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SAIS E SACAROSE NA GERMINACAO IN VITRO DE LIMOEIRO‘CRAVO’
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RESUMO: Dada a importancia da producdo de mudas de Citrus livres de doengas, a microenxertia torna-se uma
opcao interessante por originar clones livres de patdgenos sistémicos e sem 0s inconvenientes de juvenilidade da
embrionia nucelar, que ndo permite também a recuperacdo de materiais monoembridnicos. A obtencdo do porta-
enxerto é feita pela germinacdo in vitro de sementes selecionadas, requerendo profissionais habilidosos e meio de
cultura que proporcione alto indice de velocidade de germinacdo e alta germinacdo das sementes, bem como boa
producdo de matéria fresca e bom crescimento da parte aerea. Nesse trabalho avaliou-se o desenvolvimento in vitro
do porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’ em meio com diferentes niveis de sais de MS e de sacarose. Niveis de sais de MS
acima de 33,3% se mostraram importantes para 0 aumento do peso em matéria fresca e do crescimento da parte
aérea. No entanto, com o aumento dos niveis acima de 33,3% ocorre diminui¢cdo do IVG e da porcentagem de
germinacéo. Para o preparo, in vitro, de porta-enxerto de limoeiro ‘Cravo’, recomenda-se a germinagdo de sementes
em meio de cultura semi-sélido com 33, 3% de sais de MS e sacarose a 60g L™

Palavras-chave: Citrus limonia Osbeck, citricultura, cultura de tecidos.

MS MINERALS SALTS AND SUCROSE IN IN VITRO GERMINATION OF LEMON
‘CRAVO’

SUMMARY:: Given the importance of production of free Citrus seedling diseases, micrografting becomes an
interesting option for lead free clones of systemic-borne diseases and without the drawbacks of juvenility of nucellar
embryonic, not also enables recovery of materials monoembridnicos. Obtaining the rootstock is made by in vitro
germination of selected seeds, requiring skilled professionals and culture medium that provides high germination rate
index and high seed germination and good production of fresh and good growth the shoot. In this study we evaluated
the in vitro development of lemon rootstock cloves in medium with different levels of MS salts and sucrose. MS salts
levels above 33.3% were important for increasing weight in fresh weight and shoot growth. However, with
increasing levels above 33.3% is reduced IVG and germination. For the preparation in vitro rootstock of lemon
‘Cravo’ is recommended to seed germination in semi-solid culture with 33.3% of MS salts and sucrose 60 g L™

Keywords: Citrus limonia Osbeck, citriculture, tissue culture.

INTRODUCAO

As plantas cultivadas do género Citrus, que abrangem principalmente as laranjeiras, tangerinas,
limoeiros, limeiras, pomeleiros e toranjeiras, desempenham grande importancia sécio econdémica no
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mundo. O Brasil é o maior produtor mundial de frutas citricas, sendo as mais produzidas, a laranja, a
tangerina e a lima &cida (AGRIANUAL, 2014). Essa posicdo de destaque deve-se a grande aceitagdo dos
Citrus na alimentacdo humana, principalmente sob a forma de fruta fresca e de suco. O sabor é muito
apreciado e seu valor nutritivo, como fonte de vitamina C, é conhecido universalmente (KOLLER, 1994).
Segundo o IBGE (2014), a producéo brasileira de laranjas, limdes e tangerinas foi de mais de 19 milhdes
de toneladas em 2013.

As doencas de Citrus causadas principalmente por virus, virdides, micoplasmas e bactérias tém
importancia capital, pois pode destruir toda a citricultura de uma extensa regido, impedir o seu
estabelecimento em certas areas ou reduzir quantitativa e qualitativamente a producdo. Por esse motivo, hé
muitos anos existe uma grande preocupacao no desenvolvimento e utilizagdo de técnicas que permitam
obter, in vivo e in vitro, plantas citricas livres dessas doencas (BAPTISTA et al., 1991). Embora os virus
sistémicos também possam atingir os tecidos meristematicos, em alguns casos parece existir uma regido
préxima as extremidades de raizes e brotos que permanece isenta de virus, e esta evidéncia tem permitido
a producao de clones livres de virus através de culturas de tecidos obtido desta regido (BEDENDO, 1995).

