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A minha mae Arlete, por sempre acreditar em meus sonhos

€ me incentivar a sonhar cada vez mais.

"Depois de algum tempo vocé aprende .. que nunca se deve dizer a uma crianga que
sonhos sdo bobagens, poucas coisas sdo tdo humilhantes e seria uma tragédia se ela
acreditasse nisso...e voc€ comeca a aceitar suas derrotas com a cabega erguida e olhos
adiante, com a graca de um adulto ¢ ndo com a tristeza de uma crianca. E aprende a
construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do amanhd ¢ incerto demais
para os planos, e o futuro tem o costume de cair em meio ao vao.. vocé aprende que

realmente pode suportar... que realmente ¢ forte, ¢ que pode ir muito mais longe depois

de pensar que ndo se pode mais..."

William Shakespeare
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RESUMO

SILVA, Paula Cristina, MS., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2001. Organogénese

in vitro em explantes de epicétilo de tangerineira ‘Cleopatra’. Orientador: José Maria

Moreira Dias. Conselheiros: Claidio Horst Bruckner, Julio César Lima Neves e Luiz Carlos
Chamhun Salomao

A propagacdo dos Citrus pode se dar: através da cultura de células e tecido e através da
propagacdo vegetativa classica, com métodos de estaquia, mergulhia e enxertia, sendo este
ultimo o que apresenta maior interesse comercial. Dentre os hipobiotos atualmente mais
utilizados, destacase a tangerineira ‘Cledpatra’ (Citrus reshni Hort. ex. Tan), devido as suas
caracteristicas agronomicas. Desta forma, este trabalho teve como objetivo geral, a
pontualizacdo de um eficiente protocolo orgaanogénico de células, tecido e orgdos, uma vez
que o cultivo in vitro de células e tecidos constitui uma estratégia de extraordinaria
importancia para solucionar problemas ndo apenas no dmbito da propagacdo, como também
do melhoramento genético classico e do melhoramento genético ndo convencional,
notadamente das plantas lenhosas perenes, como sdo os citros. Sementes de tangerineira
‘Cleopatra’ Citrus reshni Hort. ex. Tan) obtidas de frutos de plantas de 16 anos de idade,
foram utilizadas como explantes, visando a obtengdo do maior niimero possivel de plantulas
axénicas, normais e vigorosas. Apos 50 dias de incuba¢do no escuro em meio MS
(Murashige & Skogg, 1962) na auséncia de vitaminas, foram avaliados o niimero de tubos
contaminados; porcentagem de sementes germinadas; numero de plantulas e raizes por
semente; comprimento do epicotilo e das plantulas; e vigor destas. O melhor resultado foi
obtido ao se utilizar as concentra¢gdes de HclO a 0,50% v/v por 30 minutos para a primeira
desinfestacdo e a de 1,00% v/v por 5 minutos para a Segunda desinfestacdo. As plantulas,
obtidas de acordo com o protocolo descrito acima, tiveram o epicdtilo seccionado em cinco
segmentos, os quais foram utilizados para avaliagdo da influéncia de BAP ¢ ANA em
distintas condigdes de incubagdo (luz, escuro e escuro/luz). Apos 50 dias em incubagdo em

meio MS, suplementado com trés concentragdes de ANA (0,00; 0,10 ¢ 1,00 mg.L") e quatro



de BAP (0,00; 0,50; 1,00 e 3,00 mg.L’l) e pelas combinagdes entre estas, foram avaliados no
extremo distal e proximal, dos referidos explantes, 0 numero de gemas, brotos ¢ o tamanho
dos calos formados. O processo organogénico ocorreu, tanto por organogénese direta
(extremo distal), quanto por indireta (extremo proximal). Na organogénese direta, uma maior
formagdo de gemas foi obtida quando BAP foi adicionado ao meio na concentragdo de 0,50
mg.L', sob incubagdo em escuro/luz; ¢ a posterior brotagio destas ocorreu de forma mais
efetiva em meio com 1,60 mgL' de BAP, sob uncubagio em luz. Para a organogénese
indireta, a incubacdo dos explantes no escuro foi a mais efetiva em todas as etapas,
entretanto, as necessidades requeridas, quanto a natureza do regulador de crescimento e da
concentragdo destes, variaram. Para o processo calogénico foram necessarias combinagdes
especificas entre ANA e BAP, para cada explante, enquanto, para a formagdo de gemas e
brotos a adigdo de 0,50 mg.LL' de BAP ao meio de cultivo promoveu de uma forma geral os
melhores resultados. Visando a avaliagdo da influéncia de AIB, ANA e 2,4D no processo de
enraizamento adventicio in vitro, foram utilizados como explantes, apices de plantulas
axénicas (protocolo descrito anteriormente). Nesta etapa, o meio MS foi suplementado com
4 concentragdes de AIB e de ANA (0,00; 0,50; 1,00 e 1,50 mg.L'l), ¢ a combinagao de AIB ¢
ANA na concentragio de 0,50 mgL', para ambos reguladores de crescimento, sendo que
para esta combinagdo também foram adicionadas duas diferentes concentragoes de 2,4D
(020 ¢ 0,40 mgL"). Apés 50 dias de incubagdo, foram avaliados: o numero de 4pices
enraizados, o numero de raizes por plantulas, o comprimento de raizes, apices com formagao
de calos e o vigor das plantulas. A combinagio de AIB e ANA a 0,50 mgL" para ambos, e
ANA na concentragdo de 0,50 mng, foram os tratamentos que apresentaram melhores

resultados.



ABSTRACT

SILVA, Paula Cristina, MS., Universidade Federal de Vigosa, August 2001. Organogenesis in
vitro in explants of epicotyl of the 'Cledpatra’ mandarin. Adviser: José Maria Moreira Dias.

Committee members: Claudio Horst Bruckner, Jalio César Lima Neves and Luiz Carlos

Chamhum Salom4o.

The propagation of the Citrus can occur: by culture of cells and tissue and by the classic
vegetative propagation, using methods of cutting, budding and grafting, the last method
mentioned represents, comercially, the most interesting. Among the rootstock more utilized
today. The mandarin tree "Cledpatra"( Citrus reshni Hort. ex. Tan) is pointed out due to it's
agronomical features. Thus, this work had as a general objective, the pointing of an efficient
organogenic protocol of cells, tissues and organs, once that the cultivation in vitro of cells and
tissues constitutes a strategy of an extreme importance in solving problems, not only in a
propagation aspect as well as in the classic and non-conventional genetic improvement, notedly
from the hardwood plants, as the Citrus are. Seeds from the "Cledpatra" tangerine tree ( Citrus
reshni Hort. ex. Tan) obtained from the fruits of sixteen year-old plants, were utilezed as
explants, with the objective of obtaining the highest number possible of normal and vigorous
axenic plantules. After fifty days of incubation in the dark in a MS mean (Murashige & Skoog,
1962)in the absense of vitamins, the number of contaminated tubes; percentage of germinated
seeds; number of plantules and roots per seed; length of the epicotile and plantules and their
strength. The best result was obtained while using the concentrations of HCIO to 0.50%v/v
during thirty minutes for the first desinfectation and of 1,00%v/v during five minutes for the
second desinfectation. The plantules obtained according to the protocol described above had the
epicotile seccionated in five segments, that were utilized for evaluating the influence of BAP
and ANA in distinct incubation conditions (light, dark, and light/dark). After fifty days of
incubation n a MS mean, suplemented with three concentrations of ANA (0,00; 0,10 and 1,00
mg.L' ) and four of BAP (0,00;0,50;1,00 and 3,00 mg.L"' ) and by combinations betweens
them, the number of buds, shoots, and the size of the formed callus were evaluated in the

extreme apical and basal of the reffered explants. The organogenic process occurred by direct



organogenesis (extreme apical) as well as indirect (extreme basal). In the direct organogenesis a
higher formation of buds was obtained when BAP was added to the mean in the concentration
of 0,50 mg.L"', under incubation in the dark-light; and their posterior shoottting occurred in a
more effective form, with 1,60 mg.L'1 of BAP, under light incubation. For the indirect
organogenesis, the incubation of the explants in the dark was the most effective in all stages,
however, the required necessities varied, in relation to the nature of the growth regulator and
their concentrations. For the callogenic process, specific combinations were necessary between
ANA and BAP, to each of the explants, while that the formation of buds and soots, an addition
of 0,50 mg.L"' of BAP to the mean of cultivation promoted in a general way the best results.
Aiming the evaluation of the influence of AIB, ANA and 24D in the process of adventious
rooting in vitro, the apex of axenic plantules (previouly described protocol) were used. In that
stage the MS mean was suplemented with four concentrations of AIB and of ANA (0,00; 0,50;
1,00 and 1,50 mg.L'] ), and the combination of AIB and ANA in the concentration of 0,50 mg.L
', for both growth regulator, and two different concentrations of 2,4D (0,20 and 0,40 mg.L'1 )
were also added. After fifty days of incubation, the number of rooted apexes, roots per
plantules, root length, apexes with formation of callus and the plantule's vigour were evaluated.
The combination of AIB and ANA to 0,50 mg.L" for both, and ANA in the concentration of
0,50 mg.L' , were the treatments that presented the best results.



1.INTRODUCAO



As plantas citricas compreendidas por laranjeiras, tangerineiras, limoeiros, limeiras,
pomeleiros e toranjeiras tm um papel sécio-econdmico mundial de elevada importincia, uma
vez que sua producdo, supera a producdo de outras fruteiras, ja ultrapassando segundo dados
recentes 100 milhdes de toneladas (FAO, 2001). O Brasil apresenta-se como o maior produtor
mundial de laranjas, com um total de 23 milhdes de toneladas (FAO, 2001), sendo a maior parte
desta produgdo destinada ao mercado externo, na forma de suco concentrado.

Devido & caracteristicas edafo-climaticas brasileiras, os citros encontram-se
disseminados por quase todo territorio nacional, com destaque para o estado de SZo Paulo que
responde sozinho por, aproximadamente, 70 a 80% (GCONCI, 2001) da producio nacional,
sendo esta alicercada sobre uma forte estrutura de comercializagdo a nivel nacional e
internacional.

A propagacdo dos Citrus pode se dar: através da cultura de células e tecido, e através
da propagacdo vegetativa classica, com os métodos de estaquia, mergulhia e enxertia, sendo este
ultimo o que apresenta maior interesse comercial.

Dentre os hipobiotos atualmente mais utilizados, destaca-se a tangerineira 'Cledpatra’
(Citrus reshni Hort. ex. Tan), por apresentar caracteristicas agronomicas superiores para a
Tristeza, o Declinio e a Exocortis e por apresentar compatibilidade com laranjeiras, pomeleiros
e toranjeiras, podendo desta forma ser utilizada como porta-enxerto para um grande niimero de
variedades comerciais de grande interesse econdmico. A tangerineira 'Cledpatra’ apresenta
frutos com grande numero de sementes altamente poliembridnicas, o que redunda em
populagdes com até 90% de plantas de origem nucelar, possibilitando a obtengdo de viveiros
com plantas homogéneas (Loussert, 1992).

O cultivo in vitro de células e tecidos constitui uma estratégia de extraordindria
importancia para solucionar problemas ndo apenas no ambito da propagagdo, como também do
melhoramento genético classico e da biotecnologia das plantas, notadamente das lenhosas
perenes, como sd0 0s Citros.

De acordo com Murashige (1974), o esquema padrdo para o processo de propagagdo in
vitro encontra-se dividido nos seguintes estadios:

. estadio 0, corresponde ao tratamento dado a planta matriz, ¢ onde os explantes

sdo obtidos, sendo este um estadio poucas vezes citado;

. estadio I, selecdo de explantes, desinfestagdo e cultura em meio nutritivo sob

condigdes assépticas;

. estadio II, multiplicagdo dos explantes mediante subcultivos sucessivos em

meio adequado a multiplicac@o;

. estadio III, transferéncia das brotagdes ou apices caulinares produzidos para

meio de enraizamento e subseqiiente transplantio das plantas obtidas para recipientes

contendo uma mistura adequada de substrato ou para solo, visando a aclimatag@o.



Com relagdo ao processo de desinfestagdo (estadio I), a maior dificuldade nesta etapa
consiste em se obter tecido descontaminado sem conduzi-lo a morte quando isolado
(Grattapaglia & Machado, 1998). O etanol ¢ os compostos a base de cloro sdo as substincias
com acdo germicida mais utilizadas para fazer a desinfestacdo dos explantes. A concentragdo
das solugdes desinfestantes, a combina¢do de principios ativos € o tempo de exposi¢do dos
explantes & mesmas, varia de acordo com a sensibilidade do tecido a ser desinfestado. Para a
desinfestacdo de sementes de espécies citricas, varios sdo os processos descritos (Sauton et al,
1982; Pérez & Ochoa, 1997; Dias, 1998), entretanto, ocorre uma dificuldade de repetibilidade
das metodologias, principalmente devido a grande variabilidade genética apresentada por estas
espécies.

Na fase de multiplicacdo dos explantes (estddio II), o objetivo principal consiste em se
obter uma taxa média de multiplicacdo satisfatéria com o minimo de variacdo entre explantes,
visando desta forma, a obtengdo de tecidos regenerados homogéneos e vigorosos, uma vez que
esta etapa determina o sucesso da proxima fase do processo de propagacdo in vitro, o
enraizamento. As varidveis que podem ser manipuladas nesta fase incluem a composi¢do do
meio de cultura utilizado, as  condigdes ambientais de crescimento ¢ os cuidados na
manipulacdo do material durante as subculturas (Grattapaglia & Machado, 1998).

Os meios de cultivo no processo de propagacdo in vitro em citros t€m sido preparados
na maioria dos trabalhos com os componentes inorganicos de Murashige & Skoog (1962),
utilizando como fonte de carbono a sacarose em concentragdes que variam de 3 a 5% (p/v), e
com importantes modificagdes quanto ao tipo e concentragdes de vitaminas (Dias, 1998). Com
relacdo aos hormonios adicionados ao meio, a importincia de uma relacdo determinada entre
auxinas/citoquininas tem sido descrita em citros tanto para o estabelecimento de calos
(Chatuverdi & Mitra, 1974; Duran-Vila ef al., 1989), como para a organogénese (Grinblat,
1972; Edriss & Burger, 1984; Burger & Hackett, 1986; Duran-Vila et al, 1989; Pérez-Molphe-
Balch & Ochoa-Alejo, 1997; Dias, 1998).

Quanto ao estadio III, a fase de enraizamento caracteriza-se pela formagdo de raizes
adventicias nas brotagdes ou apices caulinares provenientes da multiplicagdo. Para as plantas
citricas, a maioria dos trabalhos de inducdo de enraizamento adiciona ao meio de cultivo o acido
naftaleno acético (ANA) e o acido indolbutirico (AIB), em distintas concentragdes (Gill et al,
1994; Pérez-Molphe-Balch & OchoaAlejo, 1997).

Desta forma, a pontualizagdo de um eficiente protocolo de morfogénese de células,
tecidos e orgaos, depende do controle de diferentes fatores. E o estabelecimento deste protocolo
para espécies de interesse como porta-enxertos citricos, apresenta-se como requisito basico para

que avangos sejam obtidos nos estudos destes.



2.REVISAO DE LITERATURA



2.1. Morfogénese in vitro de plantas citricas

As plantas citric as podem ser obtidas in vitro através da embriogénese somatica ou da

organogenese

2.1.1. Embriogénese somatica

A embriogénese somatica consiste na formacdo de embrides a partir de células que ndo
sdo produtos da fusdo de gametas (Tisserat et al, 1979; litz & Jarret, 1991), e apresenta-se
como um processo de grande interesse na cultura de tecidos para muitas espécies e/ou
variedades, pois permite a propagacdo de plantas elite em larga escala, além de ser uma
estratégia para os estudos bésicos relacionados com a fisiologia do desenvolvimento do
embrido.

Na embriogénese somdtica in vitro, células em diferentes estddios de diferenciagdo
podem ser induzidas por estimulos ambientais ou quimicos e, se reprogramadas, adquirem
novas competéncias morfogenéticas (Guerra et al, 1999). Esta via de propagacdo vegetativa
pode ocorrer, indiretamente, onde embrides somaticos se formam a partir de calos ou cultivos
em suspensdo, ou, diretamente, a partir de células dos tecidos-matrizes sem formacdo de
estadios intermedidrios de calo. Entretanto, a inducdo embriogénica de uma célula somatica
pode ser afetada por diversos fatores, como: explante, composicio do meio de -cultivo,
concentragdo osmdtica, luz, temperatura, pH, entre outros.

A capacidade embriogénica apresentada pelas plantas citricas possibilita a morfogénese
de plantas inteiras e normais, partindo-se das mais variadas fontes de explante. Este tema foi
revisado por Dias (1998), que menciona estudos referentes ao processo embriogénico para um

grande numero de espécies e variedades citricas.

2.1.2. Organogénese

Assim como a embriogénese somatica, a organogé€nese constitui um processo
morfologico através do qual se pode formar uma planta in vitro, sendo que, neste processo,
ocorre a producdo de brotagdes e raizes, sem formagdo prévia de embrido. A organogénese pode
ser direta, sem o estddio intermediario de formagdo de calo, ou indireta (Dias, 1998). Uma
desvantagem da organogénese indireta consiste na instabilidade genética apresentada pelo
tecido caloso, o que pode resultar em plantas geneticamente diferentes.

Chlyah (1974), ao trabalhar com Torenia sp, constatou, na epiderme dos explantes,
regides de rapida divisdo celular, as quais tiveram inicio a partir de algumas células que

eventualmente estimularam a divisdo de células circundantes. Segundo Thorpe (1983), a fungao



primaria da mitose na organogénese consiste na formagdo de um numero critico de células em
divisdes ativas, as quais sdo capazes de responder a sinais de desenvolvimento. Essas regides de
células em divisio ou meristemoéides apresentam células pequenas, isodiamétricas, com
citoplasma denso, vacuiolos pequenos e nicleo proeminente, sendo semelhantes a meristemas
verdadeiros, ¢ com conexdes vasculares com o calo ou com o tecido adjacente. Apos divisdes
continuas dos meristemoides, ocorre a formacdo de pequenas protuberincias, conferindo ao
tecido uma aparéncia nodular. O processo de desenvolvimento dos 6rgdos ocorre de maneira
similar ao observado em plantas intactas.

Com respeito aos citros, as plantas originadas de material nucelar expdem as
caracteristicas do periodo juvenil das plantas zigéticas, tanto in vivo, como in vitro, requerendo
um longo periodo antes da floragdo e frutificacdo, além dos riscos de instabilidade genética.
Estes obstaculos podem ser superados ou reduzidos ao empregar-se a via da organogénese,
mediante sistemas que favorecam tanto a multiplicagdo de brotos vegetativos a partir de gemas
axilares, como a iniciacdo de gemas e brotos adventicios procedentes de explantes com uma
morfogénese minima de calo (Barlass & Skene, 1982, 1986; Edriss & Burger, 1984; Dias, 1998,
2000).

O Quadro 1 fornece informagdes de alguns dos principais trabalhos de organogénese em
citros nos ultimos anos. Os dados dos trabalhos apresentados neste Quadro nos revelam que o
éxito do processo de organogénese esta em fungdo: do gendtipo; da idade fisiologica, do estadio
de desenvolvimento e do vigor do material de partida; do 6rgdo de procedéncia do explante; da
posicdo do orgdo do qual se extrai o explante; da posi¢do de cultivo; do meio de cultivo; da

composi¢cdo hormonal e das condigdes de incubagdo.

2.1.2.1. Fatores que afetam o processo de organogénese.

Genétipo

Em geral, todos os trabalhos que ensaiam diferentes genétipos (Quadro 1) mostram que
a resposta organogénica depende deste fator, o que pode ser visualizado, ao se comparar
distintos trabalhos (Kitto & Young, 1981; Barlass & Skene, 1982; Moore, 1986), onde se
observa que enquanto para Laranja azeda Citrus aurantium) a formagdo de brotos ¢ dificil, para
Citrange Carrizo (Poncirus trifoliata x Citrus sinensis) a resposta foi obtida com maior
facilidade (Kitto & Young, 1981; Barlass & Skene, 1982). Além disso, tanto o alongamento de
brotos (Moore, 1986; Duran-Vila et al., 1989), como a capacidade de enraizamento destes
(Duran-Vila et al., 1989) dependem da espécie. Segundo Moore (1986), o €xito na obtencdo e
manutengdo de linhas celulares, durante longo periodo de tempo, parece igualmente estar em

funcdo do genotipo.



Idade fisiologica

Existem muitos trabalhos que utilizam unicamente explantes maduros de diferentes
gendtipos:  Citrus sinensis, Citrus limonia, Citrus reshni, Poncirus trifoliata x Citrus sinensis
(Barlass & Skene, 1982), Citrus mitis (Sim et al., 1989) e Citrus reticulata e Citrus limon
(Singh et al., 1994). Entretanto, nos trabalhos que analisaram, ao mesmo tempo, explantes
procedentes de plantulas in vitro e de plantas maduras (Bouzid, 1975, Barlass & Skene, 1982,
Sim et al., 1989) ou bem de plantulas e de plantas juvenis cultivadas em casa de vegetagdo
(Bowman, 1994), & possivel observar que, assim como ocorre em outras espécies lenhosas, a
capacidade organogénica de explantes juvenis ¢ maior que a de explantes maduros ou com
maior idade. Talvez esta seja a razdo pela qual as plantas juvenis tém sido usadas como fonte de
explante, na maior parte dos estudos realizados (Quadro 1). Além disso, ao se utilizar explantes
procedentes de plantulas para determinar os requerimentos culturais de uma espécie, na
produc@o de calos embriogénicos, estes resultados podem ser extrapolados para plantas adultas
(Gillet al., 1994).

Bowman (1994) relata que o uso de material juvenil, como fonte de explante, pode ndo
ser pratico e ter valor duvidoso para a propagacdo clonal de algumas espécies, devido ao
elevado percentual de plantulas zigdticas. Entretanto, este mesmo autor, ao trabalhar com
explantes de plantulas in vitro e de plantas juvenis, em casa de vegetagdo, constata que a
primeira fonte de material ¢ mais econdmica e permite avaliar a efetividade de diferentes fatores

implicados no processo de propagacao.

