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TOLERANCIA A SALINIDADE DE GENOTIPOS DE CITROS CULTIVADOS IN
VITRO

RESUMO: A citricultura brasileira, embora seja lider mundial na producao de laranjas
doces, pode romper fronteiras e otimizar a produgdo com a expansao para o
Semiarido do Pais, otimizando a qualidade sanitaria das plantas, por outro lado, é
comum a ocorréncia de areas com problemas de sais no solo e na 4gua, limitando a
producdo. Para enfrentar este desafio, o Programa de Melhoramento Genético de
Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura - PMG Citros vem desenvolvendo porta-
enxertos tolerantes a salinidade, verificando-se na pré-selecdo de gendtipos de
interesse com o cultivo in vitro, uma alternativa para otimizar o processo, sendo este
0 objetivo deste estudo. O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Nucleo de Biologia Avancada da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
utilizando porta-enxertos selecionados pelo PMG Citros. No primeiro capitulo, foi
adotado um delineamento experimental inteiramente casualizado, com 24 repeti¢des.
Foram analisados os efeitos da salinidade na germinacdo de sementes de sete
genotipos em condicdes in vitro: BRS N Gimenes Fernandes, BRS Cunha Sobrinho,
BRS L Navarro, BRS Ary S, HTR - 069, TSKC x CTSW - 033 e tangerineira ‘Sunki
Tropical’, cultivados em concentragdes de cloreto de sddio (NaCl) variando de 0,0 g
Lt a 3,2 g L't no meio de cultura WPM. As respostas ao estresse salino foram
diversas. A BRS Cunha Sobrinho possui maior tolerancia, mantendo crescimento e
numero de folhas verdes, mesmo em altas concentragdes de NaCl, enquanto a ‘Sunki
Tropical’ sofreu reducéo significativa no crescimento. Esses resultados oferecem uma
base para a selecao in vitro de individuos tolerantes a salinidade, passiveis de serem
utilizados como variedades porta-enxerto em ambientes sujeitos a esse estrese
abiotico. No segundo capitulo, foi realizado um delineamento experimental
inteiramente casualizado com 15 repeti¢cdes para investigar os efeitos da salinidade
no crescimento e desenvolvimento de gendtipos de citros oriundos de miniestacas,
em cultivo in vitro. Utilizou-se o meio WPM com sete niveis de cloreto de sodio,
variando de 0,00 g L a 3,84 g L%, e dez gendtipos: o BRS Stuchi, BRS N Gimenes
Fernandes, o BRS Cunha Sobrinho, o BRS L Navarro, o BRS Ary S, o HTR - 069, o
TSKC x CTSW - 033, o TSKC x (LCR x TR) - 029, o citrandarin ‘Indio’ e a ‘Sunki
Tropical’. Os resultados indicaram que BRS Cunha Sobrinho e TSKC x (LCR x TR) -
029 séo mais tolerantes ao estresse salino, mantendo altas médias de altura de planta
e biomassa fresca, mesmo em concentracdes elevadas de NaCl. Em contraste, o HTR
- 069 e a Sunki Tropical manifestaram maior sensibilidade, com reducdes significativas
em todas as variaveis de crescimento analisadas. Espera-se que esses resultados
contribuam para o desenvolvimento de metodologias eficazes na selecdo de
gendtipos de citros tolerantes a salinidade, sob condi¢des in vitro.

Palavras-chave: Citrus spp.; Poncirus; Melhoramento genético; Porta-enxerto.



SALINITY TOLERANCE OF CITRUS GENOTYPES CULTIVATED IN VITRO

ABSTRACT: Although Brazilian citrus farming is a world leader in the production of
sweet oranges, it can break boundaries and optimize production by expanding to the
country's semiarid region, optimizing the sanitary quality of the plants. On the other
hand, areas with salt problems in the soil and water are common, limiting production.
To face this challenge, the Citrus Genetic Improvement Program of Embrapa Cassava
and Fruits - PMG Citros has been developing rootstocks that are tolerant to salinity,
verifying the pre-selection of genotypes of interest with in vitro cultivation, an
alternative to optimize the process, which is the objective of this study. The experiment
was conducted in the Tissue Culture Laboratory of the Advanced Biology Center of
Embrapa Cassava and Fruits, using rootstocks selected by PMG Citros. In the first
chapter, a completely randomized experimental design was adopted, with 24
replicates. The effects of salinity on seed germination of seven genotypes under in
vitro conditions were analyzed: BRS N Gimenes Fernandes, BRS Cunha Sobrinho,
BRS L Navarro, BRS Ary S, HTR - 069, TSKC x CTSW - 033 and ‘Sunki Tropical’
mandarin, grown in sodium chloride (NaCl) concentrations ranging from 0.0 g L1 to 3.2
g L't in WPM culture medium. The responses to salinity stress were diverse. BRS
Cunha Sobrinho has greater tolerance, maintaining growth and number of green
leaves, even at high NaCl concentrations, while ‘Sunki Tropical’ suffered a significant
reduction in growth. These results provide a basis for in vitro selection of salinity-
tolerant individuals, which can be used as rootstock varieties in environments subject
to this abiotic stress. In the second chapter, a completely randomized experimental
design with 15 replicates was carried out to investigate the effects of salinity on the
growth and development of citrus genotypes from minicuttings, in in vitro culture. The
WPM medium with seven sodium chloride levels, ranging from 0.00 g L1 to 3.84 g L*?,
and ten genotypes were used: BRS Stuchi, BRS N Gimenes Fernandes, BRS Cunha
Sobrinho, BRS L Navarro, BRS Ary S, HTR - 069, TSKC x CTSW - 033, TSKC x (LCR
x TR) - 029, citrandarin ‘Indio’ and ‘Sunki Tropical’. The results indicated that BRS
Cunha Sobrinho and TSKC x (LCR x TR) - 029 are more tolerant to saline stress,
maintaining high average plant height and fresh biomass, even at high NaCl
concentrations. In contrast, HTR - 069 and Sunki Tropical showed greater sensitivity,
with significant reductions in all growth variables analyzed. These results are expected
to contribute to the development of effective methodologies for the selection of salinity-
tolerant citrus genotypes under in vitro conditions.

Keywords: Citrus spp.; Poncirus; Genetic improvement; Rootstock.
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1. INTRODUGCAO GERAL

As frutas do género Citrus (L.) sdo destaque na economia brasileira e mundial.
No mercado internacional, o Pais esta entre as grandes poténcias produtivas, sendo
o maior produtor de laranja doce [C. xsinensis (L.) Osbeck)] e o quinto para limas,
limdes e tangerinas (FAO, 2022). Entre as principais regides produtoras estdo o
Sudeste, com Sao Paulo sendo o maior estado produtor nacional, seguido pela regiao
Sul, e pela regidao Nordeste, na qual a Bahia lidera (IBGE, 2022).

O Nordeste do Brasil, no entanto, € amplamente caracterizado por regides
semidridas, com altas temperaturas, baixa umidade relativa e indices pluviométricos
reduzidos. Segundo a Articulagdo do Semiarido Brasileiro no Nordeste (ASA), mais
da metade dos estados da regido possui acima de 85% de sua area classificada dessa
forma (ASA, 2019). A elevada taxa de evaporacao da agua, associada a solos salinos
e a pouca disponibilidade de agua com baixa condutividade elétrica, impactam
negativamente a producao dos citros (SENTELHAS, 2005; FERNANDES et al., 2011).

Airrigacdo surge como uma alternativa para suprir a demanda hidrica requerida
pela cultura. Porém, em muitas circunstancias, a qualidade da agua utilizada para
esses sistemas € baixa, em razdo da fonte de onde sdo extraidas, apresentando
assim, elevadas concentracdes de sais, principalmente em pocos. Esses sais se
acumulam no solo a medida que o processo de irrigacdo se prolonga (OKUR; ORCEN,
2020).

O teor de sais no solo pode ocasionar reducdo do crescimento e da producao
das plantas, além da queima e queda de folhas (POMPEU JUNIOR, 2005). Os efeitos
no vigor da planta estéo relacionados a diferenca de potencial osmético da planta com
o solo, impedindo a absorcdo de dgua e de nutrientes (GARCIA-LEGAZ et al., 1993;
TESTER; DEVENPORT, 2003), além disso, os ions dos sais hidrolisados nas folhas
resultam em toxidez vegetal (BERNSTEIN, 1975).

A sensibilidade a salinidade é uma das caracteristicas dos citros, embora haja
divergéncias quanto ao limiar de tolerancia (MASS, 1993; SINGH; SAINI; BEHL, 2003;
FERGUSON; GRATTAN, 2005). Com isso, ao se presumir que a sensibilidade a
salinidade € uma caracteristica estabelecida das espécies citricas, e reconhecendo
as discrepancias nos limites de tolerancia entre varios porta-enxertos, pressupde-se
gue os porta-enxertos citricos submetidos a testes in vitro apresentardo diferencgas

consideraveis em sua tolerancia a salinidade, facilitando assim a prévia identificagéo
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de gendtipos mais resistente e adequados para o cultivo em ambientes de solo salino.
Diante desses desafios, a Embrapa Mandioca e Fruticultura, por meio do Programa
de Melhoramento Genético de Citros (PMG Citros), tem se empenhado no
desenvolvimento e disponibilizacédo, para o mercado citricola nacional, de novos porta-
enxertos adaptados as condi¢des tropicais predominantes no Brasil (SOARES FILHO
et al., 2003). Parte desses porta-enxertos caracterizam-se por sua tolerancia a seca
e/ou a salinidade, capazes de suportar as altas temperaturas e se desenvolver bem
em uma variedade de tipos de solo.

Para otimizar a sele¢cdo de porta-enxertos, procedimentos biotecnol6égicos
podem ser implementados como uma alternativa para pré-selecdo quanto
identificacdo de gendtipos tolerantes em laboratérios, antes da verificacdo de sua
tolerancia em campo (NOBREGA et al., 2004; SHARMA et al., 2013). Um dessas
ferramentas é a cultura de tecidos, por meio do cultivo in vitro, que possibilita
determinar a sensibilidade do genétipo a salinidade, bem como para avaliar aspectos
basicos do crescimento e desenvolvimento das plantas, permitindo, assim, testar
genotipos precocemente, em pouco tempo e espaco, e por consequéncia reduzindo
os custos (PEREZ-CLEMENTE et al., 2008; PEREZ-JIMENEZ; PEREZ-TORNERO,
2020).

Portanto, esse método contribui para o aprimoramento do melhoramento
genético tradicional ao identificar cultivares potenciais tolerantes a salinidade,
efetuando assim, uma avaliac&o prévia para que permitira futuramente o cultivo futuro
em varias composic¢des de solo e diversas circunstancias ambientais (MAHMOUD et
al., 2020).

Sendo assim, objetivou-se estabelecer um protocolo de selecdo de gendtipos
tolerantes a salinidade, utilizando sementes e miniestacas mediais, submetidas a

diferentes concentracfes de cloreto de sédio (NaCl), em condi¢cBes de cultivo in vitro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERIZACAO DO GENERO CITRUS

Ao longo de cerca de dois milénios, as espeécies de citros tém sido cultivadas
globalmente, com suas raizes evolutivas estendendo-se as regiées subtropicais e
tropicais da Asia, abrangendo também éareas da Australia e da Africa (DONADIO;
MOURAO FILHO; MOREIRA, 2005). Essas frutas citricas, presentes na agricultura e
na alimentacdo humana, remontam a civilizacdes antigas, como as egipcias e as
gregas (ROOSE; SCOOST, 1996).

A disseminacéo global dessas plantas esta intrinsecamente ligada a eventos
historicos significativos, como as conquistas de Alexandre, o Grande, a expansao do
Isla e as viagens de Cristovdo Colombo, que introduziu os citros no Novo Mundo
(KOEHLER-SANTOS; DORNELLES; FREITAS, 2003). No contexto brasileiro, a
introduc&o dos citros ocorreu durante a colonizag¢do portuguesa (ARAUJO; ROQUE,
2005; MATTOS JUNIOR et al., 2005).

Os citros, pertencentes a familia Rutaceae e a subfamilia Aurantioideae, sao
classificados em duas tribos, seis subtribos, seis géneros e 40 espécies. Dentro desta
diversidade, os géneros Poncirus, Fortunella e Citrus sdo os mais empregados no
comeércio. Além destes, a familia inclui os géneros Microcitrus, Eremocitrus, Clymenia
e diversos hibridos resultantes de cruzamentos entre membros das Rutaceas
(TANAKA, 1954; COLE; MILTON; APPELHANS, 2021).

O género Citrus possui grande importancia econémica, com destaque para as
laranjas doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck], as tangerinas (C. reticulata Blanco e C.
clementina hort. ex Tanaka), as mexericas (C. deliciosa Tenore) e os limbes
verdadeiros [C. limon (L.) Brum. F. e C. aurantiifolia (Christm.)]. O grupo das laranjas
doces é o0 mais significativo nos pomares dos paises citricolas, representando cerca
de 50% da producado mundial de citros, seguido das tangerinas, dos limdes e das limas
acidas (SEMINARA, et al., 2023).

Esse género é composto por plantas de porte mediano, que podem ser tanto
arbustivas quanto arboreas, e sdo caracterizadas por possuirem flores de cores
variadas, com destaque a flores brancas, amarelas, amarelas clara, roxas, entre
outras cores (KANDOWANGKO; FEBRIYANTI, 2023) e aromas distintivos. Os frutos

sao classificados como bagas, possuem vesiculas cheias de um liquido que forma o
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suco, que é altamente valorizado no mercado. Quanto a folhagem, apresenta folhas
coriaceas, simples e alternadas, como descrito em Mattos Junior et al. (2005) e em
Lorenzi et al. (2006).

As espécies, em geral, sdo classificadas em um grupo intermediario entre a
autogamia e a alogamia, possuindo um alto grau de heterozigosidade. Elas sao
capazes de cruzar entre si e com outros géneros relacionados, produzindo, muitas
vezes, hibridos férteis. Essa caracteristica resulta em uma vasta variabilidade
genética e impde a necessidade de condi¢des especificas de cultivo para gerar frutos,
com ou sem sementes (COSTA et al., 2002). Além disso, podem se reproduzir nas
sementes por meio de apomixia ou poliembrionia, além da reproducdo sexual
tradicional, criando um ou mais embrides nucelares (OLIVEIRA et al., 2002).

A morfologia dos citros é influenciada por diversos fatores, incluindo as
condicBes climaticas, a qualidade do solo, o estagio de crescimento da planta e a
variedade especifica cultivada. Em regibes onde nao existem restricdes de
temperatura ou agua, as arvores de citros podem florir quase o ano inteiro. Por outro
lado, em areas com limitagcdes climaticas, especialmente devido a temperaturas mais
baixas, o periodo de floracao tende a ser mais curto. Além disso, o estresse ambiental
pode intensificar a inducéao floral. Em ambientes com invernos secos e temperaturas
amenas, as condicdes fisiologicas da planta sdo particularmente determinantes para
a floracdo (AZEVEDO et al., 2017).

Em citros, o acamulo de ions estédo relacionados aos fatores morfolégicos e
fisiologicos, sendo o nivel de ploidia um fator a ser considerado na tolerancia a
salinidade, as plantas citricas tetraploides sdo mais espessas e suculentas do que os
genotipos diploides correspondentes. Em relagéo ao seu progenitor diploide, o duplo
diploide ou autotetraploide apresenta expresséo genética diferencial (ALLARIO et al.,
2011; DAMBIER et al., 2011) e melhor tolerancia a salinidade. Isso ocorre devido as
raizes dos genotipos autotetraploides serem mais espessas, menos ramificadas, com
menor numero de raizes e com maior deposicdo de suberina nas paredes celulares
das células da exoderme, em secBes proximas ao apice radicular. Os hibridos
somaticos e zigoticos alotetraploides também excluem os ions Na* e ClI- de forma mais
eficiente do que seus pais diploides correspondentes (MOUHAYA et al., 2010).
Contudo, Colmenero-Floresa et al. (2020) afirmam que essa potencialidade dos
tetraploides precisa ser testada a nivel de campo, entretanto como observado nos
estudos de Saleh et al. (2008), Ruiz et al. (2016) e Khalid et al. (2019) em condigao
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de estresse salino os tetraploides mostram-se com menores acumulos de ions cloreto
nas folhas das plantase melhores respostas a variaveis fisiolégicas como
fotossintese, condutancia estomatica, taxa de transpiracéo e verdor das folhas.

Os pomares citricos comerciais, no geral, apresentam material vegetal
combinado de duas plantas distintas, através do método da enxertia. Sendo eles a
copa, correspondente a parte superior da planta, responsavel pela producao, e o
porta-enxerto, equivalente ao sistema radicular. O porta-enxerto pode agregar a copa
diversas caracteristicas, como um maior ou menor porte, vigor, qualidade e
guantidade de frutos, precocidade, além de resisténcia/tolerancia a doencas e pragas,
assim como a estresses hidricos, térmicos e salinos (POMPEU JUNIOR, 2005).

O limoeiro 'Cravo' (C. limonia Osbeck) é um porta-enxerto amplamente
predominante nos pomares de citros no Brasil, escolhido por sua vigorosidade,
tolerdncia ao estresse hidrico, facil obtengcédo de sementes, grande vigor no viveiro,
bom pegamento de mudas no plantio, rapido crescimento, producéo alta e precoce,
com frutos de qualidade regular (OLIVEIRA et al., 2014). Além disso, apresenta
compatibilidade com todas as variedades copa, média tolerancia ao frio, além de bom
comportamento em solos arenosos.

Outros porta-enxertos utilizados na citricultura brasileira sdo: as tangerineiras
‘Cledpatra’ (C. reshni hort. ex Tanaka) e ‘Sunki’ (C. sunki (Hayata) hort. ex Tanaka), o
Citrumelo ‘Swingle’ (C. paradisi x Poncirus trifoliata), os ‘Trifoliatas’ comum e o ‘Flying
Dragon’ (P. trifoliata (L.) Raf.), o limoeiro ‘Volkameriano’ (C. volkameriana Ten. &
Pasq.) e o limoeiro Rugoso (C. jambhiri Lush) (POMPEU JUNIOR, 2005; BASTOS et
al., 2014).