Para o cultivo in vitro, 0 meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) inicialmente utilizado para o
cultivo de tabaco, vem se destacando como eficiente para a maioria das culturas herbaceas. No entanto, as
espécies mais lenhosas frequentemente ndo sdo responsivas a composi¢do original, mas apresentam
melhor desempenho com a reducéo de macronutrientes (BERTOZZO; MACHADO 2010). J4 a sacarose €
a principal fonte de carboidrato usada na cultura de tecidos, possui duas finalidades basicas: como fonte de
carbono e como regulador osmético nas células (THORPE et al., 2008; MARINO et al., 2010), além de
possui elevada solubilidade e répida metabolizagdo pela maioria dos vegetais (GEORGE et al., 2008;
YASEEN et al., 2013). Contudo as exigéncias nutricionais sdo diferentes para as espécies vegetais, € 0
suprimento inadequado de um elemento essencial, em excesso ou deficiéncia, pode acarretar em prejuizos
para o desenvolvimento vegetal.

A microenxertia € uma técnica em que se retira a extremidade apical de um ramo da variedade que
se quer limpar de doengas colocando-a sobre a extremidade decepada de um porta-enxerto, cultivado em
tubo de ensaio (PAZ; PASQUAL, 1998). De acordo com Dornelles (1988), obtendo-se a pega dessa
microenxertia, a planta obtida tem grandes probabilidades de ndo receber os microorganismos existentes
na planta mée, pois as extremidades meristematicas geralmente estéo livres dos mesmos. Quando esta é
multiplicada por enxertia, dara origem a um clone livre de patbgenos sistémicos e sem 0s inconvenientes
de juvenilidade da embrionia nucelar, que ndo permitiria a recuperacdo de materiais monoembridnicos
(NAVARRO; JUAREZ, 2007).

O limoeiro ‘Cravo’ é o principal porta-enxerto utilizado no Brasil. A principal raz&o é que este
confere precocidade, alta produtividade e resisténcia a seca, além de tolerante a tristeza (KOLLER, 1994;
PADOVANI, 2013). No quatriénio 2004-2007 foi utilizado em 56,1% das mudas formadas no estado de
S30 Paulo (POMPEU JUNIOR; BLUMER, 2008). Vem sendo substituido por variedades tolerantes como
as tangerinas CleoGpatra, Sunki, pelo citrumelo Swingle, e pela Poncirus trifoliata (SETIN; CARVALHO,
2011) em virtude da sua suscetibilidade a uma doenca de combinacdo copa/porta-enxerto, que manifesta
0s sintomas na regido de enxertia em plantas sobre porta-enxertos intolerantes, conhecida como “morte
stibita” e que surgiu recentemente (Miiller et al., 2002). Entretanto, de acordo com Figueiredo (1985),
devem ser consideradas as excepcionais qualidades apresentadas pelo limoeiro ‘Cravo’, que satisfazem
tanto o produtor de mudas quanto ao citricultor. A substituicdo do porta-enxerto por outro constitui um
risco muito grande na eventualidade do surgimento de novas moléstias, principalmente viréticas, que
podem atacar as plantas enxertadas nesse porta-enxerto. Pelos problemas mencionados, é aconselhavel que
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o citricultor use na instalacdo de pomares, mudas enxertadas em trés ou mais porta-enxertos. Dessa forma
o citricultor ndo terd um rendimento maximo, mas ficara livre de perder subitamente todo o pomar se
surgir uma nova moléstia que dizime as plantas enxertadas em apenas um ou dois porta-enxertos usados.
Neste caso, o limoeiro ‘Cravo’ pode ser usado em areas livres da “morte subita”.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar concentracGes de sais MS e sacarose em germinacao in
vitro de sementes de limoeiro ‘Cravo’ para obtengdo de porta-enxerto.

MATERIAL E METODO

O trabalho foi realizado em sala de cultura do Laborat6rio de Melhoramento Vegetal, no Centro
Universitario Norte do Espirito Santo/UFES, em Sdo Mateus, ES, no periodo de setembro a outubro de
2013.

Utilizaram-se sementes de limoeiro (Citruslimonia Osbeck) cv. Cravo, oriundas da é&rea
experimental do Centro Universitario Norte do Espirito Santo, apresentando maturagcdo completa.

As sementes dos frutos foram extraidas pelo método manual, conforme Koller (1994). Os frutos
sofreram uma incisdo com uma lamina na regido equatorial girando-os na mao. Depois de efetuada a
incisdo ao redor do fruto, fez-se uma torgcdo para extrair as sementes. Estas foram misturadas com cal,
friccionadas com a palma das médos e lavadas em seguida em peneira com agua corrente. A secagem foi
feita @ sombra durante sete dias.

A desinfestagdo foi feita em alcool 70% por trinta segundos e hipoclorito de sddio com 2% de
cloro ativo por 10 minutos e enxaguados trés vezes em agua deionizada e esterilizada. Em seguida, foram
retirados 0s tegumentos internos e externos em condigdes assépticas em camara de fluxo laminar
horizontal.