Estadio de desenvolvimento e vigor do material de partida

Segundo El-Morsy & Millet (1996) a capacidade morfogénica de certos explantes,
obtidos a partir de diferentes posi¢des em um ramo, ¢ afetada pelo estadio de desenvolvimento
deste ramo. Estes autores, ao considerar trés estddios de desenvolvimento de ramos para
extragdo de explantes de Citrus aurantium; ramos imediatamente antes de terminar o periodo de
crescimento (estadio I), ramos em repouso (estadio II) e ramos imediatamente depois de
recomecar a nova fase de crescimento (estadio III), verificaram que o estadio de
desenvolvimento do material de partida afeta a capacidade de morfogénese de brotos
adventicios. Também Chaturvedi & Mitra (1974) verificaram que brotos com maior ¢ menor

vigor apresentavam diferencas quanto as exigéncias hormonais.



Orgio de procedéncia do explante

Pode-se constatar, a partir dos trabalhos resumidos no Quadro 1, a variabilidade de tipos
de explantes utilizados: segmentos nodais; segmentos internodais, apices caulinares, segmentos
de raizes, apices de raizes, raizes inteiras, sec¢des de folhas e de cotilédone, segmentos de no

cotiledonar, embrides nucelares e calos de distintas origens.

1) Explantes nodais e internodais

Os segmentos nodais e internodais tém sido as principais fontes de explantes para a
obtencdo in vitro de brotos multiplos. Os segmentos nodais com suas gemas axilares pré-
existentes resultam em um explante adequado para obtencdo de plantas. Birlass & Skene (1982)
revelam que podem ocorrer variagdes nos meristemas, o que constitui um problema para o
processo de propagacdo. Por outro lado, os segmentos internodais, podem formar meristemas
“de novo”, mediante organogénese indireta a partir de cultivo de calo em resposta ao cultivo in

vitro e constituem um sistema potencialmente util para promover a variagdo somaclonal.

2) Explantes de apices caulinares

Os explantes de dpices caulinares sdo muito utilizados para propagagdo, sendo
Rangaswamy (1975) provavelmente o primeiro a empregar este tipo de explante, porém, obtinha
um Unico ramo.

Poucos sdo os trabalhos com éxito em formar brotos multiplos a partir destes explantes.
Dentre estes, destacam-se os trabalhos de Kitto & Young (1981) e Barlass & Skene (1982) com
Citrange Carrizo, Sim et al. (1989) com Citrus mitis e Singh et al. (1994) com Citrus reticulata
cv. Khasi e Citrus limon cv Assam. Entretanto, é necessario destacar que este tipo de explante
ndao forma brotos em Citrus sinensis cv Symon, Citrus limonia cv Rangpur, Citrus reshni e

Poncirus trifolilata (Barlass & Skene, 1982).

3) Explantes de sec¢des de folhas, de cotilédones e de hipocotilo

O emprego de explantes de secgdes de folhas e de cotilédones, em geral, tem sido
utilizado para a obtencdo de plantas via embriogénese somatica (Sim et al, 1989; Gill et al,
1994; Goh et al., 1995, Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997), sendo os niveis de
respostas bastante varidveis, e, em geral, inferior a dos explantes de epicotilo (Gill ez al., 1994).

As respostas organogénicas de explantes de hipocotilo t€m sido também variaveis, e,

em alguns casos, proporcionam bons rendimentos (Matsumoto & Yamagushi, 1983; Harada &



Murai, 1996), enquanto em outros, os resultados tém sido insatisfatorios (Maggon & Singh,

1995).

4) Explantes de raizes

Em termos comparativos, este tipo de explante tem sido pouco usado para a formagéo
de brotos. A resposta organogénica tem variado de modo importante com a espécie, com 0
segmento considerado e com o meio de cultivo utilizado. Por exemplo, segmentos de raizes de
Citrange Troyer (Edriss & Burger, 1984), C. sinensis cv. Pineapple (Duran-Vila et al., 1989) e
C. aurantifolia cv. Mexicana (Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997) mostraram uma
marcada incapacidade para formar brotos. Entretanto, este mesmo tipo de explante, quando
proveniente de C. sinensis cv Valéncia (Burger & Hackett, 1986); de C. mitis (Sim et al., 1989),
de C. medica cv. Etrog e C. aurantifolia cv Mexicana (Durdn-Vila et al., 1989) e de C.
aurantifolia cv Kagzi (Bhat et al, 1992) apresentou uma boa resposta. Por outro lado, ao serem
utilizados segmentos de apices radiculares (Edriss & Burger, 1984; Duran-Vila et al., 1989)
foram obtidas melhores respostas.

Bhat et al. (1992) assinalam que a freqiiéncia de formagdo de brotos e de plantas
utilizando explante de raizes ¢ baixa ou improvavel, razdo pela qual a utilizagdo desta fonte de
explante ndo parece ser uma estratégia adequada para obter altas taxas de propagagdo ou para

conservacao de germoplasma.

Posicao do 6rgao do qual se obtém o explante

Em 1975, Bouzid descreveu que segmentos nodais extraidos da posi¢do intermediaria
de ramos de plantas adultas regeneravam mais gemas, que quando estes explantes procediam da
parte basal ou apical dos ramos. Burger & Hackett (1986), ao revisar o tema, verificaram que a
posi¢do do orgdo na planta, do qual se obtém o explante ¢ muito importante no processo
organogénico. Este fator influencia ndo somente o niimero de estruturas regeneradas, mas
também a velocidade de morfogénese (El-Morsy & Millet, 1996). Burger & Hackett (1986)
verificaram que em Citrus sinensis cv. Valéncia existe um gradiente de morfogénese que
diminui conforme aumenta a distincia do n6 cotiledonar, tanto em dire¢do ao apice do epicdtilo,
como em direcdo ao 4pice radicular. Também Hiramatsu et al. (1987), constataram que
segmentos de epicdtilo proximos ao nd cotiledonar mostravam um potencial superior para
morfogénese de estruturas adventicias. Um gradiente de morfogénese foi também verificado por
Sim et al. (1989), ao estudarem a capacidade organogénica dos segmentos de epicétilo de Citrus
mitis, constatando que dos trés segmentos ensaiados, o basal foi o que precisou de mais tempo

para regenerar, enquanto o apical foi o mais rapido. Goh et al. (1995), em estudos similares com



Citrus grandis verificaram que este gradiente ndo se estabelecia claramente no eixo do epicdtilo,
ainda que o segmento basal, comparado com o intermediario e o apical, apresentasse maior
sensibilidade ao efeito inibidor de concentragdes mais elevadas de BA.

Sim et al. (1989), observaram que secgdes basais de folhas apresentavam respostas
organogénicas mais rapidas do que secc¢des apicais das mesmas folhas, sendo o tempo de,

respectivamente, 10 e 12 semanas, o necessario para a obtengdo dos brotos.

Colocacio dos explantes no meio de cultivo

Os dados do Quadro 1 assinalam que a quase totalidade dos explantes procedentes de
hastes e raizes é colocada, verticalmente, no meio de cultivo, e que apenas Grinblat (1972);
Duran-Vila et al.(1989, 1992); Bowman (1994); Maggon & Singh (1995); Pérez-Molphe-Balch
& Uchoa-Alejo (1997) e Dias (1998) colocaram os explantes horizontalmente na superficie do
meio de cultivo. Com respeito ao processo organogénico, o trabalho de Pérez-Molphe-Balch &
Uchoa-Alejo (1997) compara a influéncia das coloca¢des horizontal e vertical em dito processo,
isolando outras condi¢des. Estes autores verificaram que o emprego de segmentos de epicdtilo
inteiros e partidos, ambos com cortes longitudinais ou com feridas, aumentaram
significativamente a morfogénese de gemas. Os explantes colocados horizontalmente no meio
de cultivo produziram gemas em ambos extremos e nos pontos de feridas, aumentando,
acentuadamente, o numero de gemas formadas, para ambos genoétipos Citrus aurantifolia cv.
Mexicana e Citrus reticulata Blanco cv. Monica, com medias respectivas de 7,8+0,8 e 5,1+0,4
gemas por explante. Para estes autores, a melhor resposta foi obtida com os segmentos
internodais partidos longitudinalmente e colocados com a face cortada em contato com o meio.

Entretanto, ainda que o cultivo horizontal proporcione o maior numero de gemas por
explante, a maior producdo de brotos ocorreu em explantes com feridas no extremo apical e

cultivados verticalmente com o extremo basal em contato com o meio de cultivo.

Meio de cultivo

Os meios de cultivo usados para propagacgdo in vitro dos citros tém sido preparados, na
maioria dos trabalhos (Quadro 1), com os componentes inorganicos de Murashige & Skoog
(1962), seguidos, pelo emprego do meio de MS modificado por Murashige & Tucker, ou pelo
meio de Chaturvedi & Mitra. Um nimero pequeno de trabalhos também empregou outras
formulagdes, como as de White (1943) e Tuckey (1938), sendo importante ressaltar, que Button
& Kochba (1977), ao revisar os trabalhos dirigidos a induzir embriogénese somatica,
verificaram que, em geral, para esta via de morfogénese, os explantes sdo cultivados no meio de

Murashige & Tucker (1969).



Com respeito a fonte de carbono, apenas dois trabalhos usam a galactose (Cabasson et
al. 1995; e Dias, 1998). Nos demais casos, tem sido utilizada a sacarose, em concentragdes que
variam de 3,0 a 6,0%, predominando as concentragdes de 3 e 5%, que em alguns trabalhos tém
favorecido a morfogénese (Grinblat, 1972; Chaturvedi & Mitra, 1974; Kitto & Young, 1981 e
Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo (1997).

E interessante verificar que, independentemente dos componentes inorganicos
utilizados, os meios apresentam importantes modificagdes quanto ao tipo e a concentragdo de
vitaminas. Com espeito a concentragdo, tém sido observado, nos distintos trabalhos, variagdes
de at¢ 100 vezes para uma mesma vitamina (Quadro 1). O efeito benéfico de elevadas
concentragdes de vitaminas foi assinalado em Citrus limon por Murashige & Tucker (1969), em
Citrus sinensis e Citrus junos por Kobayashi et al. (1984), em tangerina ‘Kinnow’ (. nobilis x
C. deliciosa) por Gill et al. (1994) e em Citrus aurantifolia cv. Mexicana e Citrus reticulata
cv.Monica por PérezMolphe-Balch & Ochoa-Alejo (1997). A inclusdo de elevadas
concentragdes de vitaminas (10 vezes superiores as concentragdes de MS) ao meio tem
estimulado a indugdo de calo e a embriogénese somatica (Gill ez al., 1994).

O extrato de malte, como substancia complexa, tem sido usado em muitos trabalhos na
concentracio de 500mg.L" para favorecer o processo de organogénese (Quadro 1). A influéncia
deste aditivo no processo depende da espécie. Ha autores que mencionam que sua adicdo ¢
necessaria (Tapati et al, 1995), outros assinalam simplesmente que ¢ benéfico (Chaturvedi &
Mitra, 1974; Gill et al., 1994) e outros indicam que ndo afeta o processo (Grinblat, 1972;
Barlass & Skene, 1982).

Outros aditivos organicos utilizados no meio de cultivo sdo a adenina, em concentragdes
entre 40 ¢ 80 mgL"' (Kitto & Young, 1981; Starrantino & Caruso, 1987) e a caseina hidrolisada
a 250 mgL' (Bowman, 1994). Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, (1997), empregaram o
carvao ativado, porém nio mencionam os efeitos deste composto.

A partir do Quadro 1, observa-se que para o processo de organogénese ¢ fundamental a
adigdo de citoquinina, sendo a benzilaminopurina (BAP) a citoquinina mais empregada e as
concentragdes variam entre 0,2 a 10,0 mg.L". Bouzid (1975) foi o primeiro a estudar o uso de
outras citoquininas diferentes da benzilaminopurina. A adigdo de cinetina aos meios de cultivo
tem resultado ineficaz para incrementar a morfogénese (Kitto & Young, 1981). Quanto &
auxinas, sua adi¢do em baixas concentragdes (as melhores tém estado entre 0,1 ¢ 1,0 mg.L™") aos
meios de formacdo de brotos tem sido benéfica em alguns casos (Chaturvedi & Mitra, 1974;
Burger & Hackett, 1986). Entretanto, dados quantitativos sobre sua influéncia ainda ndo foram
reportados.

A importancia da relagdo entre a concentracdo de auxina e citoquinina foi verificada
desde o inicio dos trabalhos de morfogénese em cultivo in vitro (citagdo classica de trabalhos).

Em citros, a importincia de uma relacdo determinada entre auxinas/citoquininas tem sido



descrita tanto para o estabelecimento de calos (Chatuverdi & Mitra, 1974; Duran-Vila et al.,
1989), como para a organogénese (Grinblat, 1972; Edriss & Burger, 1984; Burger & Hackett,
1986; Duran-Vila et al., 1989). Para o processo de organogénese, verifica-se (Quadro 1) que a
relagdo concentragdo de auxinas/concentracdo de citoquininas tem variado entre 1/1 até 1/100,
com um predominio das relagdes 1/2 até 1/10 favoraveis & citoquininas, ou seja, concentragdes
mais altas de citoquininas e mais baixas de auxinas tém favorecido ao processo organogénico.

Edriss & Burger (1984) verificaram que uma relacdo com baixas concentragdes dos dois
horménios permite a morfogénese de um maior nimero de gemas e brotos sem a morfogénese
de calo, enquanto Burger & Hackett (1986) verificaram que a combinagdo de baixa
concentragio (0,02 mgL") de ANA com 2,0 mgL' de BA no meio MT contribuiu para o
estabelecimento do gradiente de formacdo em segmentos de epicotilo de citrange 'Troyer',
tomados a distintas distdncias do nd cotiledonar, sendo que este gradiente ndo se estabeleceu,
quando a relagdo foi de 2,0 mg.L' de ANA pela citada concentracéio de BAP.

Nos trabalhos citados no Quadro 1, ¢ importante ressaltar o uso do acido abscisico
(ABA) no processo organogénico. Maggon & Singh (1995) assinalaram que o ABA nas
concentracdes de 0,1 ou 0,2 mg.L'l combinadas com uma concentracdo de BAP a 2 mg.L'I
aumentaram a freqiiéncia de explantes que regeneram e a distribuicdo e desenvolvimento de
broto, sem a formacao de calo.

Referente ao papel das giberelinas (GA;) no processo organogénico, apenas Maggon &
Singh (1995) e El-Morsy & Millet (1996) mencionam sua importancia na brotacdo. Maggon &
Singh observaram que a utilizagio de baixas concentragdes (0,04 mgL') de giberelinas
bloqueou o efeito inibidor promovido por elevadas concentragdes do acido abscisico no
desenvolvimento de brotos de Citrus sinensis cv. Mousambi.

Outro aspecto importante ¢ o do Tidiazuron (TDZ), que é um desfolhante quimico com
fungdes de citoquininas, usado por Pérez-Molphe-Balch & OchoaAlejo (1997), para o processo
morfogénico em Citrus aurantifolia cv. Mexicana e Citrus reticulata cv Monica. Esta
substancia inibiu a morfogénese de estruturas no extremo apical e a promoveu no extremo basal
de segmentos de epicotilo. Onde ndo apenas os brotos regenerados eram deformados, como

também ndo ocorreu o enraizamento dos mesmos.
Condig¢oes de incubacio

As condi¢des de incubagdo t€m uma grande influéncia nos processos de cultivo de calo
e organogénese. Duran-Vila et al. (1992) revisaram o tema. A partir da revisdo efetuada no
presente trabalho (Quadro 1) observa-se que na maioria dos trabalhos foram ensaiadas
condi¢oes definidas de temperatura, de irradiancia e de fotoperiodo. Apenas no trabalho de

Duran-Vila et al. (1992), a temperatura foi estudada. As condi¢oes luminicas foram estudadas



em cinco dos trabalhos levantados (Kitto & Young, 1981; Otoni, 1988; Duran-Vila et al., 1992;
Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997; Dias, 1998).

Duran-Vila et al. (1992) verificaram que a temperatura tem grande importancia na
variagdo da resposta dos explantes cultivados in vitro e, ainda que uma determinada temperatura
possa ter uma aplicagdo de uso geral, a resposta pode ser otimizada com uma temperatura
especifica, para o tipo de explante ensaiado e a finalidade do cultivo.

Assim como a temperatura, também a irradidncia influi sobre o cultivo in vitro de
células e tecidos de citros. Os niveis de resposta, novamente, estdo em funcdo dos objetivos do
trabalho e do tipo de explante. Duran-Vila et al. (1992) verificaram um aumento da indugdo de
gemas e brotos em segmentos internodais no escuro, enquanto Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-
Alejo (1997) obtiveram uma menor morfogénese ao incubar os explantes procedentes de
plantulas no escuro. Estes ultimos autores ao ensaiarem a incubagdo em escuro/luz, isto €, a
incubagdo constituida de duas etapas: a primeira metade do periodo de cultivo ocorrendo em
condi¢des de escuro absoluto; e a segunda, em condi¢des de 16h de luz/8h de escuro, e ao
compararem esta condi¢do (escuro/luz) com a condigdo exclusiva de 16/8h luz/escuro,
verificaram que a primeira melhorou a resposta organogénica. Estes autores citam, ainda o
trabalho de Leblay er al. (1991) que verificaram uma resposta organogénica marcadamente
superior, quando os segmentos de epicotilo de Citrus aurantifolia y Citrus reticulata foram
previamente incubados no escuro.

Com relagdo ao fotoperiodo, o regime de 16 horas de luz por 8 horas de escuro foi
utilizado na maioria dos trabalhos (Quadro 1), sendo Dias (1998), o Unico a estudar a influéncia
do fotoperiodo no processo organogénico. Este autor obteve sob condi¢do de dias longos (16/8
horas) uma maior morfogénese dos segmentos de epicétilo de plantulas de Citrange Troyer, do

que sob condicdo de dias curtos (8/16 horas).

2.1.3. Viabilidade das brotac¢des formadas.

Para que os protocolos de organogénese de brotos em cultivo in vifro possam ser
aplicados na propagacdo in vitro ou utilizados em conjunto com técnicas de biotecnologia para o
melhoramento de citros é necessario que sejam capazes de enraizar estes brotos e que estes, em
processo de aclimatagio sobrevivam em elevada porcentagem de plantas no campo.

Para a induciio do enraizamento, tem sido utilizada majoritariamente a adi¢do ao meio
de enraizamento do acido naftaleno acético (ANA) e do acido indol hutirico (AIB), o qual tem
sido adicionado sozinho ou em combinagio com ANA (Quadro 2). E necessario destacar em
alguns trabalhos de enraizamento, a presenga de citoquininas como um fator que melhora os
resultados (Bouzid, 1975, Raj Bhansali & Arya, 1979).



2.2. Objetivos

Os objetivos do presente trabalho foram:
Identificar um sistema de desinfestacdo de sementes de tangerineira 'Cledpatra’ Citrus reshni
Hort ex. Tan), visando a obtengdo de elevada taxa de germinagdo e a obtengdo de plantulas
axénicas, vigorosas, com arquitetura normal e suficientemente longas, para a extracdo de cinco
segmentos de epicotilo;
Estudar a influéncia da 6-Benzilaminapurina (BAP) e do acido naftaleno-acético (ANA) na
formagdo de gemas e brotos em explantes de epicotilo no meio de cultivo;
Estudar a influéncia da luz durante o processo de organogénese e comparar os efeitos da
incubagdo no escuro, em luz (fotoperiodo de 16/8h, luz/escuro) e em um regime de escuro/luz
(25 dias no escuro, seguidos de 25 dias em fotoperiodo de 16/8 horas, luz/escuro);
Estudar a influéncia do acido naftaleno-acético (ANA), 4cido indolbutirico (AIB) e écido 2-4
diclorofenoxiacético (2-4 D) no processo de enraizamento de apices de plantulas germinadas in

vitro.



