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RESUMO. O trabalho propde um protocolo para micropropagacdo de caquizeiro, cultivares
Fuyu e caqui café. No cultivo inicial, com dpices meristematicos, o primeiro ensaio avaliou o
efeito da zeatina e 2-iP (0, 5, 10 e 20 uM) e o segundo avaliou o efeito dos aminoacidos
adenina, glutamina, cisteina e arginina (45 mg L). Para indu¢io da organogénese direta
utilizaram-se segmentos radiculares, testando as auxinas AIA, ANA e AIB (0,01 ¢ 0,1 uM),
combinadas com zeatina (1 uM). Para inducdo da organogénese foliar, foram testados trés
concentracdes de zeatina (5, 15 e 30 uM) combinadas com AIB (0,05 uM). A zeatina (5 pM)
foi superior ao 2-iP no desenvolvimento das brotagdes oriundas dos apices meristematicos.
No experimento com os aminoacidos, verificou-se apenas uma tendéncia de melhores
resultados com a cisteina e arginina. Na organogénese radicular, o ANA apresentou-se
superior no desenvolvimento dos brotos, porém nas diferentes concentragdes testadas nio
houve diferengas significativas. Os segmentos foliares juvenis apresentaram capacidade de
gerar brotagdes e responderam as aplicagdes de zeatina.

Palavras-chave: Diospyrus kaki, cultura de tecidos, reguladores de crescimento, aminoacidos,

fruticultura.

ABSTRACT. Organogenesis of Japanese persimmon from meristem tips, roots and leaf
segments. This work proposes an efficient protocol for micropropagation of Japanese
persimmon, cultivar Fuyu and persimmon cv. café. In the initial culture with meristem tips,
the first essay evaluated the effect of zeatina and 2-iP (0, 5, 10 and 20 uM) and the second
evaluated the effect of adenine, glutamine, cistein and arginin (45 mg L") amino acids. For
direct organogenesis induction, roots segments were used, testing the auxins IAA, NAA and
IBA (0.01 and 0.1 uM), combined with zeatina (1 uM). For leaf organogenesis induction,
three concentrations of zeatina (5, 15 and 30 pM) were evaluated, combined with IBA (0.05
uM). The zeatina (5 pM) was superior to 2-iP in the shoot development of the meristem tips.
In the experiment with amino acids, only a tendency of better results with cistein and arginin
was verified. In root organogenesis, the NAA was superior in the shoot development, but in
the different tested concentrations, there were not significant differences. New foliar segments
showed capacity to shoot forth and they responded to the zeatina applications.

Key words: Diospyrus kaki, tissue culture, growth regulators, amino acids, fruit production.

Introducao

O caquizeiro ¢ uma frutifera de grande expressdo
economica para o Brasil, sendo exportado para
diversos paises (IBRAF, 2002). A inser¢do do Estado
do Parana na fruticultura brasileira se faz, entre outras
frutiferas, pelo cultivo do caquizeiro, ja que € o
terceiro maior produtor nacional de caquis, tendo
contribuido com 13,56% das 113.308 toneladas de
frutos produzidos no ano de 2000, produgdo essa
geradora de uma arrecadagdo agricola de 47,8
milhdes de reais. A produg@o paranaense de caquis
em 2002 foi apenas superada pelos estados de Sdo

Paulo (58,39%) e Rio Grande do Sul (16,99%)
(IBGE, 2003).

O cultivar preferido para a exportagdo ¢ a "Fuyu’,
alcancando também melhor cotagdo tanto no mercado
interno quanto no externo, devido a sua caracteristica
de produzir frutos sem taninos (Penteado, 1986). O
cultivar pertence ao grupo Amagaki, com polpa
firme, amarela ¢ pode ser consumido sem que tenha
que passar pelo processo de destanizagdo (Simdo,
1998).