O delineamento experimental foi do tipo blocos casualizados, com 12 tratamentos, hum esquema
fatorial com trés niveis de sais MS (33,3; 66,7 e 100%) e quatro niveis de sacarose (0, 20, 40 e 60 g.L™).
Cada tratamento foi repetido duas vezes, com 10 tubos de ensaio por repeti¢do, e uma semente por tubo de
ensaio. Cada tubo de ensaio de 25 x 150 mm continha 20 ml de meio de cultura. O meio de cultura
continha sais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), e sacarose de acordo com os tratamentos, além de
vitaminas do meio MS, sendo solidificado em 4gar a 7 g.L ' e o pH ajustado para 5,7 antes da
autoclavagem.

O ambiente de cultivo foi em sala de crescimento com temperatura de 27 + 2°C e sob luz
fluorescente com fotoperiodo de 16 horas, fornecendo 25,2 pmol m? s™ de fluxo de fétons fotossintéticos.
Apos vinte dias de cultivo in vitro, avaliaram-se as variaveis: porcentagem de germinacao, matéria fresca
e comprimento da parte aérea. Foi calculado também o indice de velocidade de germinagdo (IVG) de
acordo com Maguirre (1962), sendo as germinacdes medidas aos 5, 10, 15 e 20 dias apds inoculagédo in
vitro.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia, e quando os efeitos foram
significativos, as médias foram analisadas por regressao entre niveis de sacarose e por teste de Tukey entre
niveis de sais de MS. Todas as analises foram feitas com auxilio do programa Genes (CRUZ, 2013).

RESULTADO E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia, houve diferenca significativa entre as médias dos niveis de
sacarose e de sais de MS, bem como a interacdo entre 0s niveis dois fatores para indice de velocidade de
germinacdo (IVG), conforme Tabela 1. Para germinacdo (G), massa fresca (MF) e comprimento da parte
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aerea (CPA) houve efeito significativo apenas para as médias entre niveis de sais de MS (Tabela 1). Os
coeficientes de variacdo variaram entre 12,08 até 29,72% o que sdo considerados médios para trabalhos
em cultura de tecidos vegetais (WERNER et al., 2012), garantindo boa precisdo experimental.

Tabela 1. Andlise de variancia para as caracteristicas indice de velocidade de germinagdo (IVG),
Germinacao (G, em %), Matéria Fresca (MF, em mg) e Comprimento da Parte Aérea (CPA, em c¢cm)
de limoeiro ‘Cravo’ apos vinte dias em meio de cultura contendo diferentes niveis de Sais de MS e
Sacarose (S8o Mateus-ES, 20013).

Quadrado Médio ¥

F.V G.L.
IVG G MF CPA
Blocos 1 0,0376 4,17 10,01 0,0421
Sacarose (S) 3 0,1385 ° 948,61 ™ 14,00 ™ 0,2842 ™
Sais MS (MS) 2 0,3573 1512,50 ° 2665,65 " 57852 °
SxMS 6 0,0845 * 656,94 ™ 913,37 "™ 1,9737 "™
Residuo 11 0,2409 331,44 575,80 0,9689
Média 1,285 61,25 155,87 5,30
CV (%) 12,08 29,72 15,39 18,58

Uns, *, ** = ndo significativo, significativo a 5 e 1% , respectivamente pelo teste F.

Na tabela 2 sdo apresentadas as médias de IVG na comparagao entre 0s niveis de sais de MS e, na
figura 1 sdo apresentadas as médias de IVG em funcédo dos niveis de sacarose. Observa-se que 0 aumento
da salinidade diminui o IVG quando as sementes ficaram em meio com sacarose a partir de 40 g L™
(Tabela 2). Esses resultados demonstram sensibilidade do limoeiro ‘Cravo’ a salinidade, semelhante ao
demonstrado por Gurgel et al. (2003), em experimento comprovando o menor IVG em porta enxerto de
acerola em condigdes de alta salinidade. Sabe-se que a salinidade, ao reduzir o potencial osmético do
meio, aumenta o tempo de embebicdo de agua pelas sementes, resultando, inicialmente, em
prolongamento do periodo de emergéncia da plantula (PIZARRO, 1985).

Houve aumento linear do IVG com aumento dos niveis de sacarose (de 0 até 60 g.L™") na
presenca de 33,3 % de sais de MS (Figura 1). O baixo teor de sais de MS parece ter compensado a adi¢do
de sacarose, ndo afetando o balangco osmdtico do meio e sendo favoravel ao IVG. Comportamento
semelhante foi observado por Nogueira et al. (2004) em relacdo a germinacdo in vitro de sementes da
planta medicinal Byrsonina intermedia. Na presenca de 66,7% e 100% de sais de MS, houve decréscimo
do IVG com aumento dos niveis de sacarose provavelmente devido & baixa diferenca de potencial
osmatico entre as sementes e 0 meio de germinagao.