2.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DA CITRICULTURA

A citricultura estd disseminada globalmente, sendo cultivada em todos os
continentes para consumo e producédo. O Brasil lidera a producao mundial de laranjas,
totalizando 16,93 milhdes de toneladas, representando, aproximadamente, 26% de
toda a producéo global. Esse valor é cerca de 35% maior do que o segundo colocado,
a India, que produz quase 11 milhdes de toneladas, seguida pela China com 7,60
milhdes, México em quarto lugar com 4,85 milhées e os Estados Unidos em quinto,
com 3,95 milhdes (FAO, 2022). No Brasil, cerca de 70% dos frutos sdo destinados a

producéo de suco concentrado e congelado de laranja, para exportacao, enquanto 0s
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30% restantes sao cultivados para consumo direto, ou seja, in natura (IBGE, 2022). O
Brasil € o maior produtor e exportador de suco de laranja no mundo, de acordo com
Research and Markets (2023) existe uma tendéncia de crescimento do mercado
mundial de suco de laranja concentrado e congelado, que elevar-se nos proximos
anos, atingindo um volume de 2,5 milhdes de toneladas até o final de 2025. No ano
de 2018, o Brasil emergiu como a nacao lider nessa producdo com (1,1 milhdo de
toneladas), representando 49% da producéo total, sucedido pelos Estados Unidos
(413 mil toneladas) e México (137 mil toneladas).

No cultivo de limas e limdes, o Brasil ocupa a quinta colocagdo, com um total
de 1,62 milhdes de toneladas; atras da india, em primeiro lugar, com 3,77 milhdes,
México com 3,01 milhdes de toneladas, China com 2,59 milhdes e Argentina em
guarto, com 1,83 milhdes de toneladas produzidas. As tangerinas estdo em quinta
colocacdo, com 1,08 milhdes de toneladas, atras da China responsavel por
aproximadamente 61% da producdo mundial dos frutos desse segmento (tangerinas,
mandarinas, clementinas e satsumas), com 27 milhdes, seguida pela Turquia com
1,86 milhdes, Espanha com 1,80 milhées e Marrocos com 1,36 milhdes (FAO, 2021).

A producado dessas frutas € amplamente distribuida pelo territério nacional,
sendo produzidas em 26 estados e no Distrito Federal. A regido Sudeste lidera o
ranking produtivo de laranjas, com 83,91% do percentual total, sendo S&o Paulo
responsavel por 72,62% da producéo, seguida pela regido Sul, contribuindo com
6,18%. Na regido Nordeste, destacam-se a Bahia e Sergipe como 0s principais
produtores, respondendo juntos por 86,50% dos frutos citricos colhidos nessa regiao
(IBGE, 2022).

A citricultura, além de ser fundamental para a producéo de inUmeros empregos
e contribuir para a geracdo de renda, destaca-se pela sua influéncia positiva na
gualidade dos produtos disponibilizados no mercado, evidenciando o papel
significativo desempenhado pelo setor para a economia nacional (NEVES et al.,
2010). Na geracao de empregos, a producao de laranja resultou na criacao de 43.156
vagas durante a safra 2020/21 (julho de 2020 a junho de 2021), conforme informacdes
provenientes do Cadastro Geral de Empregados e Desempregados (CAGED)
compilado pela Associacédo Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos (CitrusBR).
Esse nimero marca um aumento de 8% em relacdo a temporada anterior de 2019/20
e representa 5,94% das 726.489 oportunidades de emprego geradas pelo setor
agricola no pais durante esse periodo (BRASILAGRO, 2022).
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2.3 MELHORAMENTO GENETICO DE CITROS

O primeiro programa oficial de melhoramento genético de citros foi iniciado em
1893, na Flérida, sob a supervisdo do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA). Seu objetivo era transferir a toleréncia ao frio do P. trifoliata para as
principais variedades copa utilizadas, resultando em hibridos como citranges,
citrumelos, citrandarins, citradias, citremons e citrumquats (SOOST; ROOSE, 1996).

No Brasil, a partir de 1920, foi lancado um programa de melhoramento genético
de porta-enxertos de citros na Estacdo Experimental do Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) (POMPEU JUNIOR, 2005). Em 1988, o Programa de Melhoramento
Genético de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura - PMG Citros foi criado,
visando a obtenc&o de novos materiais vegetais para conferir uma maior variabilidade
genética nos pomares e agregar caracteristicas como maior producédo, qualidade e
tolerancia/resisténcia a fatores bioticos e abioticos (SOARES FILHO et al., 2003).

O melhoramento genético convencional dos citros se concentra,
principalmente, na identificacdo de mutacfes naturais ou induzidas, bem como na
exploracéo de hibridos que ocorrem espontaneamente ou por meio de cruzamentos
controlados (OLIVEIRA et al., 2014). Os principais fatores associados a essas
mutacdes genéticas dizem respeito ao vigor, fase fenoldgica de producéo, cor do fruto,
guantidade de sementes, além das concentracdes de sacarideos e acidos organicos
presentes na polpa. Além disso, podem surgir mutantes espontaneos exibindo
caracteristicas deletérias, incluindo aberragcdes morfolégicas em frutos e folhas que
manifestam caracteristicas atipicas; no entanto, nesse casso, essas variantes sao
sistematicamente eliminadas. No caso dos hibridos, importancia na producdo de
variabilidade, sua obtencdo facilita a incorporacdo de recursos adaptativos para
suportar pressdes bibticas (atribuiveis a pragas) e desafios abidticos (relativos ao
clima e ao solo), bem como a utilizacdo de genes associados as caracteristicas
horticolas desejaveis presentes nas espécies citricas (OLIVEIRA et al., 2014).

Adicionalmente, a biotecnologia desempenha um papel significativo nesse
processo, envolvendo a introducdo e selecdo de materiais superiores adaptados a
diversas condi¢cdes ambientais (OLIVEIRA et al., 2011a; 2011b). Entre as abordagens

estratégicas empregadas, destacam-se a fusdo de protoplastos, a realizagdo de
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mapeamento genético, a aplicacdo de técnicas de transformacao genética, a edicédo
génica e o sequenciamento completo do genoma (OLIVEIRA et al., 2014).

O melhoramento genético de citros, ainda, pode ocorrer por meio de plantas
transgénicas ou geneticamente modificadas, o que estd em andamento em varios
paises, possibilitando a introducdo de material genético em situacbes de
incompatibilidade sexual e acelerando o processo de obtencdo de -cultivares
melhoradas, enquanto minimiza a adicdo de genes indesejaveis (MACHADO et al.,
2005). Como citado por Dutt e colaboradores (2018) nos citros a transformacgao
genética tem sido conduzida principalmente via Agrobacterium tumefaciens usando
tecidos juvenis dos segmentos epicotilos obtidos da germinacgdo in vitro de sementes.
Pesquisas nessa area incluem resisténcia a virus, fungos, solos salinos e
caracteristicas agrondmicas (PENA; NAVARRO, 1999; CERVERA et al., 2000; YANG
et al., 2000; FAGOAGA et al., 2001; PENA et al., 2001; BOSCARIOL, 2004; DORTA;
MACHADO; FREITAS-ASTUA, 2019).

Embora as espécies de Citrus, juntamente com outros géneros, como Poncirus
e Fortunella, tenham a capacidade de cruzar entre si e produzir hibridos férteis, fatores
biologicos e genéticos, como a heterozigosidade elevada, poliembrionia, longos ciclos
reprodutivos, esterilidade de pdélen e estigma, incompatibilidade e depressdo por
endogamia, tém representado desafios nos programas de melhoramento por
hibridacao controlada (SOARES FILHO et al., 2003).

A partir dos anos 80, com os avancos em biotecnologia, a hibridacdo somatica
por fusdo de protoplastos ganhou espaco em diversos programas de melhoramento
de citros ao redor do mundo, visando o aumento da resisténcia a doencas como a
tristeza dos citros e a morte subita nos pomares (OLIVEIRA et al., 2014).

No contexto da biotecnologia, a técnica de cultura de tecidos vegetais, que
envolve o cultivo de partes de plantas em condicBes controladas e assépticas,
desempenha um papel fundamental. A micropropagacdo €, particularmente,
importante para a propagacéao de plantas de alta qualidade em viveiros. Ela acelera a
multiplicacdo vegetativa, produz plantas livres de virus e permite a producéo continua
ao longo do tempo, ocupando espaco limitado (BARLASS; SKENE, 1982).

Estudos in vitro sobre a tolerancia a salinidade séo cruciais para a producéo de
plantas comerciais cultivadas em areas com irrigagdo constante, pois permitem a
compreensao mais precisa dos efeitos do estresse salino sob os genétipos, bem como

no desenvolvimento das culturas, possibilitando a sele¢cdo de genoétipos mais
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adaptados. Ao replicar condigbes controladas em laboratorio, os cientistas podem
avaliar diretamente o impacto da salinidade nas plantas, identificando estratégias para
melhorar a resisténcia das culturas a esse estresse. Exemplos adicionais incluem a
pesquisa sobre a tolerancia a salinidade em culturas importantes, como milho
(BEZERRA; WILLADINO; CAMARA., 2001), feijao (XAVIER et al., 2007) e arroz
(BENITEZ, 2008), visando aumentar a produtividade e a qualidade das safras em
areas afetadas pela salinizacéo do solo.

Em citros, alguns estudos também estdo sendo desenvolvidos visando avaliar
o desempenho de diferentes gendtipos sob diferentes concentracbes de sal
adicionado ao meio de cultivo, visando selecionar as mudas mais tolerantes e capazes
de sobreviver em condi¢cdes de estresse salino. Dentre estes podem ser citados o0s
trabalhos de Sharma et al. (2013), de El-Habashy (2018), de Perez-Jimenez e Perez-
Turnero (2020), e de Verde et al. (2024).

2.4 TOLERANCIA DE CITROS A SALINIDADE

A salinizacao dos solos € um processo natural influenciado por diversos fatores,
como sedimentacéo de sais, a ascensao de ions por capilaridade e as altas taxas de
evapotranspiracao (RIBEIRO, 2010; PEDROTTI et al., 2015; WALTER et al., 2018).
No entanto, a intervencdo humana intensifica essa questéo, especialmente com o uso
de agua de irrigacéo de baixa qualidade e a aplicacéo de fertilizantes e agroquimicos
com teor elevado de sais (RIBEIRO, 2010; DALIAKOPOULOS et al.,, 2016). A
salinidade do solo pode causar toxicidade as plantas, levando a queda de folhas e
reducédo na producao (GKIOUGKIS et al., 2015).

A viabilidade do uso de agua salina para irrigacdo depende da selecdo de
plantas capazes de sobreviver e prosperar nessas condi¢des, ja que a tolerancia a
salinidade € variavel entre espécies, entre genotipos de uma mesma espécie e em
diferentes estagios de desenvolvimento da planta, sendo influenciada, ainda, por
fatores ambientais (FLOWERS; FLOWERS, 2005). No estudo de Pessoa et al. (2022)
na regido semiarida do Nordeste do Brasil, por exemplo, foi constatado que os teores
de cations e anions foram maiores nas areas desertificadas e cultivadas, aumentando
assim a salinidade do solo, além disso como citam Fernandes et al. (2015) a
predominancia de Na+ e Cl- na solucdo do solo de areas cultivadas e desertificadas

reflete a baixa qualidade da 4gua utilizada na regido, que contém altos teores desses
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elementos em sua composi¢ao. Sob estresse salino, as plantas podem acumular ions
soédio (Na*) e Cloreto (Cl) nos tecidos vegetais, o que perturba o equilibrio de
nutrientes e resulta em comprometimento fisiolégico significativo (MINAZADEH,
KARIMI; PARAST, 2018). Em solos salinos, a alta forca osmética reduz a absorcao
de agua pelas raizes, induzindo o estresse osmaético, o desequilibrio i6nico, a
toxicidade por ions especificos e o desequilibrio nutricional nas plantas (GUPTA,
2010).

Os citros sao frequentemente categorizados como culturas com baixa
tolerancia a salinidade. Dessa forma, a irrigacdo com agua salina pode, rapidamente,
paralisar o crescimento das arvores e prejudicar a qualidade dos frutos, tendo efeito
mais pronunciado do que em outras culturas (PRIOR et al., 2007). A nivel celular e do
organismo, as plantas citricas enfrentam o estresse causado pelo excesso de sal e o
déficit hidrico por meio da ativacdo de mecanismos de prevencao e tolerancia, sendo
essenciais para impedir o acumulo excessivo de ions e a desidratacdo dos tecidos,
além de preservar a integridade das células e a funcionalidade de biomoléculas vitais
(SANTANA-VIEIRA et al., 2016).

Mecanismos como 0 ajuste osmotico, a exclusédo de ions e o fechamento dos
estdmatos s&o acionados (MAGALHAES FILHO et al., 2008; HUSSAIN et al., 2012) e
ocasionam alteracdes fisiologicas que alteram o numero de folhas, a area foliar e o
diametro do caule, que podem ser afetadas pela salinidade, resultando em um
crescimento mais lento, uma adaptacdo comum sob estresse salino (PATRIA, 2014).
O impacto sobre a fisiologia das plantas de citros implica, principalmente, na reducéo
da condutancia estomatica, o que resulta na diminuicado da difusdo de gas carbonico
(CO2) e na taxa fotossintética.

A sensibilidade a salinidade nas plantas citricas apresenta uma gama de
limiares, conforme ilustrado por diferentes estudos: Mass (1993) sugere um limiar de
1,4 dS m?, enquanto Singh, Saini e Behl (2003) mencionam 2,0 dS m. Ferguson e
Grattan (2005) afirmam que as plantas de citros podem tolerar salinidade entre 1,2 e
1,5 dS mt, com reducéo no crescimento e producdo além desse ponto. Em contraste,
estudos adicionais sugerem limiares de salinidade ainda mais elevados. Simpson et
al. (2014) identificaram que valores de condutividade elétrica (CE) acima de 3 dS m™
e uma razado de adsorcéo de sddio (SAR) superior a 9 dS m~! em extrato saturado de

solo séo considerados criticos para a sobrevivéncia do cultivo.
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Além disso, Al-Yassin (2004) relatou que os limiares de salinidade na rizosfera
de laranjeiras cv. Valéncia variam entre 2,5 e 3,5 dS m™'. Este estudo sugere que as
plantas de citros podem tolerar niveis mais altos de salinidade do que inicialmente se
pensava, embora ainda haja um impacto negativo na produtividade e no crescimento.
Brito et al. (2014) corroboraram a ideia de um limiar de condutividade elétrica de 2,0
dS m? para irrigagdo de citros, com uma leve restricdo no crescimento de genétipos
recomendados como porta-enxertos.

A propagacéo in vitro de plantas é uma ferramenta crucial na biotecnologia,
colaborando com o aprimoramento genético de vegetais (SOUZA; PEREIRA, 2007).
Exemplos de estudos como o de Patria (2014), utilizaram o cultivo in vitro para avaliar
o efeito de diferentes niveis de salinidade de cloreto de sédio em seis genétipos de
citros. Os resultados permitiram classifica-los quanto a toleréncia, sendo o P. trifoliata
mais tolerante ao estresse salino, seguido por TSKC x (LCR x TR) - 059 e o limoeiro
‘Volkameriano’ como moderadamente tolerantes, o limoeiro ‘Cravo’ e o hibrido
trifoliado HTR - 069 como moderadamente sensiveis, e a tangerineira ‘Cledpatra’
como mais sensivel. Essas descobertas indicam a necessidade de ajustes, pois
apresentam divergéncias em relacdo a outros estudos.

O estudo de Pérez-Jiménez e Pérez-Tornero (2020) adotou uma estratégia
comparativa para avaliar as respostas do emprego do estresse salino in vitro e em
campo sobre genotipos de Citrus, revelando resultados consistentes em ambas as
condicles, para isso, realizou-se um pré selecdo in vitro dos mutantes do porta-
enxerto Citrus macrophylla mais resistentes, estes foram entéo cultivados em casa de
vegetacao e irrigados com solugbes salinas com distintas concentracdes, apés 8
semanas avaliou-se o desempenho desse quanto ao crescimento e dano visual as
folhas e teores de clorofila, prolina , amido, aglcares solluveis e ions para determinar
seu grau de resisténcia a este nivel de salinidade. Esse tipo de estudo destaca a
utilidade da pré selecado in vitro como uma ferramenta valiosa para o estudo da
tolerancia a salinidade em estagios iniciais de pesquisa, como forma de escolha previa
de gendtipos.

Para avaliar a tolerancia in vitro de plantas, os principais agentes salinos
usados sao o cloreto de sddio (NaCl) e o cloreto de calcio (CaCly). Esses sais sao
comumente empregados em estudos para investigar o comportamento das plantas
sob estresse salino. O cloreto de sédio é amplamente utilizado devido a sua

prevaléncia na salinizacdo do solo e sua capacidade de influenciar negativamente o
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crescimento das plantas (SOBHANIAN et al., 2010; SHU et al., 2017). O cloreto de
calcio também € frequentemente utilizado devido a sua capacidade de afetar o
equilibrio ibnico das plantas, interferindo nos processos fisioldgicos e afetando a
absorcdo de nutrientes essenciais e a manutencdo da integridade celular
(CERQUEIRA et al., 2008; COLMER, 2008).

