrus reshni Hort. Ex Tan.)
apresenta caracteristicas agronomicas superiores para tolerancia a
Tristeza, ao Declinio e a Exocorte (Silva et al., 2002), e, aparentemente,
apresenta-se ainda como tolerante a Morte Stbita dos Citros (Vitoria et
al., 2002), e pode ser utilizada como porta-enxerto para um grande niimero
de variedades comerciais de interesse econdomico. Apesar dessas
caracteristicas, a mencionada espécie apresenta o inconveniente de
que as copas nela enxertadas possuem um longo periodo vegetativo
(Oliveiraetal.,2001).

O comportamento genético e reprodutivo das plantas citricas,
influenciados por fatores como longo ciclo reprodutivo, apomixia ¢ alto
grau de heterozigosidade, dificultam a aplicacdo do melhoramento
genético convencional. O desenvolvimento de técnicas biotecnologicas
tem oferecido novas alternativas para o melhoramento dos citros. Dentre
essas técnicas, a transformagao genética vem se mostrando ter grande
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potencial, pois permite a introdugdo no genoma vegetal de genes de
outras plantas ou outros organismos (Almeida et al., 2002), que modificam
caracteristicas de interesse agronomico. Contudo, o estabelecimento
de um sistema eficiente de regeneracdo de plantas in vitro constitui-se
num pré-requisito fundamental para a aplicagdo da engenharia genética.
O objetivo do presente trabalho foi estabelecer um sistema eficiente de
regeneragdo de plantas in vitro, via organogénese, para tangerina
‘Cleopatra’ (Citrus reshni Hort. Ex Tan.).

MATERIALE METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos
de Plantas do Departamento de Fitotecnia da Escola de Agronomia da
Universidade Federal da Bahia.

Obtencao do explante: as sementes de tangerina ‘Cleopatra’
foram extraidas de frutos maduros, retirados seus tegumentos e
desinfestadas em solucdo comercial de hipoclorito de sédio e agua
(1:1) por 20 minutos, lavadas (trés vezes) em agua estéril e incubadas
em tubos de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura MT, acrescido
de 25 g L' de sacarose e solidificado com agar (0,8%) e mantidas a 27 +
2°C, em auséncia de luz por trés semanas ¢ duas semanas sob
fotoperiodo de 16 horas. Apos este periodo, os segmentos de epicoétilo
das plantulas germinadas in vitro foram utilizados como explantes.

Inducio de brotagoes adventicias

Foram conduzidos trés experimentos para induzir formagéo de
gemas adventicias em segmentos de epicotilo. Estes explantes foram
cultivados em placa de Petri contendo 20 mL de meio de cultura MT acrescido
de 25 g L ! de sacarose, solidificado com agar (0,8%) e suplementado com
BAP, ¢ incubados em cAmara de crescimento a 27 +2°C.

Experimento 1: Organogénese in vitro em segmentos de
epicotilo em funcio de concentracoes de BAP e condigdes de cultivo:
segmentos de epicotilo com aproximadamente 1,0 cm de comprimento
foram introduzidos horizontalmente no meio de cultura MT
suplementado BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 ou 4,0 mg L") e cultivados no
escuro por 30 dias, seguidos de fotoperiodo de 16 horas ¢ diretamente
sob fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 5, com 5 repeticdes,
sendo cada repeticdo constituida de uma placa de Petri contendo vinte
segmentos.

Experimento 2: Efeito da posicio de cultivo dos explantes na
organogénese in vitro: scgmentos de epicétilo com aproximadamente 1,0
cm de comprimento foram introduzidos horizontal e verticalmente no meio
de cultura MT na auséncia e presenga de 1,0 mg L' de BAP e incubados
em fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 2, com 5 repeti¢des, sendo cada
repeticdo constituida de uma placa de Petri contendo vinte segmentos.

Experimento 3: Efeito da polaridade na resposta
organogenética dos segmentos de epicotilo: o epicdtilo de plantulas
germinadas in vitro foi dividido em trés partes (basal, medial e apical),
sendo estas seccionadas em segmentos de aproximadamente 1,0 cm de
comprimento, cultivados separadamente em meio MT, na auséncia e
presenga de 1,0 mg L' de BAP ¢ incubados em condigdes de fotoperiodo
de 16 horas. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 3 x 2, com 5 repeti¢des, sendo cada repeticdo
constituida de uma placa de Petri contendo vinte segmentos.

Apds 45 dias, em todos os experimentos, foram avaliados o
percentual de explantes responsivos ¢ o nimero de gemas por explante
responsivo. As brotagdes obtidas (gemas desenvolvidas, apresentando
em torno de 1,0 cm) foram transferidas para meio MT acrescido de 25 g
L' de sacarose, solidificado com fitagel (0,2%) e suplementado com 1,0
mg L' de GA,, para promover o alongamento das mesmas, onde
permaneceram por 60 dias, quando, entdo, foram submetidas a indugéo
de enraizamento.

