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Resumo. Na cultura de tecidos é necessario utilizar sementes de boa qualidade e livres de patégenos visando evitar
prejuizos no trabalho a ser realizado no laboratério. E fundamental a realizacdo de limpeza rigorosa nas sementes
destinadas ao cultivo in vitro para evitar problemas com contaminacgdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a biometria de
frutos, a germinacdo e morfogénese de sementes de Limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) e Lima da Persia (Citrus
aurantium) in vitro submetidas a diferentes concentracdes de NaClO para a assepsia. Foram coletados frutos de liméo
‘Cravo’ e lima da pérsia. Posteriormente, foram transportados ao Laboratério de Biotecnologia do Instituto Federal
Goiano Campus Urutai-GO, onde foram ralizadas as caracterizag8es biométricas dos frutos. As sementes desses frutos
foram submetidas a tratamentos com solugdes de hipoclorito de soédio em diferentes concentragdes: 0,0; 1,0; 1,5; 2,0 e
2,5% por 10 minutos, constituindo entdo cinco tratamentos para cada variedade e colocadas em sala de crescimento
aclimatizada para analise dos resultados. As varidveis avaliadas foram: biometria dos frutos e das plantulas; indices de
oxidagdo; germinacdo; contaminacéo; e tipos de contaminacdo. As doses de NaClO foram comparadas a partir de
intervalos de 95% de confianga. As analises foram realizadas usando a funcéo glm() do software R versao 3.4.1.
Constatou-se que o tratamento asséptico com NaClO para lima e lim&o foi promissor para os processos morfologicos de
germinacao e desenvolvimento de plantulas, bem como para o controle de agentes contaminantes in vitro.
Palavras-chave: Cultivo in vitro, lima, limao.

Abstract: In tissue culture it is necessary to use seeds of good quality and free of pathogens in order to avoid damages
in the work to be carried out in the laboratory. Therefore, strict cleaning of the seeds intended for in vitro cultivation is
essential. Thus, the objective of this study was to evaluate fruit biometry, germination and morphogenesis of 'Cravo'
(Citrus limonia Osbeck) and Persia Lima (Citrus aurantium) seeds in vitro submitted to different concentrations of NaClO
for asepsis. Fruits of 'Cravo’ lemon and Lima of Persia. Subsequently, they were transported to the Biotechnology
Laboratory of the Goiano Federal Institute Campus Urutai-GO, where they performed the biometric characterization of
the fruits. The seeds of these fruits were submitted to treatment with sodium hypochlorite solution in different
concentrations: 0,0; 1.0; 1.5; 2.0 and 2.5% for 10 minutes, constituting then five treatments for each variety and placed in
an acclimatized growth room to analyze the results. The variables evaluated were: biometry of fruits and seedlings;
oxidation indexes; germination; contamination; and types of contamination. NaClO doses were compared from 95%
confidence intervals. The analyzes were performed using the glm () function of software R version 3.4.1. It was verified
that the aseptic treatment with NaClO for lime and lemon was promising for the morphological processes of germination
and development of seedlings, as well as for the control of contaminating agents in vitro.

Keywords: In vitro culture, lime, lemon.

Introducéo plantas e na recuperacdo de gendtipos livres de
A cultura de tecidos é uma ferramenta que virus e outros agentes fitopatogénicos. Este método
pode ser utilizada no melhoramento genético de por meio do cultivo in vitro tem sido aplicado na
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formacdo e intercAmbio de germoplasmas,
producdo de sementes sintéticas, microenxertia e
em estudos de biologia vegetal (Cancado et al.,
2009).

Para que se alcance a transgenia ¢é
necessario um protocolo eficiente que atenda
regeneracdo e a sobrevivéncia das plantas no
decorrer do processo biotecnologico de plantas
(Sairam et al., 2008).

Para tanto é necessario definir metodologias
para a germinacdo e desenvolvimento de material
vegetal in vitro o que vai depender além do
ambiente, tipo de explante e meio de cultura, da
assepsia realizada nos propagulos para que eles se
desenvolvam sem a acdo de agentes
contaminantes.

Atualmente vem aumentando as pesquisas
de citros utilizando-se técnicas da biotecnologia.
Porém, para que ela possa ser realizada, é
necessario ter protocolos de cultivo in vitro bem
estabelecidos e até o presente momento sao
poucos os trabalhos com biometria de frutos e
plantulas oriundas de protocolos para cultivo in vitro
da lima da Persia (Palestine Sweet lime) e de limao
‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) visando a utilizacéo
para transformacgéo genética.