A propagagdo convencional de caquizeiros pela
via sexuada ndo ¢ desejada, devido ao seu longo
periodo vegetativo, elevado porte das plantas e
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heterozigoze genética. Além disso, o cruzamento ¢
prejudicado pelo limitado nimero de cultivares que
carregam flores masculinas e/ou hermafroditas (Choi
et al., 2001). A propagacdo vegetativa via enxertia
(garfagem ou borbulhia) é também dificultada pelo
fato dos porta-enxertos serem provenientes de
sementes, 0 que causa uma grande desuniformidade
quanto ao porte e vigor das plantas, sendo um
processo demorado, oneroso ¢ com baixas taxas de
pegamento (Biasi ef al., 2002). De outra forma, a
estaquia tanto lenhosa quanto herbacea apresenta
baixa capacidade de enraizamento (Cooper e Cohen,
1984; Rubbo, 1989; Fukui et al., 1992; Tao e
Sugiura, 1992; Biasi et al., 2002).

Uma alternativa para obtengdo de mudas
uniformes em caquizeiro seria estabelecer uma
tecnologia de propagacdo vegetativa para a formagio
direta das mudas, tanto de cultivares copas como para
porta-enxertos, o que representara um significativo
avanco na cultura do caquizeiro (Martins e Pereira,
1989).

A micropropagacdo tem-se mostrado como um
meio pratico para a multiplicagdo rapida e em larga
escala de mudas. A utilizagdo da técnica torna
possivel a propagacdo com rapidez de clones
desejaveis de porta-enxertos de varias espécies
frutiferas. Outro valor potencial da micropropagacao
¢ a producdo de mudas a partir de propagulos dos
cultivares comercialmente produtivas, o que podera
suprimir a utiliza¢gdo da enxertia, que ¢ um
procedimento demorado e caro (Tao e Sugiura,
1992). O emprego dessa técnica na cultura de tecidos
tornou possivel a regeneracdo de gemas tanto de
raizes gemiferas, quanto de raizes sem essa
capacidade, sob condigdes naturais (Kerbauy, 1998).
Isto pode ter ocorrido devido a juvenilidade dos
tecidos radiculares, pois segundo Tamura et al.
(1992), George (1993) e Peres (2002), ha maior
sucesso nos protocolos de organogénese in vitro, se
for utilizados tecidos jovens, que possuem maior
competéncia organogénica, como apices radiculares.
Como também verificado por Salomao et al. (2000),
que observaram que as gemas laterais juvenis de
caquizeiro ‘Cereja’ apresentam boas taxas de
brotagao.

Essa técnica de micropropagacdo em caquizeiro
ainda deveser aperfeigoada, porque existem
dificuldades na assepsia dos materiais utilizados, na
taxa de brotacdo e multiplicacdo dos explantes e
ainda dificuldades no enraizamento como verificado
em trabalhos realizados por Salomdo et al. (1999,
2000).

Este trabalho visou contribuir com informagdes
para o estabelecimento de um protocolo de
organogénese in vitro do caquizeiro que possa refletir
na obtengdo de mudas de boa qualidade e em larga
escala.

Telles e Biasi

Material e métodos

Os  experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Micropropagagdo de Plantas do
Departamento de Fitotecnia e Fitossanitarismo do
Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Parana, Curitiba, Estado do Parana, no periodo de
agosto de 2002 a julho de 2003.

Para a cultura de apices meristematicos, foram
utilizados como fonte de explantes estacas lenhosas
coletadas a campo de plantas adultas da cultivar
‘Fuyu’, durante o periodo de dorméncia (julho), os
quais foram envolvidos por jornal Umido,
acondicionado em sacos plasticos fechados e
mantidas sob refrigeragdo (3 a 5°C).

A assepsia das estacas foi realizada em camara de
fluxo laminar pela imersdo destas, em solu¢do de
benomyl (2 g L") por 16 horas, etanol 70% por um
minuto e hipoclorito de sodio a 2,5% com Tween-20
a 0,1% (uma gota a cada 100 mL) por 30 minutos.
Em seguida, foram feitas quatro lavagens em agua
destilada e autoclavada.

