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1. INTRODUCAO

A citricultura brasileira ocupa a primeira posi¢io mundial em
produgdo e exportagio de laranja para suco concentrado congelado
(SLCCO). | o
Entretanto, 80% das variedades-copas exploradas comercialmente
estao enxertadas em limoeiro-cravo (Citrus limonia Osbeck cv Cravo).
Isso causa preocupagio entre os pesquisadores, no sentido de alertar sobre
a necessidade de diversificacdo dos porta-enxertos. Dentre as intimeras
alternativas existentes, de acordo com as pesquisas, estd o melhoramento
genético através de hibridagGes, propiciando variabilidade genética.
Contudo, esses trabalhos demandam recursos e longo tempo para
obten¢do dos resultados. |

Uma alternativa a curto prazo seria a utilizacdo imediata de outros
porta-enxertos que a pesquisa j4 mostrou serem promissores. Dentre esses
a tangerineira ‘Sunki’ (Citrus sunki Hort.ex. Tan.) parece reunir vérios
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atributos favoraveis, principalmente por ser, at€ o momento, tolerante ao
declinio, apesar de ter apresentado nimero baixo de sementes (média de
trés por fruto) e baixa adaptabilidade aos diferentes tipos de solos
argilosos de algumas regides. Frutos imaturos deste porta-enxerto tém
apresentado niimero de sementes mais elevado.

Os trabalhos utilizando as técnicas de cultura de tecidos tiveram
inicio na década de 50 (10, 18, 16). Entretanto, grande impulso foi dado a
partir do desenvolvimento dos meios de cultura, denonunados "MS" (i3) e
"MT" (14). -

- De acordo com GRIMBLAT (7) as citocininas sﬁe eficientes em
promover a formc;ao de ramos, tanto por via indireta como direta. Skoog
e Miller (1957), citados por TEIXEIRA (I9), demonstraram que a
diminui¢io na concentragio da cinetina, de 1,0 * para 0,2 mg/L, e o
aumento do AIA (4cido indolacético), de 0,2 para 3,0 mg/L, induz a
formacgao de raizes, em detrimento da iniciagdo de ramos.

O meio "MS" suplementado com BAP, a 10 mg/L, e ANA, a 1,0
mg/L, resultou da formacdo de ramos a partir de segmentos de raizes de
citrange ‘Troyer’; sem formac#o de calos (4).

-~ Estudando vérias citocininas na proliferacdo de ramos a partir da
cultura de apices caulinares de ramos de plantulas de Citrus aurantim,
Citrus reshni e citrange ‘Carrizo’, KITTO e YOUNG (9) verificaram que
somente o citrange ‘Carrizo’ apresentou resposta positiva ¢ a tnica
citocinina que promoveu tal efeito foi a BAP, a 5, 0 mg/L obtendo-se trés
a quatro ramos por explante.

- Imdmeros s@o os trabalhos ji desenvolvidos com esses reguladores
de crescimento, isoladamente ou envolvendo ambos, além de outros
horménios acrescidos aos meios para regeneragao de plantas in vitro.

'Além dos fatores ligados &4 composicio do meio de cultura, as
respostas morfogenéticas sdo alteradas de acords com as condigbes as
quals sdo submetidas as culturas.

Dentre esses indmeros fatores, MURASHIGE e TUCKER (14) |
verificaram que a intensidade luminosa elevada reduziu a proliferagdo de
calos de albédo, ¢hquanto BRUNET e IBRAHIM (2) observaram 0 mesmo
efeito em vesiculas de suco e flavédo. |

~ Um outro aspecto a ser considerado na morfogenese ..E: a
contaminagdo ‘do meio de cultura, prmc:lpalmente para explantes |
provenientes diretamente do campo.

GILADI et alii (5) concluiram que plantas desenvolvidas em
condigbes de campo sdo muito mais contaminadas por bactérias e fungos,
sendo a grande maioria deles nao-patogénica em condigoes naturais. Para’

minimizar os problemas de contaminag¢des do préprio meio e do material
vegetal, de modo geral, fungicidas e bactericidas sao incorporados ao meio
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de cultura. Entretanto, tem-se verificado que esses produtos apresentam
efeitos positivos sobre brotacdes de plantas cultivadas tanto in vitro como
in vivo. Pode-se mencionar, por exemplo, o Benomyl, que, segundo Solel
(1973), citado por YANG (22), € absorvido e translocado por células.