QUADRO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

ESPECIES/
HIiBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

VITAMINAS
(mg.LY

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.L")

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBACAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo
I: irradidncia

AUTOR/ES

Citrus madurensis
(calamodim)

Segmentos de epicotilo
(partidos longitudinalmente)

MS
(5%)

Piridox: 0,5
T-HCI: 0,1
Ac. nicot.: 0,5
Glicina: 2,0

Myo-inosit: 100

Ext. malte. 500

BAP (10,000+ ANA
(0,10)

Gemas- apices

(On

T: 27°CR21°C
F: 16:8
I:74 UE. m™. s

Grinblat
(1972)

Citrus grandis (L.)
Osbeck

Citrus sinensis (L.)
Osbeck

Calos subcultivados

procedentes de folhas e
segmentos de haste

Apices proc. de cultivo in
vitro

MS

modificado
(CM) (5%)

Idem

T-HCI 5,0
Piridox: 1,25
Ac nicot: 1,25
Ac.folico: 0,1
Riboflav.: 0,1
Biotina: 0,10
Ac.ascorb.:0,1

Idem

Myo inosit. 100

Idem

BAP (0,25) +ANA (0,10)

BAP (0,25)+ ANA (0,10)

Gemas- apices

(On

Gemas e apices (OD)

Chaturvedi &
Mitra.
(1974)

C. aurantiunt(cv Sour)
Citrus lemon (limao)
C. reticulata (tangerina)
C. sinensis (laranja
doce)

Segmentos nodais
(de plantulas e plantas
adultas)

Segmentos internodais
(de plantulas e plantas
adultas)

MS
(3%)

MS modif
(3%)

Piridox: 0,5
T-HCL: 0,1
Ac. nicot.: 0,5

Idem

Myo-inosit:100

Cinetina (1,0) +ANA (1,0)

BAP (0,5) + AIB (1,0)

Gemas e brotes
Axilares

Gem. e brot.(Ol, OD)

T: 28+1°C

F: 16:8

I 112QE. m>. s’

Citrus madurensis
(Calamodim)

Segmentos de haste de
plantulas
Apices de plantulas

White (1943)
(2%)

Tukey (1938)
(0,5% glicose)

White (1943)
(2%)

T-HCI: 0,1
Piridox: 0,1
Ac nicot: 0,5
Glicina: 3,0

Idem

Idem

Ext. malte 50,0

o
BAPrbitone: 5,00

Idem

Agua de coco
(40% v/v)

Adenina (40,0) o

Gemas

Alongamento de
4pices

Nao
mencionado

Rangaswamy
(1975)

Citrus aurantium
C. reshni Hort.ex Tan.
Citrange Troyer

Apices de plantulas com 3
meses de idade

Knops + MS
(3-4%)

T-HCI: 0,4
Piridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100
Adenina: 80

BAP (0,2; 1,0; 5,0; 6
Cinetina (0,2; 1,0; 5,0; 6

2iP (0,2; 1,0; 5,0; 6

Gemas e brotos
(OD)

Kitto & Young
(1981)




QUADRO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

VITAMINAS
(mg.LY)

ESPECIES/
HIiBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE
SACAROSE

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBACAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo
I: irradiancia

AUTOR/ES

C. sinensis x P.trifoliata
(Citrange Carrizo)

Citrus sinensis
(cv.Symon)
Poncirus trifoliata
Citrus reshni
(tangerina Cledpatra)

Citrus limonia
(cv.Rangpur)

Segmentos nodais e inter-
nodais e apices de plantulas e
plantas adultas)

Idem
Seg._nodais e internodais de
plantulas

Seg. nodais e internodais de
plantulas e plantas adultas

Idem

MS (3%)

MS (1,5%)

MS (3%)

YMS (1,5%)

Piridox: 0,5
T-HCI: 0,1
Ac. nicot.: 0,5

Idem

Idem

Myo-inosit:100

BAP (2,0)

BAP (0,50 ou 2,00)

Gemas e apices

(On

Gemas e apices
(N

Gemas e apices
()]

Gemas e apices
[(8)0)

T: 27/20°C
F: 16:8

I: 50 pE. m?Z s

Barlass &
Skene
(1982)

Poncirus trifoliata

Embrides nucelares

MS
modificado
(C/M) (5%)

T-HCI 5,0
Piridox: 1,25
Ac nicot: 1,25
Ac.folico: 0,1
Riboflav.: 0,1
Biotina: 0, 10
Ac.ascérb.:0.1

Myo-inosit:100

BAP (5,00)+ ANA (1,00)

T: 26x1°C
F: 14:10

I: 56 pE. m ™. s

Matsumoto &
Yamaguchi
(1983)

C. sinensis X P.trifoliata
(Citrange Troyer)

Seg. de_raizes de plantulas
Segmentos de epicotilo
Calos procedentes de epicotilo

MS
(5%)

Piridox: 1,0
T-HCI: 0,2
Ac.nicot: 1,0

Myo-inosit: 100

BAP (10,0) + ANA (1,00)
BAP (0,50) + ANA (0,10)
BAP (0,25) + ANA (0,10)

Gemas e apices (OD)
Gemas e apices (OD)
Gemas e apices (OI)

T: 27°C
F: 16:8

I: 72 JE. m ™. s’

Edriss &
Burger
(1984)

Citrus sinensis
(cv. Valencia)

Segmentos de epicotilos
Seg. do n6 cotiledonar
Seg. e apices de raizes

MS
modificado
(M/T)
(5%)

Piridox: 10,0
T-HCI: 10,0
Ac.nicot: 5,0

Myo-inosit:100

BAP (2,0)

ANA (0,02; 0.2; 2,0)

Gemas e apices

(OD)

T:25a28°C
F: 16:8

I: 45 E. m ™. §'

Burger &
Hackett
(1986)

Citrus aurantium
(cv.Sour)

C. sinensis x P trifoliata
(Citrange Carrizo)
Citrus reshni
mandarina Cleopatra

Segmentos de epicotilo

(plantulas com 8 semanas de
idade, crescidas em 1:1
perlitavermiculita em camara
de cultivo 28°C e fotoperiodo
de 16:8

MS
modificado
(M/T)
5%

Piridox: 10,0
T-HCI: 10,0
Ac.nicot: 5,0

Myo-inosit:100

BAP (5,00)
ANA (1,00)

Gemas e apices
(ODe Q]




QUADRO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

ESPECIES/
HIiBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

VITAMINAS
(mg.LY

REG ULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBAPCAO
T: temperatura
F: Fotoperiodo
I:irradiancia

AUTOR/ES

Poncirus trifoliata

Segmentos de epicotilo
Segmentos de raizes.

MS
(5%)

Piridox: 0,5
T-HCI: 0,1
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100

BAP (5,0; 10,0) +
ANA (0,10)

Gemas e apices
(OD)

T: 28°C
F.;?
I: 56 UE. m™>. s’

Hiramatsu et al.
(1987)

C. sinensis X P trifoliata
(Citrange Troyer)

C. sinensis x P trifoliata
(Citrange Carrizo)
Poncirus trifoliata
(cv. Flying Dragon)

Apices de brotes axilares

(citrange:4 anos casa
vegetaca)
(Poncirus enxerto gema)

Piridox: 0,5
T-HCL: 0,4
Ac.nicot: 0,5
Glicina: 2,0

Myo-inosit:100
Adenina: 40,00

BAP (0,5; 1,0)+
AIB (0,25; 0,50)

Gemas e apices
(OD)

T: 27°C
F: 16/8
I: 19 UE. m™. s

Starrantino &
Caruso

(1987)

Citrus sinensis cv. Péra

Segmentos nodais de
plantulas

Segmentos nodais de
plantulas

Segmentos nodais de
plantulas

Segmentos nodais de
plantulas

Segmentos nodais de
plantulas

Piridox: 0,5
T-HCL: 0,1
Ac.nicot: 0,5
Glicina: 2,0

Myo-inosit:100

BAP (0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0)

2iP (0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0)

Zea (0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0)

Cin (0; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0)

BAP (0,75)

Gemas e ramos
(OD ¢ OI)

Gemas e ramos
(OD ¢ OI)

Gemas e ramos
(OD e O1)

Gemas e ramos
(OD e OI)

Gemas e ramos
(OD e OI)

T: 27°C
F: escuro durante 30
dias, seguido de
fotoperiodo de: 16:8
I:39,83 UE. m™. s

Idem

T:27°C
F: escuro durante 2,
4, 6 ou 8 semanas,
seguido de

fotoperiodo de: 16:8.

I. 39,83 UE. m?. s~

Otoni (1988)




QUADRO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

VITAMINAS
(mg.LY

ESPECIES/
HIiBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBAPCAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo
I:irradiancia

AUTOR/ES

Citrus sinensis cv. Péra

Segmentos nodais de
plantulas cortados
longitudinalmente ou ndo

Segmentos nodais de
plantulas com diferentes
tamanhos (0,5; 1,0; 2,0; 3,0
cm)

Ramos com diferentes
tamanhos (6; 12; 18; 24;
30 cm), com segmentos

nodais em diferentes

posigdes (superior; mediana
superior; central; mediana
inferior; inferior)

Segmentos nodais de
plantulas

Segmentos nodais de
plantula

Segmentos nodais de
plantulas

MS
(3%)

Piridox: 0,5
T-HCI: 0,1
Ac.nicot: 0,5
Glicina: 2,0

Myo-inosit: 100

BAP (0,75)

BAP (0,75)

BAP (0,75)

BAP (0,75) + ANA (0; 0,25;
0,50; 1,0; 2,0; 4,0)

BAP (0,75) + GAs ( 0; 0,3;
1,0; 3,0; 10,0)

BAP (0,75) + GA3 ( 1,0) +
ANA (0; 0,25; 0,50; 1,0;
2,0; 4,0)

Gemas e ramos
(OD e OI)

Gemas e ramos
(OD e OI)

Gemas e ramos
(OD ¢ OI)

Gemas e ramos
(OD e O1)

Gemas e ramos
(OD e OI)

Gemas e ramos
(OD ¢ OI)

T: 27°C
F: escuro durante 30
dias, seguido de
fotoperiodo de: 16:8
1: 39,83 LE. m2. s

Idem

T: 27°C
F: 16:8

1:39,83 pE. m 2. s’

Otoni (1988)




QUADRO 1- Sumirio de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

VITAMINA
S
(mg.L"

ESPECIES/
HIBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS

MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

ADITIVOS
ORGANIC

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY

ESTRUTURAS

E MODO DE

REGENERACAO

INCUBAPCAO
T: temperatura
F: Fotoperiodo
I: irradiancia

AUTOR/ES

Citrus sinensis cv. Péra

Segmentos nodais de plantulas

MS
(3%)

Piridox: 0,5
T-HCI: 0,1
Ac.nicot: 0,5
Glicina: 2,0

inosit:100

BAP (0,75) +ANA (0,4)

Gemas e ramos
(OD e OI)

T:27C
F: luz continua
I: 33,49 PE. m™.
3721pE. m>. s7;
53,95UE. m>. s’
2

57,67ME. m>. s7;
2

2

137,6TUE. m™. s';
141,404E. m>. s'
182,33uE. m™. s';
186,054E. m™. s

-1,

Otoni (1988)

Citrus sinensis
(cv.Pineapple)

Citrus aurantifolia
(cv.Lima Mexicana)

Citrus medica
(cidra Etrog)

Segmentos nodais de plantulas

Seg. internodais de plantulas.

Apics e segmentos de raizes
de plantulas.

T-HCI: 0,2

Piridox: 1,0

Ac.nicot: 1,0
Idem

Idem

Myo-
inosit:100

Idem

Idem

BAP (1,00)

BAP (1,00- 3,00)

Meio liquido sem
horménio (uso de papel
ponte)

Brotos axilares

Gemas e brotos (Ol)

Plantas

T: 26£1°C
F: 16:8

I 40 pE. m>. s’

Duran-Vila et al.
(1989)

Citrus mitis
(Citrus madurensis)

3 segmentos de epicotilo
(BAPsal, mediano e apical)
(cultivo horizontal)
Cotilédone

Seg. nodais e internod. de
haste

Folhas (diferentes secgdes)

Raizes

Piridox: 0,50

THCI: 0,10

Ac.nicot: 0,5
Idem

Idem

Idem

Myo-
inosit:100

BAP (0,50) + ANA (0,10)

BAP (1,0; 10,0)

BAP (0,50- 2,00)

BAP (2,00)

BAP (0,50)

Gemas e brotos (OI)

Gemas e brotos (OI)

Gemas e brotos (OI)

Gemas e brotos (OI)

Gemas e brotos (OI)

T: 27£1°C
F: 16/8
I 20 pE. m?. s
o
50 WE. m? s’
(para org. em raizes)

-1

Sim et al.

(1989)




QUADRO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

VITAMINAS
(mg.LY

ESPECIES/
HIiBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBACAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo

I: irradidncia

AUTOR/ES

C. aurantifolia
(Lima Kagzi)

Segmentos apicais de raizes
mantidas em cultivo in vitro
em meio liquido durante 3
anos

Piridox: 0,5
T-HCIL: 0,1
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100

BAP (0,0; 0,20; 0,50; 1,00;
5,00; 10,00)

AIA (0.0, 0,20, 0,30)

Apices
(OD)

T: 25°C
F: 16:8
I: 35 yE. m™>. s'

Bhat et al.
(1992)

Citrus sinensis
(cv. Pineapple)

Segmentos internodais
(partidos longitudinalmente)

Segmentos nodais

T-HCL: 0,2
Piridox: 1,0
Ac.nicot: 1,0

Idem

Myo-inosit:100

BAP (3,00)

BAP (1,00)

Gemas e brotos (OI)

Brotos axilares

T: 15°C, 18°C; 21°C;
24°C; 27°C; 30°C
F: 16:8 ou escuro
I: 48 pE. m?. s’

T: 26£1°C

I: 30; 48 ¢ 60 UE. m ™.

S e escuro;

Duréan-Vila et al.
(1992)

Citrus spp
(cv.: Smooth Flat
Seville)
P trifoliata (L)Raf x
C.spp
(cv.: Yuma)
(Citrus spp significa
espécie desconhecida)

Segmentos nodais de plantas
cultivadas em casa de veget

Segmentos nodais de
plantulas

MS
modificado
(M/T)
(5%)

Piridox: 10,0
THCI: 10,0
Ac.nicot: 5,0

Myo-inosit:100

Ext. malte: 500

Caseina hidrol.
(250)

BAP (0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0) +
ANA (0,1)
Cin (0,1; 1,0; 5,0)+
ANA (0,1)
2iP (0,1; 1,0; 5,0)+
ANA (0,1)

Brotos axilares

T.: 27°C
F.: luz continua
I: (nao mencionada)

C. nobilis x C. deliciosa
(cv Kinnow)

(tangerina)

Calo embriogénico de:

Segmentos de epicotilo

Seg. do né cotiledonar
Seg. de raizes de plantulas

T-HCI: 0,1

Piridox: 0,5

Ac.nicot: 0,5
Idem
Idem
Idem
Idem

Idem

Idem

Myo-inosit: 100

Idem
Idem
Ext. malte: 500
Myo-inosit: 100
Idem

Myo-inosit:100
Ext. malte: 500

Sem reguladores

BAP (0,0; 2,0; 5,0)
BAP (0,5)+Cinetina (1,0)
BAP (0,5)+Cinetina (1,0)

BAP (10)+ANA (0,25)
BAP (1,0)+ANA (0,25)+2-4D

(0.5)

BAP (3,0)+ANA (0,50)

T: 2542°C
F: 16:8
I: (ndo mencionam)

Gill et al.
(1994)




QUADRUO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

ESPECIES/
HIiBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

VITAMINAS
(mg.LY

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBAPCAO
T: temperatura
F: Fotoperiodo

I:irradiancia

AUTOR/ES

Citrus reticulata
(cv. Khasi)

Citrus limon
(cv.Assam)

Apices caulinares de plantas
com 6 anos de idade

T-HCI: 0,1
Piridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100

MB+ (BAP; KIN; ANA; AIB)
Em diferentes concentragdes.
Nao apresentam um desenho
fatorial e ndo ddo informagio
sobre vitaminas e aglicares:

MS?

T: 2542°C
F: 16:8
I: 56 pE. m™>. §"

Singh et al.
(1994)

Citrus grandis
(cv. Thai)
(pomelo)

3 seg. epicotil (BAPsal;
med. veri)
(cultivo horizontal)
Seg. de_raizes de plantulas
Sec. de cotilédones (4x4
mm”)

Sec. de folhas (8x8 mnt)
Apices_caulinares de
plantulas
Seg. nodais de pléntulas

T-HCI: 0,1
Piridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit: 100

ANA (5,00)
2-4D (0,50) +BAP (1,00)

BAP (0,50 a 5,00)

Calo
Cultivo de calo

Gemas e brotos

(On

T: 27%1°C
F: 16:8
I: 20 pE. m?. s’

Citrus sinensis
(cv: Mosambi)

Apices de plantulas
Segmentos nodais de
plantula

MS
modificado
(CM) (3%)

T-HCI 5,0
Piridox: 1,25
Ac nicot: 1,25
Ac.folico: 0,1
Riboflav.: 0,1

Biotina: 0,1
Ac.ascorb.:0,1

Myo inosit. 100
Ext. malte: 500

BAP (0,0; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5;
1,0; 2,0) +
ANA (0,0; 0,1; 0,2; 0,5)

Gemas e apices
(Organogénese direta)

T: 25+2°C
F: 16:8

I: 30 pE. m™. §"

Tapati et al.
(1995)

Citrus deliciosa Ten

Calo enbriogénico
procedente de dvulos

MT
Sacarose
(4,5%)
Galactose
(2.7%)

Piridox: 10,0
T-HCI: 10,0
Ac.nicot: 5,0

Myo-inosit:100
Ext. malta: 500

Embrides
(0D

Cabassson et al.
(1995)

Citrus sinensis
cv. Mousambi

Segmentos de epicotilo
Segmentos de hipocotilo

(cultivo horizontal)

MS
(3%)

T-HCI: 0,1
Piridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100

BAP (0,5; 1; 2; 4; 8)

BAP (0; 2) +
ABAP (005; 0,1; 0,2; 0,5; 1)

Gemas e brotos
(Ol e OD)

T: 26x1°C
F: 16:8

I 100 pE. m?. s

Maggon &
Singh
(1995)




QUADRO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

ESPECIES/
HIiBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

VITAMINAS
(mg.LY

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBACAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo
I: irradidncia

AUTOR/ES

Citrus aurantium

Apices de plantulas
Brotos axilares procedentes
de ditos apices
Segmentos nodais de ditos
brotos axilares
Brotos axilares dos
segmentos nodais

T-HCI: 0,1
Piridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100

Cinetina (0,5) + AIB (0,2) +
GA;s (0,5)

Brotos
(OD)

T: 25+1°C
F: 14:10
I: 30 pE. m™>. §'

El-Morsy &
Millet
(1996)

Poncirus trifoliata

Segmentos de epicotilo

Piridox: 0,50
T-HCI: 0,10
Ac.nicot: 1,00

Idem

Myo-inosit: 100

Idem

BAP (1000)

AIB (0.10; 1,00)

Gemas e brotos (OD)

Alongamento brotos

T: 26°C
F: 16:8
I: 40 pE. m?. s

Harada & Murai
(1996)

Citrus aurantifolia
(cv. Lima Mexicana)

Citrus reticulata Blanco
(cv. Monica)

Secgoes de folhas de
plantulas
Seg. internodais de plantulas
(Cultivo vertical)

Seg. de raizes de plantulas
(Cultivo horizontal)

Seg. internodal de plantulas

Secgdes de folhas de
plantulas
Seg. internodais de plantulas
(Cultivo vertical)

MS
(3; 4; 5; 6%)

MS
(5%)

Seg. de raizes de plantulas
Cultivo horizontal

T-HCI: 0,1
Piridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100
Ac. 2(Nmorfol.
etanosulfonico.

(500)

Idem

BAP(2,5; 5,0; 7,5 +ANA(1,0)
Cinetina (10,0)+ ANA (1,0)
TDZ (0,1;0,2)+ANA (1,0)
BAP(2,5)TDZ(0,05)ANA(1)

BAP (7,5)+ ANA (1,0)

BAP (7,5) + ANA (1,0)

Gemas e brotos

(©n

Gemas e brotos

(OD)

Gemas e brotos

(On

T: 25+2°C
F: 16:8
I: 54 pE. m?. s

T: 28°C e escuro por
21 dias, seguidos de
29 dias em condigdes
de: T: 258°C
F: 16:8

I: 54 pE. m>. §"

Pérez-Molphe-
Balch & Ochoa-
Alejo
(1997




QUADRO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

VITAMINAS
(mg.LY

ESPECIES/
HIiBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBACAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo

1: irradidncia

AUTOR/ES

Citrus aurantifolia
(cv. Lima Mexicana)

Citrus reticulata Blanco
(cv. Monica)

Seg. internodais de plantulas

a) Seg. internodais (cult
vertical com polaridade
normal)

b) Seg. internodais (cultivo
vert. com polaridade
invertida)

¢) Seg. internodais com

varios cortes longitudinais
(cultivo vert. com
polaridade normal)

d) Seg. internodais (cultivo
horizontal).

Seg. internodais partidos
long. e cultivados com a

face cortada em contacto
com 0 meio meio

Seg. intern. com varios

cortes long. e cultivado
horizontalmente

MS
(5%)

T-HCI: 0,1
Piridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100
Ac. 2(Nmorfol.
etanosulfonico.

(500)

BAP (7,5) + ANA (1,0)

Gemas e brotos
(Ol e OD)

T: 25+2°C
F: 16:8

I: 54 pE. m™>. s'

Pérez-Molphe-
Balch & Ochoa
Alejo
(1997)

Citrus sinensis L. Osb.

cv. Washington Navel

X Poncirus trifoliata L.
Raf:

Segmentos de epicotilo de
plantulas obtidas in vitro
(cultivo vertical)

Segmentos de epicotilo de
plantulas obtidas in vitro
(cultivo vertical e
horizontal)

T-HCI: 10
Piridox: 10
Ac.nicot: 5
Glicina: 2

Idem

Myo inosit. 100

ANA (0; 0,1; 1,0) + BAP (0;
0,5; 1,0; 5,0)

ANA (0; 0,1) +BAP (0; 1,0)

Gemas e brotos
(Ol e OD)

Gemas e brotos
(Ol e OD)

T: 26+2°C
F: 16:8
I: 56 pE. m?. s

T: 26+2°C
F: 16:8

I: 56 pE. m™>. §"

Dias (1998)




QUADRO 1- Sumario de experiéncias em organogénese direta e /ou indireta realizadas com plantas citricas.

ESPECIES/
HIBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE
SACAROSE

VITAMINAS
(mg.LY

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.L™)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBAPCAO
T: temperatura
F: Fotoperiodo
1: irradidncia

AUTOR/ES

Citrus sinensis L. Osb.
cv. Washington Navel

X Poncirus trifoliata L.
Raf.

Segmentos de epicotilo de
plantulas obtidas in vitro
(cultivo vertical e
horizontal)

Segmentos de epicotilo de
plantulas obtidas in vitro
(cultivo vertical e
horizontal)

Segmentos de epicotilo de
plantulas obtidas in vitro
(cultivo vertical)

Segmentos de epicotilo de
plantulas obtidas in vitro

(cultivo vertical)

Segmentos de epicotilo de
plantulas obtidas in vitro
(cultivo vertical com
polaridade invertida)

Segmentos de epicotilo de
plantulas obtidas in vitro
(cultivo vertical e horizontal

MS
(3%)

MS
Sacarose (3 e
6%)
Galactose (1,8
e 3,6%)

T-HCL 10
Piridox: 10
Ac.nicot: 5
Glicina: 2

Idem

OI - organogénese indireta ; OD- organogénese direta.

