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ORGANOGENESE in vitro A PARTIR DE DIFERENTES REGIOES
DO EPICOTILO DE Citrus sp.!

EVANDRO HENRIQUE SCHINOR?, LUIS GUSTAVO DE PAOLI3, FERNANDO ALVES DE AZEVEDO*',
FRANCISCO DE ASSIS ALVES MOURAO FILHO?, BEATRIZ MADALENA JANUZZI MENDES®

RESUM O - O estabel ecimento de protocol os para regeneracdo de plantasin vitro é essencial para o uso de técnicas de transformagéo genética
no melhoramento de citros. Visando a obtencdo de um protocolo eficiente de regeneracdo in vitro para laranja-azeda (Citrus aurantium),
laranjas‘Natal’ e Péra (C. sinensis), liméo ‘ Volkameriano' (C. volkameriana) e citrange ‘ Carrizo’ (Poncirustrifoliata x C. sinensis), avaliou-
searespostamorfogénicade diferentes regifes do epicdtilo (basal, mediana e apical) em relagdo adistanciado n6 cotiledonar, napresenca (1,0
mg/L™) ou auséncia de 6-BAP, em meio de cultura MT. Apés 60 dias, avaliaram-se a porcentagem de explantes responsivos e o nimero de
gemas adventicias por explante. A resposta morfogénica em funcdo daregido do epicdtilo e da presenca ou auséncia da citocinina (6-BAP) foi
influenciada pelo gendtipo. A presenca de 6-BAP no meio de cultura promoveu aumento na porcentagem de explantes responsivos para
citrange‘ Carrizo’'. A suplementacéo do meio de culturacom a citocinina 6-BAP proporcionou aumento no nimero de brotos por explante para
citrange‘ Carrizo’, laranja‘ Natal’ elim&o * Volkameriano'.

Termosparaindexacdo: gemaadventicia; culturade tecidos, morfogénese.

Citrus sp. ORGANOGENESIS in vitro FROM DIFFERENT EPICOTYL’'S REGIONS

ABSTRACT - The establishment of an in vitro plant regeneration protocol is essentia for the use of genetic transformation techniques in
Citrus breeding programs. Aiming to obtain an efficient protocol of in vitro regeneration for sour orange (Citrus aurantium), sweet oranges
‘Natal’ and ‘ Péra’ (C. sinensis), ‘ Volkamer’ lemon (C. volkameriana) and * Carrizo’ citrange (Poncirustrifoliatax C. sSinensis), themorphogenetic
response was evauated for different epicotyl’s regions (basal, medium and apical) regarding the distance from the cotyledonary node, in
presence (1,0 mg/L?) or absence of 6-BAPin MT medium. After 60 days, the percentage of responsive explants and number of shoots per
explants were evaluated. The morphogenetic response related to the epicotyl’s region and the presence or absence of the cytokinin (6-BAP)
were genotype influenced. The presence of 6-BAP in the culture medium showed a greater percentage of responsive explants for ‘ Carrizo’
citrange. The addition of 6-BAPto the culture medium provided an increase in the number of shoots per explantsfor ‘ Carrizo’ citrange, ‘ Natal’

sweet orange and ‘ Volkamer’ lemon.
Index terms: adventitious shoots; tissue culture; morphogenesis

INTRODUCAO

OBrasil €omaior produtor mundial de citros, com cercade 20
milhBes de toneladas anuais, com uma &rea colhida de
aproximadamente 940 mil hectares (FAO, 2006). Apesar do impacto
na economia brasileira, a citricultura mostra-se vulneravel devido,
principalmente, a utilizacdo de poucas combinacdes copa/porta-
enxerto, 0 que vem ocasionando surtos de pragas e doencas ao
longo dos anos. A ampliacéo da base genéticaatual dos citros torna-
se necessaria; entretanto, o melhoramento convencional pode
apresentar poucos resultados significativos, atribuidos a barreiras
naturais rel acionadas abiol ogiareprodutivado género (Gmitter Junior
etal., 1992). Paracontornar esses problemas, algumastécnicas, como
a hibridacdo somética e a transformacdo genética vém sendo
incorporadas aos programas de melhoramento genético de citros
(Almeidaet al., 2002; Han et a., 2002). Porém, o uso destas técnicas
depende da disponibilidade de um protocolo eficiente para
regeneracdo de plantas in vitro.