Inducao do Enraizamento das brotagoes

Para induzir formagao de raizes, as brotagdes regeneradas com
0,0; 1,0 € 2,0 mg L' de BAP, do experimento 1, foram transferidas para

frascos contendo 20 mL dos seguintes meios de cultura: MT +0,5 gL' de
carvao ativado, MT + 0,5 g L' de carvao ativado + 1,0 mg L' de ANA,
metade dos sais de MT (MT/2) + 0,5 g L' de carvéo ativado, metade dos
sais de MT (MT/2) +0,5 g L' de carvao ativado + 1,0 mg L' de ANA. As
brotagdes foram cultivadas em camara de crescimento a 27 £ 2°C, sob
fotoperiodo de 16 horas, durante 60 dias. O delineamento experimental foi
o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4 x 3, com cinco repetigdes,
sendo cada repetigdo constituida por um frasco contendo quatro brotos.
Foi avaliado o percentual de brotos que emitiram raizes.
Posteriormente, as plantas passaram pelo processo de

aclimatizag@o, onde se utilizaram copos plasticos descartaveis contendo
terra vegetal autoclavada e cobertos com sacos plasticos para manter a
umidade. Esses sacos foram mantidos por 30 dias, onde, a cada dia, se
fazia a irrigagdo, deixando a planta sem cobertura plastica por meia hora
¢ aumentando-se gradativamente esse tempo até a remocgdo total da
cobertura plastica.

Analises estatisticas

As variaveis avaliadas foram submetidas a analise de variancia.
Para as variaveis que apresentaram diferenca significativa para
concentracdo (acima de trés doses), foi feita a analise de regressdo. A
comparacdo dos demais resultados foi feita pelo teste de Tukey, a 5%
de probabilidade. Foi utilizado o programa estatistico SISVAR — Sistema
de analises de variancia para dados balanceados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Organogénese in vitro em segmentos de
epicétilo em funciio de concentragdes de BAP e condi¢oes de cultivo

Houve efeito da interacdo BAP x condig¢des de cultivo para as
variaveis avaliadas. Para o percentual de explantes responsivos, a maior
média (96%) foi obtida na auséncia de BAP (0,0 mg L") em condigdes de
fotoperiodo de 16 h, onde se verificou também que o adicionamento de
BAP reduziu significativamente os valores dessa variavel (Figura 1A).
Resultados semelhantes foram obtidos por Moura et al. (2001) na indugéo
da organogénese in vitro, em laranja ‘Péra’, que observaram 95; 85 ¢ 65%
de explantes responsivos na presenga de 0,0; 1,0 ¢ 2,0 mg L' de BAP,
respectivamente. No cultivo em condigdes de escuro por 30 dias, a adi¢ao
do BAP foi fundamental para obteng@o de melhor resposta, de modo que
a concentragdo otima estimada foi 2,0 mg L', a partir da qual houve
redugdo do percentual de explante responsivo. Quanto ao niimero de
gemas por explante responsivo (Figura 1B), a concentra¢do 2,0 mg L' de
BAP, em condigdes de escuro por 30 dias, foi a que proporcionou melhor
resultado (3,7 gemas/ explante responsivo). Duran-Vila et al. (1992) também
observaram que a incubacao de explantes de laranja ‘Pineapple’ no escuro
aumentou a regeneragdo de gemas e brotagdes e a conseqiiente conversao
em plantas; contudo, esses autores utilizaram segmentos internodais
como explantes, cultivados em meio MS com 3,0 mg L' de BAP. Aanalise
conjunta dos resultados permitiu constatar que a concentragdo 2,0 mg L
' de BAP, combinada com o cultivo em condi¢des de escuro por 30 dias,
mostrou-se mais eficiente na indugdo de gemas adventicias,
proporcionando 303 brotos, partindo de 100 explantes iniciais. Esses
resultados foram diferentes dos obtidos por Bordon et al. (2000), quando
estudaram a organogénese em segmentos de epicotilo de diferentes porta-
enxertos de citros e obtiveram apenas 14% de explantes responsivos
com 1,4 brotagdo por explante responsivo na extremidade apical dos
explantes de tangerina ‘Cledpatra’. Vale ressaltar que esses autores
cultivaram os explantes verticalmente, em meio MS, suplementado com
1,0mgL"'de BAPe 0,1 mg L' de ANA e obtiveram para citrange ‘Troyer’,
nessas mesmas condigdes, 100% de explantes responsivos com 5,4
brotagdes por explante responsivo na extremidade apical e 0,4 brotagéo
na extremidade basal.