"YANG (22) afirma que além de proteger o meio de cultura o
fungicida preserva também ‘o material vegetal. O Benomyl possui
propriedades fiingicas, pois apresenta amplo espectro de acdo, sendo
pouco téxico as culturas nas concentragOes para essa finahidade (6).
Assim, Hauptmam et alii (1985), citados por GRATTAPAGLIA &
MACHADO (6), trabalhando com virias espécies, utilizando a fusdo de
protoplasmas e adicionando ao meio concentragdio de 50 mg/L de
Benomyl, controlaram a contaminaggo de Penicillium.

YANG (22) concluiu que, ap0s analise de trabalhos de SAENGER
(1970), BECKER (1971) e 'SCHREIDER (1975), o fung1¢1da Benomyl
possufa algumas propriedades reguladoras de crescimento, comumente
ndo observadas e nem a ele atribuidas. De acordo com as afirmagdes de
SKENE (17), o efeito hormonal pode ser conseqii€ncia da intensidade de
manipulagdo durante o preparo do meio ou. de outros - fatores-
desconhecidos. Scruft (1970) citado por THOMAS (21), afirma que esse
efeito de regulador de crescimento pode ser devido a semelhanga
estrutural daquele funglclda com as proprias citocininas. . J

- Alguns pesqulsadores tém trabalhado mtensamente no sentido de
esclarecer essas caracterfsticas atribuidas ao Benomyl O trabalho de
SKENE (/7), analisando calos de soja, obteve resposta méixima com
dosagens de 25 a 50 mg/L de Benomyl. Efeito semelhante é observado
com uma dosagem aproximada de 0,003 mg/L de cinetina, demonstrando
que a cinetina € 5.000 vezes mais ativa que o Benomyl para o
desenvolvimento de calos. O mesmo autor obteve a resposta méxima com
150 mg/L do fungicida em cotilédones de rabanete, que foi equwalente ald
mg/L de cinetina, sendo, nesse caso, a cmetlna 30 vezes mais ativa que o
fungicida.

‘MOREIRA (]2) trabalhando com explantes de tangennelra ‘Sunkl’
concluiu que o melhor tratamento para a produg@o de brotos maiores que
10 mm foi com a dosagem de 239mg/L de benomyl obtendo-se 6,6 brotos
por explante, em média. Enquanto para o niimero total de brotos a melhor
dosagem foi de 242 mg/L, com a obtengao de 9,6 brotos por explante

Observa-se, assim, que hi a necessidade ndo somente de se
aprofundar nos estudos referentes a0 Benomyl, como também de outros
fungicidas que possam atuar como regulador de crescimento in vitro. H4
evidéncias de que o triadimenol exerce influéncia sobre o vigor de plantas
no campo, favorecendo o desenvolvimento do sistema radicular e o
enfolhamento da planta (8, 11). Segundo ANDREI (/), triadimenol é um



150 REVISTA CERES

fungicida sistémico, do grupo dos triazéis, com férmula B - (4-
clorofenoxi)- alfa - (1,1 -dimetiletil) LH 1,2,4 tniazole-1-etanol. O
triadimenol é comercializado como concentrado emulsiondvel (CE), p6
molhivel (PM) e granulado (GR), classe toxicolégica IV. Tem efeito
preventivo, curativo e erradicativo, apresentando ainda largo espectro de
acio e longo efeito residual. E recomendado pnnc:palmente para o
controle da ferrugem do café (3).

O presente trabalho teve como objetivo a micropropagacao de
explantes ja estabelecidos in vitro com uso do fungicida triadimenol e do
fitorregulador benzilaminopurina.

2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de
Biotecnologia do Departamento de Agncultura da Universidade Federal
de Lavras-UFLA, Lavras (MG).