O sucesso das vias de regeneracao in vitro pode ser
influenciado por vérios fatores, como o gendtipo, o tipo (segmento
de epicotilo, segmento internodal, disco foliar), aidade e o tamanho
dos explantes; os meios de cultura; as condi¢des de cultivo; e os
tipos e concentracfes de reguladores vegetais, 0s quais se destacam
como os principais controladores da morfogénese in vitro (Thorpe,
1994; Moreira-Dias et d., 2001). Entre os reguladores vegetais, as
citocininas promovem a divisdo celular e estimulam ainiciacdo e 0
crescimento de gemas adventicias, sendo 6-benzilaminopurina (6-
BAP) acitocininamais utilizada paraainducdo de gemas adventicias

(Beyl, 2000).

A organogénese in vitro de citros tem sido estudada afim de
otimizar os meios de cultura utilizados (Almeidaet al., 2002, 2003;
Bordodn et al., 2000; Moreira-Dias et al., 2000, 2001; Moura et a.,
2001; Silvaet a., 20053, 2005b), as condic¢Bes deincubacdo (Bordon
etal., 2000; Codtaet d., 2004; Garcia-Luiseta., 1999; Moreira-Diaset
al., 2000, 2001) e otipo deexplante (Almeidaet a., 2003; Ghorbel et
al., 1998; Mouraet al., 2001). Com relacdo ao explante, sabe-sequea
organogénese decitros éinfluenciada pel o uso de explantes col etados
detecidojovem (Almeidaet a., 2002; Bordon et d., 2000; Costaet dl.,
2004; Garcia-Luiseta., 1999; Moreira-Diaset d., 2000, 2001; Silvaet
al., 20053, 2005b) ou adulto (Almeidaet d., 2003; Cerveraet d., 1998),
daregido do epicatilo utilizada para coletar 0 explante (Costaet a.,
2004; Moreira-Diaset al., 2001; Silvaet al., 2005a, 2005b), daposicdo
naincubacao, vertical ou horizontal (Bordon et al., 2000; Garcia-Luis
etal., 1999; Moreira-Diaset d., 2000; Silvaet a., 2005b), dapolaridade
(Garcia-Luis et a., 1999) e do tipo de seccionamento (Moura et a.,
2001; Silvaet a., 20054). Os resultados obtidos nestes estudos nem
sempre s80 conclusivos, permitindo que sejam adaptados paraoutras
cultivares.

Visando aobtencéo de um protocolo eficiente de regeneracéo
in vitro que auxiliaria na obtencdo de plantas transgénicas de citros,
avaliou-se a resposta organogénica de explantes coletados em
diferentesregidesdo epicétilo (basal, medianaeapical) emrelacdo a
distdncia do né cotiledonar, de Citrus aurantium, C. sinensis, C.
volkameriana e Poncirus trifoliata x C. sinensis, na presenca ou
auséncia da citocinina 6-benzilaminopurina.
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MATERIAL E METODOS

Para a obtencdo dos explantes, sementes foram extraidas de
frutos maduros das variedades laranja-azeda (Citrus aurantium),
laranjas ‘Natal’ e ‘Péra (C. sinensis), limdo ‘Volkameriano’ (C.
volkameriana) ecitrange‘ Carrizo’ (Poncirustrifoliatax C. sinensis),
provenientes da colegdo de cultivares de citros da ESALQ-USP, em
Piracicaba-SP. As sementes foram lavadas para a retirada da
mucilagem e secas em temperatura ambiente por 12 h. Em seguida,
foram retirados seus tegumentos e realizou-se a desinfestacdo em
solucdo de hipoclorito de sddio (0,5%), durante 20 min, sob agitaco.
Apés este periodo, as sementes foram lavadas trés vezes em &gua
destilada estéril, em condi¢des assépticas, e germinadasin vitro, em
tubosdeensaio (15x 2,5 cm) contendo 15 mL domeio deculturaM T
(Murashige & Tucker, 1969), suplementado com sacarose (25g.L 1),
solidificado com Phytagel™ (2 g.L ) e pH 5,8. A incubagdo foi
realizada no escuro, por um periodo de 30 dias, atemperaturade 27
°C, para germinacdo e alongamento do epicétilo. As plantulas
germinadas foram transferidas para fotoperiodo de 16 h, por 7-10
dias.