Os explantes foram dapices meristematicos com
aproximadamente 2 mm de tamanho, retirados das
gemas apicais e laterais dormentes das estacas
lenhosas. Os apices foram cultivados em placas de
petri por um periodo de sete a dez dias, antes de
serem transferidos para os experimentos descritos a
seguir, sendo colocados em torno de 12 apices por
placa, visando eliminar os contaminados. O meio de
cultura foi o MS % NOs, que consiste no meio de
cultura MS, com a metade da concentra¢do de
nitratos (Sugiura et al., 1986), isento de reguladores
de crescimento.

Foram realizados experimentos distintos; no
ensaio 1 foi avaliado o efeito da zeatina e 2-
isopenteniladenina (2-iP), foi implantado em esquema
fatorial com oito tratamentos, resultantes da
combinagdo de duas citocininas (zeatina e 2-iP) em
quatro concentragdes (0, 5, 10 e 20 uM) em frascos
de 250 mL com 30 mL de meio basal MS % NOs. Foi
realizada autoclavagem dos meios em temperatura de
120°C a 1,5 atm por um periodo de 20 minutos. Para
a esterilizagdo da zeatina e 2-iP foi feita por filtragem
em membrana de nylon com poro de 0,22 um. O
delineamento utilizado foi de inteiramente ao acaso,
com cinco repeti¢des e 4 explantes por parcela.

Apdés 50 dias de cultivo em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas, intensidade luminosa de
25 pmol m™ s e temperatura de 25 + 2°C, foi
realizado, a avaliacdo do numero de explantes
brotados, e nimero de folhas expandidas por brotagdo
e comprimento das brotagdes.

No ensaio 2, foi avaliado o efeito de diferentes
aminoacidos (adenina, glutamina, cisteina e arginina)
no desenvolvimento dos apices. Para tanto, foi
realizado em frascos de 250 mL com 30 mL de meio
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basal MS '2 NO; suplementados com zeatina (15
pM), sendo testados os aminoacidos: adenina,
glutamina, cisteina e arginina, todos na concentra¢ao
de 45 mg L', mais a testemunha, sem a presenga de
nenhum deles. Apds inoculagdo, os cultivos foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas, intensidade luminosa de 25 pmol m? s e
temperatura de 25 + 2°C. O delineamento utilizado
foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢des e
12 explantes por parcela.

Foi realizada avaliagdo apds o primeiro subcultivo
(110 dias) mediante as seguintes variaveis: nimero de
explantes brotados, niimero de explantes mortos,
nimero de folhas expandidas por brotacdo e
comprimento das brotagdes.

O terceiro ensaio objetivou a organogénese direta
a partir de segmentos radiculares nos quais os
explantes foram obtidos a partir de frutos maduros de
caqui Café, que foram coletados a campo e levados
para o laboratorio, onde foram extraidas suas
sementes. Estas receberam uma assepsia antes da
retirada do embrido que consistiu em: lavagem em
agua corrente, seguida de imersdo em solugdo com
fungicida (1 g L™ de captan e 1g L™ de benomyl), por
16 horas. Apds, foi realizada uma nova lavagem em
agua corrente, seguida de imersao em alcool 70% por
dois minutos, com posterior imersdo em solucdo de
hipoclorito de sodio 2,5% por 20 minutos. Para
finalizar, foram feitas mais quatro lavagens com agua
destilada e esterilizada.

Em cimara de fluxo laminar, as sementes foram
abertas e os embrides retirados com o auxilio de
bisturi, eliminando-se o endosperma. Os embrides
foram inoculados individualmente em frascos
contendo também meio de cultura MS % NOs, para
sua germinacdo, desenvolvimento e enraizamento.
Apbés 75 dias, quando as raizes apresentaram
comprimento médio de 5 cm, os segmentos
radiculares foram incisados em 1,5 ¢cm cada.

Os segmentos radiculares foram inoculados em
meio de cultura MS % NO,, suplementado com
zeatina (1 M) com diferentes tipos de auxinas: acido
indol acético (AIA), acido naftaleno acético (ANA) e
acido indol butirico (AIB), nas concentragdes 0,01
uM e 0,1 uM, mais a testemunha. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com
quatro repetigdes e oito explantes por parcela,
distribuindo-se quatro explantes por frasco.