O meio bésico utilizado foi o MS (13), suplementado com o
fungicida triadimenol nas dosagens de 0, 75, 150, 300 e 600 mg/L. ¢ BAP
(benzilaminopurina) nas dosagens de 0, 1, 2 ¢ 4 mg/l.. O meio foi
solidificado com 8 gramas por litro de 4gar, sendo seu pH aferido para 6,0
e, em seguida, distribuiu-se 10 ml em tubos de ensaio com dimensdes de
25 x 150 mm. Os tubos foram fechados com tampa plastica e esterilizados

em autoclave horizontal a uma temperatura de 120°C, 1,3 kg cm2,
durante 20 minutos. Em seguida foram levados para cimara de fluxo
laminar, onde foram inoculados com explantes de aproximadamente 2 cm,
contendo duas gemas.

O material vegetal utilizado foi a tangerineira ‘Sunki’ (Citrus sunki
Hort ex Tan.). Os explantes empregados foram provenientes de material
j& estabelecido in vitro, obtidos a partir de um sé genétipo. A parte

superior das brotagdes foi removida para evitar a domindncia apical. Apés
a inoculagdo, os tubos foram fechados, protegidos com vitafilme para

evitar possiveis contamina¢des e levados posteriormente para sala de

crescimento, a uma temperatura constante de 27°C + 1 e 3.000 lux de
iluminagdo, com um fotoperiodo de 16 horas.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com os
tratamentos (niveis de triadimenol e BAP) em esquema fatonial 5 x 4, com
quatro repeti¢des e quatro tubos por parcela, num total de 80 parcelas (15).
A avaliagdo foi feita 30 dias apés a inoculagao, contando-se o niimero de
brotacdes menores que 10 mm, o nimero de brotagdes maiores que 10 mm
e o nimero total de brotactes. Os dados foram submetidos a andlise de
variidncia e regressao e, para as trés caracteristicas, foram transformados

em (x + 0,5) 172,
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro 1 mostra os resultados das andlises de varidncia com suas
respectivas regressoes.

O efeito do fungicida sobre as varidveis namero de brotos menores
que 10 mm, nimero de brotos maiores que 10 mm e nimero total de
brotos foi significativo, a 5% de probabilidade, pelo teste F, ocorrendo
para o benzilaminopurina.

QUADRO 1 - Resumo das andlises de varidncia para as varidveis
nimero de brotos < 10 mm, nimero de brotos >
10 mm e nimero total de brotos em diferentes

concentragOes do fungicida Triadimenol ¢ BAP
e — oM,

. M.
Fontes de Ndmerode = Nidmerode Nimero total
variacdio G.L. brotos < 10mm  brotos > 10mm de brotos
Fungicida 4) 0,6394" 0,3678% 12074 |
Regresslio linear 1 2,3382" 1,2272° 4,7081°

» quadritica ! 10,0061 0,0271 00639

" cdbica 1 0’3707* 0, 1963° 0,0415

" grau4 1 0,0586 0,0208 0,0161
BAP 3) 0,6934° 0,1951° 0,9512°
Regressdio linear 1 0,8406 0,0204 0,5392

" quadrética 1 1,0282° 0,5357° 2,1309"

" cuibica 1 0’2292* 0,0294 0,1833
Fungicida x BAP 12 0,0952 0,0642 0,1571
Residuo 60 0,0746 0,0563 0,0994
CV (%) 18,40 21,50 18,40
Médias 1,49258 1,1048 1,7116

e e Ao S e Attt

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F.

A analise estatistica da relacdo entre as trés varidveis estudadas em
relacio ao fungicida indica a regressdo linear como a que melhor se
ajusta aos dados obtidos. Por outro lado, em relagao as dosagens de BAP,
a equacao que melhor explica a relagio entre as varidveis é a quadratica.

Outro aspecto a ser considerado é o coeficiente de variagdo, que foi
alto para todas as varidveis estudadas. Entretanto, experimentos
conduzidos in vitro tém  apresentado coeficientes de variagao
normalmente elevados, em fungio dos inimeros fatores que interferem no
comportamento dos explantes.

Verifica-se ainda pelo Quadro 1 que as médias foram semelhantes,

contudo, para o niimero de brotos o valor foi maior, como ja era previsto,
pois esse reflete a soma total das outras duas vanveis.
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Na Figura 1 estao representadas as equagOes do nimero de brotos e
as curvas correspondentes que explicam as diferengas entre os nimeros de
brotos em funcdo das dosagens do fungicida triadimenol. Observa-se que
os efeitos foram semelhantes, uma vez que as trés variaveis analisadas
apresentam uma mesma tendéncia de decréscimo do nimero de brotos a
medida que s¢ aumentam as doses do fungicida.