Esses agentes salinos sdo essenciais para simular condicbes de estresse
salino em estudos de laboratério, permitindo aos pesquisadores entenderem melhor
0S mecanismos de resposta das plantas e desenvolver estratégias para melhorar a
tolerancia das culturas a salinidade do solo (MAHOUACHI, 2018; AHANGER et al.,
2019).
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DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA PRE-SELECAO IN VITRO DE
GENOTIPOS DE CITROS TOLERANTES A SALINIDADE OBTIDOS DA
GERMINACAO DE SEMENTES

RESUMO: A produc¢éo de mudas de citros € essencial para a citricultura, envolvendo
0 uso de porta-enxertos propagados a partir de sementes. Esses porta-enxertos séo
fundamentais, pois influenciam o vigor, a resisténcia a pragas e doencas, e a
tolerancia a condicfes ambientais adversas. A germinacao de sementes é uma etapa
crucial para a obtencdo de mudas saudaveis, no entanto, condi¢des inadequadas de
salinidade durante a germinacgéo in vitro podem afetar, negativamente, a qualidade
das mudas, resultando em plantas menos vigorosas e produtivas, o que pode ser
mitigado com o uso de porta-enxertos tolerantes. Assim, objetivou-se analisar os
efeitos da salinidade na germinacédo de sementes de hibridos de citros em condicdes
de cultivo in vitro. Foram selecionados sete genétipos (BRS N Gimenes Fernandes,
BRS Cunha Sobrinho, BRS L Navarro, BRS Ary S, HTR - 069, TSKC x CTSW - 033 e
a tangerineira ‘Sunki Tropical’), que foram cultivados em seis niveis de cloreto de sédio
(salinidade) no meio de cultura WPM (0,0g L, 0,64gL* 1,28¢gL*, 1,92gLY, 2,56
g Lt e 3,20 g L) durante 120 dias sob condi¢cdes controladas de temperatura,
intensidade luminosa e fotoperiodo. As variaveis avaliadas foram a porcentagem de
germinacao, a altura das plantas, o numero de folhas verdes e senescentes, 0 numero
de raizes, o comprimento da maior raiz, 0 nUmero de miniestacas, e as massas frescas
e secas da parte aérea e das raizes. Os dados foram submetidos ao teste F,
aplicando-se a transformacdo de Box-Cox, conforme necessario para algumas
variaveis, usando-se os pacotes ExpDes.pt, MASS e ggplot2 no software R. A partir
da anadlise de variancia, notou-se efeitos significativos da interacao entre o NaCl e os
genotipos em diversas caracteristicas de crescimento e biomassa. Analisando os
genotipos de citros, observou-se variabilidade na resposta ao estresse salino, com
alguns hibridos mostrando maior tolerancia. Genotipos como TSKC x CTSW - 041
mantiveram crescimento e numero de folhas verdes mesmo em altas concentracdes
de NaCl, enquanto outros, como Sunki Tropical, apresentaram uma reducao
significativa no desenvolvimento. Nas condicbes estabelecidas neste estudo,
nenhuma concentracdo de NaCl mostrou-se prejudicial para o desenvolvimento das
plantas. No entanto, concentracdes até 1,92 g L' proporcionaram resultados mais
satisfatorios nas caracteristicas avaliadas. No geral, foi possivel observar que é
fundamental considerar ndo apenas a concentracdo de NaCl, mas também a
viabilidade das sementes de diferentes gendétipos para otimizar a germinagdo em
ambientes salinos. Os resultados do estudo indicaram que a influéncia da
concentracdo de NaCl na taxa de germinacdo varia entre 0s genotipos avaliados.
Além disso, a viabilidade das sementes desempenha um papel crucial na
determinacao da taxa de germinacao sob condi¢des salinas. Os gendtipos mostraram
diferentes niveis de tolerancia a salinidade, ndo seguindo a classificacéo existente na
literatura, o que indica a necessidade de novos estudos para alinhar as condic¢des in
vitro com as de campo e aprimorar a selecédo de gendétipos tolerantes a salinidade.

Palavras-chave: Citricultura; Porta-enxertos; Germinacgao in vitro; Estresse salino.
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DEVELOPMENT OF A PROTOCOL FOR IN VITRO PRE-SELECTION OF
SALINITY-TOLERANT CITRUS GENOTYPES OBTAINED FROM SEED
GERMINATION

ABSTRACT: Citrus seedling production is essential for citrus farming, involving the
use of rootstocks propagated from seeds. These rootstocks are essential because they
influence vigor, resistance to pests and diseases, and tolerance to adverse
environmental conditions. Seed germination is a crucial step to obtain healthy
seedlings; however, inadequate salinity conditions during in vitro germination can
negatively affect seedling quality, resulting in less vigorous and productive plants,
which can be mitigated by using tolerant rootstocks. Thus, the aim of this study was to
analyze the effects of salinity on the germination of citrus hybrid seeds under in vitro
cultivation conditions. Seven genotypes (BRS N Gimenes Fernandes, BRS Cunha
Sobrinho, BRS L Navarro, BRS Ary S, HTR - 069, TSKC x CTSW - 033 and the
mandarin tree ‘Sunki Tropical’) were selected and grown at six sodium chloride levels
(salinity) in WPM culture medium (0.0 g L%, 064gL?% 1.28gL?% 1.92gL?t 256¢gL-
land 3.20 g L) for 120 days under controlled conditions of temperature, light intensity
and photoperiod. The variables evaluated were the germination percentage, plant
height, number of green and senescent leaves, number of roots, length of the largest
root, number of minicuttings, and fresh and dry masses of the shoots and roots. The
data were subjected to the F test, applying the Box-Cox transformation, as necessary
for some variables, using the ExpDes.pt, MASS and ggplot2 packages in the R
software. From the analysis of variance, significant effects of the interaction between
NaCl and genotypes were noted on several growth and biomass characteristics.
Analyzing the citrus genotypes, variability was observed in the response to saline
stress, with some hybrids showing greater tolerance. Genotypes such as TSKC x
CTSW - 041 maintained growth and number of green leaves even at high NaCl
concentrations, while others, such as Sunki Tropical, showed a significant reduction in
development. Under the conditions established in this study, no NaCl concentration
was shown to be detrimental to plant development. However, concentrations up to 1.92
g L' provided more satisfactory results in the evaluated characteristics. Overall, it was
possible to observe that it is essential to consider not only the NaCl concentration, but
also the viability of seeds of different genotypes to optimize germination in saline
environments. The results of the study indicated that the influence of NacCl
concentration on germination rate varies among the genotypes evaluated. In addition,
seed viability plays a crucial role in determining the germination rate under saline
conditions. The genotypes showed different levels of salinity tolerance, not following
the classification existing in the literature, which indicates the need for further studies
to align in vitro conditions with field conditions and improve the selection of salinity-
tolerant genotypes.

Keywords: Citrus farming; Rootstocks; In vitro germination; Saline stress.
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1. INTRODUCAO

Na citricultura, assim como em outras culturas, a utilizacdo de sementes é um
método fundamental para a obtenc&o de porta-enxertos (BASTOS et al., 2014). Para
a germinagcdo das sementes € necessario um ambiente propicio para o
desenvolvimento, que envolvam condi¢Bes favoraveis como luz, temperatura e
disponibilidade de a4gua (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Porém, nem sempre
essas condicdes sdo favoraveis, principalmente em solos salinos e sdédicos.
Geralmente, solos afetados por sais sdo encontrados em zonas aridas e semiaridas,
onde a evaporacao é superior a precipitacao, resultando no acimulo de sais sollveis
e no incremento do sédio trocavel na superficie dos solos (BARROS et al., 2004).
Essas regides sdo comumente encontradas no Nordeste Brasileiro, onde a salinidade
do solo é abundante, podendo, dessa forma, limitar a producéo agricola (RIBEIRO et
al., 2001).

A salinidade do solo é considerada uma ameaca significativa a sustentabilidade
dos solos agricolas e, como resultado, a seguranca alimentar nas regides semiaridas
em todo o mundo (SHRIVASTAVA; KUMAR, 2015). Em termos da extenséo das areas
afetadas pelo sal em todo o0 mundo, as estimativas revelam que cerca de 6% dos solos
do planeta sdo afetados pela salinidade, com 54% deles também sofrendo de
sodicidade, (KHAIME et al., 2018). Além disso, cerca 20% das terras irrigadas,
equivalentes a 45 milhdes de hectares, ja sofreram salinizacdo (SHRIVASTAVA;
KUMAR, 2015). Solos afetados por sais sdo encontrados principalmente nas regides
aridas e semiaridas, sendo que a salinizacdo induzida pela irrigacdo afeta 18,4
milhdes de hectares na América Latina e no Caribe, particularmente em paises como
Argentina, Brasil, Chile, México e Perl. Na regido nordeste do Brasil, a area agricola
irrigada abrange aproximadamente 500 mil hectares, com 25-30% em processo de
salinizacdo. A salinizacao resultante da irrigacao é um problema critico de degradacao
do solo que prejudica a produtividade agricola na regido semiarida do Brasil (HEINZE,
2002; FAO, 2015).

O elevado teor de sais, especialmente de cloreto de sddio (NaCl), pode impedir
ou dificultar a germinacdo das sementes de citros devido a diminuicdo do potencial
osmotico, prejudicando as fases subsequentes do processo (LIMA et al., 2005). Como
a producdo de mudas citricas, geralmente, envolve o uso de porta-enxertos

propagados a partir de sementes (BASTOS et al., 2014), se as condi¢bes de
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salinidade n&o forem adequadas durante a germinacéo, a qualidade das mudas pode
ser afetada negativamente, com consequentemente impacto na producgdo. Diante
disso, o controle e a otimizagéao das condi¢des de cultivo sdo essenciais.

A toleréncia a salinidade é uma caracteristica que apresenta consideravel
variacao entre diferentes genétipos, sendo um fator essencial na selecdo de plantas
adequadas para cultivo em solos salinos. A implementacdo de métodos de
propagagao in vitro representa uma abordagem altamente eficiente para a selegao
rapida e precisa de materiais genéticos, possibilitando o desenvolvimento saudavel
das mudas por meio de condi¢cdes que favorecem a germinagdo, pois permite a
replicacdo de ambientes controlados, incluindo estresse salino, agilizando assim a
identificacé@o e avaliagdo dos gendtipos mais tolerantes. Além disso, a propagacao in
vitro facilita a producdo de plantas geneticamente uniformes, o que aprimora a
eficiéncia dos processos de selecdo e cultivo (SEPEHRTAJ; SHAHSAVAR, 2017;
MENDES et al., 2023).

A selecao de genatipos citricos por meio de técnicas biotecnoldgicas, como o
cultivo in vitro, oferece um potencial significativo para aprimorar a eficiéncia da
citricultura, garantindo sua continuidade e crescimento sustentavel no Nordeste
brasileiro (FAGERIA; GHEYI, 1997). Portanto, € crucial investir em pesquisas e
praticas que otimizem as condi¢cdes de cultivo in vitro, especialmente em relacdo a
salinidade, a fim de garantir a producdo de mudas de citros de alta qualidade e,
consequentemente, o sucesso da citricultura na regido. Dentro desse contexto
desafiador, a utilizacdo de porta-enxertos que demonstrem tolerancia a salinidade
pode representar uma solucao viavel para enfrentar o estresse salino na producéo de
mudas de citros (BASTOS et al., 2014).

Programas de melhoramento genético de citros, como o conduzido pela
Embrapa Mandioca e Fruticultura, ttm como principal objetivo a selecdo de porta-
enxertos hibridos com elevada resisténcia a fatores de estresse abiotico e biodtico, ao
mesmo tempo em que buscam promover a producdo precoce e controlar o tamanho
da copa das arvores de citros (SOARES FILHO et al., 2013).

Dessa forma, objetivou-se analisar os efeitos da salinidade na germinacéo de

sementes de gendtipos de citros em condi¢des de cultivo in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1LOCAL DO EXPERIMENTO

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos do Nucleo
de Biologia Avancada da Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no municipio
de Cruz das Almas, Bahia.

2.2 CARACTERIZACAO DOS GENOTIPOS E CRUZAMENTOS

O material vegetal utilizado foi proveniente do Programa de Melhoramento
Genético de Citros (PMG Citros) (Tabela 1), sendo eles os genotipos: HTR — 069 (BRS
Santana), (LCR x TR) — 005 (BRS N Gimenes Fernandes), TSKC x CTSW - 041 (BRS
Cunha Sobrinho), TSKC x CTSW — 033, Sunki Tropical, TSKC x CTQT1439 - 014
(BRS L Navarro) e LVK x LCR - 038 (BRS Ary S).

Tabela 1. Lista dos genotipos de porta-enxertos de citros estudados, classificados
guanto a tolerancia a salinidade como pés-francos de origem nucelar (plantas obtidas
da germinacédo de sementes em campo), conforme critério descrito por Soares Filho

et al. (2016).
Genotipot Nome cientifico Classe?

Tangerineira ‘Sunki Tropical’ Citrus sunki (Hayata) hort. ex Tanaka) 3

C. xsinensis (L.) Osbeck x [C. xsinensis x Poncirus

Hibrido trifoliolado HTR - 069 trifoliata (L.) Raf] 4
LRF x (LCR x TR) - 005 (BRS C. xjambhiri Lush. x (C. xlimonia Osbeck x P. 4
N Gimenes Fernandes) trifoliata)

LVK x LCR - 038 (BRS Ary S) C. xvolkameriana V. Ten. & Pasq x C. limonia 4

TSKC x CTQT1439 - 014 C. sunki x [(Fo:tgnella_ marliqatri_tfal!_(iur. Swingle x (C. )
(BRS L Navarro) sinensis x P. trifoliata)]

C. sunki x (C. xparadisi Macfad. x P. trifoliata)
TSKC x CTSW - 033 1
TSKC x CTSW - 041 (BRS C. sunki x (C. xparadisi. x P. trifoliata) 5
Cunha Sobrinho)

Legenda: *HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; LCR:
limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum;
CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; CTSW: citrumelo ‘Swingle’.

2Classificagéo quanto a tolerancia a salinidade, conforme critério descrito por Soares Filho et al. (2016):
1 - Sensivel; 2 - Moderadamente sensivel; 3 - Moderadamente tolerante; 4 - Tolerante.
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Os gendtipos TSKC x CTSW - 041 (BRS Cunha Sobrinho), TSKC x CTQT1439
— 014 (BRS L Navarro), LRF x (LCR x TR) — 005 (BRS N Gimenes Fernandes), LVK
X LCR - 038 (BRS Ary S) e BRS Sunki Tropical sao porta-enxertos desenvolvidos pelo
Programa de Melhoramento Genético de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura
(PMG Citros) e ja estéo registrados no Registro Nacional de Cultivares do Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (RNC/MAPA). Por outro lado, os porta-
enxertos HTR — 069 (BRS Santana) e TSKC x CTSW - 033, também selecionados
pelo PMG Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura, estdo atualmente em processo
de inscricdo no RNC/MAPA.

2.3 DESINFESTACAO DAS SEMENTES

Para a montagem do experimento, as sementes, obtidas de frutos maduros,
foram retiradas, lavadas com agua corrente (Figura 1) e tiveram o tegumento
removido. Em seguida, passaram por um processo de desinfestacdo, sendo imersas
em alcool 70% por um periodo de 5 minutos, em uma solucéo de hipoclorito de sodio
a 1%, com a adicdo de uma gota de Tween 20®, por 20 minutos e posterior triplice
lavagem com agua de osmose reversa autoclavada. Todo esse processo de
desinfestacdo foi conduzido em camara de fluxo laminar, garantindo condi¢des

assepticas antes da introducdo das sementes no meio de cultura.

Figura 1. Processo de obtencéo de sementes de citros: (A) Frutos maduros colhidos
no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) de Citros; (B) Extracdo de sementes dos
frutos; e (C) Lavagem das sementes com agua corrente. Foto: Maria Luiza Santos,
2023.

36



2.4 MONTAGEM DO EXPERIMENTO E CONDIGCOES DE CRESCIMENTO

As sementes foram introduzidas em tubos de ensaio contendo 12 mL de meio
de cultura WPM, conforme a formulagéo basal descrita por Lloyd e McCown (1980).
O meio foi suplementado com 30 g L' de sacarose e NaCl nas seguintes
concentracdes: 0,00 g L, 064 gL%1,28 gLt 192gL?% 256gLte 3,20¢gL?,
correspondendo a condutividades elétricas de 0,00 dS m, 1,09 dS m'?, 2,19 dS m™,
3,28 dS mt, 4,37 dS m* e 5,47 dS m%, respectivamente. O meio foi solidificado com
2,4 g Lt de Phytagel® e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120 °C por 20
minutos. As concentragdes de NaCl utilizadas neste estudo foram estabelecidas com
base na literatura existente, como relatado por Maas (1993), que indica que a
producdo de frutos citricos é comprometida quando a condutividade elétrica do extrato
de saturacdo ultrapassa 1,4 dS m~ 1. Com o intuito de avaliar a capacidade de
tolerancia e adaptacdo das variedades de porta-enxerto ao estresse salino, foram
utilizadas concentracdes superiores a esse limite.

Os tubos foram mantidos em sala de crescimento (Figura 2), na temperatura
de 27 1 °C, com densidade de fluxo de fotons de 30 ymol.m2.s* e fotoperiodo de 16
horas.

a7
Figura 2. Semente de citros em sala de crescimento, em processo de germinacao.
Foto: Jorge Eduardo Melo, 2023.
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2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Para o experimento, foi adotado um delineamento experimental inteiramente
casualizado, em um esquema fatorial 7 x 6, que inclui 7 gendétipos e 6 niveis de
salinidade, com 24 repeticdes, sendo que, em cada parcela experimental, tinha-se um

tubo de ensaio contendo uma semente.

2.6 AVALIACAO E ANALISE DOS DADOS

Ap6s o periodo de 120 dias, procedeu-se a avaliacdo do vigor das plantulas
gue germinaram, a partir de embrides nucelares, geneticamente idénticos a planta-
mae. A selecao foi realizada com base em observacdes morfoldgicas, especialmente
das folhas, que apresentavam caracteristicas correspondentes ao padrao da planta
parental materna da variedade que forneceu as sementes. Essa uniformidade
observada dentro do grupo indica a garantia de sua origem nuclear. Nesse processo,
foram registradas a porcentagem de germinacéo, a altura de planta (APA, em cm),
numero de folhas verdes (NFV) e senescentes (NFS), nimero de raizes (NR),
comprimento da maior raiz (CMR, em cm), numero de miniestacas (NM), massas das
matérias fresca (MFPA, em mg) e seca (MSPA, em mg) de parte aérea, massas da
matéria fresca (MFR, em mg) e seca (MSR, em mg) de raizes.