Myo inosit. 100

ANA (0,1) +BAP (1,0) +
ABA (0; 0,2; 0,5; 1,0; 2,0)

BAP (1,0) + ABA (0; 02; 1,0)
+ ANA (0; 0,1)

ANA (0; 0,1) +BAP (1,0; 5,0)

ANA (0; 0,1) +BAP (0,5; 1,0;

5

ANA (0,1) +BAP (1,0)

ANA (0,1) +BAP (1,0)

Gemas e brotos
(OI e OD)

Gemas e brotos
(OI e OD)

Gemas e brotos
(OI e OD)

Gemas e brotos
(OI e OD)

Gemas e brotos
(OI e OD)

Gemas e brotos
(OI e OD)

T: 262°C
F: 16:8

L 56 UE. m>. s’

T: 2642°C
F: 16:8
L 56 UE. m>. s*

T: 26£2°C
F: 16:8
F:escuro
F: 22 dias no escuro,
seguidos de 23 dias
em fotoperiodo de:
16:8

L 56 UE. m>. s7

T: 2622°C
F: 16:8 ou
F: 8:16
I: 37hE. m™. s ou

74 PE. m?. s

T: 26£2°C
F: 16:8

I: 56 HE. m?. s?

Idem

Dias (1998)




UADRO 2- Sumario de experiéncias em enraizamento realizadas com

ESPECIES/
HIBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

VITAMINAS
(mg.L"

lantas citricas.

ADI:IIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.L")

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBACAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo

I: irradidncia

AUTOR/ES

C. madurensis
(calamodim)

Segmentos de epicotilo
(partidos longitudinalmente)

MS
(5%)

Piridox: 0,50
T-HCL: 0,10
Ac. nicot.: 0,50

Myo-inosit:100

Ext. malte:500

ANA (0,0; 0,10)

T: 27°C/21°C
F: 16:8
1: 74 pE. m?. s’

C. aurantium: cv: Sour
Citrus lemon: limao
C. reticulata:
mandarina
C. sinensis: n

laranja doce

Segmentos de haste
(de plantulas e plantas
adultas)

Piridox: 0,50
'THCI: 0,10
Ac. nicot.: 0,50

Myo-inosit: 100

Cinetina (1,0) +ANA (1,0)

T: 28+1°C
F: 16:8
I 112UE. m™>. s’

Citrus limetioides

Segmentos de haste
(de plantulas)

MS
modificado

(CM) (2%)

T-HCI: 5,00
Piridox: 1,25
Ac nicot: 1,25
Ac.folico: 0,10
Riboflav.: 0,10
Biotina: 0,10
Ac.ascorb.0.10

Myo inosit:100

Cinetina (0,10) +
ANA (1,02,50)

T: 272°C
F: 16:8
I: 74 UE. m™. s

Raj Bhansali &

Arya
(1979)

Citrus aurantium
C. reshni Hort.ex Tan.
Citrange Troyer

Apices procedentes de
brotos axilares de plantulas

MS
modificado
(M/T)
(3-4%)

T-HCI: 0,40
Piridox: 0,50
Ac.nicot: 0,50

Myo-inosit:100
Adenina: 80

AlIA (0,05 0,2; 1,0; 5,0) ou
AIB (0,0; 0,2; 1,0; 5,0) ou
ANA (0,0; 0,2; 1,0; 5,0)

T: 29°C
F: 16:8

I: 41 pE. m?. s

Kitto & Young
(1981)

C. sinensis x P trifoliata
(Citrange Troyer)

C. sinensis X P trifoliata
(Citrange Carrizo)

Poncirus trifoliata
(cv. Flying Dragon)

Seg. de apices caulinares

Apices de brotes axilares

(citrange:4 ano casa
vegetacdo)
(Poncirus enxerto gema

Piridox: 0,50
THCL: 0,10
Ac.nicot: 1,00

Myo-inosit:100

ANA (1,0)

T: 27°C
F: 16:8

I: 19 pE. m?. s

Starrantino &
Caruso
(1987)

Citrus sinensis cv. Péra

Ramos axilares
desenvolvidos
in vitro

Piridox: 0,5
T-HCL: 0,1
Ac.nicot: 0,5
Glicina: 2,0

Myo-inosit:100

ANA (1,0)

T:27C
F: 16:8
1:39,83 pE. m~. s

Otoni (1988)




UADRO 2- Sumario de experiéncias em enraizamento realizadas com plantas citricas.

VITAMINAS
(mg.L")

ESPECIES/
HIBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS
MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L'")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.LY)

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBACAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo
I: irradiincia

AUTOR/ES

Citrus sinensis
(cv.Pineapple)
Citrus aurantifolia
(cv.Lima Mexicana)
Citrus medica
(cidra Etrog)

Apices procedentes de
segmentos nodais e
internodais

MS
(3%)

Idem

T-HCI: 0,20
Piridox: 1,00
Ac.nicot: 1,00

Idem

Myo-inosit: 100

ANA (3,00)

Sem hormonios

Para indugdo

Para alongamento

T: 26+1°C
F: 16:8

I: 40 pE. m?. §'

Duréan-Vila et al.
(1989)

C. aurantifolia
(Lima Kagzi)

Segmentos apicais de raizes
mantidas cultivo in vitro em
meio liquido durante 3 anos.
Segmentos nodais. adultos

MS
(3%)

Piridox: 0,50
THCL: 0,10
Ac.nicot: 1,00

Myo-inosit: 100

AIA (0.0, 0,20; 0,30)

T: 25°C
F: 16:8
I: 35 pE. m>. §'

Bhat et al.
(1992)

Citrus sinensis
(cv. Pineapple)

Apices de seg. internodais
(partidos longitudinalmente)
Brotos axilares

T-HCI: 0,20
Piridox: 1,00
Ac.nicot: 1,00

Myo-inosit: 100

ANA (10,00)

Para indugo

T: 26+1°C
F: 16:8
I 48umol. m?.s’

Duréan-Vila et al.
(1992)

Citrus grandis
(cv. Thai)
(pomelo)

Apices de seg. internodais
Apices de segmentos nodais
Apices de segmentos de
raizes
Apices de folhas
(procedentes de pléntulas)

T-HCI: 0,20
Piridox: 1,00
Ac.nicot: 1,00

Myo-inosit:100

AIB (0,50)

T: 27+1°C
F: 16:8

I: 20 pE. m™. §'

Gohet al.
(1994)

Citrus spp
(cv.: Smooth Flat
Seville)

P trifoliata (L)Raf x

C.spp
(cv.: Yuma)

(spp espécie
desconhecida)

Apices seg. nodais de
plantas cultivadas em casa
vegetacao

Apices seg. nodais de
plantulas

MS
modificado
(M/T)
(5%)

Piridox: 10,00
T-HCI: 10,00
Ac.nicot: 5,00

Myo-inosit:100
Ext. malte: 500

Caseina hidrol.
(250)

ANA (0,0; 0,15 0,2; 0,4)

T.: 27°C
F.: luz continua

Citrus reticulata Blanco
(cv. Kinnow)
(Mandarina)

Embrides e brotos

T-HCI: 0,10

Piridox: 0,5

Ac.nicot: 0,5
Idem

Idem

Idem

Myo-inosit: 100

Idem

Idem

Idem

ANA (0,0; 2,0)

ANA (2,0) +AIB (1,0)

ANA (0,0; 2,0)

ANA (2,0+AIB (1,0)

T: 25+2°C
F: 16:8
I (nd3o mencionam)

Gillet al.
(1994)

Citrus limon (L.) Burm.

Cv: Femminello

Embrides e brotos

T-HCI: 0,10
?iridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit: 100

Ext malte: 500

ANA (0,05)

T: 26+1°C

Carimi et al.

(1994)




UADRO 2- Sumairio de experiéncias em enraizamento realizadas com

VITAMINAS
(mg.L"

ESPECIES/
HIBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS

MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

lantas citricas.

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.L")

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBACAO

T: temperatura
F: Fotoperiodo
I: irradiancia

Citrus aurantium L
cv: AA12; AA30 e
AA31

Citrus deliciosa Tenore
cv: Tardio de Ciaculi

Citrus paradisi Macf.
cv: M Seedless

Citrus sinensis L
cv: Bonanza; Valencia;
Brasiliano 92;
Sanguinello

Embrides e brotos

T-HCL: 0,1
Piridox: 0,5
Ac.nicot: 0,5

Myo-inosit:100
Ext.malte: 500

ANA (0,05)

T: 25+1°C
F: 16:8
I 100 pE. m™. s

Carimi et al.
(1995)

Citrus sinensis
(cv: Mosambi)

Apices de plantulas
Segmentos nodais de
plantula

YMS modific
(eM) (3%)

T-HCI. 2,50
Piridox: 0,625
Ac nicot: 0,625
Ac.folico: 0,05
Riboflav.: 0,05

Biotina: 0,05
Ac.ascorb.:0,05

Myo inosit. 50

ANA (0,50; 1,00) ou
AIB (0,50; 1,00) ou
ANA (0,50) +AIB (0,50)

T: 25+2°C
F: 16:8

I: 30 pE. m™>. §'

Tapati et al.
(1995)

Citrus aurantium

Apices de plantulas
Brotes axilares procedentes
de ditos apices
Segmentos nodais de ditos
brotes axilares
Brotes axilares dos
segmentos nodais

T-HCI: 0,10
Piridox: 0,50
Ac.nicot: 0,50

Myo-inosit: 100

ANA (2,00)

T: 2521°C
F: 14:10
I: 30 HE. m?2. s’

El-Morsy &
Millet
(1996)

Citrus aurantifolia
(cv. Lima Mexicana)

Citrus reticulata Blanco
(cv. Monica)

Apices do cultivo in vitro

T-HCI: 0,05
Piridox: 0,25
Ac.nicot: 0,25

Myo-inosit:50
Ac.  2(Nmorfol.
etanosulfonico.
(250)

Carvao ativado

ANA (0,5; 1,0)
ou
AIB (0,5; 1,0)

T: 25+2°C
F: 16:8

I: 54 pE. m™?. s

Pérez-Molphe-
Balch & Ochoa-
Alejo
(1997)




QUADRO 2- Sumario de experiéncias em enraizamento realizadas com plantas citricas.

ESPECIES/
HIBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS

MINERAIS
E (%) DE

SACAROSE

VITAMINAS
(mg.L"

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.L")

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBAPCAO
T: temperatura
F: Fotoperiodo

I: irradiancia

AUTORJ/ES

Citrus sinensis L. Osb.

cv. Washington Nave/

x Poncirus trifoliataL.
Raf

Brotos originados do
extremo apical de
segmentos de epicotilo

Brotos originados do
extremo apical de
segmentos de epicotilo e
apices de plantulas
germ inadas in vitro

Brotos originados do
extremo apical de
segmentos de epicotilo

Apices originados do
extremo apical de
segmentos de epicotilo
cultivados
em meio MS com ANA
0,1)

Apices originados do
extremo apical de
segmentos de epicotilo
cultivados
em meio MS com ANA
(0,1) e BAP (1,0)

MS
(3%)

T-HCI: 10
Piridox: 10
Ac.nicot: 5
Glicina: 2

Myo inosit. 100

ANA (1,0)

ANA (0; 0,5; 1,0); AIB (0;
1,0) ou ANA (0,5) +
AIB (0.5)

T: 26+2°C
F: 16:8
I: 56 pE. m?. s’
ou
T: 26+2°C
F: escuro durante 35
dias, seguido de 30
dias em fotoperiodo
de: 16:8
I: 56 uE. m?. '

T: 2642°C
F: 16:8
I: 56 JE. m™>. §"

T: 2642°C
F: 16:8
I: 56 yE. m™>. §"

T: 26+2°C
F: 16:8
I: 56 pE. m?. s’

T: 26+2°C
F: 16:8
I: 56 pE. m™. §"
ou
T: 26+2°C
F: escuro durante 30
dias, seguido de
fotoperiodo de: 16:8
I: 56 JE. m™. §"

Dias (1998)




QUADRO 2- Sumario de experiéncias em enraizamento realizadas com plantas citricas.

ADITIVOS
ORGANICOS
(mg.L")

ESPECIES/
HIBRIDOS/
VARIEDADES

FONTE E ORIGEM
DO EXPLANTE

SAIS

MINERAIS

E (%) DE
SACAROSE

VITAMINAS
(mg.L')

REGULADORES DE
CRESCIMENTO
(mg.L")

ESTRUTURAS
E MODO DE
REGENERACAO

INCUBAPCAO
T: temperatura
F: Fotoperiodo
I: irradidncia

AUTOR/ES

Citrus sinensis L. Osb.

cv. Washington Nave/

x Poncirus trifoliataL.
Raf

Apices originados do
extremo apical de
segmentos de epicotilo
cultivados
em meio MS com ANA
(0,1) e BAP (1,0)

Apices originados do
extremo apical de
segmentos de epicotilo
cultivados
em meio MS com ANA
(0,1) e BAP (1,0)

Apices originados do
extremo apical de
segmentos de epicotilo
cultivados em meio MS com
diferentes concentragdes de
BAP (1.0; 5,0)

Apices de plantulas
germinadas in vitro

MS
(3%)

T-HCL: 10
Piridox: 10
Ac.nicot: 5
Glicina: 2

Myo inosit. 100

ANA (0; 1,0); AIB (0; 1,0)
ou ANA (0,5) + AIB (0,5)

ANA (0) + AIB (0) ou
ANA (0,5) + AIB (0,5)

ANA (0) + AIB (0) ou
ANA (0,5) + AIB (0,5)

T: 26+2°C
F: 16:8
I: 56 UE. m™. s
ou
T: 26+2°C
F: escuro durante 30
dias, seguido de
fotoperiodo de: 16:8
I: 56 pE. m™. §'

T: 26+2°C
F: 16:8

I: 56 pE. m™>. s

Dias (1998)




3. MATERIAL E METODOS



3.1.

Para realizagdo deste trabalho, foram utilizadas sementes de tangerineira 'Cledpatra'
(Citrus reshni Hort. ex. Tan), as quais foram extraidas de arvores com dezesseis anos de idade,
procedentes do Pomar do Funddo da Universidade Federal de Vigosa.

Apbs a extraco das sementes, estas tiveram a mucilagem eliminada por imersdo em
solucdo de cal extinta por 15 minutos, seguida de trés enxagiies em agua corrente. Apds esta etapa,
foram colocadas para secar a sombra, durante trés dias, sendo posteriormente tratadas com o
fungicida Captan” 50% PM, na quantidade necessaria para formar uma fina camada ao redor de
cada semente. Depois de tratadas, as sementes foram embaladas em sacos plasticos transparentes ¢
encaminhadas ao Laboratorio de Cultura de Células e Tecidos do Setor de Fruticultura, onde

foram armazenadas em geladeira a uma temperatura de 5-7°C, até o momento de sua utilizagdo.
Obtencao de plantulas axénicas a partir de sementes.

As sementes foram agrupadas em lotes e acondicionadas em saquinhos de gaze estéril,
fechados com clipe de metal, para facilitar a manipulacgo.
Para a primeira desinfestagdo, os lotes, contendo em média 45 sementes, foram levados
para a camara de fluxo laminar. Nesta desinfestacdo foram testados: élcool etilico 70% v/v por 1
minuto; acido hipocloroso 0,5% v/v por 30 minutos; acido hipocloroso 1,0% por 30 minutos,
sendo posteriormente enxaguados trés vezes em dgua autoclavada, por 5, 10 e 10 minutos
respectivamente.
Apods a primeira desinfestagdo, foi eliminado o tegumento externo das sementes, as
quais foram novamente acondicionadas em saquinhos de gaze estéril, cada qual contendo em
média 11 sementes.
Para a segunda desinfestacdo, foram testadas quatro diferentes concentragdes de acido
hipocloroso (0.25, 0.50, 0.75 e 1.0%) e agua autoclavada, em dois diferentes tempos, 5 ¢ 10
minutos. Transcorrido o tempo de desinfestagdo, as sementes de cada tratamento foram
enxaguadas, de novo, por trés vezes em agua autoclavada por 5, 10 e 10 minutos respectivamente.
Em todas as solugdes desinfestantes foram acrescentadas 3 gotas de adesivo espalhante
(Tween 20) para cada 100 ml de solu¢do. Durante todo o tempo de desinfestacdo, o material
imerso nas distintas solu¢des desinfestantes e também ma agua, foi agitado com auxilio de uma
pinga, periodicamente, visando a completa exposicio das sementes & solugdes desinfestantes e
a eliminagdo de bolhas de ar no interior do invélucro.

As solugdes de acido hipocloroso utilizadas foram preparadas a partr de hipoclorito de
sodio comercial (igua sanitiria Globo®™) com aproximadamente 2,3% de CRT (cloro residual
total) expresso em Cl, determinado pela técnica amido-iodo (Greenberg er. al, 1992). As

solugdes de acido hipocloroso tiveram o pH ajustado para pH 7,5 utilizando-se HCI (IN).



Desta forma, as solugdes cloradas apresentaram: 0,00; 0,25; 0,50; 0,75 ¢ 1% de acido

hipocloroso (HCIO) expresso em ClL, pela seguinte formula :

As sementes assim preparadas foram entdo inoculadas, de modo a colocar uma por tubo
de ensaio de 25 x 135 mm, contendo aproximadamente 10 mL de meio de germinagdo, constituido
pela solucdo mineral de Murashige & Skoog (1962), com adigdo de sacarose (3% p/v) a agar
(0,8% p/v). O meio de germinagdo teve o pH ajustado em 5,7 = 0,1 com o uso de NaOH (0,1N),
antes da adigdo do 4gar, e sua esterclizacio foi realizada em autoclave a 121C, durante 20
minutos. Os tubos foram posteriormente fechados com tampa de polipropileno e as bordas
protegidas com filme de PVC (Rolopac ).

Objetivando a obtengdo de plantulas estioladas, com o maior comprimento possivel do
epicdtilo, a incubacdo foi realizada no escuro continuo. Os tubos de ensaio foram colocados em
grades metdlicas desenhadas e confeccionados para esta finalidade e cobertos com papel aluminio
para impedir a exposi¢do a luz. As grades foram mantidas em cimara de cultivo em temperatura
de 27 + 2C e com umidade relativa de 60%. O tempo de incubagio foi de 50 dias.

O experimento foi disposto, segundo um arranjo, em parcelas subdivididas, em um
delineamento inteiramente casualizado, totalizando 27 tratamentos, cada um composto por nove
repeticdes, sendo cada unidade experimental representada por um tubo de ensaio. As parcelas
foram constituidas pelos tratamentos da primeira desinfestagdo e as subparcelas pelos tratamentos
da Segunda desinfestacao.

Para avaliagdo das caracteristicas: ntimero de tubos contaminados, porcentagem de
sementes germinadas; nimero de plantulas por semente; comprimento de plantulas; comprimento
do epicotilo e numero de razes por semente, foi realizada a anélise de varidncia e ao ocorrer
variagdo significativa foi feita a decomposi¢do em contrastes (todos os contrastes testados
encontram-se no Quadro 3). A caracteristica vigor das plantulas foi avaliada segundo uma escala
visual, na qual as plantulas com arquitetura reta e comprimento do epicétilo maior que 5,0 cm
receberam nota 3; as com arquitetura reta e comprimento do epicdtilo entre 4,5 e 5,0 cm
receberam nota 2; e as com arquitetura curva e/ou comprimento do epicotilo menor que 4,5 cm, ou
seja, as que ndo poderiam ser aproveitadas nos experimentos posteriores de organogénese ¢ de

enraizamento, receberam nota 1.



QUADRO 3. Contrastes testados para os parametros: contaminacao; germinagdo; niimero de
plantulas; comprimento de plantulas; comprimento do epicétilo e niimero

de raizes. As concentragdes estdo expressas em % (v/v) € o tempo em minutos.

aleool etilico 70% (17 desinfestagiio) vs HCIO 0,25% (2° desinfestagio) 5

HCIO 0,5% (17 desinfestaglio) vs HCIO 0,25% (2° desinfestagao) 5°

HCIOD 1,0% {17 desinfestagio) vs HCID 0.25% (2° desinfestagio) 5'

alcool etilico 70% (17 desinfestagio) vs HCIO 0,25% (2° desinfestagin) 10

HCIO 0.5% (1° desinfestagio) vs HCIO 0,25% (2° desinfestagio) 10"

HCIO 1,085 (1° desinfestagio) vs  HCIO 0.25% (2° desinfestagao) 10

aleool etilico 70% (1° desinfestagdo) vs HCIO 0,5% (2° desinfestagan) 5'

HOCIO 0,5% (17 desinfestagio) vs HCIO 0.5% (2° desinfestagao) 5'

HCIO 1,0% (17 desinfestagao) vs HCIO 0,5% (2° desinfestacio) 5

alcool etilico 70% (17 desinfestagio) vs HCIO 0,5% (2° desinfestagio) 10
_HCIO 0,5% (17 desinfestagio) vs HCIO 0,5% (2° desinfestagio) 10/

aleool etilico 70% (1° desinfestacin vs HCIO 0.75% (2° desinfestagio) 5'

HCI0 0,5% (1° desinfestagdo) vs HCIO 0,75% (2° desinfestagdo) 5'

HCHO 1,0% (1° desinfestagao) vs HCIO 0,75% (27 desinfestagio) 5

alcool etilico 70% (1° desinfostaciin) vs HCIO 0,75% (2° desinfesiagio) 107

HCIO 0,5% (1 desinfestagio) vs HCIO 0,75% (2° desinfestagan) 10

HCIO 1,0% (17 desinfestaciio) vs HCLO 0,75% (2° desinfestagio) 10

aleond etilico 70% (1° desinfestagio) vs para HCIO 0.25% (2° desinfestagio) em 5' vs [0
HCIO 0,5% (17 desinfestagdo) vs HCIO 0 25% (22 desinfestacio) em 5 vs 1
HOIO 1.09% (17 desinfestagiio) vs HCIO 0,25% (2° desinfestacdo) em 5' vs 10
aleool etilico 70% (17 desinfestagio) vs HCIO 0,5% (2° desinfestagio) em 5' vs 10
HCIO 0,5% (17 desinfestagio) vs HOIO 0,5%, (2° desinfestagio) em 5 vs 1

HCIO 1,0% (1° desinfestagdo) vs HCIO 0,5% (2° desinfestacdo) em 5' vs 10'

aleool etilico 70% (1° desinfestagiio) vs HCIO 0.75% (2° desinfestagio) em 5 vs 10°
HCIO 0.5% (1° desinfestagdo) vs HCIO 0. 75% (2° desinfestagio) em 5" vs 10

HCIO 1.0% (1 desinfestagio) vs HCIO 0,75% (2° desinfestacio) em 5' vs 10°
aleool etilico 70% (1” desinfestagio) vs HCIO | 0% (2° desinfestagio) em 5 vs 10
HCIO 0,5% {1° desinfestaciio) vs HCIO 1.0% (2% desinfestagio) em 5" vs 10
HCIO 1.0% (1° desinfestacdio) vs HCIO 1084 (2° desinfestaclio) em 5'vs 10
aleoal etilico 70% (1° desinfestagio) vs aoua (2° desinfestagio)

HCIO 6,5% (1° desinfestagio) vs agua (1 desinfestagio)

HCIO 1.0% (17 desinfestacio) vs agua (2° desinfestagio)
HCIO (1° desinfestacio) vs alcool etilico 70% (1% desinf estagdo)
HCIO 1,0% (17 desinfest J s HCIO 0,5% {17 desinfiest




Todas as caracteristicas mencionadas anteriormente foram avaliadas mediante um
sistema de pontos adotado, no qual foram atribuidas notas para todos os tratamentos, onde os
melhores receberam notas mais baixas, enquanto os que apresentaram resultados inferiores

receberam notas maiores.