A avaliagdo foi realizada ap6s 125 dias de cultivo,
e foram observadas as seguintes variaveis: nimero de
explantes brotados, numero de brotagdes por
explante, nimero de folhas expandidas por brotacao e
comprimento das brotagdes.

E o quarto ensaio avaliou a organogénese direta a
partir de folhas, em que foram utilizados segmentos
foliares com média de 1,5 cm x 1,5 cm de tamanho,
as quais foram obtidas a partir do isolamento dos
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embrides das sementes do ensaio anterior, sendo as
mesmas plantulas de onde foram retirados os
segmentos radiculares.

Os segmentos foliares foram colocados com a
face adaxial em contato com o meio, sendo
inoculados em meio de cultura MS ' NOs,
suplementados com AIB (0,05 uM) e trés
concentragoes de zeatina (5, 15 e 30 uM), em frascos
de 250 mL com 30 mL de meio, os quais foram
mantidos no escuro por 45 dias ¢ apds esse periodo,
foram transferidos para a condi¢do de luz em
intensidade luminosa de 25 pmol m? s, onde
permaneceram por mais 100 dias. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com
quatro repetigdes com oito explantes por parcela.

A avaliacdo foi realizada, portanto, apds 145 dias
de cultivo, computando-se os seguintes dados:
numero de explantes brotados, nimero de brotacdes
por explante, nimero de folhas expandidas por
brotagdo ¢ comprimento das brotagdes.

Resultados e discussao

A analise fatorial dos dados do primeiro ensaio
apresentou interagdo significativa para a porcentagem
de explantes brotados e numero de folhas por broto,
em que a citocinina zeatina foi superior ao 2-iP. Foi
verificado um aumento na porcentagem de explantes
brotados (Figura 1) e maior numero de folhas por
brotacdo (Figura 2), com o aumento da concentragido
das citocininas.

Essas varidveis apresentaram comportamento
quadratico, sendo possivel estimar, pelas equagdes de
regressdo, a maxima porcentagem de brotagdo
(100%), com 12,48 uM de zeatina e 50% de brotacdo
com 15,22 uM de 2-iP (Figura 1) e 0 maximo nimero
de folhas (2,6), com 12,76 uM de zeatina e 0,85
folhas com 12,48 uM de 2-iP (Figura 2).

Quanto ao comprimento das brotagdes, ndo houve
interacdo significativa entre as concentragdes
testadas. Entretanto, o efeito das citocininas e das
concentragoes foi significativo; a zeatina foi superior
ao 2-iP, com brotagdes de 0,42 cm e 0,21 cm,
respectivamente. Para ambas as citocininas, houve
pouco incremento no crescimento das brotagdes,
sendo a melhor concentragdo para alongamento de
brotos a dose de 12,92 uM calculada pela equagdo de
regressao (Figura 3).

A zeatina ¢ especialmente efetiva para a
micropropaga¢do do caquizeiro porque Vvarios
cultivares podem ser melhor estabelecidos e
apresentarem maior proliferagdo nessa citocinina do
que em meios suplementados com BAP
(benzilaminopurina) (Tao e Sugiura, 1992; Fukui et
al., 1989). Em ensaios anteriores, como o cultivar
Fuyu, em meio suplementado com BAP, ndo houve
resposta satisfatoria quanto a brotagdo e ao
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crescimento. Entretanto, em meio basal MS 2 NO;,
suplementado com zeatina 10 uM, Tao e Sugiura
(1992) conseguiram estabelecer apices
meristematicos in vifro com sucesso.

A zeatina exerce um papel de grande importancia
no cultivo in vitro de apices de caquizeiro, fato
evidenciado por este trabalho e descrito anteriormente
por Cooper ¢ Cohen (1984). Todavia, apesar da
importancia da zeatina na micropropagagdo de
caquizeiro, trata-se de uma citocinina de custo
elevado para a cultura de tecidos (Cooper e Cohen,
1984), sendo necessarias investigacdes com novos
compostos de efeito similar para reduzir o custo de
produgdo de mudas in vitro.