Os dados foram submetidos ao teste F da analise de variancia. Para algumas
variaveis foi aplicada a transformacao de Box-Cox (Box; Cox, 1964) para atender aos
pressupostos necessarios. A analise de variancia foi conduzida utilizando o pacote
ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2021), e as transformacfes de Box-Cox foram
implementadas com o pacote MASS (VENABLES; RIPLEY, 2002), ambos integrados
ao software R (R CORE TEAM, 2024).

Foram utilizados graficos de boxplot e mapas de calor (heatmap) para
investigar como 0s genotipos se relacionam em diferentes niveis de NaCl. Essas
visualiza¢des foram construidas com o auxilio do pacote ggplot2 (WICKHAM, 2016)
no ambiente estatistico R (R CORE TEAM, 2024).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da taxa de germinacao indicam que a adicao de NaCl favoreceu
a germinagao do hibrido TSKC x CTSW - 041, nas concentragdes de 0,64 gL' a 1,92
g Lt No LRF X (LCR XTR) — 005 e na Sunki Tropical observa-se a elevacgao taxa de
germinacdo com 1,92 g L* do agente salino, enquanto no HTR — 069 esse

comportamento ocorreu na concentracdo de 0,64 g L™* de NaCl (Figura 3).
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Figura 3. Percentual de germinacédo dos genotipos de citros HTR — 069, (LCR x TR)
— 005, TSKC x CTSW - 041, TSKC x CTSW — 033, Sunki Tropical, TSKC x CTQT1439
- 014 e LVK X LCR - 038, submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sodio.

Legenda: LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; HTR — 069: laranjeira ‘Pera’ x citrange
‘Yuma’; TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat
‘Thomasville’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Florida’; TR: P. trifoliata.

Em alguns gendtipos como 0 LVK X LCR — 038 e TSKC x CTQT1439 — 014, a
presenca do NaCl reduziu a taxa de germinacdo das sementes, ja nha Sunki Tropical
e no TSKC x CTSW - 033 essa reducédo foi mais acentuada em concentragbes mais
elevadas. Sharma et al. (2013), estudando os efeitos da salinidade em C. jambhiri,
alcancaram a maxima germinacdo na auséncia do agente salino (NaCl), sendo que
na presenca do NaCl a partir da concentragdo de 86 mM as sementes incharam,

brotaram, mas ndo houve formagé&o de plantulas.
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A variacdo observada na germinacao das sementes, reforca ainda o estresse
salino é considerado mdltiplo, ocasionando modificacdes em que varios elementos,
incluindo o meio de crescimento, a duragdo da exposicdo, tratamentos anteriores
(como desinfestacédo) e até mesmo o momento da colheita das sementes, podem
influenciar os resultados. Portanto, tais resultados indicam que uma andlise mais
precisa e contextual dos efeitos da salinidade em processos fisiologicos estédo
relacionados como a germinacdo. Como afirmam BOHNERT, et al. (1995) e SANE et
al. (2021) a germinacdo representa o estagio fisiologico inicial influenciado pela
salinidade e, consequentemente, é uma fase vital para a avaliacdo preliminar de
variedades que apresentam toler&ncia ou suscetibilidade & salinidade, sendo este
processo extremamente crucial para o estabelecimento e crescimento das plantas,
particularmente no contexto de restricdes ambientais desfavoraveis, como o estresse
salino.

Assim, ao analisar a média geral de germinacéo para diferentes genétipos, é
possivel observar as seguintes porcentagens: 39,6%, 27,1%, 40,3%, 57,6%, 23,6%,
54,9% e 35,4%, respectivamente, para os genotipos LVK x LCR - 038, HTR - 069,
Sunki Tropical, TSKC x CTSW — 033, TSKC x CTQT1439 - 014, TSKC x CTSW - 041
e LRF x (LCR x TR) — 005. Além disso, para as diferentes concentracdes de NaCl (0,0
gL?%0649gL%1,28gL%,1,92gL%,2,56gLte3,20gL?) nestamesmaordem houve
a germinacao geral de 40,6%, 42,7%, 39,6%, 42,7%, 29,2% e 24,0%, nas distintas
concentracfes de NaCl.

Apesar do efeito salino na germinacao das sementes, que pode ser evidenciado
nas concentracées mais elevadas, fatores como a viabilidade e vigor podem ser
considerados determinantes na taxa de germinacdo, como ressalta Carvalho et al.
(2021), esses fatores podem explicar a variacdo nos resultados obtidos, mesmo com
a auséncia do NaCl, em que a maioria dos genotipos apresentaram menos de 50%
de sementes germinadas. Nesse aspecto a poliembrionia, caracteristica comum nas
sementes de citros, é fundamental para a interpretacdo dos resultados do
experimento, pois indica a presenca de multiplos embrides em uma Unica semente,
influenciando a uniformidade e o vigor das plantulas germinadas (SIDHU et al., 2024).
No presente estudo, os genoétipos de citros avaliados apresentam as seguintes
porcentagens de sementes poliembridnicas: LRF x (LCR x TR) — 005 com 100%,
TSKC x CTQT1439 — 014 com 85%, TSKC x CTSW — 041 com 90%, LVK x LCR —
038 com 94%, HTR — 069 com 87% e Sunki Tropical com 98%.
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A partir da analise de variancia, verifica-se efeito significativo da interacédo dos
fatores (NaCl X Gendtipos) em todas as varidveis avaliadas, exceto na altura da parte

area.

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para as variaveis de crescimento, nimero
de folhas verdes (NFV), altura de parte area (APA), comprimento da maior raiz (CMR),
massas das matérias fresca (MFPA) e seca (MSPA) de parte aérea, massas da
matéria fresca (MFR) e seca (MSR) de raizes, dos genotipos HTR - 069, LRF x (LCR
X TR) — 005, TSKC x CTSW - 041, TSKC x CTSW - 033, Sunki Tropical, TSKC x
CTQT1439 - 014 e LVK x LCR - 038, submetidos a distintas concentracdes de cloreto
de sédio (NaCl) em meio WPM, por 120 dias.

FV GL QM
NFV APA CMR? MFPA! MSPA! MFR?! MSR*
NaCl 5 258,07  38,81** 3,67  0,162**  0,00* 0,45*  0,09**
Genotipo 6 141,08*  68,74** 26,95 0,83* 0,01* 0,93*  0,25*
NaCl x Gendtipo 30 16,54** 4,14 1,54** 0,09** 0,00* 0,08**  0,02**
Residuo 360 7,50 3,14 0,72 0,042 0,00 0,04 0,01
Média Geral 4,99 4,39 9,91 0,13 0,03 0,12 0,03
CV (%) 54,86 40,31 22,62 14,52 51,00 13,86 5,73

Legenda:!Dados transformado por Box-Cox (1964). ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo
teste F. "™ ndo significativo a 5% pelo teste F.
FV: Fator de variacdo; GL: Grau de liberdade, QM: Quadrado médio, CV: Coeficiente de variacao.

Observa-se que, entre as variaveis estudadas, houve uma variacéo
consideravel dos coeficientes de variacédo, oscilando entre 5,73% a 54,86%, para a
massa da matéria seca de raizes e numero de folhas verdes, respectivamente. Apesar
disso, no cultivo in vitro, coeficientes de variacdo comumente sdo elevados, sendo
assim, essa variacao quanto aos percentuais obtidos entre as variaveis € esperada
em funcéo de algumas condi¢des nao controladas, como por exemplo, variacdes na
luminosidade e temperatura, concentracées do meio de cultivo, variacbes do material
genético, que acabam causando interferéncias e resultando na variacdo dos dados.

Por meio dos heatmaps e blox-plots foi possivel realizar uma comparacéo das
médias das caracteristicas em fungéo das diferentes concentracdes estudadas e dos
gendtipos utilizados.

Para o numero de folhas verdes, o TSKC x CTSW - 041 apresentou maior
tolerancia as concentragdes salinas, ja a Sunki Tropical, o LVK x LCR - 038, e 0 LRF
X (LCR x TR) - 005 mostraram maior reducdo do numero de folhas verdes com a
adicdo do NaCl, principalmente nas concentracées mais elevadas (2,56 gL e 3,20 g

L), evidenciado pela ocorréncia da cor azul (Figura 4). O HTR - 069 apresentou
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maiores médias nas concentracdes de 0,64 g L' e 2,56 g L, enquanto houve uma
reducdo consideravel nas doses de 1,28 g L' e 3,2 g L'1. Autores como Moya et al.
(1999) e Khoushbakht et al. (2010) afirmam que a diminuicdo no nimero de folhas
pode estar relacionada aos efeitos inibidores ocasionados pela presenca do sal, bem
como aos efeitos nocivos da sua toxicidade, resultando na desfolha (queda) das folhas

danificadas, aumentando assim a senescéncia.
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Figura 4. Heatmap para o numero de folhas verdes (NFV) dos gendtipos TSKC x
CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014
(tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005
(Irf005) e HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de
sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat
‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Florida’;
TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.

O namero de folhas verdes diminuiu com o aumento da concentracdo de NacCl
para a maioria dos gendétipos (Figura 5). Na Sunki Tropical, por exemplo, observou-se
uma reducédo acentuada no niimero de folhas verdes a partir de 1,28 g L'! de NaCl. A
média de folhas do individuo TSKC x CTQT1439 - 014 eleva-se consideravelmente
na concentracédo de 1,28 g L'1. LVK x LCR - 038 mostrou uma reducédo gradual do
namero de folhas verdes com o0 aumento na concentracdo de NaCl. Esses resultados
sugerem que a presenca do NaCl no meio de cultivo resultou no estresse nas plantas,

levando a senescéncia e perda de folhas (Figura 6).
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Figura 5. Blox-plot para o numero de folhas verdes (NFV) dos genoétipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033
(tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e
HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’;
LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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Quanto ao numero de folhas senescentes (Figura 6), observa-se que na
auséncia do NaCl, todos os genotipos, exceto o TSKC x CTSW - 033, nédo
apresentaram senescéncia apos 120 dias de cultivo. Com o aumento da concentragao
de NaCl para 0,64 g L%, apenas o TSKC x CTSW - 041 apresentou folhas
senescentes. Com o aumento das concentracdes de NaCl de 1,28 gL, 1,92g L e
2,56 g L, os gendtipos TSKC x CTQT1439 — 014, (LCR x TR) — 005 e 0 HTR — 069
permaneceram tolerantes a senescéncia, fator este que pode estar associado a sua
tolerancia a salinidade, visto que, de acordo com a classificacédo de Soares Filho et al.
(2016) estes séo, respectivamente, moderadamente sensivel, tolerante e tolerante
enquanto porta-enxerto. Na dose mais elevada, esse comportamento ocorre apenas
no TSKC x CTSW — 041 e no TSKC x CTQT1439 — 014, classificados como
moderadamente sensiveis. Ainda na concentragdo mais elevada, observa-se um
aumento da senescéncia foliar, especialmente em Sunki Tropical e LVK x LCR — 038,
iSSO ocorre porque as plantas de citros ndo conseguem eliminar o sédio do sistema,
sendo assim a concentracao de sédio aumenta nas folhas, causando danos as folhas,

como citam Sharma et al. (2013).
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Figura 6. Heatmap para o numero de folhas senescentes (NFS) dos genotipos TSKC
X CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014
(tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005
(Irf005) e HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de
sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat

‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Florida’;
TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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Conforme mostrado na Figura 7, o nimero de folhas senescentes aumenta com
0 aumento da concentragao de NaCl, um comportamento esperado, pois a salinidade
exerce uma influéncia significativa no crescimento da planta em varios estagios de
seu ciclo de vida, elevando a pressdo osmoética da solugcdo do solo, o que
posteriormente promove o acumulo de certos ions em concentracdes prejudiciais nos
tecidos vegetais e interrompe sua nutricdo mineral, como cita Allison (1964). Desse
modo, o0 acumulo de ions prejudicais, como sédio e cloro, nas folhas pode resultar na
senescéncia prematura das folhas, uma vez que os tecidos foliares apresentam maior
sensibilidade ao estresse induzido pelo sal, além disso, as discrepancias osméticas e
nutricionais ocasionadas pela salinidade prejudicam o processo de fotossintese e
aceleram a deterioracdo das células foliares, culminando na morte prematura das
folhas e, como consequéncia direta, na diminuicao da eficacia fotossintética da planta.

Dentre os genotipos, observamos que, na Sunki Tropical e no LRF x (LCR x
TR) — 005 notam-se aumentos consideraveis no NFS em concentragdes mais altas de
NacCl. Este aumento na senescéncia foliar indica que as plantas estédo sofrendo danos
significativos sob estresse salino, resultando na morte prematura das folhas, visto que
tal comportamento ndo ocorre na auséncia do NaCl. Como citado por Perez-Jimenez
e Perez-Turnero (2020), quando a concentracdo de sais ultrapassa os limites de
tolerancia, os danos fisicos comecam a aparecer na forma de danos as folhas, que
apresentam branqueamento ou escurecimento e podem cair prematuramente,

estando estes sintomas relacionados a diminuicdo do conteudo total de clorofila.
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Figura 7. Blox-plot para o numero de folhas senescentes (NFS) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW - 033
(tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e
HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’;
LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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Para a altura de parte aérea (Figura 8), no TSKC x CTSW — 033 e na Sunki
Tropical notaram-se as menores médias dessa varidvel. O LVK x LCR - 038 destaca-
se com a maior média na auséncia do sal, e na concentragdo de 1,92 g L, embora
tenha sido notado redugdo consideravel no crescimento da planta nas demais
concentracgdes, principalmente na de 2,56 g L. Observa-se que a reducédo do
crescimento das plantas € uma consequéncia do efeito do NaCl, que causa inibicdo
do seu desenvolvimento, além disso, autores como Pérez-Tornero et al. (2009) citam
gue tal reducdo vem acompanhada da diminuicdo das miniestacas, massa fresca e

numero de folhas.
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Figura 8. Heatmap para a altura da parte aérea (APA) dos genétipos TSKC x CTSW
— 041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014),
Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e
HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl)
em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat
‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Florida’;
TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.

No blox-plot para a altura da parte aérea, observa-se que essa caracteristica
variou significativamente nos genotipos com o aumento da concentracdo de NaCl
(Figura 9). A altura média do individuo HTR - 069 foi de, aproximadamente, 7 cm na

auséncia de NaCl no meio de cultura, diminuindo para aproximadamente 3,5 cm
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quando cultivado em meio nutritivo com 3,20 g L* de NaCl. No caso do LVK x LCR -
038, tem-se a maior média na auséncia e na concentragdo de 1,28 g L' de NaCl.
Esses resultados indicam que a salinidade afeta negativamente o crescimento das
plantas, e corroboram com os resultados encontrados no trabalho de Alam et al.
(2020), em que a altura da planta foi afetada, negativamente, pelo aumento do nivel
de salinidade em mudas dos porta-enxertos citricos, de pomelo, tangerineira
‘Cleopatra’ e Calamansi. Contudo, no presente trabalho, alguns genétipos tém maior
tolerancia, como o LVK x LCR — 038, (LCR x TR) — 005, TSKC x CTQT1439 - 014
(BRS L Navarro), mantendo uma boa altura sob determinadas concentrac¢des de sal,
e outros maior sensibilidade como o TSKC x CTSW — 033 e a Sunki Tropical, fatores
estes que podem estar associados a sua classificacao quanto a tolerancia a salinidade
conforme a Tabela 1.
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Figura 9. Blox-plot para a altura da parte aérea (APA) dos genétipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033),
TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e HTR — 069
(htr069), submetidos a diferentes concentragdes de cloreto de sodio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’;
LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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Para o numero de miniestacas, um tipo de segmento nodal, usado na
propagacgéo vegetativa, contendo pelo menos uma gema de 1 cm, observa-se de
acordo com a Figura 10, que a concentracdo de 0,64 g L™ favoreceu o aumento da
média para 0 TSKC x CTSW - 041 e o HTR - 069 quando comparados a auséncia do
NaCl, gendtipos classificados, conforme a Tabela 1, em moderadamente sensivel e
tolerante, respectivamente. No caso do nuimero de miniestacas, relata-se que
concentracfes moderadas de salinidade causam aumento da osmolaridade, o que é
capaz de promover o aumento das taxas de multiplicacdo e, consequentemente, a
produtividade (SOTIROPOULQOS; DIMASSI, 2004; SOTIROPOULOS et al., 2006;
PEREZ-TORNERO et al., 2009).
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Figura 10. Heatmap para o nuamero de miniestacas (NM) dos gendtipos TSKC x
CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014
(tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005
(Irf005) e HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de
sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda:TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat
‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Florida’;
TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.

Na Figura 11 é evidenciado que o numero de miniestacas (NM) sofre menos
impacto negativo com o aumento da salinidade, refletindo na capacidade de
reproducao vegetativa. O hibrido TSKC x CTSW - 033 apresentou menor variagdo no

NM, reduzindo o valor médio dessa caracteristica a partir da concentracdo de 2,56 g
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L* de NaCl. Esses resultados sugerem que a capacidade de propagacéo vegetativa
das plantas € mantida, e até favorecida, até determinados niveis de salinidade,
impactando, positivamente, na capacidade de regeneragédo e estabelecimento das

plantas.
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Figura 11. Blox-plot para o nimero de miniestacas (NM) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW - 033
(tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e
HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’;
LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.

NI
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Para o namero de raizes, de acordo com a Figura 12, o gendtipo TSKC x
CTQT1439 - 014 apresentou o menor valor médio na auséncia do NaCl e na
concentracéo de 3,20 g L1, enquanto nos demais genétipos pelo menos uma raiz foi
formada, independe da concentracdo do NaCl, inferindo que a adicdo do mesmo néo

afetou o desenvolvimento dessa vaiavel.
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Figura 12. Heatmap para o numero de raizes (NR) dos gendtipos TSKC x CTSW —
041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014),
Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e
HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl)
em meio WPM durante 120 dias.

Legenda:TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: -citrangequat
‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’;
TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.