3.2. Efeito da adicao de 6-benzilaminopurina e acido naftaleno acético na organogénese,

em explantes de epicétilo cultivados verticalmente e incubados em trés condicdes

de luz

A partir do melhor protocolo estabelecido no experimento inicial, as sementes foram
colocadas para germinar em meio de germinacdo, nas condigdes de incubacdo
citadasanteriormente.

Para assegurar a uniformidade genética do material vegetal, foram escolhidas as
plantulas que apresentaram vigor médio e epic6tilo com 5 ou mais centimetros de comprimento.

A partir do epicétilo, porcdo da haste entre o par de folhas cotiledonares e o primeiro
par de folhas verdadeiras, foram obtidos cinco segmentos de 8 a 10 mm de comprimento. Para se
especificar a posicdo do explante no epicotilo, nas distintas experiéncias, se seguiu a numeracao
desde 1até 5, sendo o primeiro o mais proximo ao nd cotiledonar e o ultimo, o mais proximo do
apice (Figura 1).

Os explantes de epicotilo foram colocados em posigdo vertical, em frascos de vidro com
capacidade volumétrica de 320 mL, diametro externo de 6,8 cm e interno de 6,5 cm, com cerca de
2 a 3 mm do extremo proximal inserido no meio de cultivo, o qual foi constituido pelos sais
nutrientes de MS, com adi¢do de 4cido nicotinico (0,5 mg.L"), glicina (0,2 mg.L"), piridoxina
cloridrica (0,5 mg.L"), tiamina cloridrica (0,1 mg.L™"), sacarose (3% p/v) e agar (0,8% p/v). O pH
do meio foi ajustado para 5,7 * 0,1 com o uso de NaOH (0,1N), antes da adi¢do do agar, e sua
esterelizagio foi realizada em autoclave a 121C, durante 20 minutos.

Apbs a esterelizagdo do meio e sob condicdo de camara de fluxo laminar, o meio de
cultivo foi esfriado o suficiente para ndo interferir na atividade dos reguladores de crescimento,
porém permanecendo fluido para ser distribuido nos frascos de cultivo, quando, entdo, foram
adicionados os reguladores de crescimento previamente esterelizados por filtragdo. O meio, entdo,
foi agitado por aproximadamente 2 minutos, para que ocorresse uma homogeneizacido dos
reguladores de crescimento, sendo posteriormente, distribuidos em frascos de cultivo previamente

esterelizados em autoclave a 121'C, durante 30 minutos.



Orientacho
vertical

Vista suparior Yista Frontal

FIGURA 1. Esquema do modo de obtencao e orientagdo dos segmentos de epicétilo de
plantulas de tangerineira ‘Cledpatra’( Citrus reshni Hort. ex. Tan), no meio

de cultivo.

Visando a avaliagdo da influéncia de trés niveis do acido naftaleno acético (0; 0,10 ¢ 1,0
mg.L']) e de quatro niveis de 6-benzilaminopurina (0; 0,50; 1,0 e 3,0 mg.L'l) no processo de
organogénese, estes foram adicionados ao meio seguindo um desenho fatorial completo.

Na etapa posterior a inoculagdo dos explantes, os frascos de cultivo foram hermeticamente
fechados com tampa de polipropileno e as bordas foram protegidas com filme de PVC (Rolopac
"), sendo entdo, levados para camara de cultivo, onde foram colocados afastados por
aproximadamente 5 cm uns dos outros, sendo incubadosdurante 50 dias a 27 + 2'C e com umidade
relativa de 60%, em trés distintas condi¢des de luz:

a) Fotoperiodo de 16 /8 horas (luz/escuro), com uma  irradiancia de 60 pmolm™.s”,
proporcionada por tubos florescentes OSRAM" 40W., luz do dia. Esta condigo sera chamada
de luz.

b) Metade do periodo de cultivo no escuro continuo (25 dias), e a outra metade do periodo de

incubagdo em condi¢do de luz (fotoperiodo de 16 horas luz/8 horas de escuro e de 60 pmol.m




*s", proporcionada por tubos florescentes OSRAM" 40W., luz do dia.). Esta condigio serd

chamada de escuro/luz.

¢) Escuro continuo. Esta condigdo sera chamada de escuro.

Foram analisados, nos extremos distais e proximais dos explantes os niimeros de gemas,
brotos e tamanho dos calos, com auxilio de uma lupa e papel milimetrado.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, seguindo um
arranjo em parcelas subdivididas, onde os niveis de ANA e BAP constituiram as parcelas e os
explantes as sub-parcelas. Cada tratamento foi composto por sete repeticdes, e cada unidade
experimental foi constituida por um frasco contendo cinco explantes.

A formagdo de gemas, brotos e tamanho de calos em ambos extremos, exceto calos
distais, foram submetidos a analise de varidncia para as trés condi¢oes de incubacdo ensaiadas
(luz, escuro/luz e escuro). Para a andlise de: gemas e brotos distais e gemas e calos proximais,
independente da interagdo tripla (concentragdes de ANA x concentragdes de BAP x posi¢do do
explante), Ter sido ou ndo significativa, foi realizado o desdobramento dos graus de liberdade
correspondentes para Ana ¢ BAP, respectivamente nos efeitos lineares e quadraticos para ANA,
e nos efeitos lineares, quadraticos e cubicos para BAP e no efeito linear de ANA x efeito linear
do BAP, para cada uma das condigdes de incubagdo ensaiadas, de modo a estudar os efeitos das
concentragdes de ANA e BAP e das combinagdes entre estes reguladores de crescimento para
cada explante dentro de cada condi¢do de incubagdo, o que foi realizado mediante superficie de
resposta.

Para a avaliacgdo dos brotos proximais e calos distais foram realizadas analises

descritivas.

3.3. Efeito do acido naftaleno-acético, acido indolbutirico e acido 2-4
diclorofenoxiacético (2-4D) no processo de enraizamento de dpices

de plantulas.

Os apices utilizados no processo de enraizamento foram obtidos de plantulas
germinadas in vitro (metodologia do experimento inicial), com comprimento de 2 a 3 cm.

Os apices foram acondicionados verticalmente, um em cada tubo de ensaio, contendo
em média 10 mL de meio de cultivo, com aproximadamente 2 a 3 mm do extremo basal inserido
no meio.

O meio de cultivo foi constituido pelos sais nutrientes de MS, com adigdo de acido

nicotinico (0,5 mg.L"), glicina (0,2 mg.L"), piridoxina cloridrica (0,5 mg.L"), tiamina cloridrica
(0,1 mg.L"), sacarose (3% p/v) e agar (0,8% p/v). O pH do meio foi ajustado para 5,7 = 0,1 com

o uso de NaOH (0,1N), antes da adi¢do do agar, e sua esterelizacdo foi realizada em autoclave a



121°C, durante 20 minutos. A adigio de reguladores de crescimento ao meio foi realizada como
descrito no item 3.2. Entretanto, para este experimento foram utilizadas quatro concentragdes de
AIB e de ANA (0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg.L'l), a combinacdo de AIB e ANA na concentragdo de 0,5
mg.L', e a esta combinagdo também foram adicionadas duas diferentes concentragdes de 2,4D
(0,2¢0,4mg.L").

Ap6s a introdugdo dos explantes nos tubos de ensaio, estes foram hermeticamente
fechados com tampa de polipropileno transparente e as bordas protegidas com filme de PVC
(Rolopac “), sendo entdo colocados em grades metalicas e levados para a sala de cultivo, onde
foram mantidos sob fotoperiodo de 16 horas luz/ 8 horas de escuro e irradiancia de 60 pmol.m™.s’
! proporcionada por tubos florescentes OSRAM" 40W., luz do dia. A temperatura da cAmara de
cultivo foi mantida em 27+ 2'C, e a umidade relativa em 60%.

Ap6s um periodo de 50 dias, foram avaliados o nimero de apices enraizados, o niimero
de raizes por plantulas, o comprimento de raizes, os apices com formagao de calos e o vigor das
plantulas. Para a andlise do comprimento das raizes foi utilizada uma régua milimetrada e para o
vigor, estabeleceu-se uma escala visual, na qual os &pices que se apresentavam verdes, com
desenvolvimento uniforme e raizes com comprimento maior que 3,0 cm receberam nota 3; os que
se apresentavam verdes e/ou com pequenas areas amarelas nas folhas, mas com desenvolvimento
uniforme e raizes com comprimento entre 2,0 e 3,0 cm receberam nota 2; e 0s que se
apresentavam verdes e/ou com amarelecimento maior que 50% e raizes com comprimento menor
que 2,0 cm receberam nota 1.

O delincamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado e os tratamentos
foram dispostos segundo arranjo em matriz baconiana. Cada tratamento foi composto por dez
repeticoes, sendo cada unidade experimental composta por um apice. Todos os parametros foram

avaliados segundo uma analise descritiva.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO



4.1. Obtencao de plantulas axénicas a partir de sementes

A partir da andlise de variancia, verifica-se que as caracteristicas avaliadas: nimero de
tubos contaminados, porcentagem de sementes germinadas, nimero de plantulas por semente,
comprimento de plantulas e de epicétilo; e nimero de raizes por plantula foram afetadas pela
primeira desinfestagdo, enquanto apenas o nimero de tubos contaminados apresentou resultado
significativo para a segunda desinfestagao (Quadro 4).

O efeito da interagdo entre a primeira ¢ segunda desinfestaco, foi significativo para o
numero de tubos contaminados e porcentagem de sementes germinadas. Ao se decompor esta
interacdo em contrastes, verifica-se que os tratamentos submetidos a alcool etilico 70% v/v, na
primeira desinfestacdo, com independencia da solucdo desinfestante (incluindo agua) utilizada
na segunda desinfestacdo e do tempo no qual esta foi realizada, apresentaram resultados
inferiores aos demais tratamentos (Quadro 5).

Com relagdo a primeira desinfestagdo, observa-se a partir do Quadro 6, que o acido
hipocloroso na concentragdo de 0,5% v/v apresentou melhores resultados para todas as
caracteristicas analisadas. Ainda neste Quadro, ao se comparar a eficiéncia das solugdes
desinfestantes, constata-se que o acido hipocloroso, nas distintas concentragdes, demonstrou
maior poder germicida que o alcool etilico a 70%, e uma possivel ndo toxicidade aos processo
de germinag@o e desenvolvimento de plantulas, nesta etapa do processo de desinfestaco.

Ao se analisar o efeito da segunda desinfestagdo sobre o niimero de tubos contaminados
(Quadro 7), verifica-se que o tempo de imersdo das sementes na solugdo desinfestante
influenciou, de modo marcante, esta caracteristica, pois independentemente da concentragdo do
acido hipocloroso utilizada, o0 menor niimero de tubos contaminados foi obtido na maioria dos
tratamentos, quando esta desinfestagdo foi realizada no tempo de 10 minutos, constituindo
excecdo os tratamentos onde a primeira desinfestagdo foi feita com acido hipocloroso a 0,5 e
1,0% e a segunda desinfestagdo com acido hipocloroso a 0,75 ¢ 0,25%, respectivamente.

O sistema de pontuagdo adotado permitiu uma analise mais pontual do experimento, ¢ a
partir do Quadro 8, verifica-se que o tratamento utilizando 4cido hipocloroso a 0,5% por trinta
minutos na primeira desinfestagdo, e a 1,0% por cinco minutos na Segunda desinfestagdo foi o
tratamento que apresentou, de uma forma geral, resultados mais adequados aos objetivos deste
experimento.

Na Figura 2 pode-se observar, detalhadamente, exemplos de plantulas normais e
vigorosas de tangerineira ‘Cledpatra’, obtidas apds 50 dias de incubagdo no escuro.

A comparagdo dos resultados obtidos no presente trabalho com o de outros autores
torna-se dificil, uma vez que a maioria dos trabalhos utilizam solugdes comercias de hipoclorito
de sodio e ndo especificam a exata concentragdo de acido hipocloroso utilizada no processo de

desinfestagdo.



QUADRUO 4. Resumo da analise de varidncia do processo de desinfestagdo de sementes de tangerineira ‘Cledpatra’

(Citrus reshni Hort. ex. Tan).

Cuisdreados mdedios
Fonte de Vanagdo GL Contaminagdo Germinagio Num. de plint Comp. das pling Camp, epicit. Num. raizes
| desinf 2 fi 95 44* 4447014 6.1 THas* 126, 54280 [ 23053= 952y
Ermo A 24 Bogeag™ 016564 ™ (LFa ey ™ 12.51457™ L1101 RG == 0 28408 ™
2 desinf 4 {1,997 14018 "™ {1405315™ fr 4058 ™ 3.99028™ 041768 ™
I deginfx 2 desing 16 DAI06G 0. 39600+ 0ATI0™ R407ran™ & 06644 ™ G:55195™
Ermo B 192 0deda™ 149342 ™ 040721 "™ Q5480 T.22008™ L5234 ™

* Signilicativo, p 5% de probabelidede. podo e o B ™ Nhn Sagnificativio, o 3% de probabilidads, pado tete |

QUADRO 8 Resumo da andlise de varidncia, seguindo o modelo de decomposigio em contrastes do processo de desinfestaciio
de sementes de tangering 'Cleapatra’ (Cftris restn Hort ex. Tan),

Chdrados meédios
Fonte de vanagio GL Contaminacio Germinagio
5 vs 10 para HCIO 0.25% (2 desinfestagdo) em etanol 7% (1 desinfestagin) ] 3 558554 0, SO0 ™
5y 10F para HORO 0, 500 (2 desinfesiagfio) em etanol 7080 (1 desinfestscdn) I 2 G [ e
8 s 10 pan HCICH, 73% (2 desinfestacdo) em etanol 7091 desinfestacdn) 1 4 50000 2,000
s 10 para HCIO L00%% (2 desinfestacdo) em etamof 700 {1 desinfestagdn) I 4,500 (SO0
Agua vs HOIO (T desinfestagho) em etanol W% (1 desinfestagio) i . 7RI05* (115432 ™

* Gagnificalive, @ 39 de probahilidade, pelo leasT; ™ NEn Sigiflcaivo, & 3% de protabilidsde pelo terie §
" p i F i




QUADRO 6 Médias referentes a primeira desinfestacao de sementes de tangerineira ‘Cledpatra’

(Citrus reshni Hort. ex. Tan), para todos os parametros avaliados.

Solughes Contaminagio  Germunagio Num de plint  Comp dasplint  Comp epicht  Num, raizes

desinfestanies (viv)

Aleool etilico 0% (LS80 {1346 {358 1.668 1443 {358
HC IO 0, 50%, 0,4y {1 71 .90 4112 3,615 1,037
HC WO 1,000, 0,123 1,704 {1.714 3343 2048 0778

I ————————————————




OQUADRO 7 Medias referentes a nove repeticd 2 cada tratamento
1" desimfest 2° desindest Trat Tempe Contom Germ  N°de Comp Comp  Vieer N'de

5 depls de g e
Adoool T%  Agua I 1.0W0 {5 S B % 1.3 [53 0 033
Alcgol T HCID025% 2 5 L0 022 022 06l 653 000 021
Aleool 70%  HCOIOD25% 3 W 001 056 067 311 247 L0 067
Alcool 7% HCIO 0.50% 4 0B 022 T8 7R 072 040 022
Alcool 70% HCID 0509, 5 I 027 043 04 22 19 080 033
Alcool 7% HCIO 0.75% i % L0 G0l o0l @72 067 610 odl
Aloool TG HOIO0.75% 7 W a0 (78 067 4% 278 100 OF%
Alcool 70Pp  HCIOD 1L00% & 5 L0 ol 00l 043 672 010 Gl
Alool T  HOID L% 9 100 000 0344 056 193 164 100 084
HCIO 0.50%  Agua T ol 1Lo0 1en 445 EE6 20 LI
HCID (.50%,  HCIO 0.25% I & 032 067 078 4457 3497 LO0 L0
HCIO 0.50%  HCIO 0.25% 12 0 oo 078 10 202 349 100 156
HEOIO0,50%  HCIO 0.50% 13 5 0060 078 078 314 274 200 10l

HOIO 0500 HCIO 0,500 Tl 1 DO 080 L0 440 347 200 Lo

HOIO 050 HOIO 0. 75% 15 5 DO0 080 089 S06 461 Lop 100

HCIG 0,50%  HCIG0. 73%) 16 I 011 044 044 306 174 040 04

HCWO 0,500, IO | 009, 17 5 T, L0 133 537 47% 20 1as

HCIO 0. 50%,  HCIO [00% T I 000 067 089 3.3 IR 1 078

HCIO 1 0%  Agua 9 037 067 078 28 136 2K 067
HOIO LM, HOHO 0,255, n5 00 UKD (hLsm 240 240 T LW
HCIO 1L0%  HCOIOo25% 21 10y Il O&Y TR 334 &6 LU0 089

HEIO 1% BOIO0S™ 22 5 011 04 067 256 233 100 047

HOIO 1.0%  HCIO 050 FE] i 011 07 047 379 117 100 aaT

HOIO 1o%  HOIOD.75% 24 5 Il 078 060 233 209 200 O7H

HOIO [0%,  HOIO0.73% 2 100 060 036 067 360 126 060 067

HCIO L 0% HOIO 1o0% 26 [T D11 067 0% 456 1931 L0 O7R

HOIO 10%  FICION | o 77 1y 0 06T DAY 458 444 10K B9
T e e e e o e e P Ao iy i



I"desinfest  desinfest  Trat  Tempo Contam Germ N Comp Comp Vigor Node Total
5 e de: GIECS

HOTO050%  HCIO Lo0%, 17 5 I i 1 ] 1 1 2 4
HOIOO5®,  HCOID0.75% 15 5 1 2 ] 2 ] | F! 15
HCIOT0%  HOO Lke 37 10 I 1 3 3 3 T 5
HECHO0.50%  Agua 1 5 ) 1 1 B 3 2 ] 22
HCIOUA0%,  HCIO023% 12 0] [ 1 2 7 7 1 1 12
HCOOB5% HOIO025% 11 5 3 4 3 4 £ T
HOIO L% HCIO L 26 ¥ 1 4 i 5 5 [ 3 6
HOIO 050%  HCIO D508 14 1 1 2 2 & & 2 1 27
HCIO 18 HCIO050% 23 10 2 3 5 9 g i 7 6
HOIO L0%  HCIODTS% 25 1 i 5 5 W 06 7 386
Alcool 7% HCIOD T5% 7 1ir ] 3 3 (TRt 2 & 3
HOIO 1L0%  HCI0023% 2 w2 2 N PR 2 [3 )
HOIOW5%  HCIOD5M 13§ R 3 " i z F T
HCOIOUS0% BOI0LMS 1§ 10 1 4 3 @ = 0 6 4
Alcool 0% HCIO0.25% 3 1 2 5 3 5 15 i T
HOID L% HCI00.25% 10 s I T 7 [V 7 4 e
HOIO 10%  Agug 1 5 ¥ 4 4 17 17 2 F T
HOIO030% HCIOGT% 16 i 3 [ 8 W I 04 8 564
HOO 10, HCIO0s% 22 5 : 6 5 I8 I8 I 7 57
HEIOT0%  ROO075% 23 G ¥ ¥ © a0 M F % W
Alcool % HCION L00% 9 1 ] f 7 1 N i 8 &
Alcool 7% HCIO 0, 50% 5 w3 I 2 21 D8 9 GRE
Aloool T HCIO 0, 50% 4 3 5 7 E 23 3% D4 0 764
Aloool 7% Agmm = i o U S T SR I X R
Alcoof 7% HCIO L0US, & 5 6 £ 11 2 01 1w
Alcool Tt HCIO0.25% 2 . 2 F TR A E T B T N 0
Akool 7%  HCIO 1, 75% I TS NS T e T B R

* Sislen de pontuagdo. Mator pontuacio, significa ot comporiament do rEtamento,



FIGURA 2.

Exemplos de plantulas de tangerineira ‘Cleopatra’apos 50 dias de cultivo.



As solugdes comerciais de hipoclorito de sodio apresentam em sua composi¢do
aproximadamente 2,0 a 2,5% de cloro residual total, o que representa a concentragdo de acido
hipocloroso, cloro e cloramina presentes na solugdo, portanto ndo indicam a concentragdo real
do agente germicida (4cido hipocloroso) presente. Exemplificam este fato os trabalhos
realizados por Sauton er al (1982) que, apoés a remogdo dos tegumentos, desinfestaram as
sementes de Poncirus trifoliata, citrange ‘Troyer’, limdo ‘Eureka’e laranja ‘Trovita’em solugdo
de hipoclorito de s6dio 10% v/v por dez minutos, seguidos de quatro enxagiies em agua estéril;
e por Pefia et al (1994), os quais, apos a remocdo dos tegumentos, desinfestaram as sementes de
citrange ‘Carrizo’, por dez minutos, em solugdo de hipoclorito de sodio a 0,5% v/v, seguido de
trés enxagilies em agua estéril. Fica, assim, demonstrado o quanto ¢ importante a quantificagdo
do acido hipocloroso, no estabelecimento de um protocolo de desinfestagdo para que este
apresente repetibilidade e para que se possa averiguar a ocorréncia de efeitos toxicos das
solugdes desinfestantes utilizadas sobre o materila desinfestado.