Brotos < 10 mm: Y = 1,6690 - 0,00081X R?=0,8430
Brotos > 10 mm: Y = 1,2361 - 0,00058X R*=0,8341
Brotos totais: Y =1,9689 - 0,001143X R*=0,9749

&S - ~ —
, _
1,5 MM
p _
0.5 . L
B -

0 100 200 300 400 500 600 700
Dosagem do fungicida triadimenol (mg/L)
+Brotos < 10 mm___+Brotos > 10 mm __* Brotos Totais |

FIGURA 1- Efeito das dosagens do fungicida triadimenol, no nimero

de brotos menores do que 10 mm, nimero de brotos
maiores do que 10 mm e nimero total de brotos, em

~ explante de tangerineira ‘Sunki’.

Numere de Bretes

Em todos os casos, equagOes lineares ajustadas a 5% de

probabilidade sdo as que melhor explicam as varia¢Bes existentes, com R2
1guais a 84,30, 83,41 e 97,49, resp-~tivamente para nimero de brotos < 10
mm, > 10 mm e totais. Analisando-se os dados, constata-se que a medida
que se aumenta a dosagem do fungicida, menor nimero de brotacdes é
obtido para as trés vanaveis estudadas. Os efeitos isolados do fungicida
desfavorecem o aumento de brotacdes nos explantes de tangerineira
‘Sunki’. Estes resultados contrariam os de MOREIRA (]12), nos quais
usando o0 benomyl acrescido ao meio basicc favoreceu a proliferacdo de
brota¢des, com uma curva de resposta quadratica, obtendo-se um valor
maximo na dosagem de 242 mg/L. Deve-se salientar que os resultados de
MOREIRA (/2) foram com o fungicida benomyl, que mantém certa
semelhanca estrutural com as citocininas (217).
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Apesar de o triadimenol ter apresentado efeitos negativos como
indutor de brotagdes, novas pesquisas devem ser feitas no sentido de
elucidar seu comportamento in vitro. O citado fungicida poderd
apresentar comportamentos diferentes ndo sé como protetor do meio de
cultura, mas também como estimulador de brota¢des em participacdo com
outros reguladores de crescimento.

Analisando-se a Figura 2, observa-se que as trés varidveis
analisadas em diferentes niveis de BAP apresentam comportamento
semelhante. As concentragdes que induziram o maximo nimero de brotos
foram: 2,6 mg/L para brotos < 10mm, 1,95 mg/L para brotos > IOmm e2,4

mg/L para brotos totais.

Brotos < 10 mm: Y = 1,2385 + 0,33424X - 0,06395X> R*= 0,8909
Brotos > 10 mm: Y = 1,0313 + 0,1804X - 0,04616X> R?=0,9498
Brotos totais: Y = 1,4304 + 0,4369X -0,092X> R?=0,9357

2.5 — - — - - ——
15
o
E 1
3
05
0 o - N — — —
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| ~ Dosagens de benzilaminopurina (mgll) ‘

+Brotos < 10 mm__*Brotos > 10 mm__ -~Brotos Totais _

FIGURA 2 - Efeitos das dosagens do BAP no namero de brotos
menores do que 10 mm, nimero de brotos maiores do
que 10 mm e nimero total de brotos, em explante de
tangerineira ‘Sunki1’.

Como pode ser observado, os resultados obtidos para as trés
varidveis estudadas dentro das dosagens de BAP foram melhor
representados por uma equagdo de efeito quadritico, a 5% de
probabilidade. Essas equagOes ajustadas representam coeficiente de
determinagdo de 89,08, 94,98, ¢ 93,57, respectivamente, para nimero de
brotos < 10 mm, > 10 mm e totais. Essas observagdes sugerem que o BAP,
1soladamente, tem efeito sobre o nimero de brotagdes. Isso é coerente, por
isso 0 BAP é um regulador de crescimento muito utilizado em trabalhos de
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cultura de tecidos. Esses resultados estdo de acordo com TEIXEIRA e
LLANI (20), que obtiveram resultados satisfatérios usando BAP a 0,3
mg/L., com segmentos internodais de Citrus sinensis cv. Péra. Resultados
semelhantes também foram obtidos por KITTO e YOUNG (9), em
pesquisas com citrange ‘Carrizo’, obtendo trés a quatro brotagdes por
explante.