Conforme mostrado na Figura 13, o namero de raizes apresenta pouca
variagdo com o aumento da concentracdo de NaCl. Apenas o TSKC x CTQT1439 —
014 apresenta variacdo, com menos de uma raiz na maior concentracdao de NacCl.
Esses dados sugerem que, apesar da salinidade ser um fator que pode afetar
negativamente o desenvolvimento radicular, nesse estudo os resultados obtidos foram
semelhantes ao da auséncia do agente salino. Apesar das sementes apresentarem o
tecido reserva contribuindo para serem mais tolerantes ao sal, esses resultados
alinham-se aos Verde et al. (2024) que com miniestacas observaram que a adi¢ao do
sal gerou menos impacto no desenvolvimento das raizes em comparagéo ao controle
e as demais variaveis.
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Figura 13. Blox-plot para o niumero de raizes (NR) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033),
TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ilvk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e HTR — 069
(htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR:
limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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Para o comprimento da maior raiz conforme a Figura 14, observa-se que o
TSKC x CTQT1439 - 014 apresentou menor média quando compara-se aos outros
gendtipos na auséncia de sal. Contudo, houve um aumento consideravel dessa
variavel com a adi¢do do NaCl no LRF x (LCR x TR) — 005. No LVK x LCR - 038 e
TSKC x CTSW — 033 houve uma pequena reducdo do comprimento da maior raiz com

a presenca do cloreto de sadio.
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Figura 14. Heatmap para o comprimento da maior raiz (CMR) dos genétipos TSKC x
CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014
(tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005
(Irf005) e HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de
sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda:TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat
‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Florida’;
TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.

Na Figura 15 se nota que o comprimento da maior raiz é favorecido pela adicdo
do NacCl, indicando um bom desenvolvimento radicular, mesmo nas concentracdes
mais elevadas. O gendétipo TSKC x CTSW-041 conseguiu manter o comprimento da
raiz até cerca de 10 cm mesmo com 3,20 g L'* de NaCl. Em contrapartida, o individuo
LVK x LCR - 038 apresentou uma reducéo significativa a partir da concentracdo de
1,92 g LL. Esses resultados sugerem que o aumento da salinidade pode favorecer o
desenvolvimento das raizes, possibilitando a absor¢cdo de agua e nutrientes

essenciais para o crescimento da planta, ocorrendo apenas pequenas variacdes
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guanto a resposta dos genaétipos, algo comum nas espécies de citros, decorrente de
das caracteristicas genéticas de cada porta-enxerto, que como cita Schinor et al.
(2011) e fortemente relevante nas respostas obtidas in vitro. Corroborando com esta
afirmacéo, no estudo do efetuado por Sharma et al. (2013), o comprimento da raiz
teve aumento proporcional a elevacdo da concentracdo de sal no meio, sendo

positivamente correlacionado.
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Figura 15. Blox-plot para o comprimento da maior raiz (CMR) dos geno6tipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW - 033
(tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e
HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’;
LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.

CMR
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Os gendtipos (LCR x TR) — 005 e TSKC x CTQT1439 - 014 apresentaram 0s
menores valores de massa fresca de parte area, enquanto o LVK x LCR - 038 possui
a maior média na auséncia do NaCl, seguido da concentracéo de 1,92 g L™ (Figura
16). Resultados estes que se alinham a classificacdo da tolerancia salinidade
estabelecida na Tabela 1, que classifica o LVK x LCR — 038 como tolerante. Brito et
al. (2015) cita que um dos mecanismos de tolerancia a salinidade é excluséo de ions
toxicos durante a absorcao de nutrientes, resultando em maior acimulo de sais no
substrato. A caracteristica massa seca da parte area exibe um comportamento

semelhante a massa fresca de parte area.
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Figura 16. Heatmap para a massa fresca de parte aérea (MFPA) (A) e massa seca
de parte aérea (MSPA) (B), dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x
CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki),
LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e HTR — 069 (htr069),
submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de soédio (NaCl) em meio WPM
durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat
‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Florida’;
TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.

A Figura 17 revela que a massa da matéria fresca da parte aérea nos genétipos
avaliados diminuiu consideravelmente a partir da concentracéo de 1,92 g L' de NaCl,
principalmente no LVK x LCR — 038, indicando que o crescimento da parte aérea em
termos de massa fresca é negativamente afetado pelo estresse salino. A diminuicao
da massa fresca de parte area interfere na capacidade de producdo de biomassa
fresca, o que pode comprometer o desenvolvimento geral das plantas. Nesse sentido,
Akilan et al. (1997) afirmam que a reducéo da massa da planta na presenca do NacCl,
deve-se ao seu efeito osmoético que impede o crescimento da planta e reduz sua
producéo.
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Figura 17. Blox-plot para a massa da matéria fresca da parte aérea (MFPA) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x
CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) —
005 (Irf005) e HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) em meio WPM durante 120
dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’;
LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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A massa da matéria seca da parte aérea segue uma tendéncia semelhante a
do peso da matéria fresca (Figura 18). No entanto, alguns gendtipos, como TSKC x
CTQT1439 — 014 e 0 TSKC x CTSW - 041 apresentam menos variagdes na média,
com a adicéo do NaCl. Isso sugere que, apesar da reducao na producao de biomassa
fresca, ocorrer em alguns genaétipos, a acumulacao de biomassa seca pode ser menos

impactada em outros.
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Figura 18. Blox-plot para a massa da matéria seca da parte aérea (MSPA) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x
CTSW — 033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) —
005 (Irf005) e HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) em meio WPM durante 120
dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’;
LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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Para a massa fresca de raizes, 0 TSKC x CTQT1439 — 014 e o LRF x (LCR x
TR) — 005 apresentaram os menores valores na auséncia de NaCl, como também se
observa para a caracteristica massa seca de raizes (Figura 19). Para esses genétipos,
LRF x (LCR x TR) — 005 e o TSKC x CTQT1439 — 014, houve aumento da massa
fresca e seca de raizes com a adicdo de NaCl. No entanto, para TSKC x CTSW — 041,
TSKC x CTSW — 033 e LVK x LCR — 038, a presenca do sal nas concentragdes de
2,56 g L e 3,20 g L reduziu consideravelmente a média das massas fresca e seca

de raizes.
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Figura 19. Heatmap para a massa fresca de raizes (MFR) (A) e massa seca de raizes
(MSR) (B), dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW - 033
(tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR —
038 (Ilvk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005) e HTR — 069 (htr069), submetidos a
diferentes concentracdes de cloreto de sodio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat
‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’;
TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.

Na Figura 20 destaca-se os dados de massa fresca das raizes, onde se nota
variacao significativa entre os hibridos e com o0 aumento da concentracdo de NacCl.
Por exemplo, o genétipo LVK x LCR - 038 mostra uma reducdo na MFR em
concentracdes mais altas de NaCl, como nas concentracées de 2,56 gL' e 3,20 g L
!, enquanto no LRF x (LCR x TR) — 005 o aumento na concentracdo de NaCl foi
favoravel para incrementar a média dessa caracteristica. A variabilidade entre os
hibridos indica que alguns sdo mais resilientes ao estresse salino em termos de
producédo de biomassa radicular fresca, possivelmente devido a adaptagdes no

desenvolvimento radicular que ajudam a mitigar os efeitos adversos da salinidade.
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LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.

MMFR

00

63



A massa seca das raizes dos genotipos avaliados diminuiu consideravelmente
nas concentracdes mais elevadas de NaCl (2,56 g L* e 3,20 g L), mas alguns
individuos, como o LRF x (LCR x TR) — 005, mantém uma massa seca relativamente
alta até as concentracBes mais elevadas de sal (Figura 21). A reducéo do peso seco
das raizes nas concentracdes mais elevadas de NaCl sugere que a capacidade de
armazenamento de biomassa nas raizes € comprometida sob estresse salino. No
entanto, no LRF x (LCR x TR) — 005, fica evidente a existéncia de mecanismos de
adaptacdo que mitigam os efeitos negativos da salinidade no armazenamento de

biomassa seca nas raizes.
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Figura 21. Blox-plot para a massa da matéria seca de raiz (MSR) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskx041), TSKC x CTSW —
033 (tskc033), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005)
e HTR — 069 (htr069), submetidos a diferentes concentracfes de cloreto de sodio (NaCl) em meio WPM durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LCR: limoeiro ‘Cravo’;
LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; TR: P. trifoliata; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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Embora todos os genoétipos mostrem algum nivel de sensibilidade a salinidade,
como € o caso da Suniki Tropical, algo que difere do resultado observado no TSKC x
CTSW - 041 que possui maior tolerancia (Figura 22), a extensdo dessa sensibilidade
varia significativamente entre esse, o que indica diferentes capacidades de tolerancia
ao estresse salino, segundo Alam et al. (2021) essa variagdo na resposta entre 0s
porta-enxertos acontece em razao da sua variagdo na capacidade interna de lidar com
salinidade elevada. Estes resultados sao fundamentais para a selecao de individuos
mais tolerantes a salinidade, visando otimizar a producao agricola em areas sujeitas

a salinidade.

e TR IO A Ty B
- R Y 3
y 390%

Figura 22. Plantas do genétipo TSKC? x CTSW? - 041 (BRS Cunha Sobrinho) (A) que
demonstraram maior tolerancia a salinidade. e BRS Sunki Tropical® (B) que
demonstrou sensibilidade ao sal, submetidas a concentragées de NaClde 0g L%, 0,64
gL11,28gL?t 192gLt 256¢gL? 3,20 g LY, respectivamente, da esquerda para
direita, obtidas a partir da germinacdo de sementes. Foto: Adriele Nascimento
Santana, 2023.

Legenda:'TSKC: tangerineira Sunki’ comum [Citrus sunki (Hayata) hort. ex Tanaka).
2CTSW: citrumelo ‘Swingle’ [C. xparadisi Macfad. x Poncirus trifoliata (L.) Raf.].
3C. sunki.
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4.CONCLUSOES

Para otimizar a germinagdo em ambientes salinos, é essencial considerar ndo
apenas a concentracdo de NaCl, mas também a viabilidade das sementes de
diferentes genatipos.

Dentre as concentracdes de NaCl estudadas, nenhuma se mostrou prejudicial
ao desenvolvimento in vitro das plantas. No entanto, médias satisfatorias das variaveis
estudadas foram alcancadas até a concentracéo de 1,92 g L'1. Sendo que o gendtipo
TSKC x CTSW - 041 (BRS Cunha Sobrinho) mostrou-se mais tolerante, o LRF x (LCR
X TR) — 005 (BRS N Gimenes Fernandes), LVK x LCR — 038 (BRS Ary S), HTR — 069
moderadamente tolerantes, enquanto, a Sunki, TSKC x CTQT1439 — 014 (BRS L
Navarro) e o TSKC x CTSW — 033 foram os mais sensiveis.

Os genotipos mostraram comportamentos distintos em relacéo a tolerancia a
salinidade, ndo seguindo integralmente a classificacdo estabelecida na literatura. 1sso
ressalta a necessidade de novos estudos que alinhem as condigcdes de campo as
condicBes in vitro, a fim de otimizar a selecdo dos genadtipos quanto a tolerancia a
salinidade, entretanto com esse estudo pode-se observar que € possivel realizar uma
pré-selecdo da classificacdo quanto a tolerancia a salinidade de genotipos de citros

das plantulas desenvolvidas in vitro.
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CAPITULO Il

DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA PRE-SELECAO DE GENOTIPOS
DE CITROS TOLERANTES A SALINIDADE MEDIANTE CULTIVO IN VITRO DE
MINIESTACAS

71



DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA PRE-SELECAO DE
GENOTIPOS DE CITROS TOLERANTES A SALINIDADE MEDIANTE CULTIVO IN
VITRO DE MINIESTACAS

RESUMO: A salinidade do solo é um dos principais desafios enfrentados pela
agricultura moderna, afetando, negativamente, o crescimento e a produtividade das
culturas agricolas. Entre as plantas frutiferas, os citros destacam-se pela sua
importéancia econdmica e nutricional, sendo amplamente cultivados em diversas
regides do mundo. No entanto, a sensibilidade dessas plantas a salinidade pode
comprometer, significativamente, sua producao, neste contexto, a sele¢ao in vitro de
gendtipos tolerantes a salinidade emerge como uma estratégia promissora para o
desenvolvimento de plantas passiveis de serem cultivadas em tais condi¢des. Assim,
objetivou-se avaliar os efeitos da salinidade no crescimento e no desenvolvimento de
hibridos de citros, por meio do cultivo in vitro de miniestacas em meio de cultura com
diferentes niveis de cloreto de sddio. O experimento foi realizado no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Nucleo de Biologia Avancada da Embrapa Mandioca e
Fruticultura, empregando dez genotipos contrastantes de porta-enxertos previamente
conhecidos: BRS Stuchi, BRS N Gimenes Fernandes, BRS Cunha Sobrinho, BRS L
Navarro, BRS Ary S, HTR - 069, TSKC x CTSW - 033, TSKC x (LCR x TR) - 029,
citrandarin ‘Indio’ e ‘Sunki Tropical’. O meio de cultura utilizado foi o WPM, ao qual
foram adicionados, em sete niveis, cloreto de sédio (salinidade) no meio de cultura
WPM (0,0g L%, 064gL?t 128gL%192gL? 256gL? 320gL1e3,84gLl).As
variaveis analisadas, apos 120 dias, incluiram a altura da parte aérea, o nimero de
folhas verdes e senescentes, o numero de miniestacas, 0 numero de raizes, 0
comprimento da maior raiz, e as massas fresca e seca da parte aérea e das raizes.
Para a analise estatistica dos dados, foi utilizado o teste F da andlise de variancia,
com aplicacdo da transformacdo de Box-Cox quando necessario para algumas
variaveis. As analises foram conduzidas utilizando os pacotes ExpDes.pt, MASS e
ggplot2 no software R. Os resultados das analises mostraram que 0s genotipos TSKC
X (LCR x TR) — 029 e TSKC x CTSW - 041 possuem maior tolerancia ao estresse
salino, mantendo médias elevadas e satisfatorias das caracteristicas avaliadas
mesmo em concentracdes elevadas de NaCl. Em contraste, genétipos como HTR -
069 e Sunki Tropical demonstraram maior sensibilidade, com reducdes significativas
em todas as varidveis de crescimento analisadas. A analise evidenciou que a
salinidade afeta, negativamente, o crescimento tanto da parte aérea quanto do
sistema radicular das plantas. Os genoétipos mostraram diferentes tolerancias a
salinidade, ndo correspondendo aos resultados obtidos em campo, o que indica a
necessidade de ajustes na metodologia, mediante alteraces do meio de cultura em
si e/ou de suas condicdes externas.

Palavras-chave: Citrus spp.; Melhoramento genético; Estresse salino; Viabilidade de
explantes.
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DEVELOPMENT OF A PROTOCOL FOR PRE-SELECTION OF SALINITY-
TOLERANT CITRUS GENOTYPES USING IN VITRO CULTURE OF
MINICUTTINGS

ABSTRACT: Soil salinity is one of the main challenges faced by modern agriculture,
negatively affecting the growth and productivity of agricultural crops. Among fruit
plants, citrus stands out for its economic and nutritional importance, being widely
cultivated in several regions of the world. However, the sensitivity of these plants to
salinity can significantly compromise their production. In this context, in vitro selection
of salinity-tolerant genotypes emerges as a promising strategy for the development of
plants capable of being cultivated under such conditions. Thus, the objective of this
study was to evaluate the effects of salinity on the growth and development of citrus
hybrids, through in vitro cultivation of minicuttings in culture medium with different
levels of sodium chloride. The experiment was carried out at the Tissue Culture
Laboratory of the Advanced Biology Center of Embrapa Cassava and Fruits, using ten
contrasting genotypes of previously known rootstocks: BRS Stuchi, BRS N Gimenes
Fernandes, BRS Cunha Sobrinho, BRS L Navarro, BRS Ary S, HTR - 069, TSKC x
CTSW - 033, TSKC x (LCR x TR) - 029, citrandarin ‘Indio’ and ‘Sunki Tropical’. The
culture medium used was WPM, to which sodium chloride (salinity) was added at
seven levels in the WPM culture medium (0.0 g L%, 0.64g L% 1.28gL% 1.92gL?,
256 gL? 3.20 gLt and 3.84 g L1). The variables analyzed after 120 days included
shoot height, number of green and senescent leaves, number of mini-cuttings, number
of roots, length of the largest root, and fresh and dry weight of shoots and roots. For
statistical analysis of the data, the F test of analysis of variance was used, with
application of the Box-Cox transformation when necessary for some variables. The
analyses were conducted using the ExpDes.pt, MASS and ggplot2 packages in the R
software. The results of the analyses showed that the genotypes TSKC x (LCR x TR)
- 029 and TSKC x CTSW - 041 have greater tolerance to saline stress, maintaining
high and satisfactory means of the evaluated characteristics even at high NacCl
concentrations. In contrast, genotypes such as HTR - 069 and Sunki Tropical
demonstrated greater sensitivity, with significant reductions in all growth variables
analyzed. The analysis showed that salinity negatively affects the growth of both the
aerial part and the root system of the plants. The genotypes showed different
tolerances to salinity, which did not correspond to the results obtained in the field,
which indicates the need for adjustments in the methodology, through changes in the
culture medium itself and/or its external conditions.

Keywords: Citrus spp.; Genetic improvement; Saline stress; Explant viability.
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1. INTRODUCAO

Os citros, que incluem variedades de limGes, laranjas e tangerinas,
desempenham um papel fundamental na agricultura e economia global, devido a sua
producdo massiva e importancia na industria de alimentos (FAO, 2021). No entanto,
desafios ambientais, como o estresse salino, afetam negativamente a produtividade e
a qualidade das frutas citricas em varias regides do mundo (AL-YASSIN, 2004).