Um outro importante ponto no processo de desinfestacdo de sementes, diz respeito a
remocdo dos tegumentos destas, como pode ser observado nos trabalhos acima citados (Sauton
et al., 1982; Pefia et al., 1994) e no realizado por Dias (1998), que, ao trabalhar com citrange
‘“Troyer’, realizou a desinfestacdo de sementes deste hibrido, tratando, inicialmente estas
estruturas com uma solugdo de hipoclorito de sodio a 30% v/v por 30 minutos, seguido de trés
enxagiies, para, em seguida, remover os dois egumentos, o externo (testa) e o interno (tégma),
seguido de nova imersdo em solu¢do de hipoclorito de sodio a 10% v/v, no tempo de quinze
minutos e trés enxagilies posteriores em agua estéril. De acordo com Soares et al (1995), a
remocdo dos tegumentos das sementes visa uma germinagdo mais rapida e uniforme destas
estruturas propagativas ¢ a obtengdo de plantulas com arquitetura reta, assim como maior
comprimento da parte aérea. Dias (1998), menciona em seu trabalho, que a retirada apenas do
tegumento externo (testa) ndo assegurava as referidas vantagens, além de apresentar um maior
numero de tubos contaminados. Entretanto, para a espécie estudada neste trabalho, a remogao
total dos tegumentos ndo foi possivel, devido a fragilidade apresentada por estas sementes,
implicando na ruptura e separacdo dos componentes internos destas e culminando na néo
germinagao.

A baixa taxa de poliembrionia encontrada para as sementes de tangerineira 'Cledpatra’
neste trabalho (1,33 no melhor tratamento), contrasta com a descrita por Loussert (1992), o qual
descreve as sementes desta espéciec como altamente poliembrionicas. Este fato pode ser
explicado com base no trabalho de Ramos ez al (1991), segundo os quais, mesmo em
condi¢des otimizadas de temperatura ¢ umidade, uma semente pode ndo expressar totalmente
sua verdadeira taxa de poliembrionia, isto é, o nimero de embrides nela contido. Para os
referidos autores, este fato ocorre principalmente em espécies com elevado grau de

poliembrionia, em razdo do pequeno tamanho ou inadequada localizagdo na semente dos



embrides, os quais ndo germinam ou sdo logo dominados por outros embrides. Ramos e al.
(1991), mencionam, ainda, que o tratamento com hipoclorito de sodio pode reduzir a
sobrevivéncia de embrides, o que diminui a taxa de grminagdo. No entanto, este dado ndo pode
ser comprovado neste estudo, pois quando foi utilizado &lcool etilico a 70% como solugdo
desinfestante houve um elevado grau de contaminagdo, impossibilitando avaliagdes deste

aspecto



4. 2. Influéncia da adicao de 6-benzilaminopurina e acido naftaleno acético na
organogénese em explantes de epicotilo cultivados verticalmente e incubados
em trés condicoes de luz.

A inducdo de organogénese a partir de explantes cultivados in vitro pode ocorrer por
duas vias diferentes. Em algumas ocasides, ocorre uma regeneragdo direta de gemas a partir do
explante, sem prévia formagdo de calo (organogénese direta). Em outros casos, a diferenciacéo
de estruturas organogénicas vem precedidas pela formagdo e proliferagdo de um calo, a partir do
qual se diferenciam nodulos meristematicos, os quais dardo origem a8 gemas (organogénese
indireta).

Nos estudos de organogénese in vitro de espécies citricas, a partir de explantes de caule,
tem se observado uma regeneracdo de brotos tanto mediante a organogénese direta (Rangasway,
1974; Grinblat, 1974; Edriss & Burger, 1984; Moore, 1986; Duran-Vila et al., 1992; Goh et al.,
1995; Maggon & Singh, 1995; Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997; Dias, 1998; Dias et
al, 2000), quanto mediante a organogénse indireta (Raj Bhansali y Arya, 1978; Barlass & skene,
1982; Moore, 1986; Maggon & Singh, 1995; Dias, 1998; Dias et al, 2000). O que determina um
ou outro padrio de organogénese esta relacionado com o genotipo (Moore, 1986) e com a
natureza dos reguladores de crescimento adicionados ao meio organogénico (Maggon & Singh,
1995; Dias, 1998; Dias et al, 2000), porém ndo existem trabalhos que estudem detalhadamente o
processo, nem que determinem a origem das estruturas.

No presente estudo, foram observados ambos processos de organogénese em explantes
de epicotilo cultivados in vitro e foram caracterizadas as condigdes que determinam este
processo. A organogénese direta se apresentou no extremo distal dos explantes, quando estes
foram incubados em posigdo vertical, independente da condi¢do de incubacdo analisada e da
composi¢do do meio de cultivo.

A organogénse direta ¢ um processo que ocorre em duas fases, as quais compreendem
a formacdo de gemas e a brotagdo das mesmas. Estas gemas parecem ter sua origem histologica

em um meristema ja presente no explante original, o cambio vascular (Dias, 1998).

4. 2. 1. Formacgao de gemas

4. 2. 1. 1. Condicao de incubacao: luz

Para a incubagdo dos explantes sob condigdo luz, percebe-se através da Figura 3.A ¢ B,
uma marcada influéncia das concentragdes de BAP sob a formacdo de gemas nos explantes 1 e
2, respectivamente, ou seja, explantes obtidos de segmentos mais proximos ao néd cotiledonar.
Para os referidos explantes, o efeito deste regulador de crescimento se mostrou mais efetivo na

concentragdo de 1,80 mg.L’!, sendo que todas as concentragdes testadas de BAP apresentaram



resultados superiores aos obtidos na auséncia desta citocinina; e¢ para estes explantes a presenca
de ANA ndo foi efetiva.

Com relagdo ao explante 4 (Figura 3.C), tanto ANA, quanto BAP apresentaram efeitos
positivos na formagdo de gemas. A partir desta Figura, constata-se que a medida que a
concentracdo de ANA foi aumentada, também houve aumento no numero de gemas distais
formadas, sendo o melhor resultado obtido na concentragio de 1,00 mg.L!' desta auxina.
Comportamento similar também pode ser observado com relagdo a adi¢do de BAP ao meio de
cultivo, entretanto, apesar da concentragdo mais alta testada desta citocinina (3,00 mg.L")
apresentar um maior numero de gemas formadas que as demais concentragdes, este resultado foi
inferior ao obtido ao se adicionar ANA na concentragdo de 1,00 mgL'! ao meio. A interagdo
entre ANA e BAP teve efeito negativo sob a formagao de gemas distais para o referido explante.

Os explantes 3 ¢ 5 ndo apresentaram resposta quanto a formag¢do de gemas nas

diferentes concentragdes ¢ combinagdes de reguladores de crescimento testadas neste

A — A —
experimento (GD = GD= 2,67, para o explante 3 e GD =GD =259, para o explante 5).
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FIGURA 3. Média de gemas formadas no extremo distal de segmentos de epicétilo de

tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubagdo em luz.



4. 2. 1. 2. Condicao de incubacio: escuro/luz

Nesta condi¢do de incubagdo, os explantes 1, 4 e 5 tiveram suas respos tas afetadas
positivamente pela adicio de BAP ao meio de cultivo, nas concentragdes de 0,60 mg.L! para o
explante 1 (Figura 4.A) e de 0,50 mgL' para os explantes 4 ¢ 5 (Figura 4.C e D,
respectivamente), sendo estas as concentragdes que apresentaram o maior nimero de gemas
formadas, para ditos explantes. A concentragdo mais elevada de BAP (3,00 mg.L!) ensaiada
neste estudo, apresentou resultados inferiores ou iguais, aos obtidos no meio de cultivo com
auséncia de reguladores de crescimento, podendo este fato ser atribuido a um possivel efeito
negativo deste regulador de crescimento sob a formagdo de gemas nesta concentragio.

Para o explante 2, a agdo isolada tanto de ANA, quanto de BAP, afetou negativamente o
processo de formagdo de gemas. No entanto, a combinagdo destes reguladores de crescimento
nas concentragdes mais altas ensaiadas para ambos (1,00 mg.L'! de ANA + 3,00 mgL' de
BAP), apresentou efeito positivo sob o numero de gemas formadas neste explante. Porém, os
resultados obtidos para esta combinagdo foram proximos aos obtidos quando no meio de cultivo
estes reguladores ndo se encontravam presentes (Figura 4.B).

O explante 3 ndo apresentou resposta ao se adicionar ANA e/ou BAP ao meio de cultivo

A —
para as concentragdes testadas (GD = GD = 3,53).
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FIGURA 4. Média de gemas formadas no extremo distal de segmentos de epicotilo de

tangerineira ‘ Cledpatra’ sob incubacdo em escuro/luz.



4. 2. 1. 3. Condicao de incubacio: escuro

A influéncia da presenga de BAP na formaciio de gemas para os explantes 1 ¢ 3 sob
condi¢do escuro foi marcante, sendo a concentracdo mais eficiente desta citocinina a de 2,03
mg.L"! para o explante 1 (Figura 5.A) e de 0,65 mg.L" para o explante 3 (Figura 5.C).

A formagdo de gemas nos explantes 2, 4 ¢ 5 (Figura 5.B, D e E, respectivamente) foi
influenciada pela presenca de ANA, assim como pela presenca da combinagdo ANA ¢ BAP.

Com relagdo ao explante 2, constata-se uma maior formacdo de gemas quando no meio
de cultivo encontra-se presente apenas ANA na concentragio de 0,56 mgL! ou em
combinagdo com BAP em concentragdes elevadas como 3,00 mg.L'' ou mais baixas, como
aproximadamente 0,75 mgLl!. A adicdo de ANA a 0,56 mgL!' ao meio de cultivo em
combinagio com BAP em concentragdes que variam entre 0,75 a 2,25 mgL! também foi
responsavel por uma maior formagdo de gemas distais no explante 5.

Para o explante 4, uma maior formacio de gemas foi obtida ao se etilizar ANA a 1,0
mg.L! em combinacio com concentragdes de BAP entre 1,00 e 2,50 mg. L.

A formagdo de gemas no extremo distal de segmentos de epicétilo de tangerineira
‘Cleodpatra’ ocorreu, sem a necessidade de adicdo de reguladores de crescimento no meio de
cultivo, sendo ligeiramente aumentada pela adicdo destes ao meio, em concentragcdes que
variaram ndo apenas com a condi¢do de incubagdo, mas também de acordo com a posi¢do de
onde o explante foi extraido do epicdtilo.

A partir dos resultados obtidos, pode-se assinalar que sob a condi¢do de escuro/luz
(condigdo mais efetiva), a adi¢do de BAP na concentragio de 0,50 mg.L:! promoveu, de uma
forma geral, os melhores resultados. Para os explantes incubados em condi¢do de escuro/luz e
de escuro a presenca de BAP na concentragio de 3,00 mg.L", pareceu promover um efeito
negativo sobre a formagdo de gemas, uma vez que esta, ndo s6 apenas reduziu o nimero destas
estruturas formadas, como também as melhores respostas foram obtidas em concentragdes mais
baixas desta citocinina. Maggon & Singh (1995), também detectaram um efeito deletério de
altas concentracdes de BAP sob a formagdo de gemas em segmentos de epicétilo de Crrus
sinensis L. Osbeck. De acordo com estes autores, a adicdo de BAP na concentragdo de 2,00
mg.L! ao meio MS, foi a que promoveu maior frequéncia de resposta dos explantes € maior

numero de gemas formadas.
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FIGURA 5. Média de gemas formadas no extremo distal de segmentos de epicotilo de

tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubagdo em escuro.

4. 2. 2. Desenvolvimento de brotos

4. 2. 2. 1. Condicio de incubacio: luz

Para o explante 1 a agdo isolada tanto de ANA a 0,50 mg.L'!, quanto de BAP a 2,26
mg.L'! apresentou uma maior formagdo de brotos que a auséncia destes reguladores de
crescimento no meio de cultivo, entretanto, constata-se a partir da Figura 6.A, que a agdo
combinada destes reguladores nas concentracdes acima citadas, apresenta a resposta mais
positiva para este processo.

A adicdo de BAP ao meio de cultivo foi mais efetiva no processo de brotagdo no

extremo distal, para os explantes 2 (Figura 6.B) e 3 (Figura 6.C) que a adicdo de ANA. Para




ambos explantes, a concentragdio desta citocinina a 1,59 mgL' e a 1,65 mglL!,
respectivamente, foram as que promoveram maior formagao de brotos.

A acdo isolada de BAP também foi a responsivel pelo maior niimero de brotos
formados no explante 5, sendo a concentragio de 1,60 mglL!, a mais eficiente. Pode-se
constatar na Figura 6.D, que para o referido explante a combinagdo de ANA a 1,00 mg.L!
(concentracdo mais alta testada para esta auxina, no presente estudo) com concentracdes de
BAP entre 0,75 ¢ 2,25 mg.L'!, apresentou a forma¢do de um grande numero de brotos distais,
entretanto, os valores obtidos s3o inferiores aos obtidos pela acdo de BAP na melhor

concentragao.

A presenga de ANA e BAP, assim como de suas combinagdes no meio de cultivo ndo

estimularam a brota¢do no explante 4 (BD = BD = 1,61).
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FIGURA 6. Média de brotos formados no extremo distal de segmentos de epicotilo de

tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubacdo em luz.

4. 2. 2. 2. Condicao de incubagio: escuro/luz

Os explantes incubados na condi¢do escuro/luz também foram marcadamente
influenciados pela presenca de BAP (Figura 7). A adigdo isolada de ANA ao meio de cultivo
promoveu um efeito inibidor no desenvolvimento de brotos nos explantes 1 (Figura 7.A) e 2

(Figura 7.B), e ndo foi efetiva para os explantes 3 (Figura 7.C) e 5 (Figura 7.E), apenas, o



explante 4 (Figura 7.D) foi beneficiado pela agdo isolada desta auxina. Para este explante
concentragdes de ANA acima de 0,75 mg.L! foram responsaveis por uma maior formagio de
brotos, quando comparada a auséncia de reguladores de crescimento no meio de cultivo; e,
com relagdo a adicdo de BAP ao meio de cultivo, este teve efeito positivo, quando adicionado
em baixas concentragdes, sendo a melhor concentragdo desta citocinina a de 0,53 mg.L'. No

entanto, o melhor resultado para o referido explante foi obtido ao se utilizar ANA a 1,00 mg.L!
+BAP a 0,53 mg.LL'L
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FIGURA 7. Média de brotos formados no extremo distal de segmentos de epicotilo de

tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubagio em escuro/luz.



Para o explante 1 (Figura 7.A), a concentragdo de BAP que promoveu a maior formacéo
de brotos foi a de 1,5 mg.L'!, para o explante 2 (Figura 7.B) a de 0,70 mg.L"!, para o explante 3
(Figura 7.C) a de 0,48 mg.L'! e para o explante 5 (Figura 7.E) a de 0,37 mg.L:!.

4. 2. 2. 3. Condic¢ao de incubacgao: escuro

A adicdo de BAP ao meio de cultivo foi determinante no processo de formagdo de
brotos no extremo distal dos explantes incubados sob condi¢do de escuro. Entretanto, as
concentragdes requeridas para que ocorresse a maior Hrmagdo foi variavel, 1,7 mg.L! para o
explante 1 (Figura 8.A); 2,05 mg.L'! para o explante 3 (Figura 8.C); ¢ 1,55 mg.L! para o
explante 4 (Figura 8.D).

Para os explantes 2 e 5 as concentragcdes necessarias de BAP para obtengdo das
melhores respostas foram mais baixas, quando comparadas com as dos demais explantes (0,68 ¢
0,48 mg.L’!, respectivamente), entretanto, estas s6 foram, efetivas na presenca de ANA. Para o
explante 2 (Figura 8.B), a melhor resposta foi obtida na combinagdo de ANA a 0,60 mg.L! e
BAP a 0,68 mgL! e para o explante 5 (Figura 8.E) na combinagdo de ANA a 1,00 mgL'e
BAP a 0,48 mg.L".

A brotagdo foi altamente favorecida pela presenga de BAP nas diferentes condi¢des de
incubagdo ensaiadas, sendo este fato mais pronunciado para a condigdo luz. Os explantes
incubados sob as condi¢does luuz e escuro/luz, apresentaram uma reducdo nas concentracoes
requeridas desta citocinina a medida que estes se distanciavam do apice das plantulas. Para este
processo a concentragio otima de BAP no meio de cultivo foi de aproximadamente 1,60 mg.L:!,
para a maioria dos explantes, quando estes foram incubados na condi¢do de luz. Os resultados
obtidos neste trabalho contrastam com os apresentados por Kitto & Young (1981), os quais ao
utilizarem 4apices de plantulas de tangerineira ‘Cledpatra’ como explantes, objetivando a
formagdo de brotos obtiveram uma maior proliferagio ao adicionarem ao meio de cultivo BAP
na concentracio de 5,00 mg.L'. As provaveis causas das divergéncias entre os resultados,
podem ser atribuidas as condi¢des de incubagio e ao local de procedéncia dos explantes.

O comportamento obtido para morfogénese ¢ brotagdo do extremo distal de explantes de
epicotilo de tangerineira ‘Cledpatra’ neste estudo ¢ similar ao assinalado para os citranges
“Troyer’ e ‘Carrizo’ (Barlass & Skene, 1982; Moore, 1986; Dias, 1998), ainda que variem as
concentragdes Otimas e a porcentagem de regeneracdo. No entanto, discordam dos resultados
apresentados por Edriss & Burger (1984), no que diz respeito ao desenvolvimento de brotos
em meios sem reguladores de crescimento. Estes autores, ao trabalharem com citrange

“Troyer’, ndo obtiveram desenvolvimento de brotos sob esta condigdo. Entretanto no presente
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FIGURA 8 Média de brotos formados no extremo distal de segmentos de epicotilo de

tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubagdo em escuro.

presente estudo, os explantes incubados em luz e escuro/luz apresentaram brotagdes mesmo na
auséncia de reguladores de crescimento.

O processo de organogénese direta foi marcadamente influenciado pelas condigdes de
iluminagdo, Durante o periodo de incubacio dos explantes. A formaciio das gemas foi mais
efetiva sob condi¢do de escuro/luz, enquanto a brotagdo foi superior sob condi¢do de luz, sendo
esta ultima altamente reduzida quando a incubac@o dos explantes ocorreu no escuro (Figura 9).

Os trabalhos realizados com Citrus aurantifolia (Raj Bhansali & Rya, 1978; Pérez
Molphe-Bach & Ochoa-Alejo, 1997), Citrus reticulata (Pérez-Molphe-Bach & Ochoa-Algjo,

1997) e com citrange ‘Troyer’ (Dias, 1998), lograram também maior organogénese em



explantes incubados em luz, do que em explantes mantidos no escuro. Entretanto, diferem do
trabalho realizado por Duran-Vila et al (1989), os quais obtiveram para Citrus sinensis uma
maior formacdo de gemas a partir de segmentos caulinares incubados no escuro. O que
demonstra a variabilidade de respostas promovidas por distintas espécies citricas referentes ao
efeito da luz no processo organogénico, fato este comprovado por Bordon (1997), ao trabalhar
com diferentes espécies citricas.

Nas condi¢des deste experimento, ndo foi possivel alcangar com clareza um gradiente
para formagdo de gemas e de brotos. Entretanto, este fato pode ser visualizado de uma maneira
sutil, nos explantes incubados sob condi¢io de escuro/luz na presenga de 1,00 mg.L! de BAP
em combinagdo com 0,10 mg.L'! de ANA (gradiente de formacao de gemas, Quadro 9) e nos
explantes incubados sob condicio de luz na presenca de 1,00 mg.L'! de BAP em combinacio
com 1,00 mg.L"! de ANA (gradiente de formagdo de gemas, Quadro 10). Em ambos gradientes,
pode-se verificar, uma reducio do nimero de estruturas formadas a medida que o segmento
utilizado como explante se distanciava do né cotiledonar.

Talvez, estudos posteriores empregando um maior niimero de repetigdes, objetivando
um maior refinamento para as condi¢des morfogénicas in vitro, possam evidenciar de modo
mais claro este gradiente.

O gradiente existente para a capacidade organogénica foi investigado pela primeira vez
no trabalho de Burger & Hackett (1986) em Citrus sinensis, sendo constatado tanto para
explantes de epicotilo como para explantes de raiz, semprte que o meio permitiu uma eficiente
organogénese. Trabalhos com Poncirus trifoliata (Hiramatsu et al, 1987) e Citrus mitis (Sim et
al., 1989) também indicam a existéncia deste gradiente. Um trabalho posterior em Citrus
grandis (Goh et al., 1995) relata que o extremo proximal do epicétilo é mais sensivel & inibi¢ao
por concentracdes elevadas de BAP sobre a regeneragdo ¢ epicotilo. Burger & Hackett (1986)
postulam que a organogénese ¢ estimulada por substincias promotoras presentes nos
cotilédones, as quais seriam responsaveis pelo aumento do potencial morfogénico dos
segmentos mais proximos a esses cotilédones.

Dias (1998), também constatou a presenca deste gradiente organogénico em explantes
de epicotilo de citrange ‘Troyer’, ao ensaiar distintas concentragdbes de ANA e BAP em
diferentes condigdes de luz. De acordo com este autor, existem duas possiveis causas para a
formagdo deste gradiente, a primeira, diz respeito ao transporte de alguma substincia (de
natureza diferente a dos reguladores de crescimento testados), desde os cotilédones até o apice.
E a segunda, seria uma causa do tipo epigenético, onde as células dos segmentos mais proximos
ao apice seriam menos capazes de responder aos estimulos que iniciam o processo de

organogénese.



FIGURA 9. Processo organogénico em explantes de epicotilo de tangerineira

‘Cleodpatra’sob distintas condi¢oes luminicas.



QUADRO 9. Médias referentes a sete repetigdes, para o nimero de gemas formadas no extremo distal

de segmentos de epicotilo de tangerineira ‘Cledpatra’, nas distintas condi¢oes ensaiadas.