Paraverificar arespostamorfogénica, segmentos de epicétilo
foram seccionados transversalmente e divididos em trés diferentes
regifes, em fun¢do da disténcia do n6 cotiledonar: basal, medianae
apica (Figural). Osexplantescom 0,8-1,0 cm de.comprimento, foram
cultivados em placas de Petri, contendo 20 mL de meio de cultura
MT, napresencade 1 mg.L* de 6-BAP ou naauséncia do regulador.
A incubagdo foi realizada no escuro, por 20 dias, e, em seguida,
transferiu-se parafotoperiodo de 16 h deluz, atemperaturade 27 °C.
Apbs40 dias, avaliaram-se 0 nimero de explantes que apresentaram
0 desenvolvimento de gemas adventicias (explantes responsivos), e
0 numero de gemas adventicias por explante. O delineamento
experimental foi inteiramente ao acaso, em esquema de parcela
subdividida 3x2 (regido x regulador), com 5 repeti¢cdes, sendo cada
repeticdo constituida de uma placa de Petri, contendo quinze
segmentos de epicotilo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A otimizagdo de protocolos de organogénese in vitro tem
sido estudada para diferentes cultivares de citros com a variagdo de
fatores fisicos, quimicos e do material vegeta. A suplementacéo do
meio de cultura.com citocinina, principal mente 6-benzilaminopurina,
€ considerada essencial para 0 desenvolvimento da organogénese
invitro, em diferentes espécies (Beyl, 2000; Moreira-Diaset d., 2001,
Silvaet a., 2005b). Para o caso especifico de citros, a organogénese
in vitro tem sido obtida cultivando-se segmentos de epicétilo ou
segmentos internodais em meios de cultura suplementados com 6-
BAP(Almeidaetd., 2002, 2003; Mouraet d., 2001; Silvaet d., 20053,
2005b) ou com a combinagdo 6-BAP + ANA (Almeidaet al., 2003;
Bordon et al., 2000; Moreira-Diaset a., 2000, 2001).

A andlise dos dados apresentados na Tabela 1 indica que o
maior nimero de explantes responsivos foi obtido com a utilizacgo
de explantes coletados da regido basal do epicdtilo paraas cultivares
laranja‘Natal’, citrange’ Carrizo’ elaranja-azeda, com 96; 83 €68,7%
de explantes com pelo menos uma gema adventicia regenerada,
respectivamente. Para o lim&o ‘ Volkameriano’, 77,3% de explantes
coletados daregido apical do epicotilo responderam aorganogénese,
diferindo daregi&o basal com 56,7% de explantes que regeneraram
gemas adventicias. Para a laranja ‘Péra’, ndo foi possivel detectar
diferengas quanto ao nimero de explantes responsivos entre as trés
regiBes do epicotilo avaiadas.

A suplementag8o do meio de culturacom 6-BAP mostrou-se
essencial para citrange ‘Carrizo’, constatando que 1,0 mg.L* do
regulador proporcionou um aumento de 40,7 para 93,3% no nimero
de explantes responsivos, independentemente daregido do epicdtilo
avaliada. Para o lim&o ‘Volkameriano’, ndo foi possivel detectar

diferencascom relacdo autilizagdo ou ndo dacitocinina. Paralaranja-
azeda e laranjas ‘Natal’ e ‘Péra’, a porcentagem de explantes
responsivosfoi maior quando os explantesforam incubadosem meio
de culturabasal ndo-suplementado com regulador vegetal, 77,3; 92 e
77,2%, respectivamente. Embora o uso dos reguladores vegetais
estimule a organogénese, nem sempre a suplementacdo do meio de
culturapode ser consideradaessencial. Almeidaet al. (2002) também
ndo detectaram diferencas na suplementacdo do meio de culturacom
concentragBes variando entre 0 e 2,5 mg.L ! de 6-BAP paralaranjas
‘Natd’, ‘Vaéncia e'Hamlin’ eparalimédo‘ Cravo'.