Na regido Nordeste, a produtividade dos citros é impactada por diversos
fatores, sendo a limitagdo hidrica sazonal uma das principais preocupagtes. O déficit
hidrico sazonal requer a irrigacdo para melhorar o crescimento e a producédo das
plantas (BRAZ et al., 2009). No entanto, a irrigacao deve ser criteriosa, especialmente
guando as fontes hidricas apresentam elevadas concentracfes de sais, como é
comum em pocos da regido Nordeste (BRITO et al., 2005; ANDRADE JUNIOR et al.,
2006).

A identificacdo de materiais de citros que sejam tolerantes ao estresse salino,
desde a fase de propagacéo vegetativa até a fase de producéo, € um desafio crucial.
Tradicionalmente, o processo de selecdo de plantas que podem crescer em condi¢des
adversas €, notavelmente, demorado, envolvendo multiplos ciclos de crescimento e
extensos testes em campo para avaliar a adaptabilidade das variedades porta-enxerto
(SOARES FILHO et al., 2016).

Nas condi¢des salinas, as plantas enfrentam diversos efeitos prejudiciais,
incluindo a reducéo do crescimento, do desenvolvimento e da producao, devido a
fatores como o menor potencial osmético do solo, o desbalanceamento nutricional, a
elevada concentracdo de sodio, a inibicdo da absorcdo de nutrientes, e os efeitos
nocivos do excesso de cloro e sodio (SCHOSSLER et al., 2012; GHEY et al., 2016).
Além disso, a salinidade é responsavel por reduzir a capacidade fotossintética das
plantas devido as limitacGes estomaticas (GOMES et al., 2011; SILVA et al., 2013),

Nesse contexto, surge a necessidade de se empregar materiais que
demonstrem tolerancia a salinidade e alta produtividade, visando aprimorar o sistema
de cultivo. Pesquisas prévias indicam gque alguns materiais, como porta-enxertos,
podem apresentar resultados satisfatérios em termos de crescimento e producao de
citros (BRITO et al., 2015; BRITO et al., 2017; BRITO et al., 2018). Isso destaca a
importancia dos programas de melhoramento genético na selecdo de porta-enxertos

com alta toler&ncia a salinidade e outras caracteristicas desejaveis, como a indugéo
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de precocidade na producdao, resisténcia/tolerancia a doenca e reducao do tamanho
da copa (RODRIGUES et al., 2016).

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os efeitos da salinidade sobre o
crescimento e desenvolvimento de plantas, de hibridos de citros mediante o cultivo in

vitro de miniestacas em meio com diferentes niveis de cloreto de sédio.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 LOCAL DE INSTALACAO EXPERIMENTO

O presente estudo foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos,
localizado no Nucleo de Biologia Avancada da Embrapa Mandioca e Fruticultura,

situado no Municipio de Cruz das Almas, Bahia.

2.2 INSTALACAO DO EXPERIMENTO

Miniestacas mediais (Figura 1), com um comprimento de 1,5 cm, proveniente
de plantas mantida em cultivo in vitro no laboratério, foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo 12 mL de meio de cultura WPM (Wood Plant Medium) (LLOYD;
MCCOWN, 1980), preparado com a adicéo de 30 g L* de sacarose. As seguintes
concentracdes de NaCl foram incorporadas ao meio de cultura: 0,00 g L%, 0,64 g L
1128 g L1, 192 g Lt 256 gLt 3,20 g Lte 3,84 g L2, correspondendo a
condutividades elétricas de 0,00 dS m, 1,09 dS m%, 2,19 dS m, 3,28 dS mt, 4,37
dS mt, 5,47 dS m?e 6,56 dS m, respectivamente. O meio foi solidificado com 2,4 g
Lt de Phytagel® e pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem a 120 °C por 20
minutos. As concentracdes de NacCl utilizadas foram definidas com base na literatura,
conforme indicado por Maas (1993), que sugere que a producédo de frutos citricos é
limitada quando a condutividade elétrica do extrato de saturacédo excede 1,4 dS m=.
Para investigar a capacidade de tolerancia das variedades de porta-enxerto ao

estresse salino, foram aplicadas concentracdes superiores a esse valor.
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Figura 1. Miniestacas mediais inoculadas em tubos de ensaio contendo meio de
cultura WPM com diferentes niveis de salinidade, mantidas em ambiente de cultivo
controlado. Foto: Jorge Eduardo Melo, 2023.

O material vegetal utilizado neste estudo foi obtido a partir de plantas mantidas
no laboratério e incluiu uma selecéo de individuos de interesse.

2.3 CONDICOES DE CULTIVO

O experimento foi conduzido em um ambiente de cultivo controlado, em
intensidade luminosa de 30 umol m? s1, temperatura de 27 + 1°C e fotoperiodo de 16
horas. O material vegetal utilizado neste estudo foi obtido a partir de plantas mantidas

no laboratorio e incluiu uma selecéo de individuos de interesse.

2.4 GENOTIPOS SELECIONADOS

Os gendtipos escolhidos para a pesquisa foram: HTR - 069, TSKC x (LCR x
TR) — 017 (BRS Stuchi), TSKC x (LCR x TR) - 029, TSKC x CTSW - 041 (BRS Cunha
Sobrinho), TSKC x CTSW - 033, citrandarin ‘Indio’, Sunki Tropical, TSKC x CTQT1439
- 014 (BRS L Navarro), LVK x LCR - 038 (BRS Ary S) e LRF x (LCR x TR) — 005 (BRS

N Gimenes Fernandes) (Tabela 1).
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Tabela 1. Lista dos gendtipos de porta-enxertos de citros estudados, classificados
guanto a tolerancia a salinidade como pés-francos de origem nucelar (plantas obtidas
da germinacdo de sementes em campo), conforme critério descrito por Soares Filho
et al. (2016).

Gendtipo? Nome cientifico Classe?
Tangerineira ‘Sunki Tropical’ Citrus sunki (Hayata) hort. ex 3
Tanaka)

C. xsinensis (L.) Osbeck x [C.

Hibrido trifoliolado HTR - 069 xsinensis x Poncirus trifoliata (L.) 4
Raf.]
LRF x (LCR x TR) - 005 (BRS N Gimenes C. xjambhiri Lush. x (C. xlimonia 4
Fernandes) Osbeck x P. trifoliata)
LVK x LCR - 038 (BRS Ary S) C. xvolkameriana V. Ten. & Pasq x 4
C. limonia
TSKC x CTQT1439 - 014 (BRS L C. sunki x [(Fortunella margarita Lour. 5
Navarro) Swingle x (C. xsinensis x P. trifoliata)]
TSKC x CTSW - 033 C. sunki x (C. xparadisi Macfad. x P. 1
trifoliata)
TSKC x CTSW - 041 (BRS Cunha C. sunki x (C. xparadisi. x P. trifoliata)
Sobrinho) 2
Citrandarin ‘Indio’ C. sunki x P. trifoliata 2
TSKC x (LCR x TR) — 029 C. sunki x (C. xsinensis x P. 4
trifoliata)
) C. sunki x (C. xlimonia Osbeck x
TSKC x (LCR x TR) — 017 (BRS Stuchi) P. trifoliata) 4

Legenda:! HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Flérida’; LCR:
limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum;
CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; CTSW: citrumelo ‘Swingle’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’Sunki’ x
P trifoliata ‘English’.

2 Classificagdo quanto a tolerancia a salinidade, conforme critério descrito por Soares Filho et al. (2016):
1 - Sensivel; 2 - Moderadamente sensivel; 3 - Moderadamente tolerante; 4 - Tolerante.

Os genotipos TSKC x CTSW — 041 (BRS Cunha Sobrinho), TSKC x CTQT1439
— 014 (BRS L Navarro), LRF x (LCR x TR) — 005 (BRS N Gimenes Fernandes), LVK
X LCR — 038 (BRS Ary S), TSKC x (LCR x TR) — 017 (BRS Stuchi) e BRS Sunki
Tropical sdo porta-enxertos desenvolvidos pelo Programa de Melhoramento Genético
de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura (PMG Citros) e ja estéo registrados no
Registro Nacional de Cultivares do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (RNC/MAPA). Por outro lado, os porta-enxertos HTR — 069 (BRS
Santana), citrandarin ‘Indio’ e TSKC x CTSW — 033, também selecionados pelo PMG
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Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura, estdo atualmente em fase de inscri¢do no
RNC/MAPA.

2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E VARIAVEIS ANALISADAS

O experimento foi instalado em um delineamento experimental inteiramente
casualizado em um esquema fatorial composto por 10 gendtipos e 7 niveis de
salinidade, com 15 repeticbes, por tratamento. A parcela experimental foi constituida
por um tubo de ensaio contendo uma miniestaca.

As variaveis avaliadas, ap6s 120 dias de cultivo, foram: altura de parte aérea
(APA, cm), os numeros de folhas verdes (NFV) e senescentes (NFS), o nimero de
miniestacas (NM), o niumero de raizes (NR), o comprimento da maior raiz (cm) e
massas das matérias fresca (MFPA, em mg) e seca (MSPA, em mg) de parte aérea,
massa da matéria fresca (MFR, em mg) e seca (MSR, em mg) de raizes.

2.6 ANALISE DOS DADOS

Foi realizado o teste F da analise de variancia considerando o delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 7 x 10, sete niveis de NaCl e 10
gendtipos de citros. Para as variaveis, APA, CMR, MFPA, MSPA, MFR e MSR, foi
utilizado a transformacdo de Box-Cox (BOX; COX, 1964) visando atender as
pressuposicdes da analise de variancia. A analise de variancia foi realizada utilizando-
se 0 pacote ExpDes.pt (FERREIRA et al., 2021) e as transformacdes de Box-Cox
foram aplicadas com o pacote MASS (VENABLES; RIPLEY, 2002), ambos do
programa estatistico R (R CORE TEAM, 2024).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo do efeito de diferentes concentracbes de NaCl sob os distintos
gendtipos revelou, por meio da analise de variancia, efeito significativo da interagcéo
entre os fatores (Tabela 1). Com isso, pode-se inferir que as respostas dos genotipos
variam conforme a adicdo do NaCl, sendo assim, a influéncia de uma concentracao
especifica de sal ndo é uniformemente aplicavel a todos os genétipos. Essa interagédo

implica que o grau de tolerancia ou sensibilidade exibido pelos gendtipos em relacao
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a salinidade depende da concentracdo de NaCl avaliada, e dos gendtipos estudados,
ndo existindo uma resolugdo singular aplicavel a todos. No entanto, devido a
estabilidade das médias, numero de raizes e miniestacas ndo foram submetidas a
analise, visto que ndo houve variacdo notavel entre as concentracdes de NaCl e os
gendtipos em relacdo a essas variaveis. Isso indica que, dentro dos limites dos
parametros experimentais, essas variaveis ndo sofreram influéncia gerada pelo

estresse salino induzido pelas distintas concentragdes de NacCl.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis de crescimento, nimero
de folhas verdes (NFV), altura de parte area (APA), comprimento da maior raiz (CMR),
massas das matérias fresca (MFPA) e seca (MSPA) de parte aérea, massas da
matéria fresca (MFR) e seca (MSR) de raizes, dos genotipos HTR - 069, TSKC x (LCR
X TR) - 017, TSKC x (LCR x TR) - 029, TSKC x CTSW - 041, TSKC x CTSW - 033,
citrandarin ‘Indio’, Sunki Tropical, TSKC x CTQT1439 - 014, LVK x LCR - 038 e LRF
X (LCR x TR) - 005, oriundos de miniestacas cultivadas em meio de cultura WPM com
distintas concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) durante 120 dias.

FV GL M

NFV APAl  CMR! MFPA! MSPA! MFR! MSR!
NaCl 6 385,58+ 1,21% 10,51* 0,14*  0,03* 2,53 1,20%
Genoétipo 9 288,84 2,044 23,63 0518 0,72%* 6,07** 4,36
NaCl x Gendtipo 54 23,09** 0,07%* 1,13% 0,23* 0,05% 0,39* 0,30
Residuo 919 4,96 002 035 005 001 021 0,16
Média Geral 4,66 220 422 009 002 002 001
CV (%) 47,82 26,60 49,59 10,92 4,33 14,33 10,04

Legenda:*Dados transformado por Box-Cox (1964). ** e * significativo a 1 e 5%, respectivamente, pelo
teste F.
FV: Fator de variacdo; GL: Grau de liberdade, QM: Quadrado médio, CV: Coeficiente de variacao.

Os valores dos coeficientes de variacao ficaram entre 4,33% e 49,59% para a
massa seca de parte aérea e 0 comprimento da maior raiz, respectivamente. Verde et
al. (2024), trabalhando com NaCl em porta enxertos de citros sob as mesmas
condicBes relatadas nesse trabalho, obtiveram coeficiente de variacdo entre 14,81%
para o numero de miniestacas e 76,18% para a massa fresca de raizes. A importancia
disso reside em sua capacidade de fornecer uma avaliacédo da variabilidade dos dados
em relacdo a média. Coeficientes de variagdo reduzidos como 4,33%, implicam em
um maior grau de consisténcia e confiabilidade nos dados, enquanto coeficientes de
variacao elevados, como 49,59%, ou maiores que estes, denotam maior variabilidade
e maior sensibilidade da variavel as condi¢cdes experimentais. Em compara¢cdo com

os achados de Verde et al. (2024), observou-se que a variabilidade pode diferir mesmo
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em circunstancias semelhantes, demonstrando assim como varias variaveis e
genotipos podem exibir respostas diferentes ao estresse salino.

Para analisar o efeito da interagéo desses fatores foram elaborados heatmaps,
visto que os atendimentos das pressuposi¢cdes da andlise de variancia nao formam
possiveis.

Para a altura de planta observa-se que as maiores médias ocorreram no TSKC
X (LCR x TR) - 029, diminuindo, consideravelmente, a partir da concentragéo de 2,56
g L? (Figura 2). Seguido deste, o ‘Indio’ apresentou maior média na auséncia do NaCl,
decrescendo com a presenca do NaCl. Na maior concentracdo do NaCl 3,84 g L os
Unicos gendtipos que mantiveram média de altura de planta acima de 2 cm foram o
LRF x (LCR x TR) — 005 e o TSKC x (LCR x TR) - 029, hibridos considerados
tolerantes, segundo a classificacdo de Soares Filho et al. (2016). Apesar disso, outros
materiais considerados tolerantes ndo responderam tdo bem a adicdo do NaCl,
segundo Maas (1993), isso ocorre, pois, a capacidade das plantas citricas de
tolerarem a salinidade varia entre as diferentes espécies, embora seja bem conhecido
gue a tolerancia ao sal € particularmente dependente do porta-enxerto. No entanto,
em teoria, a tolerancia a salinidade ndo depende exclusivamente do porta-enxerto,
visto que esta, induz a uma série de estresses, e a resposta da planta pode flutuar
com base em uma série de fatores, incluindo a combinacdo do copo e do porta-
enxerto, as condicdbes ambientais prevalecentes e as praticas de manejo

implementadas como verificado no estudo de Brito et al. (2021).
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Figura 2. Heatmap para a altura de parte area (APA) dos genétipos TSKC x CTSW —
041 (tskc041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029 (tskc029),
TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki
Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (lvk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005),
citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069) provenientes de miniestacas cultivadas
in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentracdes de cloreto de sodio
(NaCl) durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P.
trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da
Flérida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x
citrange ‘Yuma'.

Conforme ilustrado na Figura 3, a altura da parte aérea dos porta-enxertos varia
significativamente em resposta as diferentes concentracées de NaCl. Em condi¢des
de auséncia de salinidade, o TSKC x (LCR x TR) - 029 apresentou valores de APA
relativamente altos quando comparados aos demais gendtipos, manteve-se superior
aos demais mesmo nas concentracdes mais elevadas de NaCl, como 2,56 gL' e 3,20
g L%, embora sua média tenha sido reduzida. Nos demais individuos, observa-se, de
modo geral, que a medida que a concentracdo de NaCl aumenta, ha uma clara
tendéncia de reducéo na APA. A partir da concentracédo de 1,92 g L™! observa-se uma
diminuicdo mais acentuada na APA, indicando o efeito negativo da salinidade nessa
variavel. Na concentracdo mais elevada 3,84 g L' a APA é consistentemente baixa
em todos os porta-enxertos, o que demostra a influéncia do agente salino no

crescimento da parte aérea das plantas, com efeitos mais severos a medida que a
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concentragéo de NaCl aumenta. Nesse sentido, Verslues et al. (2006) ressaltam que
a supressao do crescimento € uma das principais respostas ao estresse salino em

citricos e muitas outras plantas.
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Figura 3. Blox-plot para a altura da parte aérea (APA) dos genétipos TSKC x CTSW — 041 (tskc041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033),
TSKC X (LCR x TR) — 029 (tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki),
LVK x LCR - 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005), citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069) provenientes de
miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentragfes de cloreto de sédio (NaCl) durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro
‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Fldérida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.
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Para o numero de folhas verdes (Figura 4), o TSKC x (LCR x TR) — 029 seguido
do TSKC x CTSW — 041 apresentaram as maiores médias na auséncia do NaCl. No
caso do TSKC x (LCR xTR) - 029, (Soares Filho et al., 2016), observam-se os maiores
valores médios de folhas verdes. Em alguns estudos realizados foram considerados
tolerantes a salinidade a nivel de campo, o limoeiro ‘Cravo Santa Cruz’ e os hibridos
tangerineira ‘Sunki da Flérida’ (TSKFL) x citrange C25 (CTC25) - 010, tangerineira
‘Sunki’ comum (TSKC) x citrumelo ‘Swingle’ (CTSW) - 031, TSKC x CTSW - 064,
limoeiro ‘Volkameriano’ (LVK) x limoeiro ‘Cravo’ (LCR) - 038, hibrido trifoliado (HTR) -
069, limoeiro ‘Rugoso da Flérida’ (LRF) x (LCR x TR P. trifoliata) - 005 e TSKC x (LCR
X TR) - 029, que sofreram reduc¢des no crescimento iguais ou inferiores 20%, quando
irrigados com aguas com salinidade de até 4,0 dS m (Brito, 2007; Brito et al., 2008;
Brito, 2010; Brito et al., 2014b; Barbosa et al., 2017). No gendtipo TSKC x CTSW —
041, considerado moderadamente sensivel por aqueles autores, foi notado uma
reducdo acentuada do numero de folhas com o aumento da concentragéo de NaCl até
3,84 g L1, o que é equivalente a 7,0 dS m. Hibridos como o TSKC x CTSW - 033,
TSKC x CTQT1439 - 014, (LCR x TR) — 005 e Citrandarin ‘Indio’, tem essa variavel

reduzida a partir da concentragdo de 1,92 g L.
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Figura 4. Heatmap para o namero de folhas verdes (NFV) dos gendtipos TSKC x
CTSW - 041, TSKC x CTSW - 033, TSKC x (LCR x TR) - 029, TSKC x (LCR x TR) -
017, TSKC x CTQT1439 - 014, Sunki Tropical, LVK x LCR - 038, LRF x (LCR X TR) -
005, citrandarin ‘Indio’ e HTR - 069 provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em
meio de cultura WPM com distintas concentracdes de cloreto de sodio (NaCl) durante
120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P.
trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da
Florida’; citrandarin ‘Indio’; tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x
citrange ‘Yuma'.
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Nota de Retificagdo: Houve um erro na nomenclatura do genétipo TSKC x (LCR x TR) - 029 nesta
figura, ele foi incorretamente rotulado como TSKCXCTTR-029, a nomenclatura correta € TSKC x (LCR
x TR) - 029.