Ty P—_— —
- LUZ = ESCURO/LUZ ESCLURO
ANABAP . 00 0.3 1,0 a0 0.0 035 1,0 30 0.0 0.5 1.0 10
(mg " ]
: - - =
Explante 1 0.0 1,67 304 343 231 4,00 .33 2,00 257 E 0,00 4.57 3,00
Explante 2 0,0 1,33 386 400 300 | 417 700 oS00 271 B3 286 100 38
Explante 3 0o [ 233 271 314 2,14 3.00 5000 443 129 167 300 284 3,00
Explante 4 0.0 2.00 |29 34 241 4.00 583 4.00 129 | 147 186 429 0,00
Explante 5 0,0 W7 2000 400 271 | 333 400 257 000 | 250 337 243 137
— T S s
Explante | 0.1 300 2357 457 343 | 300 -f:EQ 543 41 | 000 400 2T 43
Explante 2 1 213 3,00 3.2 4,29 in 5,14 271 5.19 {3 5,14 571 750
Explante 3 a1 350 I00 300 28 | 343 27 185 500 | 000 400 475 133
Explante 4 0.1 |.67 1,86 &7 1,1 34 4.29 o s B [,33 4,19 5,00 313
Explante 5 0.1 67 L7 229 R4 | 143 47 200 1200 | L300 429 128 33
— e e
Explante | L0 3500 329 429 47 | 000 350 457 143 | 000 300 514 514
Explante 2 1,0 3500 329 38 3l | 13 217 620 529 | 000 914 800 357
Explante 3 1.0 233 2,14 157 329 233 417 243 i1 000 457 357 441
Explante 4 1,0 1,30 329 |86 0,86 Loy 35 4,43 143 .50 5.4 8.00 6,57
EglaneS 10 | 150 286 257 243 | 000 417 4% 239 | 00 537 o4 1%




QUADRO 10. Médias referentes a sete repeticdes, para o niimero de brotos formados no

extremo distal de segmentos de epicotilo de tangerineira ‘Cledpatra’, nas

distintas condi¢des ensaiadas.

. LUZ ESC LRE}:l'LE': ESCURD
ANABAP| 000 030 100 300 | 000 OS50 100 300 | GOF 0S50 100 100

(mgl ) ,
1 *
Explante | 0.0 Z,00 57 i A3 2,14 1,E3 367 257 0,00 0,00 0,00 114 (.00

Euxplante 2 0,0 130 257 186 257 | LK 417 243 000 | 000 000 000 000

Explaniz 3 a0 Lo 300 257 37 100 2,50 o0 000 | 000 000 DOD 000

Explante 4 A 1,17 1,7 i 037 150 367 L6 0,00 | 400 00 008 DM

bplames 00 | 183 241 400 229 | 100 250 000 000 | 000 000 00 000

Explante | {1 250 18 400 414 | L4 257 200 %20 | 40 171 100 LD
Explane2 0. 200 200 343 1% | K29 286 000 AT 000 000 18 1313
Explanre 3 .1 150 00 257 s 171 T 1,57 443 | 0% 000 13 117
Explante 4 6l | LeT 186 05T 100 | 171 20 000 129 | 000 000 143 D00
Explante 5 bl | Le7 157 228 204 | 100 143 000 18 | 000 000 o000 000
Explanie | 10 | 150 200 357 400 | 000 183 286 000 | 000 120 120 000
Explante 2 0| L7 2128 34 1 000 133 314 357 [ OO0 271 18 1B
Explante 3 1.0 150 157 257 245 | 000 383 229 329 | 000 128 000 LTI

Explanie 4 Lo e S 243 071 0,0 533 4,43 100 0,00 243 000 0,00

Explante 5 1.0 .67 il 329 L7l 0,00 1,50 1,71 HALH Rl 337 HAVL o0




4. 2. 3. Formacao de calos

Nao ocorreu formagfio de calos no extremo distal dos explantes, para nenhuma das

condi¢Oes ensaiadas neste estudo.

A organogénese indireta compreende trés etapas sucessivas: formagdo de calo.

Formagdo de gemas e brotagdes destas.

4. 2. 4. Formacao de calos

4. 2. 4. 1. Condic¢ao de incubacio:luz

A acfo isolada, tanto de ANA quanto de BAP, promoveu nos explantes 1, 3, 4 ¢ 5 calos de
maior tamanho no extremo proximal que a auséncia de reguladores de crescimento no meio de cultivo
(Figura 10.A, C, D ¢ E, respectivamente). Com relagdo ao explante 2 (Figura 10.B), este comportamento
foi observado apenas para a presenca de ANA, mesmo assim para concentragdes de ANA proximas a 1,00
mg.L'. A adi¢do de BAP em concentragdes proximas a 0,25 mg.L:! promoveu um menor que a auséncia de
reguladores de crescimento. Para o explante 2, o calo de maior tamanho foi obtido ao se utilizar a
combinacdo entre ANA e BAP nas concentragdes de 1,00 e 0,67 mg.L:!, respectivamente.

Para o explante 1 (Figura 10.A), percebe-se que as melhores respostas foram obtidas quando houve
uma combinagdo entre ANA e BAP, nas concentragdes entre 0,25 ¢ 0,75 mg.L! de ANA e 2,25 e 3,00
mg.L! de BAP.

Os explantes 3, 4 ¢ 5 apresentaram respostas similares, sendo os maiores calos obtidos ao se utilizar
a combinagdo de ANA a 1,00 mgL"' ¢ BAP em concentragdes entre 1,00 e 2,25 mg.L"! para os explantes 3
e 4 (Figura 10.C e D, respectivamente), ¢ entre 2,70 e 3,00 mg.L"! para o explante 5 (Figura 10.E).

4. 2. 4. 2. Condicao de incubagio: escuro/luz

A adigdo de apenas BAP ao meio de cultivo, para todos os explantes, promoveu respostas iguais ou
inferiores & obtidas na auséncia de reguladores de crescimento no meio de cultivo, entretanto seu efeito
combinado ao do ANA induziu a formacéo de calos (Figura 11).

Para o explante 1 (Figura 11.A), embora a combinagdo entre os reguladores de crescimento tenha
sido eficiente, a resposta obtida foi similar a encontrada quando apenas ANA foi adicionado ao meio na
concentragdo de 0,62 mg.L".

Com relagdo aos demais explantes, a combinagdo de aproximadamente 0,70 mg.L'! de ANA e 1,50

mg.L!' de BAP, foi a que resultou na formagdo de calos de maior tamanho (Figura 11.B, C, D ¢ E).
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FIGURA 10. Média para tamanho (mmi’) de calo formado no extremo proximal de segmentos de

epicdtilo de tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubagdo em luz.

4. 2.4.3. Condicao de incubacio: escuro

O tamanho de calo para todos os explantes incubados sob esta condicdo foi afetado pela adigdo de
ANA e/ou BAP ao meio de cultivo (Figura 12). Similar a condi¢iio de incubagdo escuro/luz, a adi¢do de
apenas BAP ao meio de cultivo promoveu respostas iguais ou inferiores as obtidas na ausencia de
reguladores de crescimento no meio de cultivo, entretanto seu efeito combinado ao do ANA induziu a
formagdo de calos.

No explante 1 (Figura 12.A), a formag@o do maior calo ocorreu ao se adicionar ao meio de cultivo
1,00 mg.L' de ANA + 0,51 mgL' de BAP. Para os explantes 2, 3 ¢ Stambém a combinagio entre ANA e

BAP foi a responsavel pela formagdo de calos de maior tamanho, entretanto, as concentragdes requeridas



dos reguladores de crescimento foram distintas, sendo para o explante 2, ANA a 0,74 mg.L' + BAP a 0,74
mg.L' (Figura 12.B); para o explante 3, ANA a 0,63 mg.L' + BAP a 1,40 mgL' (Figura 12.C); e para o
explante 5, ANA a 0,70 mg.L'+ BAP a 0,56 mg.L" (Figura 12.E).
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FIGURA 11. Média para tamanho (mn’) de calo formado no extremo proximal de segmentos de

epicotilo de tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubac@o em escuro/luz.
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FIGURA 12. Média para tamanho (mmni’) de calo formado no extremo proximal de segmentos de

epicdtilo de tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubagdo em escuro.

A capacidade média de cada um dos cinco segmentos de epicdtilo formar calo no extremo
proximal, quando cultivados em meio de cultivo combinando diferentes concentragcoes de ANA ¢ BAP e
incubados em distintas condi¢des luminicas, pode ser verificada no Quadro 11. Com independéncia da
condi¢do de incubagdo, calos de maior tamanho se formaram quando se adicionou auxinas no meio de
cultivo. O tamanho do calo aumentou com o aumento da concentragio (de 0,10 para 1,00 mg.L"), desse
regulador de crescimento. Entretanto, o efeito da auxina sobre o tamanho do calo dependeu também da
presenca ¢ das concentragdes de BAP e da condigdo de incubagdo. Os calos foram de maior tamanho,

quando se cultivou os explantes em meio combinando 1,00 mg..' de ANA com 0,50 mg.L' de BAP ¢



a incubagdo ocorreu no escuro. A incubagdo em escuro/luz apresentou valores intermediarios. Para estas
duas condi¢des de incubagdo ¢ interessante verificar, que na auséncia de auxinas, a formagdo do calo foi
induzida apenas quando se usou uma concentragio especifica 6tima de BAP (1,00 mg.L'"). J4 na condigdo
de luz, o tamanho do calo aumentou com o aumento da concentra¢do desta citocinina.

Em nenhum dos tratamentos ensaiados (Quadro 11), nas diferentes condi¢des de incubagdo (luz,
escuro/luz e escuro), se estabeleceu claramente um gradiente para a formagdo de calo do primeiro ao quinto
segmento de epicotilo de tangerineira ‘Cledpatra’.

Para se precisar a origem do calo sdo necessarios estudos histologicos. Grinblat (1972) ao realizar
estes estudos, em explantes partidos horizontalmente de Calamodium Citrus madurensis), descreve o calo
como uma extensdo de camadas do cortex, o que dscorda do estudo realizado por Dias (1998). Segundo
este autor, em estudos realizados com citrange ‘Troyer’, o calo origina-se a partir da divisdo de células
parenquimaticas da medula do explante, quando este ¢ incubado horizontalmente no meio de cultivo, e a
divisdo de células da medula e do cortex do explante, quando este € incubado verticalmente.

Neste estudo se demonstra que a formagdo do calo depende tanto da presenca de BAP no meio de
cultivo, quanto da presenca de ANA. A observacdo sobre a exigéncia de BAP coincide com o observado
em citrange ‘Troyer’ (Barlass & Skene, 1982; Dias, 1998); citrange ‘Carrizo’ (Moore, 1986); Citrus
reticulata (Gill et al., 1995) e Citrus sinensis (Maggon & Singh, 1995). Ja com relagdo ao requerimento de
ANA, este também ¢ detectado em trabalhos realizados com diferentes espécies citricas como tangerineira
‘Cleopatra’ e Citrus aurantium L. (Moore, 1986) e tangerineira ‘Comuna’(Gill et al., 1995). O efeito da
auxina depende criticamente, nos estudos destes autores, do nivel de citocininas, ndo sendo imprescindivel,
em alguns casos.

O estimulo do desenvolvimento do calo em incubac¢do no escuro tem se manifestado em diversas
espécies citricas (Raj-Bhansali & Rya, 1987; Duran-Vila et al, 1989, 1992) e ¢é pratica geral para se

conseguir tecido desorganizado destinado ao cultivo em suspenséo.

4. 2. 5. Formaciao de gemas

4. 2. 5. 1. Condicao de incubacio: luz

Os explantes incubados sob condigdo luz ndo apresentaram respostas positivas a presenca de
ANA e apenas o explante 5 (o mais distaante do n6 cotiledonar) apresentou resposta positiva a presenga de
BAP, sendo a concentragio de 0,42mg.L’' desta citocinina a mais efetiva no processo de formagio de

gemas (Figura 13.B).



QUADRO 11. Médias referentes a sete repeticdes, para o tamanho (mm’) de calos formados no

extremo proximal de segmentos de epicotilo de tangerineira ‘Cledpatra’, nas distintas

condicdes ensaiadas.

ESCURO/LUZ ESCLRO
ANABAP[ 00 05 L0 30 [ 00 05 10 30 [ 60 05 Lo 30
(mgl) | .
Explante | 00 | 000 171 729 87 [ 000 000 343 229 | 000 000 829 37
Epane? 00 | 000 28 47 657 | 000 000 514 0w | 000 00 657 0
Explante3 00 | 000 214 471 743 | 000 000 48 129 | 000 000 657 000
Explamed 00 | 000 114 400 8% | 000 000 41 000 | 0,00 000 571 00
Explante5 00 o0 08 4B 5% | 0m 0 37 oW | 0® 0m 55 0m
Expamel 01 | 000 557 871 1L14 | 114 600 S71 53 | 83 171 114 5B
Explante 2 01 | po0 571 657 78 | 714 643 500 320 | 71T 686 529 4467
Ephmed 01 | 00 429 6483 829 | 557 64 136 457 | 567 729 500 400
Explanted 0, | 000 529 48 536 | 641 514 410 286 | 617 843 400 417
Explanies 01 | 000 400 571 88 | 557 436 400 300 | 617 78 400 433
Explamel 10 ;'s-.m 143 1143 986 | 983 1750 1270 971 | 1783 35 B 971
Explante2 L0 | 367 1343 814 086 | 967 1667 1157 1143 | 1150 2657 1300 600
Explante3 10 | 450 743 700 829 | 1017 1617 1500 914 617 1886 986 629
Bxpanted 10 | 467 914 851 943 | 817 2007 1571 700 | 83 8% 1471 514
Eples 10 | 2B 771 78 100 | L1 77 B® 68 | 817 BH BN 58

T



Os explantes 1, 2 e 3 ndo apresentaram resposta a nenhum dos dois reguladores de crescimento, nas
A - A —
concentragdes testadas ¢ nem ainteragdo entre estes (GP = GP= 0,10, para o explante 1; GP =GP = 0,06,

A -
para o explante 2 e GP = GP = 0,01, para o explante 3) e para o explante 4 (Figura 13.A), a auséncia de

reguladores no meio de cultivo proporcionou a maior formagio de gemas.
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FIGURA 13.Média de gemas formadas no extremo proximal de segmentos de epicotilo de

tangerineira ‘Cledpatra’ sob incubagdo em luz.
4 2. 5. 2. Condi¢ao de incubacio: escuro/luz

Para a condigdo de incubagdo escuro/luz, os explantes apresentaram respostas similares (Figura

14). A agdo isolada de ANA promoveu respostas inferiores as obtidas na auséncia de reguladores de
crescimento no meio de cultivo.

Apesar das combinagdes entre ANA a 1,00 mg.L"' ¢ BAP em concentragdes baixas (entre 0,25 ¢
0,75 mg.L', aproximadamente), propiciarem maior formagio de gemas que a auséncia de reguladores de
crescimento, estes valores sdo inferiores aos obtidos pela agdo isolada de BAP nas concentragdes que
promoveram os melhores resultados. De uma forma geral todos os explantes apresentaram maior formaco
de gemas quando utilizou-se BAP em concentragdes proximas a 0,50 mgL", sendo 0,46 mgL"' para os
explantes 1 ¢ 5 (Figura 14.A e E, respecitvamente); 0,45 mg.L' para o explante 2 (Figura 14.B); 0,49 mg.L
"para o explante 3 (Figura 14.C); e 0,50 mg.L'' para o explante 4 (Figura 14.D).
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FIGURA 14. Média de gemas formadas no extremo proximal de segmentos de epicotilo de

tangerineira ‘Cledpatra’sob incubagdo em escuro/luz.

4. 2. 5. 3. Condicao de incubacio: escuro

Os cinco explantes incubados sob a condi¢@o de escuro (Figura 15) apresentaram resultados

semelhantes, os quais coincidem, em grande parte, com os resultados apresentados para a condi¢@o de

escuro/luz (Figura 14). Novamente a adi¢do de ANA promoveu respostas inferiores as obtidas na

auséncia de reguladores de crescimento.

Para todos os explantes um maior nimero de gemas foi obtido ao se adicionar 0,49 mg.L ~'de

BAP (Figura 15). A combinagéo entre ANA e BAP apesar de apresentar resposta positiva em alguns

casos (ANA a 1,00 mg.L' e BAP a aproximadamente 0,50 mg.L"), sempre promoveu resultado inferior a

melhor concentracdo de BAP.



Pl o T S P b e Trie s e el | T e e i e Thiedn v Bl
P TR 5 AT 0 A T R BT BT RKAR I 4 7 A & PP PP ] AN TR FA A A AN - AR
FBNIMRIAF ¢, STSTNAPREAF, F 2 0T i AFLEAF 1 JAEAANARNF g'= o7z

4

i a3

2 i,m

4 375

| 2,45

| ! T 4.5
1 A7 |
g £im |

o T8

]

3 117

L2 ] [k ] £ a5 .
Copwetrirmie d B g L Concenmcie e S reg L
FRIMMAITE O RNTR [N P T e TR Hsrees o Qeeean prosmesh foTrodr oo e e 4
30 AT, T PR AN 25 POROKEAP T S0 MAMAT 22 DuB0maAR B R e BRPTARA I ASETNRAF0 DADEAMAT 34 721 AXEAF o

(vl

+T TR TENEAR i ST OAMARAD B 0 T o IDEKIAS | DD AMMIAP. I = 0 TE

2.00

Coaerecis e BAS g L
Cnamn s s AR (e |

8
Cimdimclin e AHA g b e de ARA frg i

iy the G it b il rei sl 4
G 430 TLANA P SRS 1T ASTRAMA 33 BT o
0, FHENEAF <L JEIENANAIAR R - 0 T0
10

Carmmnrscia o BAF (ng L)

| Crmsiracin Sn AMA imll

FIGURA 15. . Média de gemas formadas no extremo proximal de segmentos de epicotilo de

tangerineira ‘Cledpatra’sob incubagdo em escuro.

Pode se visualizar, a partir do Quadro 12, que os explantes incubados sob condi¢do de
luz ndo formaram gemas na presenca de ANA e/ou BAP, nas concentragdes ensaiadas neste
estudo, o que sugere um possivel efeito inibidor destes reguladores de crescimento nesta
condi¢do de incubagdo.

No quadro 12, também pode ser verificado que dentre as condigdes de incubagio testadas, a
mais eficiente na formaco de gemas proximais foi a condigdo escuro, sendo esta apenas um pouco

superior a condigao escuro/luz.

QUADRO 12. Médias referentes a sete repeti¢cdes, para o nimero de gemas formadas no extremo



proximal de segmentos de epicotilo de tangerineira ‘Cledpatra’, nas distintas

condi¢des ensaiadas.

m

LuZ ESCURC/LUZ . ESCURD
ANABAP| 00 05 10 30 | 00 05 L0 30 | 00 05 10 30
(mg.l_"l |

Explante 1 0,0 0,33 (.37 0,00 000 | 066 1026 213 0,00 L0 1614 443 0,29

Explante 2 60 | 000 050 000 000 | 000 1133 L0 014 000 1486 433 {0,040

Explante 3 00 | O 006 000 000 | 000 800 2,67 000 | 000 1030 25 017

Explante 4 00 | 000 067 000 000 | 000 B33 283 000 | 000 IL17T 33 000

Explante 5 0,0 0,17 000 000 000 @ 000 817 150 000 | 000 118 300 033

Explante | 0,1 000 000 000 000 | 000 55T 214 000 | 000 557 214 00
Explante 2 g1 | 000 014 000 000 | 000 14 014 000 | 000 567 21T 000

Explante 3 01 000 0N £, 0} 0,00 | 000 Loo 17 000 | 000 467 (183 0,00

Explante 4 0,1 000 000 033 000 | 400 200 050 017 | 033 550 042 000

Explante 3 0,1 000 000 000 000 | 000 167 017 017 | 000 033 114 000
— —_— E

Explante | L0 000 000 028 000 | 000 050 000 042 000 100 114 029

Explante 2 1,0 000 000 000 014 | 000 017 000 000 | 017 17 1l6 000

Explante 3 Lo | 000 08T 000 000 | 000 050 0350 000 | 000 150 167 017

Explante 4 4 | 0l 0,00 000 05 [ 000 000 067 0,33 0,00 150 067 0,00

Explante 5 14 | 000 0,0 0,00 033 0,00 .50 REY 0,50 0,00 0,33 067 0,31
e e e e ———————— ., —



A formagdo de gemas no extremo proximal dos explantes incubados sob condi¢do escuro/luz,
ocorreu quando ao meio de cultivo foi adicionado BAP nas concentragdes de 0,50 e 1,00 mg.L' e quando
estas concentragdes foram combinadas a 0,10 mg.L' de ANA. Para os explantes incubados no escuro, a
formagdo de gemas ocorreu ao se adicionar BAP nas concentragdes de 0,50 e 1,00 mg.L' e quando estas
concentragdes foram combinadas a 0,10 e 1,00 mg.L' de ANA, sendo que o maior nimero de gemas
proximais foi obtido na concentragio de 0,50 mg.L".

Nao foi possivel constatar com nitidez a formagdo de um gradiente organogénico em nenhum dos

tratamentos ensaiados nas diferentes condi¢des de incubagdo (luz, escuro/luz e escuro).
4. 2. 6. Desenvolvimento de botos

No Quadro 13, estdo apresentadas as médias para os cinco explantes, referentes a todos ao
tratamentos, para a caracteristica brotos formados no extremo proximal, nas diferentes condigdes de
incubag@o ensaiadas (luz, escuro/luz e escuro).

Em praticamente todos os tratamentos e condi¢cdes de incubagdo ensaiadas neste estudo, nio
ocorreu brotacdo no extremo proximal. Apenas quando os explantes foram incubados no escuro, nos
tratamentos constituidos pela concentragdo de 0,50 mg.L'l de BAP e na combinagdo desta concentragdo
com 0,10 mg.L'1 de ANA, houve formag@o de brotos neste extremo, para todos os explantes. E importante
verificar ainda, que para estes dois meios de cultivo, ndo se estabeleceu um gradiente do primeiro ao
quinto segmento de epicdtilo, com relacdo a capacidade de formagao de brotos.