A concentragdo 6tima estimada em alguns trabalhos de
organogénese tem sido variada dentre outros fatores com a espécie,
cultivar e explante utilizado e, conhecendo essa concentragdo, tem-se
verificado que doses superiores promovem redugdo na resposta
organogenética. Esse fato, constatado no presente trabalho, foi
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FIGURA 1 - Inducdo de organogénese em explantes de tangerina ‘Cledpatra’ (Citrus reshni Hort. ex Tan.) em func¢do de condic¢des de cultivo e
concentragdes de BAP. A) Percentual de explante responsivo. B) Numero de gemas por explante responsivo.

observado também por Pasqual & Ando (1989) no cultivo in vitro de
gemas axilares de plantulas de Poncirus trifoliata, Moura et al. (2001) e
Almeida et al. (2002) estudando organogénese in vitro em C. sinensis
L. Osbeck e C.limonia L. Osbeck. Possivelmente, elevados niveis
exogenos de BAP, interagindo com o nivel endégeno de citocinina,
tenham dificultado a desdiferenciagdo, bem como a determinagéo celular,
influenciando negativamente na prolifera¢do de gemas adventicias.

Experimento 2: Efeito da posicio de cultivo dos explantes na
organogénese in vitro

A Figura 2 apresenta o efeito isolado do BAP sobre o percentual
de explantes responsivos ¢ 0 nimero de gemas por explante responsivo.
Observou-se que a adi¢do de 1,0 mg L' dessa citocinina ao meio de
cultura MT reduziu em 28,5% o percentual de explantes responsivos,
entretanto aumentou significativamente (157%) o nimero de gemas por
explante responsivo. A analise conjunta dos dados permite afirmar que
o adicionamento de 1,0 mg L' de BAP foi fundamental para maximinizar
a resposta organogenética, independentemente de os explantes terem
sido cultivados horizontal ou verticalmente. O BAP tem se destacado
entre as citocininas pela sua eficiéncia em multiplicacdo e indugdo de
gemas adventicias em varias espécies (Grattapaglia & Machado, 1998),
e isso tem se constatado em diversos trabalhos (Perez-molphe-Balch &
Ochoa-Alejo, 1997; Moura et al., 2001).

No que se refere a posigdo em que o explante foi introduzido
no meio de cultura, as analises estatisticas demonstraram que ndo houve
diferenca significativa neste experimento. E possivel que esta resposta
seja devida ao potencial genético desta espécie, pois Garcia-Luis et al.
(1999), estudando a morfogénese em segmentos de epicotilo de citrange
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FIGURA 2 - Percentual de explantes responsivos ¢ nimero de gemas
por explante de tangerina ‘Cleodpatra’ (C. reshni Hort. Ex
Tan.) em fungdo da auséncia e presenca de BAP. Barras
com médias seguidas da mesma letra, em cada variavel,
ndo diferem entre si (Tukey 0,05).

‘Troyer’, verificaram maior niimero de gemas formadas em ambas as
extremidades dos segmentos quando estes explantes foram cultivados
horizontalmente, comparando-se com aqueles cultivados verticalmente.

Experimento 3: Efeito da polaridade na resposta
organogenética dos segmentos de epicotilo

Os segmentos apicais ¢ mediais, 82,5 ¢ 61,4% de explantes
responsivos, respectivamente, foram mais eficientes na resposta
organogenética que os basais (23,6%). E provavel que, por estarem
proximos do meristema apical, zona de intensa divisdo celular, tenham
sido influenciados positivamente na referida resposta, em virtude de o
balango enddgeno auxina x citocinina ter sido mais favoravel. Segmentos
de epicotilo classificados em distal, medial e proximal, em relagdo ao nd
cotiledonar, foram estudados por Goh et al. (1995), que observaram
formagao de brotagdes em 84% dos segmentos distais, em meio MS com
0,5mg L' de BAP ¢ em 83% dos segmentos medial e proximal quando
cultivados na auséncia de BAP. Bordon et al. (2000) também verificaram
efeito significativo da polaridade de segmentos de epicétilo de citrange
‘Troyer’, onde os segmentos apicais tiveram melhor resposta.

Com relacdo ao nimero de gemas por explante responsivo
(Tabela 1), verificou-se que a presenca de 1,0 mg L' de BAP favoreceu
a indugdo de gemas adventicias em segmentos mediais e apicais,
contudo exerceu efeito antagdnico sobre os segmentos basais. A
polaridade dos explantes tem sido objeto de estudo em diversos
trabalhos, e alguns casos tém demonstrado efeito significativo na
resposta morfogenética in vitro (Moreira-Dias et al., 2000).

As brotagdes alongaram satisfatoriamente em meio MT com
GA3. Esse fato foi verificado também por outros autores trabalhando
com citros (Moura et al., 2001).