Na cultura de tecidos é fundamental que as
sementes sejam de boa qualidade e livres de
patégenos para que ndo haja prejuizos no trabalho
a ser realizado no laboratdrio. Por isso, deve-se
realizar uma limpeza rigorosa nas sementes
destinadas ao cultivo in vitro. Nesse sentido, €
gue se propde criar um protocolo para assepsia das
sementes que serdo utilizadas na producéo de porta
enxertos para enxertias in vitro (Prado et al., 2014).

O objetivo deste estudo foi avaliar biometria
de frutos e a germinacdo e morfogénese in vitro
apo6s utilizado diferentes concentragfes de NaClO
na assepsia de sementes de Limao ‘Cravo’ (Citrus
limonia Osbeck) e Lima da Persia (Citrus
aurantium).

Métodos
Biometria de frutos

Foram coletados 20 frutos de lim&o ‘Cravo’
(Citrus limonia Osbeck) de dois limoeiros na
fazenda Firmeza no municipio de Orizona-GO e 20
frutos de lima da pérsia (Citrus aurantium)
provenientes de plantas de um pomar doméstico no
municipio de Pires do Rio-GO.

No Laboratorio de Biotecnologia do Instituto
Federal Goiano Campus Urutai-GO, foram
realizadas caracterizagfes biométricas dos frutos,
aferindo-se a massa (g) e os didmetros longitudinal
e transversal por paquimetro analégico (cm). Para a
obtencdo das sementes, o corte nos frutos foi
transversal, de forma que a lamina cortasse o
epicarpo e mesocarpo. Depois a parte superior do
fruto foi girada em sentido horario e a inferior em
sentido anti-horario, para que o fruto liberasse as
sementes sem prejuizo mecanico pelo contato com
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a lamina, o que poderia causar oxidacao do tecido,
como afirma Cid & Teixeira (2014).

Germinacao e desenvolvimento in vitro

A assepsia das sementes foi realizada
utilizando-se agua com detergente, e alcool 70% por
3,0 minutos, conforme Prado et al. (2014).
Posteriormente, foram submetidas ao tratamento
com solucédo de hipoclorito de sédio em diferentes
concentracbes: 0,0; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5% por 10
minutos, constituindo entdo 5 tratamentos para cada
espécie estudada.

Em cémara de fluxo, as sementes foram
lavadas em agua destilada autoclavada por quatro
vezes e inoculadas em frascos de 264 mL, contendo
20 mL de meio basico Murashige & Skoog MS
(Caldas et al. 1998). Este meio foi constituido de
50% da concentragcdo dos sais, acrescidos de
thiamina a 0,1 mg L™, Benzylaminopurina (BAP) a
1,0 mg L™, sacarose a 15 g L™ e carvéo ativado a
1,0gL™

Cada tratamento constou de uma parcela de
cinco sementes (Citrus limonia Osbeck) e outra de
lima da pérsia (Citrus aurantium) por vidro,
totalizando 25 sementes por tratamento.

O pH do meio foi ajustado para 5,7 + 1
antes da esterilizacdo a 1,5 atm, utlizando
temperatura de 120°C por 20 minutos. Apés a
inoculacdo os frascos foram colocados na sala de
crescimento, em ambiente de luz indireta por 12
horas para inducdo de germinacdo. Em seguida
foram estabelecidas em temperatura de 24°C + 2°C
e luminosidade de 40 micro Mols, de 40 W, a qual
foi fornecida por lampadas fluorescentes, luz do dia,
com fotoperiodo de 12 horas (Prado et al., 2014).

As varaveis avaliadas foram: Biometria e pH
dos frutos, obtendo-se a massa (g) e diametros
transversal e longitudinal (cm); nimero e massa das
sementes pH do suco de limao e lima da pérsia.

Para a Germinacdo e desenvolvimento das
plantulas in vitro foram determinadas as taxas de
contaminacéo e tipo (bactérias ou fungos), oxidacdo
e esverdecimento das sementes. A germinacao foi
determinada  pela  protrusdo  radicular. A
identificacdo dos agentes etiolégicos foi realizada
com base na morfologia das estruturas reprodutivas
e extracdo manual e descarte por analise
macroscopica de individuos atacados ou
inviabilizados (Prado et al., 2014).

Para o desenvolvimento foram verificados
os indices de emisséo de parte aérea.

A caracterizacdo biométrica das plantulas
cultivadas in vitro foi realizada aos 138 dias apés a
inoculacdo. As variaveis analisadas foram: Altura
(cm), numero de folhas, taxa de raiz (%) e massa
fresca total (Q).