O cultivo dos apices meristematicos em meio de
cultura suplementado com diferentes aminoacidos
nio apresentou diferengas estatisticas significativas
para todas as variaveis analisadas (Tabela 1), apesar
de estudos mostrarem que em culturas de tecidos o
nitrogénio organico ser muito importante. Esse
elemento tem efeito significativo na divisdo celular e
na morfologia da planta, e os aminoacidos tém sido
utilizados como uma fonte de nitrogénio no meio de
cultura (Pedrotti ef al., 1994).

Foi observado que alguns aminoacidos mostraram
tendéncias a respostas mais promissoras, mesmo sem
diferencas estatisticamente significativas, como ¢é o
caso da cisteina, que apresentou em relacdo a
testemunha 65% mais explantes brotados e 47,8%
menos explantes mortos, e da arginina, que
apresentou brotacdes com comprimento médio 47,6%
maiores ¢ 42,7% mais folhas por broto do que a
testemunha.
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Figura 1. Porcentagem de explantes brotados, a partir de apices
meristematicos de caquizeiro ‘Fuyu' em meio de cultura MS '
NO; com zeatina e 2-iP em diferentes concentragdes (CV = 27,5%)
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Figura 2. Numero de folhas por broto a partir de apices
meristematicos de caquizeiro ‘Fuyu' em meio de cultura MS '
NO; com zeatina e 2-iP em diferentes concentragdes. (1)Dados
transformados em raiz (x + 1) (CV =16,3%).
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Figura 3. Comprimento médio dos brotos a partir de apices
meristematicos de caquizeiro ‘Fuyu' em meio de cultura MS
NO; com zeatina ¢ 2iP em diferentes concentragdes. (1) Dados
transformados em raiz (x + 1) (CV =5,7%).

Tabela 1. Porcentagem média de explantes brotados e mortos por
parcela, comprimento e nimero de folhas por broto de caquizeiro
"Fuyu' em meio de cultura MS ' NO; + 15 uM de zeatina com
diferentes aminoacidos na dose de 45 mg L™

Explantes Explantes mortos Comprimento

Tratamento brotados (oxidados) dos brotos fI(\j llilr::/rbor(if)
(%) (%) (cm)

Testemunha 28,3™ 38,3 ™ 0,53 ™ 2,13™
Adenina 28,3 383 0,42 1,68
Glutamina 45,0 21,7 0,47 2,46
Cisteina 46,7 20,0 0,60 2,39
Arginina 35,0 31,7 0,78 3,04
C.V. 47,56 58,13 62,73 47,08

" Nao significativo, pelo teste F da analise de variancia.

A adenina, apesar de ndo diferir dos demais
tratamentos, ¢ um aminoacido muito utilizado, sendo
seu efeito muitas vezes equiparado ao de uma
citocinina fraca, podendo ocorrer uma interagdo com
as citocininas utilizadas no meio de cultura (Caldas et
al., 1998). Neste sentido, é importante testar novas
concentragdes e combinacdes desses ¢ de outros
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aminoacidos para o cultivo in vitro do caquizeiro.

Na organogénese direta a partir de segmentos
radiculares, constatou-se que houve um bom
desenvolvimento de brotos adventicios, porém ndo
ocorreram  diferengas significativas quando se
compararam  os  resultados nas  diferentes
concentragdes de auxinas (Tabela 2).

Tabela 2. Resposta da organogénese direta a partir de segmentos
radiculares de caquizeiro cultivar Café em meio de cultura MS %2
NO; + 1 uM de zeatina, com diferentes auxinas em diferentes
concentragdes

Explantes  Numero de brotos Numero de folhas ~ Altura dos

Auxinas

brotados (%) ' por explante "’ por brotagio " brotos (cm) ")

ANA 172 a®@ 1,34 a 539 a L13 a
AIA 15,6 a 1,05 ab 4,58 a 1,14 a
AIB 1,8 b 049 b 1,60 b 0,36 b
Concentragdes (LM)

0 4,7 ™ 0,75™ 4,57 0,78 ™
0,01 11,4 0,98 330 0,86
0,1 12,5 1,10 3,29 0,94
C.V. (%) 20,1 23,5 39,0 20,0

™ Dados transformados em raiz (x + 1). @ Médias seguidas por letras distintas diferem
entre si ao nivel de significancia de 5%, analisados pelo Teste de Duncan. " ® Nao
significativo pelo Teste F da anélise de variancia.