No presente estudo a formacdo de gemas e brotos no extremo proximal foi estritamente
dependente da presenga de BAP no meio organogénico, concordando em parte com o descrito por Dias
(1998), o qual assinala ndo s6 a necessidade da presenga de BAP no meio de cultivo, como também de
baixas concentragdes de ANA (0,10 mg.L™").

Um efeito inibidor de concentragdes elevadas de BAP sobre a regeneragdo de gemas e brotos, ¢
sobre o vigor dos brotos formados tém sido verificado em diferentes trabalhos com distintas espécies
citricas (Moore, 1986; Sim et al, 1989; Goh et d, 1995), o qual também foi constatado neste trabalho,
uma vez que concentragdes de BAP superiores a 0,50 mg.L' promoveram respostas iguais ou inferiores a
auséncia de reguladores no meio de cultivo.

Apesar das necessidades requeridas, quanto a natureza do regulador de crescimento e¢ da
concentracdo destes, variarem em cada etapa da organogénese indireta, a incubagdo dos explantes sob
condi¢do escuro foi a mais eficiente para todas as etapas (Quadro 11, pagina 65; Quadro 12, pagina 69;

Quadro 13, pagina 71).



QUADRO 13. Médias referentes a sete repeti¢oes, para o numero de brotos formados no extremo
proximal de segmentos de epicétilo de tangerineira ‘Cledpatra’, nas distintas
condi¢des ensaiadas.

W

LUZ ESCUROLLUZ ESCURG
e s e et i T T TS w— . _
ANA/BAP | D1 05 1.0 3,0 (.0 03 1.0 il .0 0.5 |0 30
1
o [‘mL'L i = rem——— gen i e T ——
Explante | 0.0 000 057 o 000 | 00 000 000 000 | 033 3114 000 0,00

Explame? 00 | GM 000 DM 000 | 000 028 000 04 [ 000 170 000 0N

Eglmel 00 |00 000 000 0% | 0W 0@ 000 000 | 0N 17 000 00

[
Exlames 00 | 000 000 00 000 [ 000 067 000 000 | 000 LTI 000 0,00

T T——— T — e e s e - S

Explante 1 01 | 000 000 000 00 D00 000 000 000 | 000 186 028 000

I°

Explante 4 {10 000 08 000 083 | 05T Ol 000 000 | O 2m 000 000

Explante 2 0.1 00} 000 000 000 | 000 000 000 000 [ 000 157 D00 400

Fgmel 01 | 0m 0@ 0 000 | 000 000 014 0% | 00 LW 01 O

Boamed 01 | 0W 00 00 0@ | 00 G# 000 000 | 0 LT 000 O

Explames 0 | 000 000 006 000 | 000 000 000 000 | O0D0 086 000 0,00

e ——— e —— _ N
Explante | 1.0 000 000 014 000 | 000 op0 000 QOO | 000 poo 000 000

Explante 2 10 im:{a 000 000 000 | 000 600 000 000 | 000 000 000 00

Explante 3 10 | 000 033 0D 000 | 000 000 D00 Q00 Lo 008 000 0N

Eqlmed 10 | 00 00 000 000 | GO0 000 000 00 [ 000 000 GM 000

Explante § 10 poo 000 000 000 | 000 000 000 0,00 i o0 000 0p0 000
M



4. 3. Efeito do acido naftaleno-acético, acido indolbutirico e acido 2-4
diclorofenoxiacético (2-4D) no processo de enraizamento de apices de plantulas

A partir do Quadro 14, pode-se observar que a presenca de auxinas favoreceu o processo de
enraizamento para a maioria das condi¢Oes ensaiadas. A menor resposta para este processo foi
verificada, quando se combinou concentragdes de ANA, AIB e 24D, respectivamente, 0,5 mg.L'l,
0,5 mg.L' ¢ 0,4 mg.L'. De acordo Gaspar et al. (1996), as auxinas exercem forte influéncia sobre
os processos de expansdo do crescimento celular, acidificagdo da parede celular, iniciagdo da
divisdo celular e organizagdo dos meristemas, originando tecidos ndo organizados (calos) ou o6rgaos
definidos (geralmente raizes) e promovendo a diferenciagdo celular. Haissig (1973), reporta que as
auxinas sdo os unicos reguladores de crescimento que aumentam, consistentemente, a formagdo de
primoérdios radiculares, pelo menos em tecidos que naturalmente apresentam certa predisposicao ao
enraizamento.

A concentragio de ANA a 1,0 mgL' ¢ a combinagio de ANA e AIB na concentragio de
0,5 mg.L', para ambas auxinas, constituem os protocolos mais utilizados para a obtengdo de
enraizamento em diferentes explantes. Alguns autores como Kitto & Young (1981) e Bhat et al
(1992), também citam a adi¢do de AIA ao meio de cultivo em diferentes concentragdes como sendo
eficiente no processo de enraizamento, entretanto, na literatura pesquisada ndo foi encontrada
nenhuma referéncia a utilizagdo de 2,4D com este objetivo.

Percebe-se, também, a partir da revisdo de literatura, que para muitos casos ocorre uma
inconsisténcia em relacdo aos resultados ao se trabalhar como uma mesma espécie em diferentes
laboratorios. Por exemplo, Singh et al, (1994) indicam a necessidade de uma combinac¢do muito
especifica de reguladores de crescimento, a qual inclui BAP, ANA e AIB para se obter o
enraizamento em  Citrus reticulata, enquanto Pérez-Molph-Bach & Ochoa-Alejo  (1997),
conseguem obter enraizamento de apices desta espécie em concentragcdes de ANA ou AIB a 0,5 ¢
1,0 mgL".

No presente estudo, a adicdo de ANA ao meio basal, apresentou um efeito positivo na
formagdo de raizes e de calos para todas as concentracdes ensaiadas. A concentracdo mais elevada
desta auxina (1,5 mgL") foi a responsivel pelo maior numero de épices enraizados e maior
namero de raizes por plantulas, quando comparada com as concentragdes de 0,5 ¢ 1,0 mgL'.
Entretanto, percebe-se uma relagdo inversa entre o nimero de raizes formadas e o comprimento
médio destas. Para a concentragio de 1,5 mg.L' desta auxina, o comprimento médio de raizes foi
igual a 1,58 cm, o que ndo ¢ satisfatorio, uma vez que o comprimento minimo das raizes deve ser,
segundo Li (1997) e Dias (1998) de no minimo 2,5 a 3,0 cm para que a posterior aclimatagdo das
plantulas ocorra de forma satisfatoria. Nas concentragdes mais baixas ensaiadas desta auxina (0,5 e

1,0 mg.L), o comprimento médio das raizes satisfaz & exigéncias, quanto a posterior aclimatacio
das



QUADRO 14. Influéncia do meio de regeneragdo no enraizamento de dpices de plantulas de

tangerineira ‘Cledpatra’regeneradas n vitro. Médias referentes a dez repeticoes.

Meio basal + Auxinas (mg L) Propergiode | Numeromedio | Comprimento | Proporgiode | Vigor meédio das
apices envaizados| de razespor | médio de raizes | apicescomcalos|  plintulas

ANA Al 24D pliatula -

{1,000 1] 0,00 10 (408 16 23 010 e 31X
0.00 1,0 1.0 10 (B0%) AT 448 18 TR 1 ] 1,80
0,00 | 50 (0,00 070 (1000 1,23 249 10 {0s) 1,30
0,50 {1,000 .00 10 (%) 133 300 90 (90) 200
1,00 i 0 0,00 B0 (R0 6,87 250 B0 (R0 PAlt
L3 0,00 0.3 110 (100%) 718 1,58 1610 (100%) 200
1,50 1] 0.00 1T (100%) 34 3,00 Y10 (100%%) 2.0
(0,50 ;.50 0.20 B0 (B0 412 (1,35 [0 (100 2.0
T 050 T TR 0.2 i (o] 20
(1,00 (.00 0,0} pAE LI 1, 41 .0 43 10 () 1,70




plantulas e, apesar do niimero de apices enraizados e raizes formadas por plantulas serem menores
que os obtidos para a concentracdo mais elevada, as plantulas apresentaram-se vigorosas, o que faz
com que estas concentragdes sejam mais indicadas para o enraizamento. No entanto, o uso da
concentracio de 0,5 mg.L', apresenta-se mais vantajoso ndo so pela redugio de custos, mas
também porque esta apresentou valores médios superiores para &pices enraizados e para o
comprimento médio de raizes, quando comparada a concentragio de 1,0 mg.L™. O aumento da
concentragdo utilizada de ANA interagiu de forma positiva na formagdo de calos, ou seja, a medida
que a concentragdo aumentou, também ocorreu aumento da formacfio destes. A desvantagem da
formagdo de calo no processo de enraizamento sera discutida posteriormente.

Como ocorrido com ANA, a adicdo de AIB ao meio basal, induziu maior resposta ao
processo de enraizamento de 4pices. A presenga no meio de regeneragio de 1,5 mg.L' desta auxina
proporcionou maior média para apices enraizados e para nimero médio de raizes por plantula,
embora o comprimento médio de raizes (2,69 cm) tenha sido inferior ao produzido pela
concentragdo de 1,0 mg.L" deste regulador de crescimento (4,48 cm). Apesar do nimero de apices
enraizados e do nimero de raizes por plantulas aumentar a medida que a concentragdo desta auxina
aumentou, o vigor das plantulas reagiu de forma inversamente proporcional, e ao contrario de todos
os demais tratamentos ensaiados neste trabalho, nos meios de cultivo, onde se adicionou
exclusivamente AIB ndo houve formacao de calo na base dos explantes.

Com relagio a combinacio de 0,5 mg.L' de ANA com 0,5 mgL"' de AIB, esta apresentou
resultados superiores para o nimero de apices enraizados, nimero médio de raizes por plantula,
comprimento médio de raizes e apices com formagdo de calos quando comparada a acdo isolada de
AIB para esta mesma concentracdo. Entretanto, no que se refere ao vigor das plantulas, a
superioridade desta combinagdo nao foi observada, sendo o resultado apresentado (2,0)
ligeiramente inferior ao apresentado pela aco isolada de AIB (2,2). Comparando-se os resultados
obtidos para a combinagdo ANA + AIB (0,5 mng, para ambos), ao efeito isolado de ANA a 0,5
mg.L', também se pode perceber, em geral, uma resposta ligeiramente superior da combinagio
dessas auxinas com relagdo ao nmimero de apices enraizados, nimero médio de raizes por plantula,
e apices com formacdo de calos, enquanto o vigor apresentado pelas plantulas para ambos os
tratamentos foi semelhante, indicando que o efeito isolado de ANA a 0,5 mgL"' também satisfaz 3
necessidades exigidas para que ocorra @raizamento satisfatorio dos apices de plantulas estioladas
de tangerineira 'Cledpatra’ formadas in vitro.

Os resultados obtidos neste trabalho concordam em parte com os apresentados por Dias
(1998), para o enraizamento de apices regenerados in vitro a partir de segmentos de epicotilo de
citrange 'Troyer'. Segundo este autor, a adigdo ao meio de cultivo (MS) da combinagdo de ANA e
AIB, na concentragio de 0,5 mg.L' para ambas auxinas ou de ANA na concentragio de 1,0 mg.L'
promoveu enraizamento satisfatorio. Starrantino & Caruso (1987) também obtiveram uma

formagcio satisfatoria de raizes ao adicionarem ao meio basal (MS) a concentrago de 1,0 mg.L’



de ANA, ao estudarem o processo de enraizamento em brotagdes formadas a partir de segmentos
nodais de hastes de plantas crescidas in vitro de diferentes porta-enxertos citricos (citrange "Troyer'
e 'Carrizo', 'Flying Dragon' e um mutante ananicante de citrange "Troyer").

No presente estudo, com a adigio de 24D a combinagio ANA + AIB (0,5 mgL', para
ambas auxinas) pode-se verificar que a presenca de 0,2 mgL' de 24D aumentou o nivel de
resposta para nimero médio de raizes por plantula, passando de 3,40 para 4,12. Entretanto, para
numero de 4pices enraizados e comprimento de raizes por plantulas, a presenca de 0,2 mg.L' de
24D inibiu o processo. A inibicdo para os citados parametros foi claramente superior, ao
incorporar 0,4 mgL' desta auxina ao meio j4 combinando de AIB e ANA a 0,5 mgL'. Isto
demonstra, portanto, que o 2,4D, nas condigdes ensaiadas, apresentou efeito negativo sob processo
de enraizamento de apices.

A formagdo de um calo compacto e achatado na base dos apices dependeu diretamente da
presenca e do tipo de auxina adicionada ao meio de cultivo. A presenca de ANA no meio de cultivo
interagiu positivamente na formagdo de calos, sugerindo, desta forma, uma possivel organogénese
indireta no processo de formagdo das raizes, o que poderia constituir uma desvantagem ao processo
de enraizamento, pois nas plantulas que apresentavam calos pode ser observado um
amarelecimento em algumas folhas, o que pode, talvez, ser explicado, devido a uma deficiéncia
nutricional, motivada pela possivel organogénese indireta, através da qual, os primérdios
radiculares se formavam a partir do calo, ndo estando desta forma, o sistema vascular da raiz
conectado diretamente ao sistema vascular do apice o que pode ter causado uma absor¢do apenas
passiva de nutrientes.

A presenca de 2,4D também influenciou a formagdo de calos. Os apices que se encontravam
em meios de cultivo onde este regulador de crescimento estava presente, foram os primeiros a
apresentar esta estrutura ¢ também foram os que mais demoraram a apresentar raizes, as quais SO
comegaram a ser visualizadas apos vinte dias de incubacgdo, contrastando com os demais
tratamentos ensaiados, onde as raizes puderam ser visualizadas em média dez dias apos a
incubagdo dos apices. Este estimulo a formagdo de calos promovido pelo 2,4D, concorda com a
descrigdo feita para esta auxina por Assis & Teixeira (1998), os quais a descrevem como uma
potente indutora do enraizamento para certas espécies, apresentando, entretanto, como
desvantagem o fato de inibir o desenvolvimento das partes aéreas e estimular a formagao de calos.

Também ¢é importante ressaltar, que nos meios de cultivo onde foram adicionados ANA e
2,4D, as raizes formadas apresentaram uma espessura mais grossa que as formadas nos meios onde

os reguladores de crescimento estavam ausentes ou nos meios onde foi adicionado apenas AIB.



5.CONCLUSOES



O melhor protocolo para a obtengdo de maior niimero de plantulas axénicas, normais e
vigorosas foi estabelecido, quando se desinfestou sementes intactas (primeira desinfestacdo)
por trinta minutos em solugdo de &cido hipocloroso 0,5% v/v, seguido da retirada do
tegumento externo das sementes (testa), quando, entdo, estas foram submetidas a Segunda
desinfestacdo, que consistiu na imersdo das sementes em &cido hipocloroso a 1,0% por

cinco minutos.

O processo de morfogénese no segmento de epicotilo ocorreu tanto por um processo de
organogénese direta, mediante a diferenciagdo de gemas a partir de um meristema pré
existente (cAmbio vascular), como por um processo de organogénese indireta, mediante a

formacao de nodulos meristematicos.

No extremo apical dos explantes, o qual ndo encontrase em contato com o meio de cultivo,
formaram-se gemas a partir do cdmbio por um processo de organogénese direta, € no
extremo proximal dos explantes, ocorreu a formacio de um calo organogénico, a partir do
qual se formaram nddulos meristematicos que deram origem a gemas e brotos

(organogénese indireta).

Na organogénese direta, a diferenciacdo de gemas ndo necessitou do aporte de reguladores
de crescimento, entretanto, esta foi significativamente aumentada ao se adicionar BAP ao
meio organogénico (0,5 mg;L') na condigio de incubacgio escuro/luz, a qual foi a mais
efetiva para este processo, o que proporcionou a obtencdo de 25,75 gemas distais por
plantula. Para o processo de brotacdo, as melhores respostas foram obtidas ao se adicionar
ao meio de cultivo 1,6 mg.L' de BAP, quando os explantes encontravam-se sob incubagio

em luz, totalizando aproximadamente 9,45 brotos distais por plantula.

Para a organogénese indireta, a incubagdo dos explantes no escuro foi a mais efetiva em
todas as etapas, entretanto, as necessidades requeridas, quanto a natureza do regulador de
crescimento ¢ da concentracdo destes, variaram. Para o processo calogénico foram
necessdrias combinagdes especificas entre ANA e BAP, para cada explante, enquanto, para
a formagdo de gemas e brotos a adi¢do de 0,50 mg.LL' de BAP ao meio de cultivo promoveu
de uma forma geral os melhores resultados, sendo desta forma possivel a obtencdo de

aproximadamente 40,65 gemas proximais a partir de uma plantula.



Para a obtencdo de enraizamento de 4apices de plantulas estioladas de tangerineira
‘Cleopatra’ formadas in vitro, a adi¢do ao meio basal, tanto da combinacdo de AIB ¢ ANA a
0,5 mgL', quanto de apenas ANA na concentragio de 0,5 mgL’', podem ser

recomendadas, devido ao efeito positivo proporcionado por estas a este processo.



6.APENDICE



Apendice 1. Analise de varidncia para a formagio de gemas no extremo distal dos

seﬁr'nemﬂs de Egioﬁlilu de tangcri neira ’{"leﬁlzmra'

Ouadrados médios

Fonte de Vanaedo il luz Escuro/Luz Escuro
ANA 2 2,6595™ 21.3071™ 1077452
BA 3 13,1519™ 827746 2763968
ANA x BA 6 3.8944™ 48.6627 6230407
Ermro A 216 6.5611 21,2270 16,6825
Posigao do explante 4 24,771 26,6155 18,5595™
Rep x posigio do expl 30 39190 11,3532 6.1 103
ANA x posigo do expl & 14303" 7,9440™ 11,2095™
BA x posigio do expl 12 3,0603™ 7,5456™ 24,7659
ANA x BA x posigio do expl 24 3.5R59™ 7.2361™ 13,7801
Erro B 258 3.0942 93518 2.3279

Ll B

rEspect ivamenle

eleitos significativos a 1% ¢ 5% de probabitidade & ndo significativo pelo testc F.

Apéndice 2. Analise de variancia para o desenvolvimento de brotos no extremo distal dos

scementos de epicotila de tangerineira 'Cled

atra’,

Cuadrados médios

Fonte de Variacin Gl luz Escuro/Luz Escuro
ANA 2 | 03095 1,9595™ 26,0024
BA 3 21,8190 48,4468 2145007
ANA x BA 6 2. 1643 47.6611" 83071
Lo A 216 65,2286 6,7040 3,7206
Posigic do explante 4 14,6274 14,2345 2,0250™
Rep x posigio do expl 30 2.7706 53008 a77h
ANA x posigio do expl 8 2,7809% 9.7452" 1,7018"
BA % posigio do expl 12 3,0480" 63377 2.0313™
ANA x BA x posigio do expl 24 2,3706™ 4.7008™ 2,2962%
Erro B 258 | 8289 4,9070 1 4887
e

respect vamenic

efertos significativos @ 1% e 5% de probabiidade ¢ ndo significativo pelo lesie F



Apéndice 3, Analise de variincia para o tamanho (mm’) de calos formados no extremo

_ meima! dos sepmentos de eEicutiE{; de ta.ngurim:ira ‘Ci:ﬂ&lrﬁ'

Ouadrados médios

Fonte de Variagio GL luz Escura/Lusz Escuro
ANA 2 740,6167 42376167 S047.0300
BA 3 925 9833" 3221397 938 5492"
ANA x BA 6 81,8452 3244230 845 6630
Erro A 216 27,4825 17.9500 80,9143
EXPL 4 62,9131 26,9726 2172381
Rep x posigio do expl 30 12,1478 1.5611 44 1404
ANA x EXPL % 12.5184™ 10,2023"™ 82,7809
BA x EXPL 12 13.4099™ 21,4869 14,6682
ANA x BA x EXPL 24 82748 20,0232 39.0944™
Erro B 258 82103 %.5013 36,0895

2w P efertos sigmificativos a 1% ¢ 3% de probabilidade ¢ ndio significativo polo teste F.
I'I...'SII:I:!!I‘.:;! menie

Apéndice 4 Analise de variineia para a formagiio de pemas no extremo proximal dos

mﬁmenms de eeicmilu de tanﬁerinfira '€ ieéeaim'

Quadrados médios
ANA 2 0.2457™ 2932738 524 5190
BA 3 0,9039" 318.5714" 10316659
ANA x BA 6 0,3278™ 174.7881"" 3066182
Erro A 216 00,2865 4,1023 13,0563
Posigdo do explante 4 0L0639™ 0.9226™ £.3238™
Rep x posigio do expl 30 00,3643 19190 63024
ANA x posigio do expl 8 o 17207™ 1.7619™ 4 8300
BA x posigio do expl 12 0,0647™ 2.6686" 2.7889"
ANA x BA x posicio do expl 24 0,3575™ I 9ag4™ 237"
Erro B 258 0.2841 1,2909 34952

BEE M eleitos significativos a 1% e 5% de probabilidade ¢ whio sipmficativo pelo teste F,
respectivamente,




Apéndice 5 Analise de varidncia para o desenvolvimento de brotos no extremo

privamal dos segmentos de epicotilo de tangerineire 'Cleapatra’

¢ iraes reston Hort. ex. Tan)

Ouadrados médins

Fonte de Vanagio oL luz Escuro/luz Escuro
ANA 2 0,23007 03024 13,5881
BA 3 02444 0.2563 36,4005
ANA x BA & 0.1516™ 0,0992™ 11.6262"
Erro A 216 0,1032 00,0857 1.1921
EXPI 1 0.0559™ o,1512" {1 9960
Peep % posigdo do expl 30 01159 O 1040 (. 7833
ANA x EXPL R 0,0792™ 0,0673™ 0.3827™
BA x EXPL 12 0,0798™ 0,1591 0.5147™
ANA x BA x EXPL 24 0,1149™ 0,1181% 0,3772"™
Erro B 258 0. 1238 2.0736 0.5674

w1 ofeilos sipmificatives 2 1% ¢ 5% de probabihidade e nde sienificative pele tesie F.

respoectivamenis
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