O experimento foi instalado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC). Os
dados foram analisados com o auxilio da estatistica
descritiva e analise de variancia para verificar
possiveis diferengas entre os tratamentos. Os dados
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de proporcdo de oxidagcdo, contaminacao
bacteriana, contaminagdo flngica, esverdecimento
da semente, protrusao radicular e emissao de parte
aérea foram submetidos a analise de deviance a
partir de um modelo linear generalizado binomial. As
doses de NaClO foram comparadas a partir de
intervalos de 95% de confianca. As analises foram
realizadas usando a funcdo glm() do software R
versdo 3.4.1 (R Core Team, 2018).

Resultados e Discusséo
Biometria de frutos

A massa média dos frutos de liméo e lima
coletado em matrizes estudadas foram de 83,82 g e
142,96, respectivamente (Tabela 1). Estes valores
foram inferiores ao encontrado por Figueiredo et al.
(2005) em avaliacdo de 14 diferentes porta-enxertos
para o limdo Eureka km 47 no qual obtiveram valor
médio de 172 g sobre o porta enxerto de liméo
‘Cravo’ na regido de Araraquara-SP. Ja Figueiredo
et al. (1975) observaram valor proximo ao deste
estudo em frutos de tangor-murcote utilizando como
porta-enxerto a lima da pérsia ao qual foi 131,3 g.

Na caracterizagdo biométrica dos frutos,
foram observadas variacbes entre as duas
espécies, para todos os parametros, exceto para a
relacdo de didmetros (transversal/longitudinal), a
gual apresentaram valores médios préximos, (0,97;
e 0,98). Segundo Schwarz et al. (2010) ambos os
frutos séo classificados como esferoide.

O valor médio de didmetro transversal
apresentado pelos frutos da lima (6,12 cm) foi
17,32% maior comparado aos do lim&o (5,06 cm).
Esta também se destacou por obter maiores valores
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quanto ao didmetro longitudinal, no qual foi 15,98%
superior ao do limao.

Constata-se que os frutos de lima utilizados
neste estudo sdo maiores que os do limdo, sendo
que tal fato é atribuido as diferencas existentes nas
caracteristicas genéticas da espécie, bem como a
nutricdo efetiva presente no solo.

Na avaliacdo da quantidade de sementes, a
lima apresentou superioridade em 26,42% de
sementes ao se comparar ao liméo. Este fator torna-
se importante na escolha de uma variedade de
porta enxerto, pois de acordo com Guerra et al.
(2012) devem ser levados em consideracdo
caracteristicas como elevada producdo de frutos,
com grande numero de sementes e que estas
apresentem alta poliembrionia nucelar.

Constatou-se que houve diferenca de
71,22% na massa de sementes entre as duas
espécies estudadas, sendo que a lima apresentou
valor superior com média de 2,12 g, enquanto o
limdo 0,61 g conforme pode ser observado na
Tabela 1. Segundo Carvalho & Nakagawa (2000) as
sementes de maior tamanho ou densidade,
normalmente tem embrides mais bem formados e
maior quantidade de reservas, sendo
potencialmente as mais vigorosas. Portanto, é de se
esperar que a lima tenha um sucesso maior no
estabelecimento de plantulas em relacéo ao liméo.

O valor médio de pH dos frutos de lima
(5,46) foram maiores que o do liméo (2,05) (Tabela
1), sendo portanto menos &cidos e préximo ao
obtido por Adams & Klein (2018), cujo encontraram
valor de 5,80.

Tabela 1. Valores de média, maximo e minimo das caracteristicas biométricas: Massa (g); Diametro Transversal (cm);
Diametro longitudinal (cm); Nimero de sementes NS; e massa de sementes (MS) (g) de Lim&o ‘cravo’ e lima da pérsia.

Urutai-GO, 2017.

Limé&o Lima
Média Desvio Padréo Média Desvio Padréo

Massa do Fruto () 83,82 12,25 142,96 25,58
Diametro Transversal (cm) 5,06 0,38 6,12 0,49
Diametro Longitudinal (cm) 5,26 0,47 6,26 0,49
Relacédo Didmetros T/L 0,97 0,10 0,98 0,05
Numero de Sementes (und) 7,10 2,92 9,65 4,57
NSC 0,90 1,02 0,90 1,29
Massa de Sementes (g) 0,61 0,30 2,12 0,63
pH 2,05 - 5,46 -

Germinacéo e desenvolvimento in vitro

Foi constatado que o inicio da protrusédo
radicular (germinacdo) para o Ilimdo foi no
tratamento T3 (Figura 01). Esse fato foi averiguado
aos 16 dias ap6s inoculacdo, com a presenca de
diferenca estatistica para esse evento quanto se
utilizou a concentracéo de 1,5 de NaClO aos 08 dias
apoés a inoculacdo. Na avaliagdo final da protrusao
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aos 24 dias ap6s a inoculacdo, a média de
protrusao foi de: 04% para 0,00 de NaClO; 76%
para 1,00% NaClO, 100% para 1,5% NaClO; 40%
para 2,00% NaClO e 53,3% para 2,5% NaClO
respectivamente.