TABELA 1 - Numero de gemas/ explante responsivo de tangerina
‘Cleodpatra’ (Citrus reshni Hort. Ex Tan.) em funcgdo da
polaridade do segmento de epicotilo e da presenca de
BAP.

Concentragio de BAP (mg.L™)

Polaridade do segmento

Basal Medial Apical
0,0 1,772A  1,36bA  1,87b A
1,0 097bB  286aA  2,70aA

Meédias seguidas da mesma letra minuscula na vertical e maiuscula na horizontal
ndo diferem significativamente (Tukey 0,05).

Enraizamento de brotacgoes

Quanto a indu¢do da formagdo de raizes (Tabela 2), houve
efeito da interagcdo BAP x meios para induzir enraizamento. O maior
percentual de brotos enraizados (85%) foi verificado no meio constituido
por metade dos sais de MT sem a adigdo de auxina, combinado com a
concentracdo de 1,0 mg L' de BAP na fase de indug@o de brotagdes,
diferindo-se dos demais. O efeito do BAP foi observado em todos os
tratamentos utilizados, de modo que a presenga de 1,0 mg L' de BAP
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TABELA 2 - Enraizamento de brotos de tangerina ‘Cledpatra’ (Citrus reshni Hort. Ex Tan.) em fungdo de concentragdes de BAP e diferentes meios

de cultura para induzir formagao de raizes.

Meios para a indugdo do enraizamento

Concentracdo de BAP na MT sem regulador

MT + 1,0 mg.L™" de ANA

MT/2 sem regulador MT/2 + 1,0 mg.L" de

inducio de brotagdes (mg.L™") vegetal vegetal ANA
0,0 10,0a B 8,3aB 68,8ab A 75,0a A
1,0 15,0a B 8,3a B 85,0a A 37,5ab B
2,0 0a B 6,3a AB 40,0b A 16,7b AB

Meédias seguidas da mesma letra mintscula na vertical e maitscula na horizontal nao diferem significativamente (Tukey 0,05).

favoreceu o enraizamento; ja a concentra¢ao 2,0 mg L' dessa citocinina
exerceu influéncia negativa nessa variavel. Esse fato também foi
verificado por Almeida et al. (2002), que obtiveram maiores percentuais
de enraizamento para ‘Natal’, ‘Valéncia’ e ‘Hamlin’ quando os brotos
foram regenerados com 1,0 mg L' de BAP e constataram que
concentragdes acima de 1,5 mg L' influenciaram negativamente na
formagao de raizes, ratificando que hd um efeito residual dessa citocinina
na fase de enraizamento das brotagdes.

A utilizacdo de ANA em concentragdes variando de 0,5 a 5 mg
L foi fundamental para enraizar brotos de laranja ‘Pineapple’, com
indices de 85% (Duran-Vila et al., 1989); de lima 4cida ‘Galego’, com
70% (Perez-Molhephe-Balch & Ochoa, 1997); citrange ‘Troyer’, com
86% (Moreira-Dias et al., 2000); limao ‘Cravo’, com 80% (Moura et al.,
2001); entretanto, no presente trabalho, a presenga de ANA so6 foi
favoravel a formagao de raizes em meio de cultura com 50% dos sais de
MT e em brotos regenerados sem BAP, com indice de 75% de
enraizamento. Todas as plantas enraizadas foram aclimatizadas e
adaptaram-se as condic¢des de casa de vegetacao.

CONCLUSOES

1. O cultivo dos explantes em condi¢des de escuro por 30 dias,
utilizando-se da concentra¢do 2,0 mg L' de BAP, induziu a maxima
prolifera¢do de gemas adventicias in vitro.

2. Independentemente de os explantes terem sido cultivados
horizontal ou verticalmente, a presenga de BAP foi fundamental para
promover melhor resposta organogénica.

3. Os segmentos apicais e mediais mostraram-se mais eficientes
na inducdo da organogénese in vitro que os basais.

4. A utilizagdo de 1,0 mg L' de BAP na fase de inducdo de
brotagdes, combinada com auséncia de ANA em meio com metade dos
sais de MT na fase de enraizamento, assegurou a maxima regeneracao
de plantas in vitro, com indices de 85% de brotos enraizados, bem
como plantas aclimatizadas.

5. Recomenda-se como sistema de regeneragao in vitro, a partir
de segmentos de epicotilo de tangerina ‘Cledpatra’, na fase de inducao
de brotagdes, a utilizagdo de 1,0 mg.L' de BAP, cultivando-se as partes
apicais ou mediais dos segmentos em condig¢des de escuro por 30 dias
e, na fase de enraizamento, o meio de cultura MT com metade dos sais.
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