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Resumo: A cultura de tecidos vegetais nada mais € do que o cultivo in vitro de qualquer parte de uma planta,
seja esta uma simples célula, um tecido ou um érgéo, sob condi¢cdes assépticas. Esta técnica esti baseada
no fato de que qualquer célula vegetal contém toda a informacao necessaria para regenerar uma planta
completa através de processos de desdiferenciacdo. Os ensaios foram realizados no Laboratério de Cultura
de Tecidos do IFMG- Campus Bambui. A etapa de estabelecimento do projeto foi realizada com o intuito de
obter novas plantas in vitro, utilizando-se para tal semente da planta matriz. Os frutos de lichia foram colhidos
na época de dezembro e as sementes inoculados em frascos contendo 15 ml de meio de cultura especifico
para germinagdo. O delineamento experimental para cada ensaio foi inteiramente casualizado, contendo 16
tratamentos com 4 repeticBes e 4 frascos por repeticdo. O segundo ensaio conduzido foi o de embriogénese
somatica, onde diferentes explantes (tecidos) que contém potencial de regeneracdo de embrides sométicos
foram isolados e induzidos a produzirem células embriogénicas associando o explante ao tempo de
exposi¢do ao regulador de crescimento 2-4,D. Os explantes para embriogénese soméatica foram excisados de
seedlings (plantulas jovens in vitro). Os tratamentos contendo sementes com 0s meios nutritivos MS e MS/2 e
0% de sacarose foram os mais eficientes na etapa de estabelecimento da cultura, por outro lado, os
tratamentos para indugdo de embriogénese soméatica ainda nao produziram resultados positivos devido a
dificuldades com contaminacao.

Abstract: The plant tissue culture is nothing else than the in vitro cultivation of any part of a plant, such as a
simple cell, a tissue or an organ, under aseptic conditions. This technique is based on the fact that any plant
cell contains all the required information to regenerate a complete plant through dedifferentiation processes.
The assays were carried out at the Tissue Culture Laboratory of IFMG - Campus Bambui. The in vitro
establishment step was conducted in order to obtain new in vitro plants. For this purpose seeds from a mother
plant was used. The lichia fruits were collected in December and their seeds were inoculated in flasks
containing 15 ml of culture medium specific for germination. A completely randomized experimental design
was used with 16 treatments, 4 repetitions per treatment and 4 flasks per repetition. The second assay
conducted, aimed the induction of somatic embryogenesis. Different explants (tissues) having the potential to
regenerate somatic embryos were isolated and induced to produce embryogenic cells by associating different
explants to different exposure time to the growth regulator 2,4-D. The explants for somatic embryogenesis
induction were excised from seedlings germinated in vitro. The best results for the establishment of new in
vitro cultures were achieved when the seeds were inoculated on MS and MS/2 media without sucrose (0%).
On the other hand, the treatments for somatic embryogenesis induction did not show positive progress yet,
due to contamination problems.




INTRODUCAO:

“As pesquisas em torno da lichieira tém sido intensificadas nos dltimos anos. No entanto, o Brasil,
apesar da potencialidade de exploracdo comercial da cultura, os poucos estudos realizados centralizam-se
nos frutos (pés-colheita) e ndo na planta como um todo”. (PEREIRA, 1999, p. 87)

“A lichia (Litchi chinensis Sonn) — (Sapindaceae) € uma frutifera originaria da China, sendo
considerada em todo o mundo como a “Rainha das frutas” por sua aparéncia e sabor delicado, semelhante
ao da uva “ltalia” e com aspecto similar a um morango”. (YAMANISHI, 2005)

A propagacdo da lichieira pode ser realizada tanto de forma sexuada quanto assexuada. Por via
sexual, a propagacao apresenta alguns entraves como perda rapida de viabilidade, ocorréncia de segregacéo
varietal e presenca de longo periodo juvenil (10 anos ou mais para comecar a produzir frutos).
Assexualmente, ela é propagada via alporquia, enxertia ou estaquia, sendo a alporquia o0 método mais
comum. A alporquia apresenta consideraveis obstaculos a expanséo da cultura no Brasil, pois além dela ser
considerada um procedimento caro, esse método de propagacdo possui baixo rendimento e produz pequeno
numero de mudas por planta matriz. Além disso, este método proporciona graves danos a planta matriz,
devido a quantia de anelamentos efetuados.

Assim, alternativas de propagacéo assexual para lichieira podem ser Uteis para sanar estes entraves
e induzir aumento e precocidade de producéo. A técnica de cultura de tecidos € uma ferramenta que pode
contribuir para viabilizar a producdo de mudas in vitro de plantas na tentativa de reduzir custos e produzir
mudas com qualidade fitossanitéria.

A cultura de tecidos é uma técnica onde o explante, que pode ser uma célula, um tecido, ou um
orgéo, é isolado e cultivado em condi¢cbes assépticas sobre meio nutritivo artificial. A totipoténcia celular, que
é o fundamento basico da cultura de tecidos, assegura que qualquer célula no organismo vegetal contém
informacdes genéticas para a regeneracao de uma planta completa.

A germinagdo in vitro de sementes e embrides é uma estratégia importante no processo de
micropropagacéo, visto que as sementes em sua formacédo mantém-se livres de muitos patdgenos como as
viroses. Vérios sdo os fatores que afetam a germinacdo como agua, temperatura adequada, luz (em funcéo
da espécie), reservas enddgenas da semente, reguladores de crescimento e concentracdo osmatica do meio,
de acordo com a espécie. Através do uso da técnica de cultura de tecidos véarios destes fatores podem ser
fornecidos e controlados visando aumentar a percentagem de germinagao.

“A embriogénese somética € um método importante para propagacéo de plantas elite in vitro em larga
escala. Também é uma estratégia para os estudos basicos relacionados com a fisiologia do desenvolvimento
do embrido”. (YEUNG, 1995, p. 205-247)

No entanto, para lichia, ndo foram encontrados protocolos de inducdo e regeneracdo de embribes
somaticos e poucos trabalhos e respostas com o processo de micropropagac¢do O Brasil pode ser um grande
produtor desta fruta, podendo gerar excedentes para exportacdo, visto que o0 pais possui clima propicio para
expansdo desta cultura, que se adapta bem ao clima subtropical.

Portanto, a iniciativa deste projeto visa melhorar a cadeia produtiva de lichia e servir de apoio ao

fortalecimento da fruticultura regional no centro oeste mineiro.

METODOLOGIA:



Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do IFMG- Campus
Bambui.

As matrizes doadoras dos explantes foram plantas adultas de lichia da cultivar “Bengal” com
aproximadamente 8 anos de idade que se encontram estabelecidas no setor de fruticultura do Instituto

Federal de Minas Gerais — Campus Bambui.

I- Estabelecimento in vitro via germinacéo de sementes

Visou obter plantulas in vitro a partir de sementes de lichia. Os frutos de lichia foram colhidos na
época de dezembro. As sementes de lichia perdem a viabilidade rapidamente, por isso os frutos foram
coletados e armazenados em uma caixa de isopor onde ficaram até o processo de inoculagdo. As sementes
foram imersas em alcool por 1 minuto e desinfestadas em solugéo de hipoclorito de sd6dio 2% por 20 minutos.
Apbs os explantes foram levados para a sala de inoculacdo e lavados 3 vezes com agua destilada
autoclavada para retirar o excesso de hipoclorito. Em seguida, foram inoculados em frascos contendo 15 ml

de meio de cultura especifico para germinacéo. (Tabela 1)

Tabela 1: Meios de cultivo e sacarose na germinacdo de sementes in vitro de Lichia. IFMG-Bambui.
2015.

Tratamentos Meio nutritivo Sacarose (g L-Y)
1 MS 0
2 MS 10
3 MS 20
4 MS 30
5 MS/2 0
6 MS/2 10
7 MS/2 20
8 MS/2 30
9 MS/4 0

10 MS/4 10
11 MS/4 20
12 MS/4 30
13 WPM 0

14 WPM 10
15 WPM 20
16 WPM 30

O delineamento experimental para cada ensaio foi inteiramente casualizado com 4 repeticdes sendo
cada parcela experimental composta por 4 tubos de ensaio e 1 semente por tubo. O ensaio foi realizado em

dezembro época propicia dos frutos e apds 60 dias foi feita a avaliagéao.



II- Embriogénese Somaética

Ap6s as plantulas de lichia estarem estabelecidas in vitro, diferentes explantes (tecidos) com
potencial de regeneracéo de embrifes somaticos foram isolados de diferentes regides da plantula e induzidos
a produzirem células embriogénicas associando o explante ao tempo de exposicdo ao regulador de
crescimento 2-4,D (Tabela 2). Os explantes para embriogénese somatica foram compostos de seedlings
(plantulas jovens in vitro). De um seedlings foram isoladas diferentes regi6es como &pice caulinar e discos
foliares.

A obtencéo da regido dos seedlings para induzir a embriogénese foi feita em camara de fluxo laminar
com auxilio de pinca e bisturi. O meio de cultivo utilizado foi 0 MS com 3% de sacarose ajustando-se o pH
para 5,8. Posteriormente o meio foi autoclavado a 121°C e latm de pressdo. Os meios de cultivo foram

vertidos em mini placas de petri e conduzidos a sala de inoculagao.

Tabela 2: Fontes de explante e tempo de permanéncia do explante no meio com 2,4-D (8 mg L™) na
inducdo de embrides somaticos de lichia. IFMG-Bambui. 2015.

Tratamentos Explante Tempo de permanéncia no 2,4-D (Dias)
1 Apice caulinar 5
2 Apice caulinar 10
3 Apice caulinar 20
4 Apice caulinar 30
5 Disco foliar 5
6 Disco foliar 10
7 Disco foliar 20
8 Disco foliar 30

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com 6 repeticbes, sendo a parcela
experimental constituida de 4 placas de petri e 4 explante por placa. O ensaio foi realizado em marcgo e

avaliado ap6s 7 dias da inoculacgéo.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

Observou- se gque o tratamento 1 com meio nutritivo MS com 0% de sacarose obteve maior altura de
plantulas e n° de folhas; o tratamento 5 com meio nutritivo MS/2 com 0% de sacarose proporcionou também
maior altura de folhas, sendo igual estatisticamente ao tratamento 1. Os demais tratamentos n&o
influenciaram positivamente nas variaveis nimeros de folhas e altura.

Segundo Costa A.S et al (2007), “no alecrim-pimenta (Lippia sidoides Cham.), as avaliacdes para as
caracteristicas contaminacao, numero de brotos formados e nimero de folhas por explante ndo houve
diferenca significativa em fungdo dos fatores testados. A contaminacao variou de 33,7 a 50,6, 0 numero de
brotos formados variou entre 1,17 e 1,65 e o numero de folhas por explante, entre 1,77 e 3,07. A

concentracao de 0,8% de hipoclorito de sédio proporcionou um nimero significativamente maior (p< 0,01) de



folhas por broto (y = 0,021x + 1,019, R2 = 0,97), sugerindo que essa concentracdo permitiu o
desenvolvimento e crescimento dos explantes e que o aumento da concentracdo de hipoclorito de sddio
resultou no aumento do nimero de folhas por brotos”.

De acordo com Costa A. S. et al (2007), “obervaram que ndo houve efeito significativo dos meios-de-
cultura sobre as caracteristicas analisadas, exceto para a porcentagem de enraizamento. O meio-de-cultura
WPM proporcionou um maior enraizamento dos explantes em relagdo ao meio B5. Para esta caracteristica os
meios de cultura MS e WPM proporcionaram resultados estatisticamente iguais. De forma geral, os meios de
cultura MS, WPM e B5 proporcionaram resultados estatisticamente iguais, porém optou-se pela utilizacéo do
meio MS para multiplicacdo in vitro de L. sidoides por ser 0 meio padrdo mais empregado na cultura de
tecidos. No estabelecimento in vitro o meiode-cultura é um fator importante para o desenvolvimento dos
explantes e varia de acordo com a espécie ou, até mesmo, entre genotipos”.

Segundo Barin L. B. et al (2012), “no cambui (Myrciaria tenella O. Berg) houve efeito significativo do
tipo de meio de cultura na porcentagem de germinacéo in vitro. Na auséncia dos sais do meio de cultura MS
houve 100% porcentagem de germinacdo. N&o foi observado efeito do tipo do cambuizeiro na porcentagem
de germinacgédo. Para a altura das plantulas, houve efeito significativo apenas do meio de cultura. As plantulas
mantidas no meio de cultura ¥2 MS apresentaram, em média, maior desenvolvimento em altura, ndo havendo
diferencas entre os tipos e interagcdo entre os fatores. Os meios 0 MS e Y2 MS apresentam potencial para
estabelecimento de protocolos de propagacéao in vitro de cambuizeiro, diminuindo os custos de producéo, por

demandarem menor concentracéo dos sais do meio MS para o desenvolvimento de plantulas”.

Tabela 3: NUmero de folhas e altura de plantulas de sementes de lichia germinadas em meios

nutritivos combinados com sacarose. IFMG-Bambui. 2015.

Tratamentos Meio Sacarose (g L-") N° Folhas Altura
nutritivo (cm)
1 MS 0 3.08 a 7.96 a
2 MS 10 0.75b 274 Db
3 MS 20 0.00 b 0.00 b
4 MS 30 0.00 b 0.00 b
5 MS/2 0 1.00b 425 a
6 MS/2 10 1.00 b 0.00 b
7 MS/2 20 0.00 b 0.00 b
8 MS/2 30 0.00 b 0.00 b
9 MS/4 0 0.00 b 0.00 b
10 MS/4 10 0.00 b 0.00 b
11 MS/4 20 0.00 b 0.00 b
12 MS/4 30 0.00 b 0.00 b
13 WPM 0 0.50 b 2.25b
14 WPM 10 0.00 b 0.00 b




15 WPM 20 0.00 b 0.00b
16 WPM 30 0.75b 2.13b

*Médias seguidas da mesma letra na coluna, para os diferentes tipos de sementes germinadas nao diferem

estatisticamente pelo teste de Scott-Knott ao nivel de 5%.

Na inoculagdo dos explantes para a etapa de embriogénse somatica, foram utilizados diferentes
explantes (tecidos) que contém potencial de regeneracdo de embrifes somaticos. Apds ser coletado o
explante ficou na agua corrente durante 24 horas, em seguida foram desinfestados em solugéo de hipoclorito
de sodio 2% por 20 minutos e levados para a sala de inoculacdo e lavados 3 vezes com agua destilada
autoclavada para retirar o excesso de hipoclorito. Mesmo seguindo todas as estas recomendacfes para
serem desinfestados 7 dias apdés a inoculacdo 100% das placas com os explantes haviam sido
contaminados, 0 que paralisou a continuacdo da etapa.

A porcentagem de contaminacdo dos explantes foi variavel em razdo da fase da cultura in vitro, com
meédias de 4% durante as fases de inducdo de calos e de embriGes sométicos, 30% durante a germinacdo
dos embrides somaticos, 10% na multiplicacdo, 15% no alongamento e 5% no enraizamento das plantulas,
sendo a maior parte das contaminagbes causada por bactérias, provavelmente de natureza enddgena.
A contaminacgéo endofitica em tecidos de mamoeiro é bastante comum (Drew & Smith, 1986; Rajeevan &
Pandey, 1986; Winnaar, 1988). A utilizacdo de explantes provenientes de plantulas germinadas in vitro (Chen
etal.,, 1987; Yamamoto & Tabata, 1989) ndo foi suficiente para contornar os niveis de contaminagéo;
portanto, em trabalhos posteriores, devem ser adicionados antibidticos ao meio de cultura, conforme
recomendam Reuveni et al. (1990).

Portanto o meio MS e MS/2 e 0% de sacarose foram os mais significativos nas avaliagdes da altura e
quantidade de folhas no experimento de germinacdo de semente. Com tudo, pode-se afirmar que a
concentracdo de hipoclorito utilizada foi insuficiente para desinfestacdo das sementes e do explantes para

embriogénse somatica, mesmo que lavadas com agua destilada autoclavada 3 vezes.
CONCLUSOES:

O melhor meio para estabelecimento de lichia € o MS sem adi¢&o de acucar.

N&o foi possivel induzir embriogénese somética devido a contaminagéo fangica.
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