De forma gera, ndo houve influéncia da regido do epicdtilo
no nimero de gemas adventicias desenvolvidas por explante. Apenas
para citrange ‘Carrizo’ ocorreu o desenvolvimento de um maior
nimero de gemas adventicias nos explantes coletados da regido
basal do epicdtilo regenerando 2,5 gemas/explante, diferindo das
demais regides. A suplementacdo do meio de cultura com 6-BAP
favoreceu o desenvolvimento de gemas adventicias, tendo-se obtido
um maior nimero de gemas por explante paracitrange‘ Carrizo’ (3,2),
lim&o ‘Volkameriano’ (1,5) elaranja‘ Natdl’ (1,4) (Tabela?2). Esseefeito
significativo do uso de reguladores vegetais na organogénese in
vitro de citros parece estar mais relacionado ao nimero de gemas
adventicias desenvolvidas por explante do que com a porcentagem
de explantes responsivos, conforme constatado por Silva et al.
(2005h). Paralaranja-azedaelaranja‘ Péra’ ndo foi possivel detectar
diferencas em relagdo a adicdo ou ndo do 6-BAP no meio de cultura

Houveinteracdo da presencade 6-BAP X regides do epicdttilo
paralaranja‘Natal’, sendo que, na presenca do regulador vegetal, o
maior nimero de explantes responsivos foi obtido com explantes
coletados daregido basal do epicétilo com 93,3% contra50,7 €65,3%
para as regifes apical e mediana, respectivamente. Para citrange
‘Carrizo’, aregido basa diferiu das demais apenas na auséncia do
regulador com 66% contra20 e 36% paraasregidesapica e mediana,
respectivamente; entretanto, o 6-BAP parece ser fundamental paraa
regeneracéo dessa variedade. Quanto ao numero de gemas

o

FIGURA 1 - Plantula de citros germinada in vitro, mostrando o
seccionamento das regides apical (A), mediana (B) e
basal (C) do epicdtilo, utilizadas como explantes.
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TABELA 1 - Nimero de explantes com gemas adventicias (%) em diferentes regifes do epicétilo de cinco variedades de citros.
Variedade 6-BAP Regido do epicotilo
(mg L Apical Mediana Basal Média

Azeda 0 10,4* (69,3) ns 11,6 (77,3) 12,8 (85,3) 11,6 (77,3) A
1,0 3,0 (20,0) ns 6.8 (45.,3) 7,8 (52,0) 5,9(39,1)B
Média 6,7 (44,7) b 9,2 (61,3) ab 10,3 (68,7) a

Volkameriano 0 12,2 (81,3) ns 9,6 (64,0) 8,6 (57,3) 10,1 (67,6) A
1,0 11,0 (73,3) ns 11,8 (78,7) 8,4 (56,0) 10,4 (69,3) A
Média 11,6 (77,3) a 10,7 (71,3) ab 8,5(56,7)b

Natal 0 13,6 (90,7)aA 13,0 (86,7)a A 14,8 (98,7)aA 13,8 (92,0) A
1,0 7,6 (50,7)b B 9,8(65,3)bB 14,0 (93,3)aA 10,5 (69,8) B
Média 10,6 (70,7) b 11,4 (76,0) b 14,4 (96,0) a

Carrizo 0 2,0(20,00bB 3,6 (36,00bB 6,6 (66,0) a B 4,1 (40,7) B
1,0 8,6 (86,0) a A 9,4 (94,0) a A 10 (100,0)aA  9,3(93,3)A
Média 5,3(53,0)b 6,5 (65,0) b 8,3(83,0)a

Péra 0 8,6 (71,7) ns 9.4 (78,3) 9,8 (81,7) 9,3(77,2) A
1,0 4,6 (38,3) ns 5,2 (43,8) 6,4 (53,3) 5,4(45,1)B
Média 6,6 (55,0) a 7,3 (61,0) a 8,1 (67,5)a

Médias seguidas de mesma letra mintscula, na linha, e mailiscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5%.

* Médias de cinco repeti¢des com quinze explantes por repeticéo.

TABELA 2 - NUmero total de gemas adventicias/total de explantes responsivos (médialexplante), de diferentes regides do epicétilo, de cinco

variedades de citros (média de cinco repeticdes).