Para a lima, foi constatado que o inicio da
protrusdo radicular aconteceu no tratamento com
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1,00% NaClO aos 10 dias ap6s a inoculagao.
Quanto ao indice de germinacao foram de 40 e 92%
para os tratamentos com 0,00; 1,00; 1,5; 2,00 e
2,5% NaClO. E possivel que o NaClO possa estar
agindo como agente que auxilia no indice geral de
germinacdo em especial nas sementes de lima da
pérsia conforme observado neste estudo. Rocha
(2005) e Rocha et al. (2007) explica que o
hipoclorito de sddio é um potente oxidante, e sua
acdo pode ser resultante de modificagbes nas
propriedades das membranas celulares do
tegumento ou no fornecimento de oxigénio adicional
para a semente, aumentando, dessa forma, a
porcentagem de germinacdo. Portanto, isso pode
explicar os resultados obtidos neste estudo.

A oxidagdo na cultura do lim&o e da lima
ocorreram apenas em sementes que ndo foram
tratadas com hipoclorito de sédio. Este efeito
ocorreu aos 48 dias apés o estabelecimento das
culturas (DAE) (Figura 02 - A) em sementes nao
tratadas.

As sementes de limoeiro foram infectadas
mais rapidamente por microorganismos em relacéo
as da lima, uma vez que aos 6 DAE ja
apresentavam fungos nos tratamentos 1 (0,0%); 2
(1,0%); 4 (2,0%) e 5 (2,5%). Observou-se bactérias
aos 24 DAE, nos tratamentos 5 (2,5%) e 1 (0,0%);
aos 32 DAE no 2 (1,0%) e aos 42 DAE no 4 (2,0%).

Sendo assim o tratamento 3, em que se
utilizou 1,5% de hipoclorito de sédio se diferenciou
dos demais pois ndo apresentou bactérias e fungos
em nenhuma das avaliacdes realizadas. Estes
resultados corroboram com Bianchi et al. (2003) que
realizaram a imersdo de meristemas de marmeleiro
em hipoclorito de sddio a 1,5% por 10 minutos e
obtiveram menor percentual de contaminagéo e as
maiores taxas de  sobrevivéncia, quando
comparados com 0s outros tratamentos.

A contaminagdo fungica na cultura da lima
iniciou-se aos 16 DAE com a concentracéo de 0,0%,
21 DAE utilizando 2,5%, e aos 32 DAE com 2,0% de
hipoclorito de sédio. A presenca de bactérias foi
observada em sementes em que ndo houve o
tratamento com NaClO aos 21 DAE e no tratamento
ao qual se utilizou a maior concentragéo (2,5%) aos
32 DAE. Portanto, o tratamento 2 (1,0%) e 3 (1,5%)
mostraram ser mais eficientes a serem utilizados no
controle de organismos que competem com a
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germinacdo das sementes e a emergéncia de
plantulas de lima, por luz, espaco e nutrientes.

A utilizacdo de hipoclorito de sodio
constituiu-se como um fator importante a ser
empregado no processo de micropropagacdo de
ambas as espécies, uma vez que auxiliou no
controle de bactérias e fungos nas sementes,
tornando-as viaveis por mais tempo. Em
tratamentos sem o seu uso houve alto indice de
contaminagdo nas primeiras e Ultimas observagtes
como apresentada na Figura 2-B; C. Fermino Junior
et al. (2009) também obtiveram menores indices de
contamina¢gBes no estabelecimento, germinacdo e
multiplicagéo in vitro de sementes de teca (Tectona
grandis L.f.) utilizando NaClO.

O esverdecimento das sementes do lim&o
ocorreu aos 16 DAE nas trés maiores
concentracdes de hipoclorito de sddio (Figura 3-B).
Na avaliacdo dos 21 DAE o tratamento de 1% de
hipoclorito de sodio também se apresentou com
esverdecimento e o tratamento com 0% apresentou
esverdecimento apenas aos 48 DAE. Na cultura da
lima este processo também se iniciou aos 16 DAE,
mas nas concentracdes de 1,5 e 2,5%, e aos 21
DAE todos os tratamentos apresentavam
esverdecimento.