Tabela 2. Relagdo entre o indice de velocidade de germinacéo e diferentes niveis de sais de MS em
limoeiro ‘Cravo’, em meio de cultura com diferentes niveis de sacarose (S&o Mateus-ES, 2013).

T
Sais MS (%) Sacarose (g.L™)

0 20 40 60
33,33 1,48A 1,45A 1,55A 1,61A
66,67 1,54A 1,34A 1,11B 0,91B
100 1,38A 1,27A 0,77B 1,03B

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Figura 1.Relagdo entre o indice de velocidade de germinagdo (IVG) e diferentes niveis de sacarose em
limoeiro ‘Cravo’ em meio de cultura para diferentes niveis de sais MS (Sdo Mateus-ES, 2013).
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Para o percentual de germinacdo houve decréscimo com o aumento dos niveis de sais de MS
(Tabela 3). Isto implica que este acréscimo de sais no meio extracelular, pode ter provocado maior perda
de &gua devido a pressao osmotica exercida na semente, alterando assim a disponibilidade de agua para o
processo de germinacdo. Resultado semelhante foram encontrados por Rosa et al. (2012) em plantas de
Mimosa Scabrella Bentham, onde obtiveram maior germinagdo das sementes com a reducéo do meio MS
a 12,5% e 25%, em funcdo do maior fornecimento de agua para promover este processo. Esses resultados
diferem dos encontrados para germinagdo in vitro de aceroleira (GURGEL et al. 2003) e a planta
medicinal Byrsonima intermedia (NOGUEIRA et al, 2004) que ndo encontraram diferencas significativas
para as médias de germinacdo de sementes em diferentes niveis de sais. George et al. (2008) relatam que a
germinac&o in vitro requer diferentes niveis de sacarose e sais MS para diferentes espécies vegetais.

Maior quantidade de matéria fresca bem como maior comprimento da parte aérea foram obtidos
no nivel 66,7% de sais de MS (Tabela 3). Esse resultados diferem dos encontrados por Utino et al. (2001)
que testando também de 33,3% até 100% de sais de MS encontraram aumento linear na producdo de
matéria fresca em explantes de bananeira. Koller e Boeira (1996) salientam a importancia do N inorganico
no desenvolvimento do limoeiro ‘Cravo’. No presente trabalho, o nivel que permitiu maior teor de matéria
fresca (66,7% de sais de MS) equivalem a 367,72 mg.L™* de N inorganico. Em trabalhos com solucio
nutritiva, foi detectado maior acimulo de matéria fresca a 100 mg.L™ de N inorganico em petinia (FRET;
DIRR, 1986) e 267 mg.L™ em cravo (HAYASHI et al, 2002). Pelo exposto, parece existir um teor 6timo
de N inorgénico para diferentes espécies e embora ndo se tenha isolado o efeito do mesmo no presente
trabalho, percebe-se que ndo é necessario mais que 367,72 mg.L™ de N inorganico (equivalente a 2/3 de
sais de MS) para propiciar maior acimulo de matéria fresca e crescimento de parte aérea na germinagao in
vitro de sementes de limoeiro ‘Cravo’. Os resultados da tabela 3, para a germinagdo e comprimento da
parte aérea corroboram com Bertozzo e Machado (2010), em que salientam que para espécies mais
lenhosas o desempenho é melhor com a reducdo de macronutrientes no meio de cultura. Outros autores
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também salientam a importancia da nutricdo mineral para o crescimento vegetativo inicial de mudas de
citros (DECARLOS NETO et al, 2002; SCIVITTARO et al., 2004).

Tabela 3. Médias de Germinacdo das sementes (G, em %), Matéria Fresca (MF, em mg) e Comprimento
da Parte Aérea (CPA, em cm) em plantulas de limoeiro ‘Cravo’ ap6s vinte dias em meio de cultura
contendo diferentes niveis de Sais de MS (Sdo Mateus-ES, 2013).

Sais de MS (%) G MF CPA
33,33 7500 A 136,75 B 514 AB
66,67 61,25 B 173,11 A 6,22 A
100 50,00 B 157,75 AB 454 B

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Com relacdo ao comprimento da parte aérea, a média foi de 5,3 cm, resultado semelhante aos
obtidos por Paiva e Souza (1994). Murashige et al. (1972) afirmaram que o tamanho ideal para a
realizacdo da enxertia in vitro é quando 0s micro porta-enxertos atingem em torno de 5 cm de
comprimento.

CONCLUSAO

Para o preparo, in vitro, de porta-enxerto de limoeiro ‘Cravo’, recomenda-Se a germinacao de
sementes em meio de cultura semi-s6lido com 33,3% de sais de MS e sacarose a 60 g.L™.
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