Variedade 6-BAP Regido do epicotilo
(mg.L™) Apical Mediana Basal Média

Azeda 0 65/52 (1,3) ns 77/58 (1,3) 81/64 (1,2) 223/174 (1,3) A
1,0 23/15 (1,4) ns 50/34 (1,5) 49/39 (1,3) 122/88 (1,4) A
Média 88/67 (1,4) a 127/92 (1,4) a 130/103 (1,3) a

Volkameriano 0 75/61 (1,2) ns 54/48 (1,1) 46/43 (1,1) 175/152 (1,1) B
1,0 75/55 (1,4) ns 96/59 (1,6) 71/42 (1,6) 242/156 (1,5) A
Média 150/116 (1,3) a 150/107 (1,4) a 117/85 (1,3) a

Natal 0 74/68 (1,1) NS 79/65 (1,2) 88/74 (1,2) 241/207 (1,2) B
1,0 50/38 (1,3) NS 71/49 (1,4) 105/70 (1,5) 226/157 (1,4) A
Média 124/106 (1,2) a 150/114 (1,3) a 193/144 (1,3) a

Carrizo 0 10/10 (1,0) a B 18/18 (1,0) aB 34/33 (1,0)0aB  62/61(1,0) B
1,0 112/43 2,6)bA  140/47 (3,0)0bA  199/50 (4,0)a  451/140 (3,2) A

A

Média 122/53 (1,8) b 158/65 (2,0) b 233/83 (2,5) a

Péra 0 56/43 (1,3)abA  61/49 (1,2)bA 78/49 (1,6)aA 195/141 (1,4 A
1,0 34/23 (1,3)a A 35/26 (1,3)a A 40/32 (1,2)aB  102/76 (1,3) A
Média 90/66 (1,3) a 96/75 (1,3) a 118/81 (1,4) a

Médias seguidas de mesma letra mintscula, na linha, e mailiscula, na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste Tukey a 5%.

adventicias regeneradas por explante, verificou-se uma interacéo 6-
BAPX regiGesdo epicdtilo paracitrange’ Carrizo’, em que aincubagéo
dos explantes provenientes da regido basal do epicétilo em meio de
cultura suplementado com 6-BAP proporcionou a regeneracdo de
4,0 gemas/explante, diferindo dasregides apical emediana, com2,6e
3,0 gemasregeneradas por explante. Paralaranja‘ Péra’ , aincubago
dos explantes provenientes da regido basal do epicétilo em meio de
cultura sem a adicdo de 6-BAP, proporcionou a regeneracéo de 1,6
gemas/explante, diferindo apenasdaregido mediana, com 1,2 gemas/
explante.

Estas variagdes nos resultados com relagdo ao uso ou ndo de
citocininadevem estar rel acionadasaconcentracdo internade auxinas
e citocininas no tecido dos explantes e podem variar em fungéo da
regido do epicotilo onde o explante foi coletado. Moreira-Dias et a.
(2001) relataram que independentemente do meio de cultura e das
condi¢des de incubacdo, a organogénese diminui em funcdo da
disténcia do né cotiledonar, ou sgja, quanto mais distante do né
cotiledonar, menor a fregiiéncia de desenvolvimento de gemas
adventicias. Resultados semel hantestambém foram verificados neste
trabalho paralaranja‘Natd’, citrange ‘Carrizo’ e laranja-azeda, em
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que aregido basal do epicttilo respondeu melhor a organogénese.
Porém, alguns trabalhos indicaram quanto mais distante do n6
cotiledonar o explante for coletado, maior a freqiiéncia de
desenvolvimento de gemas adventicias (Costa et al., 2004; Silva et
al., 20053, 2005h), conforme demonstrado paraliméo ‘ Volkameriano’
neste trabal ho.

Osresultados obtidos no presente estudo erelatos naliteratura
indicam que os diferentes padrfes de resposta organogénicaao longo
do eixo de epicotilo de citros podem ser atribuidos a fatores
relacionados ao material vegetal, como o genétipo e a idade do
explante; a composi¢do do meio de cultura, como concentragdes e
tipos de reguladores vegetais; e as condi¢fes de incubacdo, como
orientagdo do explante e regime de luminosidade, conforme
demonstrado por Costaet al. (2004).

CONCLUSOES

1) A organogénese in vitro em citros é influenciada pelo
gendtipo, independentemente da regido do epicdtilo que o explante
€ coletado e da presenca ou auséncia da citocinina (6-BAP).

2) A presencade 6-BAPno meio de culturapromoveu aumento
na porcentagem de explantes responsivos para citrange ‘ Carrizo'.

3) A suplementacéo do meio de cultura com 6-BAP
proporcionou aumento no himero de brotos por explante para
citrange‘ Carrizo’, laranja‘ Natal’ elim&o * Volkameriano'.
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