Na cultura do limdo a emissdo de parte
aérea foi identificada inicialmente no tratamento 3
(1,5%) aos 24 DAE (Figura 03-A), deste modo
diferenciou-se das outras e foi a melhor dose para
esta varidvel. Na avaliacdo realizada aos 32 DAE
constatou-se que as maiores concentracdes
utilizadas (2,0 e 2,5%) também apresentaram
emissdo de parte aérea. Ja no tratamento 1 (0,0%)
este fator foi observado mais tardiamente, somente
aos 59 DAE, fazendo com que esta concentracao
seja considerada a que menos auxiliou no processo
de germinacéo dentre as usadas neste trabalho.

A formagédo de parte aérea na lima ocorreu
aos 16 DAE no tratamento 5; 24 DAE no 3 e 38
DAE em todos os demais estudados. Constata-se
que tanto em sementes de lima como de limdo a
germinacdo e consequentemente a emissdo de
parte aérea ocorreu de forma mais rapida em
tratamentos utilizando hipoclorito de sédio.
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Figura 1. Intervalos de 95% de confianca de Proporg¢do de Protrusdo Radicular para a interagéo de 2 culturas citricas (1: Limao; 2: Lima), 5 doses de NaClO em diferentes épocas de
avaliagdo. Urutai-GO, 2017.
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Biometria das Plantulas de citros

A altura das plantulas avaliadas pouco
variaram na cultura do limdo (Figura 4, 5-A), com
uma altura entre 3 e 4 cm, em que a dose 6tima foi
a de 0,88% de hipoclorito de sédio. Na cultura da
lima (Figura 4, 5-B) a variacdo de altura das
plantulas entre as concentracdes de hipoclorito foi
um pouco maior, sendo a altura crescente até
1,71% de hipoclorito de sédio (Figura 4-A).

Em ndmero de folhas o comportamento foi
contrario, em que a cultura que apresentou maior

concentrac@es de hipoclorito de sédio

variacao, atingindo um maior nimero de folhas foi o
limédo, com dose maxima de 1,92% de hipoclorito de
sédio. A lima apresentou maior niumero de folhas na
concentracao de 1,35%, variando pouco nas doses
menores e maiores (Figura 4-B).

A matéria fresca em ambas as culturas
apresentou um comportamento totalmente diferente
das outras variaveis, reduzindo a matéria fresca de
acordo com o0 aumento da concentracdo de

Altura

Nimero de Folhas

086

05

hipoclorito de sédio (Figura 4-C).
Limao
"Lima
R#*=0.95 y=-0.8177389x2+27946428x+1.3601216
T T T T T T
0.0 0.5 1.0 15 20 25
Doses
Limao
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B
R2=0.50 y=-0.4915709x*+1.33206685x+1.3769174
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Massa Fresca
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02 R2=098 y=-0

02700292x2
T
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Figura 4. Regresséo de (A) Altura; (B) Numero de folhas e (C) massa fresca de plantulas (g) cultivadas in vitro para as
culturas do lim&o e da lima com tratamento asséptico nas diferentes doses de NaClO. Urutai-GO, 2017.
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Figura 5. Plantulas desenvolvidas in vitro de (A) limdo e (B) lima. Urutai-GO, 2017.

Concluséo

A massa média dos frutos de liméo e lima
coletado foram de 83,82 g e 142,96 g;

O inicio da protrusao radicular (germinacao)
para o lim&o foi no tratamento T3 (1,5 de NaClO)
aos 16 dias apds inoculagéo;

Quanto ao indice de germinagéo para a lima
constatou-se 92% para os tratamentos com1,00;
1,5; 2,00 e 2,5% NacCl;

Para o desenvolvimento do lim&o a maior
proporcao de emisséo de parte aérea foi identificada
no tratamento 3 (1,5% NaClO). Para a lima, esse
evento ocorreu aos 16 DAE no tratamento 5; 24
DAE no 3 e 38 DAE em todos os demais estudados.

A altura das plantulas cultura do liméo ficou
de 3 a4 cm, em que a dose 6tima foi a de 0,88% de
hipoclorito de sodio. Na cultura da lima a variagédo
de altura das plantulas entre as concentracbes de
hipoclorito foi um pouco maior, sendo a altura
crescente até 1,71% de hipoclorito de sddio.

O tratamento asséptico com NaClO para
lima e limdo €& promissor para 0S processos
morfologicos de germinagdo e desenvolvimento de
plantulas, bem como para o controle de agentes
contaminantes in vitro.
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