4. CONCLUSOES

1. O uso do fungicida triadimenol ndo foi satisfatério para a proliferagéo
de brotos. |

2. As concentragOes que induziram o m4aximo nimero de brotos foram: 2,6
mg/L para brotos < 10 mm, 1,95 mg/L. para brotos > 10 mm e 2,37
mg/L. para brotos totais.

5. RESUMO

O presente ensaio foi realizado no Laboratério de Cultura de
Tecidos da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras (MG). Os
explantes utilizados se constituiram de brotos com aproximadamente 2 cm
~ e duas gemas, jd estabelecidos in vitro da tangerineira ‘Sunki’ (Citrus
sunki Hort. ex Tan). O meio basico utilizado foi o "MS" (I/3)
suplementado com o fungicida triadimenol nas dosagens de 0, 75, 150,
300 e 600 mg/L e BAP (benzilaminopurina) nas dosagens de 0, 1, 2 e 4
mg/L. O meio de cultura foi solidificado com 8 gramas por litro de dgar e
o pH foi aferido para 6,0. Utilizaram-se 10 ml do meio em tubo de ensaio
com dimensoes de 25 x 150 mm autoclavados ¢ em seguida os explantes
foram inoculados em cédmara de fluxo laminar. Apds a inoculagdo, os
tubos foram fechados com tampa plastica e levados para sala de
crescimento, sendo mantidos a temperatura de 270C e 3.000 lux, com
fotoperiodo de 16 horas. O delineamento utilizado foi o inteiramente
casualizado, com esquema fatorial 5 x 4, com quatro repeti¢les e quatro
tubos por parcela, num total de 80 parcelas. Apds 30 dias da inoculagio
avaliaram-se o nimero de brotos menores que 10 mm, mimero de brotos
maiores que 10 mm e nimero total de brotos.

Nas condigbes em que o trabalho foi conduzido conclui-se que o
uso do fungicida triadimenol ndo favoreceu a proliferacido de brotos e que
nido houve interagdo entre triadimenol ¢ BAP para essa varidvel. A
dosagem de BAP que favoreceu a proliferagdo de brotos menores que 10
mm foi de 2,6 mg/L e para brotos maiores que 10 mm, 1,95 mg/L,
~enquanto para o niimero total de brotos foi de 2,37 mg/L.
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6. SUMMARY

(EFFECT OF TRIADIMENOL AND BENZIL AMINOPURINA ON IN
VITRO PROLIFERATION OF SHOOT TIPS OF ‘SUNKTY’ (Citrus sunki
Hort. ex. Tan.) ROOTSTOCK)

The present assay was done in a tissue culture laboratory in the
Departament of Agriculture of University Federal of Lavras, Lavras - MG.
The explants used were already established in vitro sprouts of ‘Sunki'
mandarin of approximately 2 cm with two buds. The basic medium was
"MS" (13), supplemented by triadimenol fungicide in concentrations of

(0, 75, 150, 300 and 600 mg L-1 and BAP (Benzilaminopurina) in

concentrations of 0, 1, 2 and 4 mg L-1.The culture medium was solidified
with 8 g/L. of agar and the pH adjusted to 6.0. 10 ml of the medium was
used in 25 x 150 mm test tubes. Then the explants were inoculated in a
laminar flux chamber. After inoculation the cultures were kept in the
growth room for a 16 hours photoperiod, with a light intensity of 3,000
lux, and an average temperature of 27 degrees C. The statistical design
used was the entirely randomized factorial scheme 5 x 4, with 4
replications and 5 tubes / parcel.The evaluation was done after four weeks
of culturing. The conclusions were that triadimenol fungicide does not
help in the proliferation of the shoot tips and that there is no interaction
 between triadimenol and BAP. The BAP concentrations that favored the

proliferation of shoot tips smaller than 10 mm was 2.6 mg L-1 and for
shoot tips larger than 10 mm, 1.95 mg L-1, while, for the total number of
shoots it was 2.37 mg L -1,
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