A Figura 5 mostra a variacdo no numero de folhas verdes em resposta as
concentracbes de NaCl, o que complementa os dados de biomassa aérea. Na
auséncia de NaCl no meio nutritivo, a maioria dos porta-enxertos mantém um NFV
relativamente alto, indicando um crescimento saudavel. No entanto, com 0 aumento
da concentracéo de NaCl, ha uma tendéncia geral de diminuicdo no NFV, mostrando
gue a salinidade afeta, negativamente, a manutencdo das folhas verdes. Porta-
enxertos como TSKC x (LCR x TR) - 029 e TSKC x CTTSW - 041 demonstram NFV
satisfatérios, mesmo em altas concentracbes de NaCl, sugerindo uma capacidade
adaptativa maior ao estresse salino.

Em contraste, HTR — 069 e a Sunki Tropical exibem uma reducdo mais
acentuada no NFV com o aumento da concentracdo de NacCl, indicando maior
sensibilidade ao estresse salino. Esse padrao € consistente com a reducéo observada
na APA, indicando que a salinidade impacta ndo apenas o crescimento, mas também
a capacidade das plantas de manter sua folhagem. Semelhante a estes resultados
Ghaleb et al. (2010), avaliado o efeito da salinidade in vitro com 0s porta-enxertos
laranjeira-Azeda (C. aurantium L.) e limoeiro 'Volkameriana' (C. volkameriana Ten.
Pasq.) observaram diminuicdo do comprimento da planta e do numero de folhas
verdes com o aumento da dose de NaCl. Estudando varios porta-enxertos de citros
Verde et al. (2024) observaram que a presenca do NaCl resultou em reducéo do
numero de folhas verdes e aumento da senescéncia foliar, atribuido tais fatores a

reducédo na tolerancia osmotica e tecidual, consequéncias da toxicidade salina.
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Figura 5. Blox-plot para o niumero de folhas verdes (NFV) dos genoétipos TSKC x CTSW - 041, TSKC x CTSW - 033, TSKC x (LCR
XTR) - 029, TSKC x (LCR xTR) - 017, TSKC x CTQT1439 - 014, Sunki Tropical, LVK x LCR - 038, LRF x (LCR x TR) - 005, citrandarin
‘Indio’ e HTR - 069 provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentracdes de cloreto
de sodio (NaCl) durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro
‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Fldrida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’

Nota de Retificacdo: Houve um erro na nomenclatura do genétipo TSKC x (LCR x TR) - 029 nesta figura, ele foi incorretamente rotulado como TSKCXCTTR-
029, a nomenclatura correta € TSKC x (LCR x TR) - 029.
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Para a massa fresca da parte area, observa-se que o TSKC x (LCR x TR) —
029 se destaca com as maiores médias, principalmente na auséncia e na
concentracéo de 1,28 g L* de NaCl (Figuras 6 e 7). A Sunki Tropical e o HTR — 069
apresentaram menor variacdo ao acréscimo do agente salino, porém tiveram as
menores médias desta caracteristica. No genétipo TSKC x (TR x LCR) — 017, observa-
se que a adicado do NaCl favoreceu o aumento da massa fresca. Para a massa seca
da parte aérea, foi observada uma resposta semelhante a caracteristica MFPA para a
maioria dos individuos, (Figura 5). Estudando a salinidade em Citrus macrophylla,
Pérez-Tornero et al. (2009) observaram que o NaCl afetou todos os parametros de

crescimento, exceto as massas fresca e secas de parte area.
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Figura 6. Heatmap para a massa fresca de parte aérea (MFPA) (A) e massa seca de
parte aérea (MSPA) (B) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskc041), TSKC x CTSW
— 033 (tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029 (tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017
(tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR —
038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005), citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069
(htr069) provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com
distintas concentracfes de cloreto de sodio (NaCl) durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P.
trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da
Florida’; citrandarin ‘Indio’; tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x
citrange ‘Yuma'.
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Figura 7. Blox-plot para a massa da matéria fresca de parte aérea (MFPA) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskc041), TSKC x
CTSW - 033 (tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029 (tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014),
Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005), citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069)
provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentracdes de cloreto de sédio (NaCl)
durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro
‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Fldérida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.
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Apenas na concentracdo mais alta de NaCl (3,2 g L'!) apenas alguns genétipos,
apresentam reducdo da MFPA, como o TSKC x (LCR x TR) — 029 e o TSKC x
CTQT1439 — 014, indicado a interferéncia da salinidade no crescimento dessas
plantas (Figura 7). Entretanto, de modo geral a produg&o de biomassa néo foi afetada
pela presenca do sal, mantendo-se estavel ao longo das concentra¢des de NaCl.

O comportamento observado na MFPA € similar ao da massa da matéria seca
de parte aérea (MSPA), como mostrado na Figura 8. Na auséncia do NacCl, alguns
porta-enxertos, como TSKC x CTQT1439 - 014 e TSKC x (LCR x TR) — 029,
destacam-se com altos valores de MSPA, indicando uma boa acumulagdo de

biomassa seca.
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Figura 8. Blox-plot para a massa da matéria seca de parte aérea (MSPA) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskc041), TSKC x
CTSW - 033 (tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029 (tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014),
Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005), citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069)
provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentracdes de cloreto de sédio (NaCl)
durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro
‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Fldérida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.
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No entanto, com o aumento das concentracdes de NaCl para 0,64 gL e 1,28
g L1, a MSPA de alguns genétipos comeca a diminuir, refletindo dificuldades na
manutencdo do acumulo de biomassa sob estresse salino. Em concentragdes mais
elevadas (a partir de 1,92 g L1), o gendétipo TSKC x CTSW - 041 supera as médias de
MSPA do TSKC x CTQT1439 - 014 e mantém as maiores médias dessa caracteristica
juntamente com o TSKC x (LCR x TR) - 029 (Figura 8). Isso sugere que 0s genotipos
apresentam respostas especificas na capacidade de acumular biomassa seca sob
estresse salino, o que impacta o crescimento sustentado das plantas.

Esse resultados sao semelhantes aos relatados por Verde et al. (2024) que em
seu estudo a adicdo do NaCl ndo afetou a massa de matéria e seca fresca aérea,
mesmo com reducdo em variaveis como altura e numero de folhas verdes, havendo
acumulo de biomassa na planta, estes autores, por exemplo, obtiveram para os
genotipos BRS Victoria, LRF (LCR x TR) - 005 e BRS H Montenegro as melhores
médias nas concentracdes de 2,10 g L', 1,62 g L™" e 3,20 g L' NaCl,
respectivamente. Tal fator, pode ser atribuido absorcéo de Na e Cl e seu acumulo nos
tecidos vegetais, em que numerosos estudos mostraram que o cloreto tende a se
acumular nas folhas citricas com cita Sharma et al. (2013). Entretanto, em estudos
conduzidos por autores como Ghaleb et al. (2010) com porta-enxertos de laranja
azeda e limao 'Volkameriano' e Shiyab et al. (2003) com laranja azeda, observaram
reducdo da massa seca da planta com o aumento do NaCl.

Na Figura 9 observa-se o comprimento da maior raiz, com destaque para o
TSKC x CTSW — 041, com a maior média na auséncia e na maior concentracédo do
NaCl. Observa-se que no LRF x (LCR x TR) — 005, nas concertacées de 1,28 g L,
1,92 gLte 3,20 g L1, o agente salino favoreceu o crescimento das raizes. Conforme
cita Alrahman et al. (2005) esse comportamento ocorre, visto que em condi¢cfes de
estresse, in vitro as plantas cultivadas tendem a aumentar o comprimento da raiz para
sua sobrevivéncia. No LRF x (LCR x TR) — 005, tais respostas podem ser reflexo de
sua tolerancia verificada em campo (SOARES FILHO et al. 2016). Entretanto, para o
TSKC x (TR x LCR) — 017, ndo houve desenvolvimento de raizes na auséncia e nas
concentracbes de 2,56 gL' e 3,84 g L™

No caso do TSKC x CTQT1439 — 014, a partir da concentragdo de 1,28 g L,
nao ocorreu mais desenvolvimento das raizes. Na Sunki Tropical, isso foi observado
desde a concentracédo de 1,28 g L1, com excecdo da concentracéo de 1,92 g L1 de

NaCl, onde as plantas apresentaram leve desenvolvimento radicular. Esses
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resultados mostram uma divergéncia em relacdo a classificacdo da tolerancia a
salinidade descrita por Soares Filho et al. (2016). O TSKC x CTSW - 041 classificado
como moderadamente sensivel, apresenta uma resposta positiva na concentragao
mais elevada, enquanto o TSKC x (LCR x TR) — 017 e Sunki Tropical, que sao
tolerante e moderadamente tolerante, respectivamente, ndo desenvolveram raizes em
concentragdes elevadas de NaCl.

Em relagéo a variacdes nas respostas observadas no desenvolvimento das
raizes, Storey e Walker (1987) afirma que maioria dos estudos sobre absorcao pela
raiz assumiu que toda a raiz é igualmente ativa. No entanto, ha diferencas marcantes
entre espécies em propriedades estruturais e funcionais ao longo da raiz (STOREY;
WALKER, 1987) que podem induzir diferencas na absorcao, transporte e assimilagao
de nutrientes, e por consequéncia resultar em respostas distintas.

Essas diferencas podem ser de grande importancia na determinacdo da
resisténcia de uma espeécie ao estresse salino. Nesse sentido, acredita-se que a
regulacao do transporte de ions em plantas citricas que crescem em condi¢des salinas
ocorre no sistema radicular, embora a localizacdo e 0 mecanismo exatos permanecam
desconhecidos (FERNANDEZ-BALLESTER et al., 2003).

Além disso, mesmo quando néo existem formacéo de raizes nos tratamentos
ausentes do NaCl em alguns gendtipos, deve-se considerar que podem ocorrer
diferentes respostas apresentadas pelos porta-enxertos porque cada genotipo possuli
caracteristicas genéticas préprias, (SOARES et al., 2015), resultando em
comportamento variado entre eles, mesmo submetidos as mesmas condicdes
ambientais de conservacéo in vitro (MENDES et al., 2021). Isso foi corroborado por
Grattapaglia e Machado (1998), que confirmam que as condicbes para 0
desenvolvimento in vitro variam entre os genoétipos. Portanto, o estabelecimento de
um protocolo para uma espécie deve considerar respostas favoraveis que abranjam o
maior numero possivel de gendtipos para que o minimo ou nenhum ajuste necessario,
facilitando o controle do crescimento das plantas in vitro como cita Mendes et al.
(2021).
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Figura 9. Heatmap para o comprimento da maior raiz (CMR) dos genotipos TSKC x
CTSW — 041 (tskc041), TSKC x CTSW — 033 (tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029
(tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014),
Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005),
citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069) provenientes de miniestacas cultivadas
in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentracfes de cloreto de sodio
(NaCl) durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P.
trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da
Flérida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira 'Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x
citrange ‘Yuma'.

O impacto da salinidade também se estende ao sistema radicular, interferindo
no desenvolvimento da raiz de alguns porta-enxertos, conforme mostrado na Figura
10. Na auséncia de NaCl, a maioria dos porta-enxertos apresenta um comprimento da
maior raiz (CMR) mais longo, o que aponta um crescimento radicular saudavel. A
medida que a concentracdo de NaCl aumenta, observa-se uma tendéncia de reducéo
no CMR, sugerindo que o aumento da salinidade afeta negativamente o crescimento
das raizes.

Porta-enxertos como LRF x (LCR x TR) - 005 e TSKC x CTTSW - 041 mantém
um CMR relativamente maior, mesmo em concentracfes mais altas de NaCl,
indicando uma melhor adaptacao ao estresse salino. Em contraste, o genétipo TSKC
x CTQT1439 - 014 e HTR - 069 mostram uma reducao significativa no CMR com o
aumento da concentragdo de NaCl, evidenciando uma maior sensibilidade ao sal.

Esses resultados sdo consistentes com as redugdes observadas na APA, e NFV,
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demonstrando que a salinidade afeta o crescimento tanto da parte aérea quanto do
sistema radicular das plantas. Impactos no sistema radicular foram observados por
Pérez-Tornero et al. (2009), que obtiveram 30% de enraizamento e reducao de 45%
no numero e comprimento da raiz de Citrus macrophylla com 100 mM de NacCl, sendo
este o parametro de crescimento mais afetado no crescimento in vitro de gendtipos

cultivados sob diferentes concentragdes salinas em seu estudo.
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Figura 10. Blox-plot para o comprimento da maior raiz (CMR) dos genétipos TSKC x CTSW — 041 (tskc041), TSKC x CTSW - 033
(tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029 (tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki
Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005), citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069)
provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentracdes de cloreto de sédio (NaCl)
durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro
‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Fldérida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.
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Para a massa fresca de raizes, 0 TSKC x (LCR x TR) — 029 e 0 LVK X LCR —
038 destacam-se com as maiores médias na auséncia e na presenca da concentracao
de 1,28 g L. A adicdo do NaCl também mostrou-se favoravel ao LRF x (LCR x TR) —
005 e 0 TSKC x CTSW — 041 na concentracdo de 1,28 g L! do agente salino. As
menores médias para essa variavel foram observadas no TSKC x CTSW - 033, TSKC
X (TR XxLCR) — 017, e ainda no LRF x (LCR x TR) — 005 nas concentracdes de 2,56 g
L1e 3,84 gLt Alémdisso, conforme evidenciado para a caracteristica CMR, o hibrido
TSKC x CTQT1439 - 014 ndo apresentou desenvolvimento das raizes e,
consequentemente, MFR e MSR a partir da concentracéo de 1,28 g L, assim como
a Sunki Tropical, quando as plantas foram cultivadas em concentracbes mais
elevadas (a partir de 1,28 g L1, exceto na concentracdo de 1,92 g L-*de NaCl) (Figura
11).

No que se refere a massa seca de raizes, os resultados observados foram
semelhantes aos obtidos na caracteristica MFR, sendo que para o TSKC x CTSW —
041 ndo houve aumento na média de MSR com a adicdo de 1,28 g L-*de NaCl (Figura
11).

Observa-se que alguns genétipos em certas concentracdes de NaCl, nao
desenvolveram raizes, enquanto outros apresentaram maiores valores de massas
frescas e secas com a adicdo do sal. Nesse sentido, autores como Ghaleb et al.
(2010); Pérez-Jiménez e Pérez-Tornero (2020) mencionam que isso pode ser uma
resposta do proprio genadtipo, que pode possuir diferentes mecanismos de exclusao
e/ou extrusao de ions para sobreviver em ambientes salinos, mecanismos que podem
estar presentes em porta-enxertos que, mesmo com reduc¢do no desenvolvimento
para algumas variaveis de crescimento, conseguiram formar partes aéreas e raizes
em maiores doses de NaCl, com menos danos do que os observados em gendtipos
mais sensiveis, como o porta-enxerto citrandarin 'Riverside’, BRS Victéria, LRF (LCR
x TR) - 005, BRS Bravo, TSK x TRBK - Coldmbia e BRS H Montenegro, apresentando,
portanto, por esse aspecto, algum grau de resisténcia a salinidade (VERDE et al.,
2024).
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Figura 11. Heatmap da massa fresca de raizes (MFR) (A) e massa seca de raizes
(MSR) (B) dos genotipos TSKC x CTSW — 041 (tskc041), TSKC x CTSW — 033
(tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029 (tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017),
TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (lvk038),
LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005), citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069)
provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com distintas
concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P.
trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da
Flérida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x
citrange ‘Yuma'.

A andlise da massa fresca das raizes (MFR) na Figura 12 reflete ainda mais os
efeitos negativos da salinidade no sistema radicular. Em geral, observa-se uma
diminuicdo na MFR com o aumento da concentracdo de NacCl, indicando que o sal
afeta negativamente a acumulacdo de biomassa radicular. Porta-enxertos como o
TSKC x CTTR — 029 e 0 TSKC x CTTSW - 041 destacam-se por manter uma MFR
mais alta em varias concentracdes de NaCl, sugerindo uma maior tolerancia ao

estresse salino.
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Figura 12. Blox-plot para a massa fresca das raizes (MFR) dos genotipos TSKC x CTSW — 041 (tskc041), TSKC x CTSW - 033
(tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029 (tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki
Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005), citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069)
provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentracfes de cloreto de sodio (NaCl)
durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro
‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Fldrida’; citrandarin ‘Indio’; tangerineira’Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma'.
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Em contraste, o gendtipo HTR - 069 mostra uma diminuicdo mais acentuada
na MFR com o aumento da concentracdo de NaCl, indicando uma maior sensibilidade
ao estresse salino (Figura 12). Essa tendéncia é consistente com os resultados
observados no CMR, sugerindo que a salinidade compromete a biomassa radicular
tanto em termos de comprimento quanto de massa fresca.