Na maioria dos casos, ndo se conhece a natureza
biofisiologica dos eventos iniciais da organogénese,
podendo em alguns tecidos ocorrer maior atividade
de divisao celular, nos quais se formam pro-
meristemoéides constituidos por pequenas células
isodiamétricas, com nlcleos proeminentes ¢
citoplasma denso. Esses pro-meristemoides sdo
inicialmente plésticos e podem originar primordios
radiciais ou caulinares (Thorpe, 1994).

Pode-se notar que a maior influéncia no
desenvolvimento de brotagdes esta relacionada com o
tipo de auxina utilizada, sendo os melhores resultados
obtidos com ANA, que ndo se diferenciou
estatisticamente de AIA, mas foi superior
estatisticamente ao AIB, o qual mostrou-se pouco
eficiente no desenvolvimento e indugdo de brotacdo
em segmentos radiculares.

A capacidade de originar brotos a partir de raizes
pode estar relacionada com a capacidade de cada
cultivar. Choi et al. (2001) ressaltam que a formacdo
de brotagdes adventicias ¢ dependente do fator
genético de cada cultivar de caquizeiro, porém
diferentes cultivares ndo foram estudadas no presente
trabalho.

Na organogénese direta a partir de segmentos
foliares em caqui Café verificou-se um melhor
desempenho com o aumento da concentragdo de
zeatina, em quase todos os aspectos avaliados (Tabela
3), mas nao foi possivel realizar uma analise
estatistica devido ao alto indice de contaminagdo e
oxidagdo, o que ocasionou uma redu¢do do niimero
de explantes.

Tabela 3. Resposta da organogénese direta a partir de segmentos
foliares de caquizeiro, em meio de cultura MS %2 NO; + 0,05 uM
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de AIB com diferentes concentragdes de zeatina

Explantes Numero médio de

Zeatina Numero médio de  Comprimento

(uUM) brotados brotos por folhas por broto dos brotos (cm)
H (%) explante P

5 9,4 1,33 2,75 1,03

15 12,5 2,5 7.4 0,99

30 9,4 4 8,75 1,83

Todavia, foi possivel constatar que os segmentos
foliares apresentam a capacidade de formar brotos
adventicios, como ja observado por Choi et al
(2001), que conseguiram obter regeneracdo de brotos
em meio MS %2 NOj; suplementado com combinagdes
de zeatina e AIB. Os resultados obtidos no presente
trabalho sdo bastante promissores, pois para outras
frutiferas caducifélias a taxa de brotagdo e
regeneragdo a partir de folhas ¢ praticamente nula,
como encontrado por Erig e Schuch (2003) em folhas
de pereira tratadas com TDZ e ANA, nos quais ndo
houve regeneracdo, independente do tempo de
permanéncia em meio de indugao.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo
de acordo com Tao et al. (1988), que obtiveram
regeneragdo via organogénese do caquizeiro a partir
de folhas primordiais de arvores adultas. Apesar da
zeatina ser efetiva na regeneracdo de brotagdes a
partir de folhas, podem ser testadas outras citocininas
de menor custo, como verificado por Monteiro et al.
(2000) com BAP, cujas concentragdes 0,5 mg L e
1,0 mg L™ ja foram suficientes para regenerar gemas
de Passiflora suberosa a partir de discos foliares.

Conclusao

1. A zeatina na concentragdo de 12 a 13 uM ¢
mais eficiente para estimular o desenvolvimento dos
apices meristematicos.

2. Os aminoacidos adenina, glutamina, cisteina e
arginina ndo estimulam o crescimento dos apices
meristematicos na dose de 45 mg L.

3. O ANA ¢ mais eficiente na inducdo da
organogénese direta em segmentos radiculares do que
o AlA e o AIB.

4. Segmentos  foliares  juvenis  possuem
capacidade organogénica e respondem a aplicagdo de
zeatina.
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