Na Figura 13 nota-se que a massa seca das raizes diminui com o aumento da
salinidade, seguindo a tendéncia observada na MFR. Porta-enxertos como TSKC x
(LCR xTR) - 029, TSKC x CTTSW - 041 e LVK x LCR — 038 conseguem manter uma
massa seca relativamente alta até concentracdes moderadas de sal, indicando uma
melhor resiliéncia. Na maior concentracdo de NaCl (3,64 g L''), a MSR é reduzida em
todos os gendtipos, refletindo a dificuldade generalizada das plantas em tolerar altos
niveis de salinidade. A diminuicio na MSR sugere que a capacidade de
armazenamento de biomassa nas raizes € comprometida sob estresse salino,
corroborando as observacbes de MFR e CMR. Esses resultados reforcam a
necessidade de selecionar e desenvolver porta-enxertos mais tolerantes ao sal para
mitigar os efeitos adversos da salinidade no crescimento e na producao de biomassa

das plantas.
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Figura 13. Blox-plot para a massa seca das raizes (MSR) dos gendtipos TSKC x CTSW — 041 (tskc041), TSKC x CTSW - 033
(tskc033), TSKC x (LCR x TR) — 029 (tskc029), TSKC x (LCR x TR) — 017 (tskc017), TSKC x CTQT1439 — 014 (tskc014), Sunki
Tropical (sunki), LVK x LCR — 038 (Ivk038), LRF x (LCR x TR) — 005 (Irf005), citrandarin ‘Indio’ (Indio) e HTR — 069 (htr069)
provenientes de miniestacas cultivadas in vitro em meio de cultura WPM com distintas concentracdes de cloreto de sodio (NacCl)
durante 120 dias.

Legenda: TSKC: tangerineira ‘Sunki’ comum; CTSW: citrumelo ‘Swingle; LCR: limoeiro ‘Cravo’; TR: P. trifoliata; CTQT: citrangequat ‘Thomasville’; LVK: limoeiro
‘Volkameriano’; LRF: limoeiro ‘Rugoso da Fldérida’; citrandarin ‘Indio’: tangerineira’ Sunki’ x P trifoliata ‘English’; HTR - 069 laranjeira ‘Pera’ x citrange ‘Yuma’.
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No geral, os resultados indicam que a salinidade afeta negativamente tanto o
crescimento da parte aérea quanto o sistema radicular dos porta-enxertos estudados.
A APA, NFV, CMR, MFR e MSR foram todas negativamente influenciadas pelo
aumento das concentracdes de NaCl (a partir de 2,56 g Lt). Porta-enxertos como
TSKC x (LCR x TR) - 029 e TSKC x CTTSW - 041 mostram uma melhor capacidade
de adaptagédo ao estresse salino, mantendo um crescimento relativamente robusto
mesmo sob condi¢bes salinas (Figura 14A). Em contrapartida, porta-enxertos como
HTR - 069 e Sunki Tropical sdo mais sensiveis ao estresse salino, exibindo uma
reducdo significativa em todas as caracteristicas de crescimento analisadas (Figura
14B). Esses achados séo cruciais para a selecdo de porta-enxertos mais tolerantes

ao sal, visando a melhoria da producao agricola em areas afetadas pela salinidade.

Figura 14. Plantas do genétipo TSKC! x (LCR? x TR®) - 029 (A) que apresentou maior
tolerancia a salinidade e BRS Sunki Tropical* (B), sensivel, submetidas a
concentracdes de NaCldeOg Lt 0,64gL'128gL?t 192gL?t2569gL% 3,20gL"
1, 3,84 g L respectivamente, da esquerda para direita, durante o cultivo de
miniestacas in vitro. Foto: Adriele Nascimento Santana, 2023.

Legenda: 'TSKC: tangerineira Sunki’ comum [Citrus sunki (Hayata) hort. ex Tanakal].

2LCR: limoeiro ‘Cravo’ (C. xlimonia Osbeck).

3TR: trifoliata (P. trifoliata).
4C. sunki.
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4. CONCLUSAO

Os gendtipos TSKC x (LCR x TR) — 029, TSKC x CTSW - 041 (BRS Cunha
Sobrinho), e 0 LRF x (LCR x TR) — 005 (BRS N Gimenes Fernandes) foram os mais
tolerantes, com respostas positivas até a maior concentracéo. No caso do citrandarin
‘Indio’ este pode ser classificado como moderadamente tolerante, pois houve uma
limitacdo no desenvolvimento das raizes a partir da concentragdo de 1,92 g L. Os
gendtipos TSKC x (LCR x TR) — 017 (BRS Stuchi) mostrou-se moderadamente
sensivel. A Sunki Tropical, TSKC x CTQT1439 — 014 (BRS L Navarro), LVK x LCR —
038 (BRS Ary S), HTR — 069 e TSKC x CTSW — 033 mostrou-se sensivel a partir da
adicdo de 1,28 g L*de NaCl.

Desse modo, observa-se que genotipos apresentam comportamentos distintos
em relagdo a classificacdo da tolerancia a salinidade, ndo mostrando resultados
totalmente compativeis com os estudos realizados em campo, 0 que sugere a
necessidade de ajustes nessa metodologia, como alteracdes no meio de cultura em

si e/ou de suas condicdes externas.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Para as sementes a viabilidade é fundamental na determinacdo da taxa de
germinacao em ambientes salinos, o genotipo que apresentou o melhor resultado foi
0 TSKC x CTSW - 041. No caso das miniestacas, 0os genétipos TSKC x (LCR x TR) —
029 e TSKC x CTSW - 041 demonstraram maior tolerancia ao estresse salino. Para
ambos, o gendtipo TSKC x CTSW — 041 destacou-se como 0 mais tolerante &
salinidade.

Os resultados indicam uma variabilidade significativa na tolerancia a salinidade
entre 0s gendtipos de porta-enxertos de citros. ldentificar genétipos mais tolerantes
pode ser crucial para a otimizacao da producdo agricola em regides afetadas pela

salinidade, promovendo uma agricultura mais resiliente e sustentavel.

102



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AL-YASSIN, A. Influence of salinity on citrus: a review paper. Journal of Central
European Agriculture, v.5, n.4, p.263-272, 2004.

ANDRADE JUNIOR, A. S. de; BASTOS, E. A.; MELO, F. D. B.; LEAL, C. M. Uso e
qualidade da &gua subterranea para irrigacdo no Semi-Arido piauiense. Revista
Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v.10, n.4, p. 873-880, 2006.

BRAZ, V. B.; RAMOS, M. M.; ANDRADE JUNIOR, A. S. de; SOUSA, C. A. F. de;
MANTOVANI, E. C. Niveis e frequéncias de irrigagao na limeira ‘Tahiti’ no Estado do
Piaui. Revista Ceres, v. 56, n.5, p. 611-619, 2009.

BRITO, L.T.L.; SRINIVASAN, V. S.: SILVA, A. D. S.; GHEYI, H. R., GALVAO, C. D.
0O.; HERMES, L. C. Influéncia das atividades antrépicas na qualidade das aguas da
bacia hidrografica do Rio Salitre. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e
Ambiental, v.9, n.4, p.596-602, 2005.

BRITO, M. E. B.; SA, F. V. S;; SILVA, L. A.; SOARES FILHO, W.S.; GHEYI, H. R,;
MOREIRA, R. C. L.; FERNANDES, P. D.; FIGUEIREDO, L. C. Saline stress onto
growth and physiology of trifoliate citrus hybrids during rootstock formation.
Bioscience Journal, v. 33, n.6, p.1523-1534, 2017.

BRITO, M. E. B.; SILVA, E. C. B. da.; FERNANDES, P. D.; SOARES FILHO, W. DOS
S.; COELHO FILHO, M. A;; SA, F. V. S.; MELO, A. S. de.; BARBOSA, R. C. A. Salt
balance in the substrate and growth of ‘Tahiti’ acid lime grafted onto Sunki mandarin
hybrids under salinity stress. Australian Journal of Crop Science, v. 9, n. 10, p. 954-
961, 2005.

BRITO, M. E. B.; FERNANDES, P. D.; GHEYI, H. R.; SOARES, L. A. D. A.; SOARES
FILHO, W. D. S.; SUASSUNA, J. F. Screening of citrus scion-rootstock combinations
for tolerance to water salinity during seedling formation. Acta Scientiarum.
Agronomy, v. 43, p. e48163, 2020.

BRITO, M. E. B.; SOARES, L. A. A.; SOARES FILHO, W.S.; FERNANDES, PEDRO
D.; SILVA, ELAINE C.B.; SA, F.V.S.; SILVA, L.A. Emergence and morphophysiology
of Sunki mandarin and other citrus genotypes seedling sunder saline stress. Spanish
Journal of Agricultural Research, v. 16, p. e0801, 2018.

BOX, G. E. P; COX, David R. An analysis of transformations. Journal of the Royal
Statistical Society Series B: Statistical Methodology, v. 26, n. 2, p. 211-252, 1964.

DE SOUZA MENDES, M. |.; VERDE, D. D. S. V.; DE SOUZA RAMOS, A. P.; DA SILVA
GESTEIRA, A.; DOS SANTOS SOARES FILHO, W.; DA SILVA SOUZA, A. In vitro
conservation of citrus rootstocks using paclobutrazol and analysis of plant viability and
genetic stability. Scientia Horticulturae, v. 286, p. 110231, 2021.

FAO, Food and Agriculture Organization ofthe United Nations. Countries by

commaodity. 2021. Disponivel em:
https://www.fao.org/faostat/en/#data/QCL/visualize>. Acesso em: 12 Set. 2023.

103



FERNANDEZ-BALLESTER, G.; GARCIA-SANCHEZ, F.; CERDA, A.; MARTINEZ, V.
Tolerance of citrus rootstock seedlings to saline stress based on their ability to regulate
ion uptake and transport. Tree physiology, v. 23, n. 4, p. 265-271, 2003.

FERREIRA, E. B.; CAVALCANTI, P. P.; NOGUEIRA, D. A. ExpDes. pt: pacote
experimental designs (portugués). R package version, v. 1, n. 2, 2021.

GHALEB, W. S.; SAWWAN, J. S.; AKASH, M. W.; AL-ABDALLAT, A. M. In vitro
response of two Citrus rootstocks to salt stress. International Journal of Fruit
Science, v. 10, n. 1, p. 40-53, 2010.

GOMES, K. R.; AMORIM, A. V.; FERREIRA, F. J.; ANDRADE FILHO, F. L,
LACERDA, C. F.; GOMES FILHO, E. Respostas de crescimento e fisiologia do milho
submetido a estresse salino com diferentes espacamentos de cultivo. Revista
Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, Campina Grande, v. 15, p. 365-
370, 2011.

GRATTAPAGLIA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagacédo. In: TORRES, A. C,;
CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. (Eds.). Cultura de tecidos e transformacéao genética
de plantas. 1. ed. 1998. p. 183-260.

LLOYD, G.; MCCOWN, B. Use of microculture for production and improvement of
Rhododendron spp. Horticultural Science, Alexandria, v. 15, n. 3, p. 416-417, 1980.

MAAS, E. V. Salinity and citriculture. Tree physiology, v. 12, n. 2, p. 195-216, 1993.

PEREZ-TORNERO, O.; TALLON, C. |.; PORRAS, I.; NAVARRO, J. M. Physiological
and growth changes in micropropagated Citrus macrophylla explants due to salinity.
Journal of Plant Physiology, v. 166, n. 17, p. 1923-1933, 2009.

R CORE TEAM R: A Language and Environment for Statistical Computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. 2024.

RODRIGUES, M. J. S.; OLIVEIRA, E. R. M.; GIRARDI, E. A,; LEDO, C. A. R;;
SOARES FILHO, W. S. Producdo de mudas de citros com diferentes combinacdes
copa e porta-enxerto em viveiro protegido. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 38,
n.1, p.187-201, 2016.

SCHOSSLER, T. R.; MACHADO, D. M.; ZUFFO, A. M.; ANDRADE, F. R.; PIAUILINO,
A. C. Salinidade: efeitos na fisiologia e na nutricdo mineral de plantas. Enciclopédia
Biosfera, v.8, n.15, p. 1564, 2012.

SHARMA, L. K.; KAUSHAL, M.; BALI, S. K.; CHOUDHARY, O. P. Evaluation of rough
lemon (Citrus jambhiri Lush.) as rootstock for salinity tolerance at seedling stage under
in vitro conditions. African Journal of Biotechnology, v. 12, n. 44, p. 6267-6275,
2013.

104



SHIYAB, SAFWAN M.; SHIBLI, RIDA A.; MOHAMMAD, MUNIR M. Influence of
sodium chloride salt stress on growth and nutrient acquisition of sour orange in vitro.
Journal of Plant Nutrition, v. 26, n. 5, p. 985-996, 2003.

SILVA, F. L. B. da.; LACERDA, C. F.de.; NEVES; A. L. R.; SOUSA, G. G. de.; SOUSA,
C. H. C. de.; FERREIRA, F. J. Irrigacdo com aguas salinas e uso de biofertilizante
bovino nas trocas gasosas e produtividade de feijado-de-corda. Irriga, v. 18, n. 2, p.
304-317, 2013.

SILVA, L. A.; BRITO, M. E. B.; SA, F. V. S.; MOREIRA, R. C. L.; WALTER, W. S. S;
FERNANDES, P. D. Mecanismos fisiolégicos em hibridos de citros sob estresse salino
em cultivo hidropénico. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental,
v.18, (Suplemento), p.S1-S7, 2014.

SOARES FILHO, W. S.; MOREIRA, C. S.; CUNHA, M. A. P.; CUNHA SOBRINHO, A.
P.; PASSOS, O. S. Poliembrionia e frequéncia de hibridos em Citrus spp. Pesquisa
Agropecuaria Brasileira, v. 35, n. 4, p. 857-864, 2000.

SOARES FILHO; W. S. dos; VILARINHOS, A. D.; ALVES, A. A. C.; CUNHA
SOBRINHO, A. P.; OLIVEIRA, A. A. R.; SOUZA, A. S.; LEDO, C. A. S.; CRUZ, J. L,;
SOUZA, L. D.; CASTRO NETO, M. T.; GUERRA FILHO, M. dos S.; PASSOS, O. S;;
MEISSNER FILHO, P. E. Programa de Melhoramento Genético de Citros da
Embrapa Mandioca e Fruticultura: obtencdo de hibridos. 106. Cruz das Almas:
Embrapa CNPMF, 2003.

STOREY, R.; WALKER, R. R. Some effects of root anatomy on K+, Na+ and Cl—
loading of roots and leaves. Journal of Experimental Botany, v. 38, p. 1769-1780,
1987.

VENABLES, W.N.; RIPLEY, B.D. Modern Applied Statistics with S. Fourth Edition.
Springer, 2002.

VERDE, D. S. V.; MENDES, M. I. D. S.; NOBRE, L. V. D. C.; SOUZA, A. D. S.; dos
SANTOS, K. C. F.; SOARES FILHO, W. D. S. In vitro tolerance of citrus rootstocks
under saline stress. Plant Cell, Tissue and Organ Culture (PCTOC), v. 156, n. 1, p.
13, 2024.

VERSLUES, P. E.; AGARWAL, M.; KATIYAR-AGARWAL, S.; ZHU, J.; ZHU, J. K
Methods and concepts in quantifying resistance to drought, salt and freezing, abiotic
stresses that affect plant water status. The Plant Journal, v. 45, n. 4, p. 523-539,
2006.

WICKHAM, H. ggplot2: Elegant Graphics for Data Analysis. Springer-Verlag New
York, 2016.

105



	1. INTRODUÇÃO GERAL
	2. REVISÃO DE LITERATURA
	2.1 CARACTERIZAÇÃO DO GÊNERO CITRUS
	2.2  IMPORTÂNCIA ECONÔMICA DA CITRICULTURA
	2.3 MELHORAMENTO GENÉTICO DE CITROS
	2.4 TOLERÂNCIA DE CITROS À SALINIDADE

	3. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	CAPÍTULO I
	DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA PRÉ-SELEÇÃO IN VITRO DE GENÓTIPOS DE CITROS TOLERANTES À SALINIDADE OBTIDOS DA GERMINAÇÃO DE SEMENTES
	DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA PRÉ-SELEÇÃO IN VITRO DE GENÓTIPOS DE CITROS TOLERANTES À SALINIDADE OBTIDOS DA GERMINAÇÃO DE SEMENTES (1)
	1. INTRODUÇÃO
	2. MATERIAL E MÉTODOS
	2.1 LOCAL DO EXPERIMENTO
	2.2  CARACTERIZAÇÃO DOS GENÓTIPOS E CRUZAMENTOS
	2.3 DESINFESTAÇÃO DAS SEMENTES
	2.4 MONTAGEM DO EXPERIMENTO E CONDIÇÕES DE CRESCIMENTO

	2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
	2.6 AVALIAÇÃO E ANÁLISE DOS DADOS
	3. RESULTADOS E DISCUSSÃO
	4.CONCLUSÕES
	5. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	CAPÍTULO II
	DESENVOLVIMENTO DE PROTOCOLO PARA PRÉ-SELEÇÃO DE GENÓTIPOS DE CITROS TOLERANTES À SALINIDADE MEDIANTE CULTIVO IN VITRO DE MINIESTACAS
	1. INTRODUÇÃO (1)
	2. MATERIAL E MÉTODOS (1)
	2.1 LOCAL DE INSTALAÇÃO EXPERIMENTO
	2.2 INSTALAÇÃO DO EXPERIMENTO
	2.3 CONDIÇÕES DE CULTIVO
	2.4 GENÓTIPOS SELECIONADOS
	2.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E VARIÁVEIS ANALISADAS
	2.6 ANÁLISE DOS DADOS

	3. RESULTADOS E DISCUSSÃO (1)
	4. CONCLUSÃO
	5. CONSIDERAÇÕES FINAIS
	6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS


