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CULTURA DE TECIDDS NUCELRRES, ISDLAMENTD E
RADIDSSENSITIVIDADE DE PROTOPLASTOS DE

Citrus sinensis (L.} Osbeck cv. FPera

Autora: Maria Helena de Souza Galdman

Orientador: Prof.DOr. Rkihiko Ando

RESUMD

0 Lltongo periodo de juvenilidade, a alta
heterozigosidade, a escassez de caonhecimentos sobre o modo
de heranga de muitas caracteristicas de interesse, a auto-
incompatibilidade, a esterilidade e a embriaonia nucelar s$a
sérios obst&culas para os praogramas de melhoramento das
espécies citricas. Uma abordagem recente para s}
melhoramento genética é baseada na cultura de tecidas,
incluindo o uso de protaplastas , a mutagénese "in vitro® e
a seleg80 "in vitro® de caracteristicas desejadas.

No presente trabalho, foram estudados os
fatores envolvidos na aobten¢g%o de calos embriogénicos de
Citrus sinensis cv. Fera. Foram cultivados nucelos e 6Gvulos
extraldos de frutos de diferentes idades ap6s a antese, em
quatro diferentes meios de cultura e nas candigl8es de escurao

e de luminasidade. f1ls explantes desenvaolveram embridides e



pléantutas, as guais ariginaram calaoas embriaogfnicas a partir
da regi%o do hipocétila. Os nucelaos apresentaram as maiares
percentagens de farmag¥%a de calas embriaoglnicas nas diversas
condigées de cultiva testadas. 0 aparecimento e a
praliferag%o das calaos embrioglnicas acorreram em meios de
cultura sem harmbénios vegetais. D usa do 2,4-D nos meias de

cultura resultou na inibig%o da embriaoglnese nucelar *in

vitra®.

Hauve o surgimentao de calos, sem
caracteristicas embriogénicas, a partir dos tegumentas dos
6vulas. Esta observag3oc foi confirmada através de analises

histaolbgicas.

Visanda determinar as condig8es ideais para a

isalamenta de protoplastas viaveis, a partir das calas
embriogé&nicaos, foi utilizada a métada  *Simplex® de
otimizagdo. Este métaoda fai bastante eficaz, tenda

aumentado cerca de 15 vezes a produg%oco de praotaplastas
viaveis. Rs melhaores candig¢8es experimentais para o
isalamento faram: digest¥o enzimatica paor 5 haras, em meia
cam as enzimas cellulase 307,é mg/10 mL ¢ macerozyme 30,3
mg/10 mL, e as estabilizadores asméticas manital 328,0 mM e
sacarase 336,2 mM. A eficiéncia de isaolamenta (1,2 x 10E
prataplastas viaveisigl, alcangada cam as candig#es
experimentais oatimizadas, passibilita que as praotaplastaos
venham a ser empregadaos em pragramas de melhoramento da
cultivar Pera.

Os protoplastas foram submetidaos a varias

doses de radiag%a gama 42 haoras apés o isaolamenta, para uma

X1V



verificagdo da sensitividade dos mesmos,

de LD estimado em torno de 37,5 Gy.
50

tendo sido o vator
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NUCELLAR TISSUE CULTURE, [ISOLATION AND RADIDSENSITIVITY OF

PROTOPLASTS INK Citrus sinensis (L.) DOsbéck cv. Pera

ﬂuthorf Maria Hetena de Saoauza Galdman

Adviser: Prof. Or. Akihikao Andeo

SUMMARY

There are serious obstacles to the breeding
programmes in citrus: prolaonged juvenile period, high
heterozigosity, scarcity of infaormatiaon about the
inheritance of many important characters, self-
incampatibility, sterility, and nucellar embriony. A recent
approach to the genetic improvement is based on tissue
culture, 1including the use of protoplasts, “in wvitro*
mutagenesis and "in vitro® selection of desired characters.

In the present work, the factors invalved in

obtaining embryogenic callus in Citrus sinensis cv.Pera were

studied. Ovules and nucelti extracted from fruitlets of
different ages after anthesis were cultured an faour
different nutrient media 1including dark and Light
conditions. The explants developed embryoids and plantlets,

which oaoriginated embryogenic «callus fram the hypocotyl
region. Nucelli shaowed the highest percentages of

embryogenic callus farmation in all cultture caonditians

tested. Emergence and proliferation of embryogenic callus

accurred oaon nutrient media withaut hormocnes. The use aof

gy
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2,4-B on nutrient media resulted in the inhibition af *®in

vitro"* nucellar embryogenesis.

There was non-embryaogenic callus formation

from the ovules integuments. This:observation was canfirmed
through histological analysis.

Himing to determine the ideal conditions to
isaolate viable protoplasts fram embryogenic callus, the
*Simplex" optimization methaod was used. This method was
very efficient and increased the production of wviable
protaplasts about 18 times. The best experimentat
conditions for the 1isolation were: enzymatic digestion
during S  hours, on medium containing 307.6 mg/10 ml
cellulase and 30.3 mg/10 mlL macerozyme, and the osmotic
stabilizers 328.080 mM mannitol and 336.2 mM sucrose. The
isalation efficiency (1.2 «x 106 viable protoplastsigl,
reached with the optimized experimental conditions, enables
protaplasts utitization 1in breeding programmes of the
cultivar Pera.

In arder to wverify the radiasensitivity,
protaplasts were submitted to several gamma radiation daoses
42 »hours after isolation and the LE value was estimated

} S0
around 37.5 Gy.
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1. INTRODUGRO

A cultura de citros & de grande import@ncia
ecaonfimica para o Brasil, ja que o pais é& o maior produtor
mundial e acupa o primeiro lugar em exportag3o (FRO, 1987).

A Laranja é o citros de maior relev8ncia no comércio

mundial, tanto para caonsumo do fruto fresco, caomo para
produtos derivados dos frutos. Os principais cultivares de
lLaranja no mundo s%o0: Navel; Shamouti, Valencia, Hamlin,

Pera, Taroccao e Moro (SPIEGEL--ROY & VRROI, 1984}, sendo que
o cultivar Pera abrange mais de 50 % da area cultivada cam
citros no Brasil (SALIBE & CEREDR, 189843.

0 Longa periodo de juvenilidade, a alta
heterozigosidade, a escassez de conhecimentos sobre o modo
de heranga de muitas caracteristicas de interesse, a auto-
incompatibilidade, a esterilidade e a embrionia nucelar s%o
sérios obsticulos para os programas de melhoramento através
dos métodos convencionais (BUTTON & KOCHBR, 1877 e SPIEGEL-
ROY & VARDI, 19841 . Uma abordagem recente para o
melhoramento genético ¢é baseada na cultura de tecidos,
incluindo o usao de protaoplastaos, a mutag&nese *in vitro® e a
seleg¥0 ®"in wvitro" de caracteristicas desejadas (ERRLE &
GRACEN, 1981; EVANS, 1983; NEGRUTIU et alii, 1984;

GRIMELIUS, 1988 e DUDITS, 1988}.



0 termo protoptasto & usado para descrever
células \Llivres de parede celular. A aus@ncia de parede
celular faz com que os protoplastos sejam dteis para uma
variedade de manipulagles experimentais e de grande
relevéncia em diversos aspectos da cultura de tecidos
vegetais, 1incluindo pesquisas basicas na area de biologia
vegetal C(ERIKSSON, 1985). Em adig%o,; o estabelecimento do
*sistema de protoplastos® (regeneragdo de plantas funcionais
a partir de protoplastos isolados}) possibilita a aplicagdo
de tratamentos mutagénicos em cétulas individualizadas,
evitando o quimerismo; a seleg30 em grande escala, de
diversas caracteristicas desejadas, com economia de espago;
tempo e de recursos; a fus¥o de protoplastos entre espécies
incompativeis; a transferfncia de organelas celulares; e o
usa das técnicas de engenharia genética.

Apesar dos esforgos consiéerbveis destinados
ao desenvaotvimento de "sistemas de protoplastos® wvegetais,
estes sé& foram bem sucedidos com um némero reduzido de
géneras. Entretanto, ‘o género Citrus & um dos poucos entre
as plantas Lenhosas a estar inclulido entre os "sistemas de
protoplastos® conhecidos (VASIL & VASIL, 1980; OKA & OHYAMA, -
1985 e RAD & OSIAS-AKINS, 19851). A sequ@ncia completa,
desde o isolamento de protoplastos até a regeneragd3o de
plantas, ja foi obtida para aos cultivares Shamouti, Nucellar
Shamouti, Shamouti Landau, Trovita e Washington Navel de
‘Citrus sinensis e para outras espécies de Citrus e de

géneros relacionados (SPIEGEL-ROY & VAROI, 1984; DHGAWARA et



atlii, 1885; VARDI et alii, 1986b; GROSSER et alii, 13988 e
HIORKR & KRJIURAR, 13988!}. Em todas estas espécies, a
regeneragdo de plantas somente foi consequida gquando os
protopltastos foram isaol ados diretamente de calos
émbriogénicos ou fusionados com protoplastos derivados dos
mesmos .

Considerando o0os fatos acima expostos, os
objetivos do presente trabalho s%o:

1) estudar os fatores envolvidos na obteng%o de

calos embriogénicos de €itrus sinensis cv.
Pera ;

2) determinar a metodologia para o isolamenta de
protopltastos vigveis a partir dos calos

embriogénicaos, e

~+~3) wverificar a sensitividade dos protoplastos &

radiag3o gama.



2. REVISRO DE LITERATURA

2.17. Methoramento Genético das Espécies Citricas

2.17.17. Métadas Canvencianais

o methoramento genético vegetal tem como
objetivo final o aumento de produg%o e & realizado através
do controle da repradugd0, e portanto, da heranga. Envaolve

a sele¢g¥0 dos praogenitores e, geralmente, a selegdo entre as

progénies resultantes. 0 melhoramento e a genética esté@o
intimamente relacionadaos; sendo que uma &rea pode facilitar
o desenvolvimento da outra. A simples selegda para as

caracteristicas desejadas, sem um conhecimento genético ou
um cantrole dos progenitores, pode ser considerada uma forma
de melhoramento, embora a auto-palinizag%o efau as
cruzamentas controlados sejam basicos nestes programas

(CAMERON & FRLST, 19681%.

Os problemas particulares associados ao
melhaoramentao das espécies citricas s%o0 um reflexo da
genética e do comportamento reprodutiva das mesmas. AR

- embriaonia nucelar, presente em muitas destas espécies, & um

mecanismo que Limita ou essencialmente impede o crizamento e
a autafecundag¥o. @Ouando a progénie da primeira gerag%a &
obtida,. o grau de embrionia nucelar pode ser maior ou menar
do que nos praogenitores, dependendo do cruzamento. Em

adig%a; diversas cultivares e hibridas em citraos paossuem



alta esteritidade do pélen e a auto-incompatibilidade,

assim caomo a incompatibilidade cruzada s%o0 bastante camuns

(CAMERON & FROST, 189681} . Por autra Lado, a grande
diversidade genética, as frequentes variagles nos brotos e
as amplas relagd8es compativeis entre as espécies

pravidenciam grande variedade de material para os propésitas
de melhoramento (CAMERON & FROST, 19681).

£ esperado que a autafecundag8o e cruzamentos
entre 1individuos geneticamente préximos produzam progénies
algo similares aos pragenitores; entretanto, nas espécies
citricas estas progénies geralmente s%o fracas ou
inferiores. R autofecundag%oc de hibridas FT cam maior
heterazigasidade pode ser mais vantajosa na melhoramento,
mas ndo tem sido adequadamente investigada. Por outro Llado,
individueas mastrandoa caracteristicas 1interessantes sda
comumente usados como progenitores;, mas n%o0 existe nenhuma
garantia que tais caracteristicas ir%o aparecer regularmente
nos hibridas (CAMERON & FROST, 139681.

As espécies clitricas s%o alé6gamas, altaiente
heterozigotas, e os cultivares t8m se mantido 1inalterados
por gerag8es, pois t&m sido propagados vegetativamente.
Estas espécies s%o também caracterizadas paor um periodo
juvenil mais ou menos prolangado. A juvenilidade torna-se
ainda mais prolongada gquanda elas s%o propagadas a partir de
sementes - um procedimento necessé&rio quando a hibridag%o &
o método de melhoramento adetado (BUTTON & KOCHBR, 19771}.

Em Citrus,~ a hibridag%o caontralada, assim coma



a sele¢g%0 massal de plé&ntulas de polinizagdo aberta s%o

complicadas e quase impraticaveis pela existéncia de
embri8es nucelares nas sementes de muitos cultivares. O
melhoramento por hibridag%o &, portanto, efetivo somente

quando o progenitor femini:no & monoembrifinico ou quando

marcadores genéticos est¥a disponiveis. Por estas razdes,
muitos -cultivares com caracteristicas desejadas,
progenitores em potencial, s80 inadequados para hibridag%o

(KOEHBR & SPIEGEL-ROY, 1977al). Outros cultivares possuem um
pequeno né&tmero ou mesmo nenhuma semente viavel em seus
frutos, devido ao aborto precoce da semente ou do 4vulo, o
que impede o seu uso como progenitores de hibridos (BUTTON &
KOCHBR, 18773.

Apesar da embrionia nucelar em Citrus ser um
importante obstaculo para a hibridagdo, & de grande valor na
produg%o de porta-enxertos vigorosos; uniformes e Livres de
virus. Neste tipo de melhoramento, o objetivo principal & a
produgdo de porta-enxertaos resistentes as doengas,
nematéides e passiveis estresses ambientais, como frio,
salinidade e seca. Um porta-erixerto bem sucedido deve
resultar em Longevidade, alta produg%o e boa qualidade dos
frutos nos enxertos. R espécie Poncirus trifoliata tem sido
empregada nos mais recentes ﬁrogramas de melhoramentao de
porta-enxertos, pois além de possuir um marcador genético,
também possui fatores de resisténcia a doengas e nemaféides,
além de toler@8ncia ao fria. A hibridag%0 1intergenérica

of-erece a possibilidade de 1incorporag¥c de mialtiplas



caracteristicas desejadas, encantradas em géneras
diferentes, no germaplasma de novos porta-enxertos (SPIEGEL-

ROY & VAROI, 1984).

A diploidia é a regra geral em Citrus e nas
géneros relacianadas, sendo que o nimero de cromossamos nas
células somaticas ¢é 2n = 18. Tetrapléides e tripléides
naturais oacorrem em pequenas frequéncias. 0Os tetrapléides
nda tém nenbhum valar ecanfimica, crescem lentamente e em

geral surgem espaontaneamente como pl@ntulas nucelares em

todas oas cultivares (CAMERON & FROST, 1968 e SIEGEL-RDY &

VARDOI, 1984). Paor oautro Ladao, as triplbides aparecem
regularmente como ptQntulas produzidas sexualmente. Poadem
ser obtidas, de farma sistematica, pela cruzamenta

cantralado de tetrapléides cam dipléides. HApesar do baixo
contettda, ou mesmo a completa aus@ncia de sementes, saomente
paucas tripléides adquiriram signific8ncia camercial

(SPIEGEL-ROY & VARDOI, 1984).

2.1.2. A Importéncia dasg Mutagles

Em "Citrus, alguns cultivares de Laranja,
*grapefruit® e lim3%ac ja tiveram sua wvariabilidade muita
exploradé naos pragramas de melbhoramenta, e pravavelmente
estd¥o se aproximando, se é que realmente ainda n%o

alcangaram o Llimite de seleg¥%o. Respostas adicionais &



selegdo ir%a depender em grande parte da indug%o de

variabilidade genética por mutag¥%o (SPIEGEL-ROY & KOCHBRAR,
1973a).

Muitos dos cultivares mundiais mais
impaortantes de Citrus tiveram origem cama mutagdes
espontdneas.. Isto justifica a esperanga de que novos

cultivares possam ser abtidos pelo aumento na incidé&ncia de

mutagles, com agentes mutag@nicos tais como radiagdes
ionizantes ou mutaglnicos quimicas. Entretanto, a mutag¥%o ¢
um evento que aocorre em uma célula Gnica. Assim, se esta
célula mutada & meristematica, dara origem a uma Linhagem
celutar mutada, enquantao que as células adjacentes
permanecer¥c inalteradas. A mistura de células mutadas e

ndo mutadas (uma quimera} raramente pode ser evitada, quanda

6rg%as multicelulares caoma sementes au gemas s¥o submetidos

ao tratamento mutagénico. Dependendo do tamanho e da
proporg%a da Llinhagem celular mutada em um a4rg#do, a
expressdao fenaotipica do carater mutante ¢é propensa 2

instabilidade. AlLém do mais, devido & perda dao vigor causada

pela mutag3o, a Linhagem celular mutada tende a ser superada

pele tecido normal ou ent¥o; nunca vir a se expressar, um

R

recarrente de gemas te&m sido destinados a solucionar o
quimerismo e a superar a perda de mutagd#es par seleg3o
dipléntica. Estes processos, embora efetivos, s%o demarados

e trabalhosos (BUTTON & KOCHBR, 19771}.

Pravavelmente; pelas raz¥es expastas, poaucas



trabalhas tém sido feitos na 1indug%a0 artificiat de
alterages genéticas nas espécies citricas (SPIEGEL-ROY &
KOCHBAR, 1973a e SPIEGEL-ROY & UHRDI, 1984). Pode ser citada
a obteng%0 do cultivar Star Ruby, um *grapefruit® altamente
colorido e sem sementes, através de irradiag%o de sementes
do cultivar Hudson Red com néutrons térmicas (HENSZ, 1871}.
Nos 4¢ltimas anos, foram publicados alguns trabalhas usanda
radiag3ac gama para a obteng%o0 de cultivares de citros sem
sementes, caom resultadaos positivos (SPIEGEL-ROY et alii,
1985; HEARN, 1986 e WU et alii, 1986); assim como, o uso da
radiagd%o0 gama na regulag%o da poliembrionia, para favorecer
o desenvalvimento da embri%o =zigético (WATANARBE, 13985). .
Alguns outros trabathos também foram realizados na Uni%o
Saviética, utilizanda a radiag%o gama para o melhoramentao de

cultivares de Citrus (GOLIRDZE, 1985 e KERKRADZE, 198Sa e bl.

2.2. A Cultura de Tecidos nos Citras

2.2.17. Embriog#nese Somatica

0 cultive *in vitro®" de nucelos 1isoladas,
dvulaos fertilizados e 6vulos n3%o desenvalvidos (n30
fertilizados ou  abortivos) tem sido amplamente reatizado,
com objetivas diversaos, nas espécies «cltricas. Estes
explantes s%0 os preferidos para os cultives *in wvitro®,
pois os tecidos nucelares em citros possuem a tend&ncia

natural de formag%o de embridides, além de serem lLivres de
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virus.

O sucesso no cultivo de embri8es 1isolados,
desenvaolvendo-se estes em pl@ntulas, foi conseguido pela
primeira vez por MAHESHWARI & RANGASWAMY (1958}. Neste

mesma ano, RANGASWAMY (1958) relataou o cultivo dé tecidos

nucelares , de um cultivar poliembrifnica, e a obteng%o de
pltd@ntulas. Entretanto, na época da extrag¥o, os tecidos
nucelares j& apresentavam proembridides iniciadas *in
vivo*.

RANGAN et atii (7968 e 1969) foram as
primeiros a induzir embriogénese adventicia diretamente de
tecidos nucetares extraidos de frutos jovens (100 a 120 dias
ap6ts a palinizagga). RANGAN et alii (1969) estudaram o
desenvaolvimento *in wvitro®" do embri%o zigbtico de wuma
espécie poliembri@nica (Citrus aurantium), a obteng¥%o de
embrides nucelares em espécies monoembriBnicas e a
influéncia de alguns complementos do meio de cultura na
embriog&nese. Estes autores também realizaram estudos
histolégicos para confirmar a origem nucelar dos embrides
das espécies monoembrifnicas.

MAHESHWARI & RANGASWAMY (1958) assumiram que
somente 4vulos fertilizados podiam responder as caondig8es de
cultivo. Entretanto, a embriaog#nese foi induzida em 6vulos
abortivos (BITTERS et alii, 1970) e em bvulos n:a
fertilizados (BUTTON & ﬁDRNMHN, 1971) de um cultivar de
Laranja sem sementes. BITTERS et alii (1970) verificaram que

o periodo de extrag%o do nucelo poderia ser estendido além
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dos 100 a 120 dias ap46s a polinizag%o, e que o periodo
adequado 'para a extrag¥o dependia do cultivar. Dbservaram'
também que melhores resultados poderiam ser consequidaos caom
incrementas, tais como o extrato de malte, no meio de
cultura.

KDCHBA et alii (1972) e MITRA & CHATUVERDI
(18972) relataram a ocorr@ncia de embriogénese nucelar com o
cultivo de 6évulos n3a fertilizadaos de cultivares cam
sementes poliembri@lnicas. KOCHBA et alii (1972) compararam a
formag%o de embridides, a partir do cultivo de é&vulos e
nucelos extraidos de frutos de diversas 1idades apb6s a
antese. Estes auto;és (KOCHBR et alii, 1972) realizaram
exames histolégicos para mostrar que n%o0 havia embrides
formados naos materiais usados comao explantes.

A maioria dos cultivas acima relatados foai
feita no meio MS (MURASHIGE & SKODG, 1962) modificado,
principalmente no meio MT (MURASHIGE & TUCKER, 1969). O meio
basico MS parece conter os elementos fundamentais para a
embriogénese. 0 extrato de malte C(EM)} invariavelmente
promoveu a embriogénese adventicia em nucelos extraidaos de
6vulos fertilizados (RANGAN et alii, 1968, 19639 e BITTERS
et alii, 1970) e 6vulos n¥%o fertilizados (BUTTON & BORNMAN,
1971; KOCHBA et alii, 1972 e MITRA & CHATUVERDI, 13972).
Existem ainda outras subst@ncias que promovem a embriogénese
em tecidos nucelares. Podem ser citados: a adenina (BUTTON &
BORNMAN, 1971); combinaglies de sulfato de adenina e cinetina

(MITRA & CHATUVERDI, 1972); e uma cambinag%o de suco de
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Laranja, &cido naftaleno acético (NRA) e sulfato de adenina

(RANGAN et alii, 1968 e 18969).

Além da embriogénese adventicia induzida
diretamente nos -tecidos nucelares, os citros também
apresentam embriog@nese adventicia indireta, ou seja, o

aparecimento de embrides adiciaonais a partir dos embrides ja
formados. Muitos dos embri83es adicionais surgem na regi%o do
hipocttilo dos embri8es existentes, e outros se desenvolvem
a partir dos pseudobulbilhos ou dos calos associados aos
embrides iniciais (MAHESHWARI & RANGRASWAMY , 1958;
RANGASWAMY, 1958, 1961; SABHRARWAL, 1963 e KOCHBR et alii,
1972}. 0 termo pseudobulbilho foi usado, pela primeira vez
na cultura “in vitro® de citros, por RANGASWAMY (1958}, para
designar os corpos esféricos brancas ou amareladas que
surgiam a partir dos explantes.

KOCHBR et alii (1972) obtiveram calos com
capacidade embriaogénica a partir de d4vulos e nucelaoas
isoladas de C.sinensis cv. Shamouti. Calas similares
derivadaos de 6vulos de C.aurantifolia foram produzidos por
MITRA & CHATUVERDBI (1972). Estes 4ltimaos autores notaram um
decréscima na formag%o de embridides apés subcultivos

repetidos dos calos em meio com sulfato de adenina, cinetina

e NRAR. Entretanto, nos calos embriog@nicos do - cultivar
Shamouti, KOCHBA & SPIEGEL-ROY (1973) observaram uma
capacidade embriaog@nica caontinua, a qual era praomovida com

extrato de malte, assim como com pequenas quantidades de

adenina. Verificaram também que certas proporg@es de
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cinetina/IAR e grandes quantidades de adenina suprimiam a
formagd%o de embriéides. 0Os mesmos autores obtiveram plantas

narmais formadas a partir dos embridides subcultivados em

meio badsico caom &cido giberélico (GR ).
3
A formag%a de embribdides em calas com baixo

potencial embrioglnico faoai fortemente estimulada com o
envelhecimento dos calos antes do subcultiva. Uma resposta
similar foi observada quando os calos faoram mantidos em meio
de cultura sem sacarose durante um subcultiva (KOCHBR &
BUTTON, 1974). Um estimulo na diferenciag%o de embriédides
foi caonstatada quando os calas faram submetidos &4 radiag%o
gama (SPIEGEL-RDY & KOCHBRA, 1973b), sendo que em meios de
cultura contendo adeninathouve uma revers%a deste efeito,
cam a radiag¥%a inibindo o crescimento daos calas e a formag¥o
de embribides.

As células nucelares em Citrus possuem uma
capacidade embriog@nica natural e geralmente n3a0 necessitam
de horm8Bnios para a indug3%oc de embriog@nese saomatica. Ja& foi
verificado que a aplicag3o exédgena de auxinas como o &cido
indol—acético (IAR), a 4&cido naftaleno acética (NAR) e a
4cido 2,4 - diclorofenoxiacético (2,4-0), assim como a de
citecininas, tais como cinetina, benzil aminopurina (BAF} e
2-isapentenil-adenina (2ipl)}, suprimem a embrioglnese (KOCHBR
& SPIEGEL~-ROY, 1977c e SPIEGEL-RDY & KOCHBR, 13a80). Par
autro Lado, a embriogénese somdtica é estimulada por

inibidores da sintese de auxinas (KDCHBRA & SPIEGEL-ROY,

1977c) e par inibidores da sintese de GA (KOCHBA et alii,
3
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19781} .

D habito de cres;imento autﬂnamo dos calos de
Citrus indica que estes possuemfum nivel adequado de auxina
e passivelmente de outros reguladores de crescimento. De uma
forma geral, os explantes nucelares ou ovulares de varios
cultivares ‘® espécies de Citrus tem originada calos
embriog8nicos no cultivo no meio MS ou MT, sem hormBnios,
mas com a adi¢So de 500 mg/l de EM (KOCHBRA & SPIEGEL;RDY,
1973 e VARDI et alii, 1982). Entretanto, '‘em alguns outros
cultivares e espécies, para que haja a formag%o de calos
embriog@nicos, é necessédria a aplicag%o de hormfinios caomo o
2,4-0 (VARDI et atii, 1982).

Os calos eTbriogenicos canvertem rapidamente
uma grande quantidade de IARAR em aspartato-IAA, considerado
coma um canjugado estéavel, enquanto as calas ndo
embriog@nicos formam muito poucao aspartato-IRAA. Esta
capacidade de formar o canjugado provavelmente reduz o nivel
de auxina, contribuindo para a embriog@nese (EPSTEIN et
atii, 1977).

KOCHBA et alii (1982a) estudaram o efeito de
diversos carboidratos (sacarose, galactose, lLactaose, glicaose
e frutose) no crescimento e na embriog@nese de <calos
nucelares de cinco cultivares de Citrus. Verificaram que a
galactose e a lactose estimularam a embrioglnese em todos os
calas estudadas, enquantao que a sacarase sustentou a
embriocgénese samente quanda em baixas caoncentraglies

(8-32 -mM). A glicose e a frutose foram muito menos
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eficientes no estimulo da embriag@nese.
Os efeitos do genétipa e de aditivas de

crescimento, na indug¢3a da embriogfnese em 6&bvulas n%a

desenvalvidas de 17 cultivares poliembrifinicos e 5
cultivares manaembrifinicas, foram examinados por MOORE
(198%5). Foram verificadas diferengas quanta 3 resposta

embriog@nica, devido ao gen6tipa, senda que emhribdides faram

praduzidas em 15 . das cultivares poliembri@nicos; mas n%o

foram praduzidos naos cultivares monoembrifinicas. AR indugdo
de embriédides faoi aumentada cam a presenga de 4cido
abcissicao, baixas cancentragdes de daminozida (inibidor da

sintese de GR ) ou altas concentragdes de EM (1000 mg/L}
3

(MDORE, 198S5). Foram observadas diferengas na percentagem dé
6vulos responsivas e no ntimera de embri4dides produzidas
entre as cultivares e as condigles de cultiva *in vitro®*. D
tratamento mais eficiente na faormag%o de embriédides variou

entre os cultivares testados (GMITTER & MODRE, 1986).

Estudos de microscopia 6tica e eletrBnica em

calos do cultivar Shamauti mostraram que este tecido
campreende pequenas praoembridides glabulares ou
meristembéides em varios estagios de desenvalvimenta, sendo
carente de tecida parenquimatosa desarganizada. A

embriogénese acorre em célultas individuais na periferia das
calos e entre os proembribdides existentes (BUTTON et alii,
19741 . Os proembriéides ‘podem -aumentar em tamanho,
ariginando os pseudabulbilhos, que raramente se desenvalvem

em pl8ntulas, oaou podem se desenvolver em embrides maduras e
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posteriormente em pléntulas.
2.2.2. 0Os Sistemas de Protoplastos

Em 1975, BUTTON & BOTHR mostraram o sucesso na
obteng¥%o de embriog@nese e regenerag3c de plantas em células
isoladas enzimaticamente a partir de calos embriog@nicos de
Citrus sinensis cv. Shamouti. No mesmo ano, VARDI et alii
(1975) relataram o isaolamento de protopiastos, e a
regeneragdo0 - de embribdides, a partir de calos deste mesmo
cultivar. Ambos os trabalhos visavam o desenvolvimento de
técnicas que facilitassem o melhoramento genético desta
espécie, assim como a pradug¥o de mutantes sé4lidos, ou seja,
plantas nas quais todas as células possuen o’mesmo genttipo
mutante. A regeneragdo de plantas, a partir das
protoplastos do cultivar Shamouti, foi consequida e
relatada por GALUN et atii (1977) e VARDI (1977). Foram os
primeiros relatos de regenerag¥a de plantas a partir de
células isoladas e protoplastos em plantas Lenhosas.

Uma metodolagia para a Liberag3%o de
protoplastos viaveis a partir de cotilédones, folhas de
pl3ntulas e folhas maduras de citros foi desenvolvida por
BURGER & HRACKETT (1981). Destes, somente os protoplastos
derivados dos cotilédones realizaram algumas divis8es
celula;es (BURGER & HRACKETT, 1982).

VARODI et alii (1982) estabeleceram o sistema

de protoplastos para dois cultivares de Laranja (C.sinensis
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cv. Nucellar Shamauti e cv. Shamouti Landaul, trés
cultivares de C.reticulata (cv. Murcoit, cv. Dancy e cv.
Ponkan), um cultivar de C.paradisi (cv. Duncani, um cultivar
de Llim%a (C.liman cv. Villafranca) e um exemplar de
C.aurantium. Em todos estes sistemas, os protoplastos faoram
isaladas de calos embriaog@nicas, senda que fai wverificada
uma variabilidade nos requisitaos metodolédgicas entre os
diversaos cultivares e espécies, principalmente cam relag%o
as enzimas de macerag%o0 e aos aglcares usados caomo
estabilizadores osméticos. Assim, faoi aberto definitivamente
o caminho para os estudos genéticos celulares e para navas
abordagens no melhoramento genético das espécies citricas.
Em 1983, KOBAYASHI et alii relataram a
regeneragdao de plantas a partir de protoplastos isaoladas de
calos embribg@nicos de C.sinensis cv. Travita.
Pasteriaormente, estes mesmas autares (KDBAYASHI et alii,
1985) estudaram os efeitas da densidade de praotoplastas~e da
concentrag%o de manital (estabilizador .osmbtiCo) na
frequéncia de embriaog@nese das protoplastas deste cultivar.
| OHGAWARA et alii (1985} canseguiram obter 9
plantas hibridas pela fus%o de protoplastas de C.sinensis
cv. Traovita e Poncirus trifoliata. Neste trabalho, oas
protoplastos dao cultivar Trovita foram isoladaos de calaos
embriog@nicas, enquanto que os protoplastos de P.trifoliata
foram isoladas de folhas, sendo a fus%o realizada através do
palietileno glicol <(PEG). O car&ter hibrido das ptlantas.

obtidas foi canfirmada através da abservagdo de
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caracteristicas morfolégicas, da contagem dos cromossomos e
da analise dos fragmentos de ONR ribossBmico (restrig%a com

a enzima Eco RI}.

VARDI et alii (1986b) estabeleceram o sistema

de protoplastos para Microcitrus. Este sistema difere dos
demais sistemas estabelecidos para Citrus, pois os
cultivares de Citrus eram poliembrifinicos e os calos
embrioglnicos eram derivados do nucelo, enquanto que

Microcitrus & monoembriBnico e as calos embriog@nicos usados
foram induzidaos com hormfBnios a partir dos embrilBies
zigébticos. Estes autores realizaram fus@es entre - os
protoplastos de Microcitrus, wusados como doadores, e os
protoplastos de diversos cultivares de Citrus, usados como
receptores, sendo que os presumiveis clbridos est%o sendo
caracterizados.

Um protocolo eficiente, para o isolamento
asséptico de protoplastos foliares de Citrus e cultivares au
espécies relacionados, foi desenvolvido por GRDOSSER &
CHANDLER (1987). o objetivo deste trabalhao foi o

estabelecimento de uma metodologia para a obtengSo de

protoplastos viaveis, particularmente para cultivares e
espécies nos quais ainda n%a foram conseguidos calas
embriog@nicos. A fus%o de protoplastas faliares, cam

protoplastos derivados de calos embriogfnicos, e a paosteriar
regenerag3do de plantas ampliam as possibilidades na obteng%o

de hibridos desejados.

GROSSER et alii (1988), da mesma forma que
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OHGAWARA et alii (1985), relataram a produgda de hibridos
intergenéricos - por fus%o de protaoplastaos. Faram usadosA
protoplastos de C.sinensis cv. Hamlin, derivados de uma
cultura em suspens%o de calos embriogénicos, e protoplastos
foliares de P.trifaoliata cv. Flying Dragon. Também neste
trabalho, a fus¥% foi feita com o uso do PEG, sendo que a
natureza hibrida das plantas regeneradas foi avaliada pelas
caracteristicas morfolégicas, pela contagem dos cromossomos
e pelos padr8es isoenzimaticos da malato desidrogenase
(MDH)Y. A analise através dos padr8es isoenzimaticos (GROSSER
et alii, 1988} mostrou-se mais simples e t%a eficiente
quanto a analise dos fragmentos de restrig%o (DHGAWARA et
alii, 1985). Neste trabalho mais recente, os autores
realizaram a multiplicag8ao ®"in vitro®* dos hibridos obtidaos.

HIDAKA & KAJIURA (1988) conseguiram o
isolamento de protaoplastaoas de calos embriogfnicos e a
regenerag¥o de plantas de C.yuko, de C.reticulata, e do
cultivar Washington Navel de C.sinensis. Estudaram os
efeitos da densidade de protoplastos, do uso de reguladores
de crescimento e do uso de meio de cultura lLigquido ou sélido
na formag%o de caollnias celulares e embridides.

A Tabela 1 apresenta um resumo comparativo das
principais condigdes experimentais dao isolamento de
protoplastos dos cultivares efou espécies citricas para os
quais a fegenera;ﬁo de plantas foi consegquida. HAlgumas

outras condig8es experimentais foram muito semelhantes na
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maiaoria dos trabathas;, como o meioc de macerag%o cantenda
metade dos macronutrientes do meio MT ;, o pH dos meics entre

5,6 e 5,8 e a temperatura durante o tratamento enziméticao de
o o
25 a 27 ¢C.

Embara diversas autares (VBROI et atii, 1975;
BURBER & HACKETT, 1981 e GROSSER & CHANDLER, 1987) tenham
feita usao de express@ies caomo protaopltastaos viaveis, samente
BUTTON & BOTHR (1975) apresentaram a aplicag¥%c de um método
para a avatiag%oc da wviabilidade. Estes éiltimas autaores
verificaram a viabilidade das cé&iulas isaltadas caom o carante
azut de metilena.

VARDOI et atii (19753 estabeleceram gque a maoltaridade
da meioc tem um efeito apreciibvel na wviabitidade das
protaplastas e na subsequente capacidade de divis%a, senda
gue o isalamentao faoi &ftimec a 0,7 M, enquanto que o cultiva
foi methar a 0,6 M.

VARDI et atii (1982) compararam a efici&ncia de
ptagueamento das protoplastos {(ndmero de colfnias par pltacs
dividide peito némerc de protaoplastas viaveis par placa} de
diversas cuttivares, quanda a fante de enzimas
pectinaoliticas era a pectinase au macerazyme. Verificaram
gue, para a maiaoria dos cuttivares, as melhaores eficié&ncias
de plagueamento foram obtidas com o use de macerozyme.

0 estudo do efeito das cambinagBes e cancentracgdes
das estabi[izad&res asméticas (sacaraose, manital e sarbital)
usadas naos meias de cuttivo, sobre a eficié&ncia de

ptagueamento dos protaoplastos; revelou que aiguns culbttivares



)
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sdo0 muito sensiveis @o sorbitel, apresentando peguenas
percentagens de formag%o de colfinias (VARBI et atii, 19821}.
Tanto KOBAYASHI et atii (18985}, como HIDRKA &

KRJIURB (1988}, constataram gue as maicres fregufncias de

embriogénese sSo obtidas gquando oaos protaoptastos s%o
cuttivados em densidades entre 1,0 % 1&4 e 4,0 «x 184
prataoptastos . mi-g

Em todos as sistemas de protoplastos
desenvaolvidaos para as espécies «citricas; os protoptastes

isoladaos foram capazes de se dividir em meios de cultivo sem

auxinas, e a regeneragao ocorreu via embriogénese somé&tica.

2.2.3. R Mutagénese Associada & Cuttura "In Vitreo®

A mutagénese experimental em plantas de
propagagdo vegetativa & potencialmente &tilL para os
seguintes objetivas: 1) melhorar cuitivares selecionados em
uma ou poucas caracteristicas, sem alterar o restante do

genétipo; e 2} induzir variabilidade onde esta inexiste ou &

dificit de 1introduzir,como por exemplo em cultivares
sexuatmente estéreis ou apomiticos (CONSTANTIN, 19841 .
Entretanto. , a perda de mutaglies, devido a formag%o de

quimeras e a seleg%o dipl@ntica, dificulta o uso potencial
desta técnica. AR aplicag3o da tratamento mutagénico 3
céluta destimada a originar uma planta pode efetivamente

solucionar o probitema do guimerismo. Neste sentide, =
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mutaglnese associada & culturz "in  vitre® poderé trazer
grandes contribuig8ies. Uma outra vantagem desta associzgic
de técnicas, €& o fato de que grandes populagBes de
individuocs podem ser tratadas com mutagénicos e sujeitas &

pressioc de seteg%c sob condig®es uniformes (CONSTRANTIKN,

19847 . Em adig%o, por permitir o trabatho com grandes
poputagcBes, a mutag&nese "in vitra® aumenta a probabitidade
de se obter mutagBes dominantes, gque s%ao um evento

retativamente raro (IRER, 18851.

Em Citrus, as cultturas de G6vutos e nucetos
isotados podem ter grande import@ncia no methoramenta por
mutagénese, pois nestas culturas os embriBes se ariginam de
uma f@nica cétlula, e s%o0 capazes de se desenvaolver em pltantas
normais (KOCHBAR et atii, 1972 e MITRA & CHATUVERDI, 1872:1.
Neste sentido, PASQUAL et atii (1988) determinaram a
radiossensitividade de nucelos de C.sinensis cv. WVatenctia
aos ralos-gama, visande a obteng¥c de mutantes nEo

guiméricos.

Centuda, ES cuttura de 64Gvulos e nucetos

para a mutagénese (BUTTON & KOCHBR, 1877}. AR irradiagdo de
nucetos indiferenciades foi realizadz par SFIEGEL-RﬁY &
KOCHBA (1973a);, mas o baixo némeroc de pilantas formadas,
combinado com o procedimento tediosoc de extrag3c do nuceto,
mastrou ser esta abordagem poucao praticavelt para
experimentos em grande escata (BUTTON & KOCHBR, 1877). Faoar

outro Lada, de acordo com o esquema de faormag¥%c dos embri®es
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nucetares prapasta paor KOBRYRSHI et atii (1978}, a indugle
de mutag®a teria que ser realizada até 50 dias =zpés =
antese. ODepois deste perioda, a céltula primardial j& teria
iniciada suas divis@es para ariginar o embri%ao nucetar. Este
fata timita bastante o farnecimento de material vegetat para
a mutagfnese.

tbma outra abaordagem passivet em Litrus & a
indug%a de mutag%o nos calas embriog&nicos. Estes catas
padem ser abtidas peltaoa cultiva de é4vulas au nucelas
(SPIEGEL-ROY & KDCHBAR, 1986) e possuem muitas das pré-
requisitaos necess&rias para o usa na mutagénese. Os
embriéides que se desenvativem nestes calas s%a de arigem
unicetutar (BUTTON et atii, 1974). Os catos s%a
independentes de auxinas e citacininas (KOCHBAR & SPIEGEL-
ROY, 1877c) e poadem ser mantidas par tangas periadas de
tempa sem perder a capacidade embriagBnica (SPIEGEL-ROY &
KOCHBA, 1980 e RANGAN,; 1984). 0 estabeiecimento de plantas,
a partir dos embrisides derivadaos das calas embriag®nicas,
pade ser canseguida caom a adig%a de &cida giberética e
sutfataoa de adenina ao meio de cuitura (KOCHBR et atii, 1974
e GMITTER & MDORE, 19861.

Na intuito de estabelecer metodolaogias para a
ocbteng3dao de mutantes "in vitra*, diversas estudas sabre as
efeitas de dases e de intensidades de radiag%a nas calas
embriaogénicas faram reatizadas (SPIEGEL-ROY & KOCHBR, 1873a
e b; KOCHBR & SPIEGEL-ROY, 18768 e 1977b3J. Também faram

estudadas aos efeitas, sabre as catas, da irradiag¥ec do meila
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de cultura com e sem cinetina, &cide indel-acétice (IRB) e
sdenina, assim coma os efeitos da irradiag%oc em calas de
diferentes idades (SPIEGEL-RBY & KOCHBR, 1973a e b; KOEHBR &
SPIEGEL-ROY, 1976 e 1877a1l. Fai wverificada que a
embriogénese & estimulada naos caltas irradiadaes caom doses
entre 120 e 160 Gy de raiaos-gama (SPIEGEL-ROY & KOCHBR,
1973bi. AR idade dos calos modificou a respasta & irradiag@e
com respeito 3 radiossensitividade e a dose &tima para a
embriogénese (KOCHBR & SPIEGEL-ROY, 197783. R radiag%e
parece diminuir o nivel de auxina endégena, sende que com
dases muito attas (€300 Gy}, as culturas de €itrus
scbreviveram apéas a adigZ%o de IAR (KOCHBR & SPIEGEL-ROY,
197761,

Pelas razies acima expastas, as cataos
embriogénicas estda sendo bastante usadas na melharamenta
par mutagSo. R radiago gama tem sido apiicada a calaos
embriogénicas para um aumenta da wvariabiltidade, caom =2
pasterior seleg%ao *in vitro® para taoler@ncia & salinidade
(KDCHBR et atii, 1980; BEN-HRYYIM & KOCHBR, 13982; KOCHBR et
atii, 1982b} e para toler@ncia aaoa herbicida 2,4-0 (KOCHBR et
alii, 1980 e SPIEGEL-ROY et atii, 19831.

Entretanto, é& preciso cansiderar gue as catas
embriogénicas conté&m, ao mesmo tempa, véarios estagiaos de
desenvolvimento, desde cétulas individuais até proembriéides
(BUTTON et alii, 1974} e que diferentes estégiaos podem
respander diferentemente 3 irradiagSo (KOCHBR & SPIEGEL-ROY,

1877b1. AR caomposig%a das calaos muda cam a idade das mesmas
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e uma campasig¥c menas unifarme é esperada cam o aumentao dz
idade. festa forma, 286 se 1induzir mutac®%a em calas
embriogénicas; vérias subcultivas de seleg%a recarrente s%ca
necessariaos;, atém da an&tise das plantas regeneradas quanta
aa quimerisma.

o usa nao mefihoramento, de protoptastas
submetidas & mutagénese, tem sido sugerida poar diversas
autores (CHILLBUX, 1964; CONSTANTIN, 1984; IRER, 1984, 13985
e 13886). Em C.sinensis cv. Shamouti, VARDI et altii (1975}
estudaram a saobrevivéncia de protoplastaos ao tratamento com
etit metanassulfanata (EMS} e ao tratamenta caom raias-X,;
verificanda que a embriogénese fol praomavida nas catas
derivadas de protoplastos 1irradiados. Contuda,; trabalhaos
adicianais fazenda usa da mutagénese em praotaoaptastas de
Citrus ndo faram retatados.

R mutagénese em protoplastos constitui o Gnice

sistema em que o tratamento mutagénico pode ser aplicada em

uma papulagdo,; retativamente sincranizada, de céltulas
isatadas e geneticamente haomogfneas, onde existem altas
probabitidades na obteng%a de mutantes n%a quiméricas

(NEGRUTIU et alii, 1964}.

2.2.4. 8 Selegda “In Vitro*

As condig8es de cultive ®*in vitro® podem ser

bastante adequadas para a selegdo de diversas



caracteristicas, e tém sido usadas na seleg%oc para:
eficiéncia na absorg%o e utitizag%a de nutrientes
essenciais; eficifncia na fixag#o e utitizagdo de carbano;
resisténcia aos estresses de temperatura, hidrico e de
salinidade; resisténcia a metails téxicas, patuentes,

herbicidas; e resisténcia a daoengas (INGRAM & MacOONRLE,
189861} .

A seleg%a, realizada *in vitro®, possibilita a
econamia de espaga, tempo e de recursos, tanto humanos coma
financeiraos, paois saomente as ptantas, caoam chances de passuir

a caracteristica desejada, s%o selecionadas e levadas aa

campa. HlLém disso, as técnicas "in vitre® permitem —uma
escala de seleg%c que seria dificit, sen%a impossivel, ds
alcangar de outras farmas. Por exemplo, um melharista de

batata pode seleciaonar na casa de vegetag® o aoau na campg,
perte de 50000 a 100000 ptantas por ano para resisténcia &
doenga. Por cutro tadao, 20 milh&es de protoptastos, obtidos
de apenas 1,0 grama de tecidoc foliar, padem ser cultivadaos
em um labaratéaria. Se uma mutag%o benéfica, tal caomo
resisténcia & doenga, tem uma probabitidade de TG‘S, entae
um mutante poderia ocorrer entre as 100000 ptantas.
Partantao, tearicamente 200 ptantas mutantes poderiam ser
obtidas a partir da seteg3o na cultura de protaplastas de
1,0 grama de tecido (IRER, 1385}.

Em Citrus, g2 selec8c "in - vitre® tem side
realizada em <calos embriogfnicas para o ‘1soiamenta de

linhagens celulares toterantes ao cloreto de sa4dia (NaCt?
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(KOCHBA & SPIEGEL-ROY, 188213 . KDCHBR et alii (139843
conseguiram obter calas  gque mantinham 3 capacidade
embriogé&nica, mesmo guando cultivadas em meios caom Nall 0,2
M . BEN-HARYYIM & KOCHBR (1882} estudaram as.caracteristicas
de crescimento e estabilidade da taler@ncia & salinidade em
calos setecionadas *“in vitra®. Observaram gue a toler@ncia
ao NafClt se mantinha apés transferBncias consecutivas em meia
de cultura sem ‘o agente seletiva, e que paortanto, o
praocedimento de seleg¥% *in vitro® havia isaoladao wvariantes
genéticas verdadeiraos. KOCHBR et alii (1982b} obtiveram
diversas  linhagens celulares de C.sinensis cv. Shamauti e
uma Linhagem de C.aurantium capazes de crescer em NaCt G,717
M. Estes autaores verificaram a estabilidade da
caracteristica nas Linhagens selecionadas e regeneraram
embriéides a partir destas, sendo gue os mesmas também eram
toterantes a salinidade (KOCHBAR et alii, 13982b}. For autrao
Lado, VARDOI & SHANI (1984} estabeleceram a correspondé&ncia
na toler@&ncia 3 salinidade entre diversaos cultivares e
espécies de Eitrus, e os respectivas protoplastas. Neste
casao; os pratopléstos derivadaos de pltantas caom maior
toler8ncia & salinidade mostraram maiores eficiéncias de
plagueamento em meies com NaCt, do que as protaopltastas de
ptantas menaos taolerantes.

Trabalhos de seleg%e fin wvitro®, para a
toter&ncia ao herbicida 2,4-00 , tém sido realizadaos em calas
embriogénicaos de C.sinensis cv. Shamouti (KOCHBA et alii,

1980; KOCHBA & SPIEGEL-ROY, 13982 e SPIEGEL-RDY et alii,
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189833 . Foram selecionadas tré&s Linhagens <celulares que
-4
teteravam concentragles de 2 x 10 M de Z,4-D

;, sendg - que
uma das  linhagens se tornou 2,4-D dependente, ou seja,
mantinha sua capacidade embriogé&nica somente quando
cultivada em 2,4-D . A estabilidade da toler@ancia a este
herbicida foi demonstrada (SPIEGEL-ROY et alii, 19831, senda
que destas Linhagens totlerantes, foram regeneradas
embridides gque também apresentavam a toler@ncia.

A selegSo "in wvitreo® para toleréncia &
estreptomicina j& fai efetuada em calos embriog&nices de
C.sinensis , sendo que a estabilidade da caracteristica nas
linhagens celulares selecionadas foi claramente demonstrada
(KOCHBA & SPIEGEL-ROY, 1382).

Estudos sobre a confiabilidade de um sistema
de seleg%o0 ®in vitro®, wusando filtrados da cultura de
Phytophthora citrophthora , foram feitos por VARDI et alii
(19868a}. Estes autores testaram a seleg%0, coaom o filtrado,
em catos embriogénicos e em protoplastos de quatro
cultivares de diferentks espécies de Citrus. Concluiram que
o filtrado dc referidc patégeno n%o pode ser usado came
agente seletivo, pois n%o0 houve correlag¥a ‘entre as
respostas das culturas ®*in vitro® e a susceptibilidade dos
respectivos cultivares no campo.

Embora a seleg%o0 "in vitro* apresente muitas
vantagens em relag¥%o0 & seleg8o no campo, deve ficar <claro

que algumas caracteristicas n%o podem ser avaliadas *®in

vitre®, como por exemplo, seleg¥o para aumento de produg%o.

¥
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Hiém disso, a seleg¥c “in vitro® nunca etimina a necessidade
da posterior avaliag®o no campo, mas acarreta uma grande
diminuig%o no ndmerc de plantas a serem testadas no campo,
aumentando a probabitidade na obteng%o de ptantas com as
caracteristicas desejadas.

Butro fato que deve ser tevado em consideragdo
¢ que n%c s%o sempre 0s mesm0SsS genes gue se expressam em
toadas as fases do ‘desenvoivimento. Paortanto, algumas
caracteristicas que se expressam “in vivo* -podem ‘n%o0 se
expressar *in vitro® e vice-versa, fazendo necessarios os

estudos de correlagho de express¥c "in vive® e “in vitre®.

Atualmente, grande &nfase esté sendo dada aos
testes com as ptantas regeneradas, a partir das Ltinhagens
celutares selecionadas citadas acima. Entretanto, estes
testes sdo0 demorados em Citrus, devido principalmente ao

tongo ciclo de vida destas espécies.
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3. MRTERIRIS E METODOS

3.1. Espécie utilizada:

Os exptantes faoram retiradas de frutos jovens
da cultivar Pera premunizada de Citrus sinensis, obtidos
junto 2 Estag%c Experimental de Limeira, Instituto

Rgronfimico de Campinas (IRC}, em Cardeiré&épolis, S%ac Pautlo.

3.2. Meios de Cultura e Saolugles:

3.2.1. Meio MS

8 meio MS, modificado a partir do meio
descrito por MURRSHIGE & SKOOG (19682), foi compaosto de:

Macronutrientes:

NH OND oo e e e e e e 1650 mg/t
4 3
KND e e e e e e e e e 1900 mg/t
3
KH PO oottt e e e e e e e e e e e e 170 mg/l
2 4
Call -2 H O ottt e e e e e e 440 mgfl
2 2
MGSO -7 H D oot e e e e 370 mg/t
4 2
Na CEDTA oottt e e e e e e 37,3 mg/t
z
FeSO .7 H O oot e e e e e e e e 27,8 mg/t
4 2
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InSE .7 H DO ... ... e e &,8 mgft
4 z

S 0,83 mgft

Na MoD .2 H O ... ... . ... ettt 0,25 mgft

Z 4 pd

CuSD .9 H O .. e 0,025 mgft
4 2

CaCl B H D ... e 0,025 mg/ft
2 ps

Compiementas:

Mesa-inasitaolt . ... ... ... . ... ... .. ... 100 mg/ft

fcido nicotinico ... ... .. . .. .. ... ... 0,5 mgft

Firidaxina-HEL . ... .. ... ... ..t 0,5 mgft

Tiamina-HCUL . ... . ... ... i i 0,1 mg/t

Extrato de matte ..... . ... ... .. ... 500 mg/t

O pH foi ajustado para S,7 com KOH 0,1 M.

d.2.2. Meia 2ZMS

Fol preparada segunda o item 3.2.7., sendo gue

foi wutiitizado o dobro das cancentragies dos compiementas
meso-inasitol, &cido nicaotinica; piridoxina-HEL e tiamina-

HCL. O pH foi ajustado para 5,7 com KOH 0,1 M.

d.2.3. Meio MT

Este meio, modificade a partir do meio
descrita por MURASHIGE & TUCKER (1869}, foi compasto petas

mesmos macroc e micronutrientes do item 3.2.17., acrescido das
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sequintes complementos:

Meso-inasitol ... ... ... .. .. ... ... .. ... 100 mgft
fcido nicotinico ...... ... ... ... ... ... 5 mgfi
Piridoxina-HCL ...... ... ... .. .. . 10 mg/l
Tiamina-HCL ... ... . ... . i e 10 mgft
Extrato de Malte ........ .. ... ... .. .. .. ..., 500 mg/t

O pH foi ajustado para 5,7 com KOH 0,7 M.

3.2.4. Meio 2MT

Foi preparadao segundo o item 3.2.3., sendo gque
foi wutilizado o daobro das concentragBes dos complementas
meso-inaositol, 4&cido nicotinicao, piridoxina HCL e tiamina-

HEL. O pH foi ajustado para 5,7 com KOH 0,1 M.

3.2.5. Meia de Macerag%o (SPIEGEL-ROY & VARDI, 13841

Este meio consistiu da metade dos
macraonutrientes descritos no i{tem 3.2.1., os estabilizadares
osmGaticaos sacarose e manitol e as enzimas cellulase
(*Dnozuka R-10*) e maceraozyme ("R-10%"1. As concentrag8es
dos estabilizadores osméticos; assim como as concentragles
das enzimas wusadas em cada experimento foram definidas

através do métodec "Simplex® (item 3.13.1}.
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0 pH foi ajustado para 5,7 com KOKH 0,1 M e a
esteritizag¥o faoi feita com filtros Sartorius (6,2

micrBGmetrosl).

3.2.6. Meio de Lavagem doas Protaplastos (SPIEGEL-ROY &
VARBI, 1884)

Este meio centinha os macro e micronutrientes
descritaos no item 3.2.7., as complementos meso-inasitoal,
acido nicotinica, piridexina-HCL, tiamina-HCL e extrato de
matte nas gquantidades do item 3.2.3., e sacarose e manitoal,
nas mesmas concentragies do meio de macerag%oc de cada

experimentao.

O pH foi ajustado para 5,7 com KOH 0,1 M.

3.2.7. Sotugles para aoas LCortes Histolégicas

3.2.7.%. Fixador Carnay

Este fixador faoi preparado, maomentaos antes do
seu uUso, com a seguinte proporg%o:

Bitcool etitica

Fcido acético gltaciabt ............... 1 parte

3.2.7.2. Série Etanalica

Tendoa como objetivaoas a desidratagc%o ou - a

hidratag%o do materiat, foi preparada a seguinte série

etanédlica:
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Bitcocl etitice a 10 %
fitcoaot etitice a 30 %
fitcoot etiltico a 50 %
Aitcool etitico 3 70 %
fitcool etitico a 80 %
Aitcool etilico a 85 %

fAtcoaol etilica absaluta

3.2.7.3. Série Praogressiva de Xilal

AR seguinte série de solug@ies foi preparada a
fim de permitir a penetrag%o ou a retirada de parafina daos

tecidas:
3 partes de alcoaol absaluto e 1 parte de xilal

2 partes de alcool absaluto e 2 partes de xitat
1 parte de alcool absolute e 3 partes de xilal

xilal pura

3.2.7.4. Adesiva de Haupt

8§ adesiva fai usadao para manter as cartes

aderidos a&s lL@minas, tenda sidao preparado comc descrita &

seguir:
betatina em foltha ... . ... .. ... .. ... T g
Blicerina .. ... ... i i 15 mi
Fenal ... ... .. @i it e e e e e e e Z2 g
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3.2.7.5. Hemataxiiina Férrica de Heidenhein

fs solugdées descritas abaixo foram usadas para
promaover a caolorag@ao das células e permitir as abservagl8es
ao microscépio:

Mardente:

Sutfato de ferro amaniacat ............ 2 g

Agua destilada ...................... 100 mi

Larante:

Hematexilina .... ... ... ... .. .. ... ... tg

Alcoal absalutoe . ... ... ... . .. . ... 10 mt

Figua destilada ......... ..o iuooen.. até completar
200 mt

Esta dlLtima salugSa fol envelhecida par uma

semana, antes de ser usada.

3.2.7.68. Carante Safranina

3] carante safranina foi preparadao nas

seguintes proparcées:

Safranina ... ... it e e et 2,25 g
Blcoal 85 & ... ... e 225 mi
figua destilada .......... .. ... ... .... 225 mt

3.2.7.7. Corante *Fast-green®

Este carante, geralmente usada como

complementao do caorante safranina, tem a seguinte composig@a:
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fFast-green® ... .. .. ... T g

Hicool etilico 95 %

3.2.8. SoluglBes para 2 Coloraglo de Nbcleos (KRO, 19823

3.2.8.1. Fixador para Protoplastos

Cameo as protaoaplastaos vegetais s%o muito

fraégeis, foi necess&aria a preparagdoc do fixadar especial

apresentado abaixe:

Blcaol etitlica ... ... .. ... . ... ... .... 56,25 mi
Rcido acético gtacial ............... 18,75 mt
figua destilada ....... ... ... ... ... ce.. 25 mt
Sarbitaol ... ... ... .. i 3,6 g

3.2.8.2. Fucsina Carhélica

0 caorante descrito a seguir & adequado para a
colorag8c de néciteas e cromossomos e faoi usado para preparar

a2 fucsina carbélica modificada (item 3.2.8.3.1}:

Solugc%c estoque f:

Fucsina Basica

....................... 3 c
Atcool etilico ... .. oo 100 mt
Sotug¥o Estagque B: ‘
Solug%o estagque R ... ... ... ... ...... 16 mt
Fenol 5 % em agua destilada ..... ;... 90 mt

Solugdo Corante:

Solug%o estoque B
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Bicido acético gtaciatl

Formatdeido 37 %

H# solugdo corante deve ser envethecida para

permitir uma mether cotoragide.

fis solugies foram armazenadas em vidras
o
escuros e mantidas a 4 C.

3.2.8.3. Fucsina Carbélica Maodificada

Solug%o corante (f{tem 3.2.8.2.) ..... 2 mt
Rcidao acético glacial ............... 44 mt
ffgua destiltada ............... . ...... 54 mti
SOFBIEOL oo ee e et e 1,8 g

3.3. Esteriltizag@oa

Ds meios de cultura, a agua destilada, as

instrumentos e materiais usados nos experimentas foram
o

esterilizados em autoclave paor 17 minutaos a2 1217 £, enquante

que as placas de Petri foram esterilizadas em estufa,
a
durante 4 haoras a 150 LC.

d.4. Armazenamento dos Frutos

Ds frutaos coletados foram armazenados em sacaos

a
plasticaos - umedecidos e mantidos a uma temperatura de 10 C.
fis frutaos utitizados nos experimentos permaneceram

armazenados por um periodo maximo de um m&s, sem gque fasse
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afetadoe o potenciat de sobrevivéncia e embriogfnese dos

expiantes (NRVRRRO et altii, 19791.

3.5. Rssepsia dos Frutaos

A assepsia foi realizada a partir da retirada
da casca externa des frutos, inctusive dao atbhedo, e
pasterior colaocag%o dos mesmos em uma solug%o composta de
uma parte de &4gua sanitéria camercial (*@-BOR* - hipaclarito
de sGdio 2 % } e de duas partes de &gua destilada, durante
vinte minutos. Em sequida, em condigles assépticas, foram

feitas trés lLavagens caom &gua destilada estéril.

3.6. Preparag3o dos Explantes

Os frutos jovens, apbs a assepsia, faram
cortados em condig¥es assépticas, e os 6Gvulaos remavidas
foram caolocadaos em placas de Petri estéreis. ECaom auxilio de
pinga e bisturi e saob estereamicroscépio; através de coarte
Longitudinal nao Gvuia, fai feita a remog3o do nuceto. Tanto

os 6Gvulas inteiros camao os nucelos isaladas faram usados

para as cultivas.

3.7. Condig8es de Cultivao

Os cultivas faram feitas & temperatura
o

de 2632 € , em condig¥oc de luminosidade (aproximadamente

1500 t(ux) e fotoperiodo de 16 horas de Luz e 8 horas de
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escure oau em condic¥o de 24 horas de escure  (lncubadora
BODY.
As transferéncias dos explantes para meios

frescos (subcultivos) feram realizadas a cada 3-& semanas.

3.8. Dbteng%c de Calos Embricgénicos

Os frutos jovens, wusadaos para a retirada de
explantes, eram de diferentes idades ap6s a antese - 6, 8,
10 e 12 semanas. 0 cultive dos daois tipos de expltantes
(bvulos e nucelos) foi feito nes quatro diferentes meios de
cultura descritos nes ftens 3.2.%1., 3.2.2., 3.2.3. e 3.2.4.,
e nas duas condig8es de Luminosidade descritas no item 3.7.

Os experimentas feram montados em esquema
fatorial, sendo que para cada cambinagdo dos fatores acima
citados foram feitas nc minimo trés repetigles. Cada
repetig3c foi composta de uma placa de Petri caontendo
inicialmente 10 exptantes.

A primeira avatiag3c foi realizada quatro
semanas apés e inicio do cultiva e, as avaliagées

posteriores, a cada duas semanas.

3.8. Verificag¥%o dos Efeitos do 2,4-D

Foram cultivados é6vulos, extraidos de frutos
de 12 semanas apbs a antese, em meio 2ZMS - {(item 3.2.2.1
acrescido de 2,4 0 e mantidos no escuro. Foram usadas as

concentrag®es de G, 0,5 , 1,0 e 2,0 mg/L de 2Z,4-0.
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Faram feitacs trés repeticles de cada
tratamento, senda que cadaz repeti¢®%o foi compasta de uma
placa de Petri contendo iniciaimente 10 6vulaos. Hs

avaliagBes foram realizadas como o descrito no ftem 3.8.

3.10. Cortes Histolbgicos

Os materiais destinados aos cartes faoram:

- 6vulos recém extraidos de frutos de 8 semanas apbs a
antese;

- &Gvulos de frutos de & semanas, cultivados por 42 dias
e apresentando calas; e

- catos embriogé&nicos obtidos através dao cultiva de
évutias.

Estes materiais foram fixados em Carnoy (item
3.2.7.1.} por 24 a 38 hhoras. Posteriormente, foram
desidratados peta série etanética (item 3.2.7.2.1}
permanecendo 1 hora em cada etapa, exceto no alcoot 85 &,
onde foram deixados por 12 a 24 haras. ‘Em segquida, foram
passados peia série progressiva do kilot (item 3.2.7.3.1
ficando T hora em cada etapa.

Apbs, os materiais foram colocados em pequenas
recipientes e cobertos com xitol ~puro, ~sendo adicionadas
fragmentos de parafina.até a saturag8o.  Em cada recipiente
foi ‘ent3o acrescentado parafina’ ‘derretida —par sobre a
materiat. Os recipiente§ foram mantidos em estufa -a SGO £

por cerca de 3 haras. FPassado este tempo, foi realizada a

troca da parafina e novamente, os recipientes foram deixadaos



na estufa por 3 haras. ARinda foi feita mais uma troca da

parafina.

Em sequida, as materiais faram emblocadas em

parafina, usanda-se farmas de papel aprapriadas e untadas
cam xilal. €am as blacas de parafina prantas, estes faram
fixadas ao suparte de madeira e cartadas na micrétama. AR

espessura das cartes fai de 10 a 12 micr@metras. Estes faram
distendidos ~sobre Léaminas; .cantendo wuma camada fina dao
adesiva +de -Haupt (item 3.2.7.4.) e algumas gotas de &gua
destitada, mantidas sobre chapa de agquecimentao (SOO €. Apés
a distens%a, o exctessa de &gua fai retirado cam papel de
filtro, e as L&minas foram deixadas na estufa a 40B € par
peta menas 12 haras.

As Lé@minas preparadas faram calacadas em
frascas aprapriadas (frascas de Caplin}, onde foram deixadas
em xilol pura (desparafinadaor} par 20 minutas. Laogo a
seguir, foram passadas rapidamente por uma solug¥a de
alcaoal:xital (1:1} e pela série etanélica em aordem

decrescente de cancentragSa.

s bvulas cam e sem calas faram caradas cam

hemataxilina (item 3.2.7.85.1}, partanta, as tdminas
carrespandentes foram passadas por. ~agua destitada e
deixadas no mardente por 15 minutas. Foram lLavadas em agua

par 3 vezes; tratadas caom a carante paor 10 ‘minutos e
navamente lLavadas 3 vezes. 0 excessa de hemataoxilina foi
removida caom a mardente diluida em agua (1:1) e as Laminas

faram mais uma vez lavadas.
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s L@minas dos <catos embriogé&nicos foram
coradas com  safranina f{(item 3.2.7.6.} por 30 minutaos,
passadas rapidamente peta série etanéiica em ordem crescente
de concentrat¥oc, pelo corante ®*fast-green® (ftem 3.2.7.7.1) e
peta série progressiva do xilaol. Estas permaneceram no
maximo 10 minutos no xitot puro.

Todas as t4minas j& coradas foram mantadas com
Badltsamo do Canadad e taminulas, passando por um perioda de

secagem antes das observaglies ao microscépio.

3.11. D Isotamentao de Protaplastos

Em cada experimento, foram colocados cerca de
0,5 g de calos embriaogénicaos em uma placa de Petri de 10 cm.
Estes calos foram desmanchados mecanicamente e acrescidos de
10 mtL do meio de maceragdoc (item 3.2.5.); para uma incubagdo
no escuro a 28& € e sem agitag¥oc. O tempo de digest%a
enzimatica; assim como as concentraglies das enzimas

(celtutase e macerozyme) e dos estabilizadores osméaticos

(sacarase e manitotill foram definidos através do método

*Simptex* (item 3.%13.1.

3.12. Purificag%o dos Protaoplastos

Ap&és a macerag%o0 enzimatica, a suspens%o de
protaptastos foi filtrada através de wuma teta metalica
(TELRSTEM Ltda - SP} com poros de BZ micrfimetros. Ros calos

remanescentes foram zdicionados 5,0 mit de meio de (avagem
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(item 3.2.6.}, sendc os mesmos caomprimidos suavemente cam a
pinga. A suspens%c de protaoplastosg, assim formada, também
fai filtrada peta tela de B2 micr8metros e reunida &
suspens®So j& filtrada. R suspens%o de protoplastos compteta
foi ent%a filtrada em uma outra tela metalica (TELRSTEM Ltda
- SP} cam poras de 37 micrfimetros. (] filtradao de
protaplastaos foi centrifugado & 1400 rpm (cerca de 250 x gl
durante 3 minutas.

(0] sobrenadante foi descartadao e aas
prataoplastos precipitadas, foram acrescentados S mlL do meia
de tavagem. Os praotaoptastas faram ressuspensas
cuidadosamente cam pipeta Pasteur e centrifugadas navamente.
Este procedimenta foi repetida duas vezes. Pasteriormente,
os protaopltastas foram ressuspensas em um volume final

caonhecida de meio de Lavagem.

3.13. O liso do Método *Simplex® (LDNG, 13963} na Otimizag%o

do Isaolamento de Protaoplastas

R metaodotagia wusada para a 1isalamento de
protopiastaos foi a descrita no item 3.1%1., sendo que as
variaveis cansideradas fundamentais para um aumento na
eficiéncia da obteng%ao de pfotoplastos viaveis faram: al
tempo de digest%o enzimatica; B} caoncentrag¥o de cetltutase;
c} concentragdo de macerozyme; d)} maolaridade de manitaoi, e,
e} molaridade de sacarose. Partantao, estas foram as

variaveis usadas na construg%ao do *Simpltex®.
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Rigumas outras waridveis faram pré-fixadas,
ceme: al a pH §,7 do meio de macerag¥a; b} digestSo

o
enzimética no escuroc a 26 C e sem agitag®ao

i €) composigso
do meio de maceragda (item 3.2.5.); d) proparg%o de S0 mg de
catos para 1,0 mi de meio de macerag%o; e e} uso de calas
embriog&nicos de no m&ximo 30 dias ap&és o subcultiva.

O vértice de partida do "Simpiex® e os passos
(Tabela 21 faoram definidos com base nas resul tados

apresentados peta titeratura de protoptastas de Citrus e de

experimentas preliminares realizades. 0Os demais vértices dao

Tabela 2 - ¥alores iniciais das vari&veis testadas e as

passas correspaondentes empregados na construg&o

do *Simplex®

ot st U 2ol A i, A T A T WL b 4l . A il A Al St e e Pl i A Al B il A T NS ot il M. i W A P SO, SN Gt

Varidveis Vértice de Passos
partida
(vataores)

s i ol o s e, Sl it e

—— B

Tempa (min) 180 S0 %
Cetltutase
(mg/10 m{ do meia) 300,0 5%
Macerozyme
(mg/10 mt do meia) 30,0 20 %
Manital (M) 0,3 18 %

Sacaraose (M1 0,3 15 %
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*Simplex® foram estabelecidos segundo LONG (1888}, sendo que
cada vértice ou tratamento foi definide por um conjuntec de
valores das vari&veis a serem testadas e acima citadas. #
evaluglo do *Simplex®, ou seja, o desltocamento das condigles
experimentais em direg%c ao ponto &timo foi feita de acordo
cam . as regras providas pelo algoritmo de - Nelder & Mead !
(1965), citado por BEMING & MORGRAN (1973}.

As restrig¥®es impostas &s vari&veis testadas
faoram: a) tempo de digest@o enzimética de no méximo 20
horas; b} concentrag®o individual das enzimas de no méaximo

3,5 % ; e c} motaridade total dos estabilizadores osméticos

de no minimo 0,3 M e no méaximo 0,8 M.

d.14. Avatiag3o dos Experimentas de Isolamento de
Protoplastos

3.74.%7. Rendimento (MURRYRMR, 13987}

AR eficiéncia da digest%o enzimética dos calos

embriogénicos foi avaliada através de contagens do némero de

protopliastos obtidas. Para cada tratamento foram retiradas
duas amostras; sendo gque para cada amostra foram feitas
contagens em 8 campos da c&mara de Neubauer. Foi calculada
g mmmmm oo

NELDER, J.R. & MERD, R. Computer Journat, 7: 308, 186&.
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a média do numero de protopitastos nos 16 campos; e o
rendimento foi expresso como o némero de praotoplitastos par

grama de calos embriogé&nicos.

3.14.2. Viabilidade

Para a determinag¥o da viabilidade dos
protoplastos; a um volume conhecido foi adicionado & corante
azul de metitene para a cancentrag¥a final de 6,01 %
(HODLEY & Mc CAHARTHY, 139801; e novamente foram feitas
cantagens como as descritas no item 3.14.1. Assim, com a

média des 16 campes para cada tratamento, foi estabelecida a

percentagem de viabilidade.

3.14.3. Verificag%o do Ndmero de Nacleos (KRO, 139821

Inicialmente, foi feita a fixagdo dos
protoplastos;, misturando-se um volume da suspens%o dos
mesmos com nove volumes do fixador (item 3.2.8.%1.1. AR

o

fixag%o foi realizada a 5§ € por no minimo 24 horas e no
maximo 2 semanas. ARpés, foram colocadas duas gotas de

protoplastos fixados e wuma gota de solug@a de fucsina

carbélica modificada (item 3.2.8.3.} em wuma tdmina.
Permitiu-se o desenvolvimento da coiorag%o com exposigc®o ao
ar por mais de uma hora. Em seguida, faram contados 200
protoplastos e determinadas as percentaéens de protoplastos

uninucleados e binucleados.

A verificag80 do ntmero de nbcleos s& foi
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realizada nos protoptastos isolados pelo melhor tratamento

definido através do métode *Simplex®.

3.15. Determinag%o da Radiossensitividade dos Protopiastas

Suspens@es de protoplastos numa densidade de
aproximadamente 1,5 x 105 protoptastas por mitiltitro,
obtidas de —acaordo caom a melhor procedimento para o]
isolamento de protoplastaos (ftem 3.13.), foram usadas para a
realizag%o das curvas de sabrevivéncia.

Os experimentas para a obteng%o da curva de
sobrevivéncia & radiag%o gama foram realizados 42 haras apés
o isotamento &e protoptastas (GRLUN & RRVEH, 1375 e VAROI et
atii, 1975}, sendo que durante este periodo, os protopltastaos

o
faoram mantidos no meia de tavagem, no escura a 26 C

'
sem agitagSo . No maomento da irradiag%o, a suspens%a de
praotoplastos faoi homogeneizada cuidadosamente com pipeta

Pasteur, colocando-se 0,5 ml desta suspens%ao em cada tuba

estérit ~da centrifuga. Foaoram preparades S tubas; 1 deles
usado caoamao controie sem irradiag%o, e os 4 tubaos restantes
60

irradiadas na fonte de Ca da CENR/USP. HAs dases wusadas
foram 15, 30, 45 e 60 Gy a uma intensidade de dase de 290
Gy/hara

iogo apés a irradiag3o, os protaoplastas faram
centrifugadas - a3 1400 rpm (250 x g} por 3 minutos e foi
efetuada a troca do meio. 0Os mesmas foram carados, 24 horas

ap6s a irradiag@o, cam azul de metileno, coma descrito no
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item 3.714.2., para & determinag8c da wviabilidade. Hs
percentagens de sobrevivéncia dos protopltastos irradiados
foram estabelecidas em relag%o0 a sobrevivéncia do controie,
considerada como 100 %

0 experimento para determinar a curva de
sobrevivéncia dos protoptastas & radiag%o gama foi repetido
trés vezes, sendo gque para cada repetigdo foi preparada
também uma nova suspens3o de protoplastos (repetig%o de todo

o procedimento, desde o0 isolamento-de protoplastosl.
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4. RESULTRADOS E DISCUSSAROD

4.7. Obteng%a de Catos Embriogénicaos

Foram retiradas amastras dos frutos coletados
6, 8, 10 e 12 semanas apf6s a antese, para uma determinag@o
das medidas dos frutos nas diferentes idades. 0Os resultados
encontrados est%o na Tabela 3.

Os 6vutos e nucelos extraldes dos frutas
destas idades n%o apresentavam sinais de diferenciagBo de
embgibides, o6 gque concorda com as observaglies de FPRSOUAL
(19853 .

0 desenvalvimento dos évulos e nucelos foil
acompanhado e avaliado iniciaimente quatro semanas apés o
comego do cultivo e posteriormente, a cada duas semanas. Hs
respostas dos explantes cultivados puderam ser resumidas em
quatro classes: presenga de catos, presenga -de ~-peguena

proliferag%o celular, presenga de embriédides e aus&ncia de

alteragdes.
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Tabeta 3 - Medidas dos frutos de Litrus-sinensis:cv. Pera em

diferentes idades

—

Tempo apbs a antese

({semanas)

a
"Medidas dos frutos

A mmd

— o

11,8+0,3 x 14,0+0,3
15,2+0,2 x 19,0+0,3
22,8+0,4 x 27,0+0,3

23,7+0,8 x 34,1+0,7

a
média + erro-padrdo

. - ——
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As Tabelas de 4 a 11 mostram os resultados
obtidos para o cultivo de évulos, das quatro idades apébs a
antese, para os quatro meios de culttura e nas duas condig&es
de Lluminosidade. Nestas tabelas, os resultados foram
expressos como a média, dos valaores em percentagem, de todas
as repetig8ies para cada tratamento. HRs Tabelas de 4 a 7
correspondem a avaliag¥o0 apés quatro semanas de cultivo,
engquanto que as Tabelas de 8 a 11 correspondem a avaliag3o
dé doze semanas.

As Tabelas 12 e 13 apresentam as resulttados do
cuttivo de nucelos isolados, para o0os quatro meios de cultura
e nas duas condig8es de Ltuminosidade; retativaos as
avaliag@es de guatro e'doze semanas, respectivamente. Também
nestas tabelas, os resultadaos foram expressas como a média,
dos valores em percentagem, de todas as repetig#es para cada
tratamento. Para o isolamento de nucelos, samente foram
usados frutos de 10 a 12 semanas ap6s a antese, devido a
impossibilidade de isaolar os mesmos;, de frutos mais jovens,
sem danificé-los.

A Tabela 14 mostra as médias encontradas pars
a presenga de calos e embridides, do cultivo de @Gvulos
avatiade ap6s quatro semanas, enquanto que a Tabeta 15
apresenta as mesmas informag@ies para a avaliag%o apé6s doze
semanas. R Taheta 18 1inciui 'as médias obtidas para a
presenga de embridides, dos cuittivos de Gvulos e nucelos
avaliados apbs doze semanas; e a Tabelta 17 mostra as médias

para a presenga de calos embrioglnicos, numa avaliag8o apés
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sete meses de cultivo. Estas quatro @ittimas tabetas foram
organizadas para facilitar uma caomparag¥o entre as variaveis
testadas cam relag¥%o aos resultados mais impartantes e de

interesse.

4.%9.17. 0D Cultivo de Bvulos

tima an&iise das Tabetas 14 e 15 permite
verificar que: al parece n%o haver diferenga entre aos meiaos
de cuttura quanto 3 formag%o de calos; b} ocorre uma maiar
frequéncia de surgimento de calos em cultivas feitas no
escura; e c)} existe uma maior tendéncia para a formag%o de
calos com o aumento da idade dos frutas usadas caomo fante de
explantes.

AR obteng¥a de <calas a partir de 64vulas de
Citrus sinensis cv. Pera, cultivados em meio com horménios,
principalmente com 2,4-0, j& havia sido relatado por PRSQURL
(1985). Entretanto, a wusao deste harmfnio em cultura de
tecidas tem sido <correlacionado caom a aparecimento de
aberrag®es cromaoss@micas (MURASHIGE et atii, 1967; SINGH &
HARVEY, 197G; BRAYLISS, 1980; VARDI et atii, 1882; SPIEGEL-
ROY et atii, 1983; GOULD, 1986; NAGARAJAN & WALTON, 13987 e
WAKHLY & BRJWA, 1987). Desta forma, foi necessaria a
definig%o0 de condiglies que paossibilitem a obteng%o de <calas
de C.sinensis cv. Pera, evitando a utilizag%ao desse
horménio.

Nas candigdes testadas, canseguiu-se a

obteng%ac de <calaos em até 88,57 % dos explantes em apenas
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Tabela 4 - Média dos resultados, expressos em percentages,
do  cultivo de évulos de frutos de 6 semanas de

idade. Avaliag%o apés quatro semanas de cultivo.

s e e s s A e S Aasp. . W Vo A O B i s s WO RN A £2208 AT S, SO A s ki o A A . i B M D S e W i S o e A e R S S M A A, AR, D A, el RS NG . Y RS . . T Wk

Meios de Presenga Peguena Fresenga Auséncia
Cultura de proliferagdo de de
calos celular embriéides alteragBes
Escuro:
MS 5,84 35,13 0 58,397
2MS 19,43 4,43 0 76,15
MT 14,58 26,68 0 58,75
2MT 17,50 11,393 0 70,58
Luminosidade:
MS 5,00 6,33 0 88,08
2MS 4,43 2,50 0 93,08
MT 2,50 6,393 0 30,58
2MT 2,50 2,50 0 95,00
Tabela 5 - ‘Média dos resultados; expressos em percentagem,

do cultivo de éwvulos de frutos de 8 semanas de

idade. Avaliag¥o apés quatro semanas de cultivo.

Meios de Presenga FPeguena Fresenga Auséncis
Cultura de protiferacdo de de
catos ~ celular embridides alteragles
Escuro: i
MS 57,80 9,13 0 33,08
Z2MS 66,30 9,58 0 23,53
MT 54,20 20,80 0 25,00
2MT 62,08 9,18 0 28,75
Luminosidade: .
MS 168,45 6,25 0 75,30
Z2MS 6,85 11,68 0 81,48
MT 4,58 2,08 0 93,35
2MT— 6,08 8,58 0] 85,35

— ——— ———— —
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Tabela B - Média dos resultados, expressos em percentagem,
do cultivo de évulos de frutos de 10 semanas de

idade. Avaliag%o apés quatro semanas de cultivo.

e e sl At s < s AR o A A ek S T A G M. S ki o M o S

Meios -de Presenga Peguena Presenga Ruséncia
Culbtura de proliferagio de de
catos cetular embridides alteragBes
Escuro: S -
M5 40,00 15,00 0 45,00
2MS 45,00 0 0 55,406
MT 76,20 0 0 23,80
Z2MT 65,00 5,00 0 30,00
tuminosidade:
MS 10,55 21,65 0 67,80
Z2MS 20,55 5,55 0 73,90
MT 15,00 5,00 0 80,00
2Z2MT 25,00 10,00 0 65,00
Tabela 7 - Média dos resultados, expressos em percentagem,

do cultivo de évulos de frutaos de 12 semanas de

idade. fAvaliag%o apés quatro semanas de . cultivo.

Meios de Presenca Feguena Presengs HAuséncia
Cultura de protiferagdc de de
calos cetutar embridides atteragles
Escuro:
MS 71,87 0 0 28,13
2MS 75,67 11,10 0 13,23
MT 88,57 0 0 11,43
Z2MT 78,53 0 0 21,47
Luminosidade:
MS 42,57 21.10 0 36,30
2MS 23,60 40,73 0 28,80
MT 18,43 18,97 0 61,60
2MT 44,43 14,07 0 41,47
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Tabela 86 - Média dos resultados, expressos em percentagem,
do cultivo de évulos de frutos de 6 semanas de

idade. HAvaliag%o apés doze semanas de cultivo.

e g <o e i A o I A . R . oY i A L Nt S O T W A s O L W i S A ol WA i SO W D O, UG Ml S . R W . . N S WL WIS WS S . S W WM S SO O, MRS e e AL S

Meios de Fresenga Peguena Presenga Auséncia
Cultura de proliferagia de de
calos celular embriéides alteragBes
Escuro
MS 31,55 10,00 1,93 58,45
2MS 28,85 7,50 7,70 S7.,88
MT 26,10 21,67 5,57 49,43
2MT 24,43 14,43 6,35 56,73
Luminosidade:
MS 9,43 5,00 4,43 81,15
2MS 4,43 10,00 5,30 80,26
MT 3,43 1] 7,50 63,08
2MT 5,00 0 11,35 83,65
Tabela 3 - Média dos resultados, expressos em percentagem,

do cultivo de é6vulos de frutos de 8 semanas de

idade. Avaliag¥%o apés doze semanas de cultivo.

Meiaos de Presenga Feguena PFesegca Auséncia
Cultura de proliferagdc de de
calos cetular embridides atteragBes
Escuro
MS 69,43 11,40 9,16 15,18
2MS 70,83 12,08 9,16 17,08
MT 65,65 18,10 11,25 11,686
2MT 84,58 8,18 12,28 18,75
tuminosidade: _
MS 37,96 4,58 4] 57,43
2MS 21,03 17,65 2,50 58,83
MT 20,38 8,85 3,78 65,80

2MT 24,40 6,08 0 63,53
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Tabela 10 - Média dos resultadas, expressos em percentagem,
do cultivo de é6vulos de frutos de 10 semanas de

idade. HAvaliag%o apés doze semanas de cultivo.

Mkt e e S St A e o SR A . B, SN e S W Bl o A Ut Wk i 5 R s WAAE S M s K. A, M Gt O W W M Sl o s S KD Ao it S

Meios de Presenga Peguena Presenga Ruséncia
Cuttura de proliferagSo de de
calos celular embriéides alterag8es
Escuro: -
MS 54,00 5,00 25,00 35,00
2MS 45,00 5,00 5,00 45,00
MT 76,20 0 11,10 25,40
Z2MT , 70,00 0 5,00 30,00
Luminosidade:
MS 26,65 \ 10,55 11,10 57,20
2HMS 20,55 5,55 5,585 68,35
MT 20,00 5,00 5,00 70,00
2MT 25,00 10,00 15,00 55,00
Tabela 11 - Média dos resultados, expressos em percentagem,

do cultivo de évulos de frutos de 12 semanas de

idade. RAvaliagdo apés doze semanas de cultivo.

Meios de Presenga Pegquena Presengs Rusénci=s
Cultura de protiferagso de de
catos celutar embribdides alteragles
Escuro:
MS 71,87 3,33 7,03 21,47
2MS 78,37 11,10 3,70 3,53
MT 86,57 ¢ 3,33 11,43
2MT 78,53 G 0 21,47
Luminosidade:
MS 45,80 17,77 7,03 36,30
2MS 40,70 25,30 3,70 33,33
MT 23,13. 26,83 7,40 46,30

2MT 54,80 " 7,03 7,03 368,13
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Tabela 12 - Média dos resultados, expressos em percentagem,
do cultivo 'de nucetos de frutos de 10 a 1%
semanas de idade. Avaliagdo apdés quatro semanas
de cuttivo.
Meios de Presenga Pegquena Presenga Auséncia
Cultura de proliferagdo de de
calos celular embridides alteraglies
Escuro: T TTTTTTTmmTTTTTTT TTTTTTTTTTTTTTTTT
M5 0 0 22,23 77,77
Z2MS 0 0 4,77 95,23
MT 0 0 16,63 83,37
2MT 0 0 16,67 83,33
Luminosidade:
MS 0 0 41,67 58,33
2MS 0 0 0 104,00
MT 0 0 22,20 77,80
2MT 0 0 5,73 90,27
Tabela 13 - Média dos resultados, expressos em percentagem,
do cultivo de nucelos de frutos de 10 a 12
semanas de. idade. Avaliag%o apés doze semanas
de cultivo.
Meios de -Pre;gncaa—— Peguena - _-EF;;E;E; ~~~~~ Auséncia
Cultura de proliferagdo de de
calos celular embriéides alteraghes
Escutro: ___________TTTT0T/TTT/TTT -
MS 0 0 55,57 44,43
Z2MS 0 0 64,27 35,73
MT 0 0 61,10 38,830
Z2MT 0 0 66,67 33,33
‘tuminosidade:
MS 0 0 639,43 30,57
2MS 0 0 27,00 73,00
MT 0 \ 0 61,13 38,87
Z2MT 0 0 49,17 50,83

o s e . W~ o S, St W o . i
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quatra -semanas de cultive, com a inoculag%a de &vulos,
extraidaos de frutas de 12 semanas, em meio MT e mantidaos no
escurao. Partanta, fica clarao que & viavel a obteng%o de

cataos de £.sinensis cv. Pera em meio de cultura sem a adig%a
de horméinios vegetais.

N%o foram -detectadas diferengas entre as
eficiéncias na produgdo de calos nos quatro meiaos de cultura
testados. Como paode ser verificado-nas itens 3.2.1., 3.2.2.,
J.2.3. e 3.2.4. , +estes meios diferiam apenas nas
cancentrag8es de vitaminas, sendo o meiao 2MS intermediério
entre M5 e MT, e o meio ZMT possuindo as mais altas
cancentragles de vitaminas. Esta comparagdo foi realizada,
pais as diferengas basicas entre o meio MS e o meio MT, este
GLtimo elaborado especialmente para calos de citraos, eram as
cancentragBes aumentadas de tiamina-HCL, piridaoxina-HCL e de
acido nicotinico. ~MURASHIGE & TULCKER (13688} wverificaram
inclusive que a tiamina-HCl era uma vitamina praticamenté
essencial e pravavelmente a de efeito mais “dréstico; +senda
que nenhum crescimento ocorria em meios sem a mesma.
Entretanta, o meiao MT faoil desenvoivido para: a farmag%o e
crescimento de cataos a pértir do albedo e de wvesiculas  de
sucao de C.limon e testado para o crescimento de calas a
partir de wvesicuias de suco de autras quatra . espécies ' de
citros, incltuindae C.sinensis. s requisitos nutricionais
podem variér com o tipo de cé&lula, tecido ou é&rg%c a ser
cultivado, altém de variar com o cultivar, a espécie e o

objetivo especifico da investigag¥o. Sendo assim, é



passivel que a austncia de diferengas, na farmag¥%o de calas
entre os quatro meios de cuttura testadas; seja devida: ao
fato dos éGvulaos de C.sinensis cv. Pera serem menas exigentes
em termaos de vitaminas; ou que cancentrag@es etevadas de
vitaminas ~“sejam impaortantes para um maior crescimento das
calos, resposta analisada par MURASHIGE & TUCKER (19B8), mas
gue n%oc interfiram com a frequBncia de expiantes faormandao
calas, respasta -analisada nao presente trabatho. Uma outra
justificativa paossivel ‘& 'que, - como houve o acréscimao de SO0
mgfl de EM.em todos aos meios-de cultura usadas, de acardo
cam o sugerido por RANGAN et alii (139639) e KOCHBR et -alii
(1872}, este  tenha suprido as necessidades dos explantes,
anulando as diferengas nas caoncentraglis de vitaminas entre
os meios testados.

Um requisitao nutricionalt dos tecidas de
citras, gue deve ser ressaltado, é a concentragdo
relativamente alta de sacarase (S '% ou apraoximadamente 150
mM) necessaria para sustentar a prolifera¢§o’dns explantes e
o crescimento daos calas (MURASHIGE & TUCKER, 186391}. Estes
autares, ac comparar seus resutitados com o de outros
trabalhes, usanda concentragles entre 2 e 3 % de sacarase
para outras espécies; praopuseram que aos tecidos de citras
devem possuir um -metabolismo energético eficiente e
acelerado. KOCHBA et alii (1982a) também constataram a
‘necessidade de cancentragles ‘em taorna de S % para a
crescimento dos calos, -embora para estimular a embriogénese,

concentragdes mais baixas de sacaraose sejam mais adequadas.
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0 cultiva de évulos; de uma faorma geratl,
resultou numa maior percentagem de calos quando os é&vulaos
foram mantidos no escuro. E bem nitida a diferenga dos
resulttadaos daos culitivos no escurao e na Luminasidade. Esta
diferenga deve ter ocorrida, pois a Luminaosidade tem a
capacidade  de diminuir os niveis endégenaos de auxinas
(FELIPPE, 1886}, o0 que dificultaria a formag%o de calos.

Existem diferengas marcantes entre as
eficiéncias na produg%o de calas em 6vuloas de frutas de
diferentes ‘idades; sendo 'que . com o aumento da idade das
frutos ocarre um aumento no surgimento de calas. Os 6Gvulaos
de frutos mais desenvalvidos (maiores idades) devem passuir
batangas hormaonais internos mais adeguadas & formag8o de
calos do que os bvulos de frutos mais jovens. Isto esté de
acardo com o fato de que as &4vulos de frutos de T2 ‘'semanas
apresentaram altas percentagens de calas mesma guanda
cultivadas na Luminasidade (Tabelas 14 e 151}.

Por outro {(adao;, oaos dados encaontrados par
KOCHBA et alii (18972) para a obteng%ao de calos; a partir de
Gvulos de C.sinensis cv. Shamouti e ev. Valencia, difereém
dos resultados do cultivar Pera acima relatados. Ko
trabalho destes autores, numa avaliag®o apé6s doze semanas de
cultiva para o culttivar Shamaouti, as évulas de frutos de 2,
4 e § semanas tiveram uma maior percentagem de culturas
desenvaolvenda calos do que os 6vulos de & semanas. ﬂo
entanta, a percentagem de produg%o de calaos (6 %}, a partir

de dvulaos de frutos de E semanas deste cultivar, n%o difere



muito da percentagem de calos (3,43 % - Tabela 8} obtida
para 4vulos da mesma idade, do cultivar Pera, cultivados e
avaliados em condigBes muito semelhantes. Para o cultivar
Valencia, o0s Gvulos de frutos de 6 e de 8 semanas de idade;
usados por KOCHBR et alii (1872}, n%o desenvalveram calaos.
Estas diferengas nas respostas entre Gvulos de frutos da
mesma idade de diferentes cultivares n%o é surpreendente,
pois como SPIEGEL-ROY & VARBI (1884) afirmaram, para cada
cultivar efou espécie, o estagio &timo para a retirada dos
explantes, destinados ao desenvolvimento de calos, deve ser
determinado separadamente.

Os catqs do cultivar Pera, obtidos até a
décima segunda semana de cultivo, n%o demonstraram
caracteristicas embriog&nicas, 'como os calos adequados para
o isolamento de protoplastos. 0Os calos obtidos poderiam ser
divididos pela aparéncia em dois tipos: al)} rigidos e secos,
e b)Y friédveis e timidos. Em alguns casos; houve a formag¥%o
dos dois tipos de calos no mesmo évulo. Estes dois tipas de
calos eram nitidamente diferentes; sugerindo composig8es
celulares diferentes e, pravavelmente, arigens a partir de
diferentes tecidas.

Uma anédiise da Tabela 15 permite caonstatar que
a frequéncia de 6vulos gerando embridides, apés o cultivo
por doze semanas, n%o é alta e varia bastante entre os
diversos tratamentas (0 a 25 %). ARparentemente, as évulos
de frutos de 10 semanas ap4s a antese formam embriédides mais

eficientemente. KOCHBR et alii (1972) também encaontraram
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frequéncias de é&vulos desenvolvendo embridides bastante
variaveis caoam a idade dos frutos. Para o cultivar Shamaouti,
estes autores encantraram resultados desde 0 até 22 %, este
glLtimo. correspondendo aos &vulos extraidos de frutos de 4
semanas. fls cultivares ¥alencia e Marsh apresentavam évulas
com maiar tend@ncia & formag¥%o de emhribdides *in vitra®
sendo que para 6vulos de 8 semanas, os resultados foram B8 e
48 % , respectivamente (KOCHBR et atlii, 1872).

Ao cantrario do ocarrido caom a formag%3o de
calos, n%o houve . inftu&ncia das condigBes de ‘cultivo no
escura ou - na tuminosidade sabre a )frequéncia de b4vutos
originando embriéides. GMITTER & MODRE (1886), trabalhandao
caom édvuios de frutos de 8 meses ap&s a antese, pertencentes
a trés cultivares de E.sinensis, verificaram percentagens
ligeiramente aumentadas de éGvulos produzindo embriGides,
quandao os ‘mesmas faram cultivados na Luz. EntretantoE estes
autaores encontraram o efeito’ inverso, ou seja, maiaores
percentagens em cultivas no escura, paracincao cultivares de
outras espécies de Citrus; sendo que um destes cultivares sé&
se desenvolveu nao escuro. Com base nestes resultados,
paderia ser propasto que a influéncia da Luz na embriogénese
nucetar *in wvitro®* estd relacionada com o genétipo da
planta. Assim, alguns gené&ttipos podem ser pouco ou mesmo
nada influenciadaos ~pela Luz, enquanta outros podem ser
estimulados ou inibidos quanto 3 embriog&nese.

Nda houve diferenga nas frequ@ncias de

formag8ac de embriédides entre aoas meios de cultura testados.
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E possivel que a concentrag¥o de vitaminas n%o seja um fatar
limitante da embriogénese e que pequenas quantidades sejam
suficientes para o desenvalvimento daos é4vulas cam patenciat
embriaogénico. lima oautra possibilidade, j}& apresentada
acima, é que o EM tenha suprido as necessidades destes
explantes, anulando as diferengas entre os meios.

Os resultados da embriog&nese encontrados para
o cultivar Pera, wvariando entre G e 25 % das éGvulaos; estéa
de acordo caom as resultados de KOCHBRA et alii (197231, HDORE
(1985} e GMITTER & MOORE (19861} para diversaos cultivares e
espécies de citraos. Por outro lLada, resultados entre 50 a
70 % de 6vulas sofrendo embriogénese faram canseguidos par
STARRANTINO & RUSSD (1980 e GMITTER & MDORE (19861}1.
Através destes trabalhas, foi verificado que as respostas
diferem bastante entre aos diversos cultivares e espécies de
Citrus, com a idade das frutaos usadaos para a retirada das
explantes e com o tempo transcarridao até a avaliag®o. Para o
cultivar Pera, foi observado que 6vulos sem nenhum
crescimento prévio, apé6s lLongas tempos de cultiva, comegavam

a dar embridides, fata que concorda cam as abservag#es de

NAVARRD et atii (19781}.

4.1.2. Cultiva de Nucelas Isotadas

Ds nucelas isaladas n%ao formaram catas

semelhantes ans surgidas nas éGvulas, em nenhum das
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tratamentos, durante o mesmo tempo de cultive (Tabelas 12 e
131. Os nucelos samente resultaram em embridides, fata que
cancorda cam aos dados encantrados por KOCHHA et atii (18721,
para os cultivares Shamouti e Valencia de £.sinensis e Marsh
de £ .paradisi. Estes resultados, associados aos resultadas
de obteng%o de cales com o cultivo de &vulos, sugerem gue as
catos formados tenham.origem a partir de outros tecidas do
Gvulo, ‘e n%o arigem nucelar. Uma ocutra passibilidade & que
a presenga dos outraos tecidos, 'de alguma maneira, como par
exemplo o fornecimento de haorménios; estimule a faormag%o das
calas a partir do nucelo.

A Tabelta 12 mostra que, com apenas quatro
semanas de <cultiva, as nucelaos j& westavam originando
embridides. As Tabelas 13 e 16 indicam que, cam doze
semanas de cultivo, os nucelos j& haviam formado embriédides,
numa média de 57 % dos exptantes e portante, realizando
embriogénese muito mais rapidamente e em maiores
percentagens do gque as 6Gvulaos. Por autro tado, 'da mesma
forma que para as 6vulos, também para oas nucelas as
candigées de luminosidade e os meias de cultura nSo
interferiram com o aparecimento de embridides.

E possivel que as diferengas nas percentagens
de embridides entre &vulos e nucelas, na avaliag%oc de daoze
semanas de cultive (Tabela 181}, sejam devidas a uma
dificutdade no deslocamentoa de nutrientes do meio e na sua
atuag8o nas célutas do nucelao, <criada pela  presenga das

tegumentaos que envaolvem o nucelo. Estes tegumentaos podem



estar agindo como uma barreira, j& que os nutrientes do meio
de cuttura para atingir as células do nucelo precisam
percorrer as células dos tegumentos externo e interno.
Entretanto, no estudo realizado por KOCHBR et alii (1872)
com o cultivar Shamouti, os nucelos praticamente n%o
originaram embriéides. Isto pode ter ocorrido devido ao
fato de gque estes autores trabalharam com frutos variando de
17 a B semanas de idade, e como j& foi mencionado acima, @
isolamento de nucetos de frutos muito jovens danifica os
explantes, prejudicando o seu desenvolvimento. J& para os
nucelos de frutos de 8 semanas apés a antese, dos cultivares
Valencia e Marsh usados por estes autores, ocorreram altas

percentagens de culturas desenvolvendo embridides.

4.1.3. Formagdo de CCalos Embriogénicos e Embridbides

Secundéarios .

Hs avaliagBes sequenciadas, realizadas de duas
em duas semanas, permitiram 2 acompanhamento do
desenvolvimento e das reag8es dos explantes. Foi possivel

verificar que o0os ©6vulos inicialmente formavam os calos
tegumentares (Figura 1 e item 4.3. )& que depois, comegavam
a originar embridides nucelares gue rompem os tegumentos do

6vute- (Figura 23}. Este rompimento dos tegumentos causado
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peto crescimento dos embriéides também foi encantrade por
MODRE (1385). Entretanto, os cuttivares e espécies de Citrus
usadaos por - este - autaor n%ao apresentaram proliferag8o dos
tegumentos.: 0 aparecimento 'de embriéides nucetares do
cuttivar Pera acarreu  tantoe nos évulas com calas
(protiferagdo tegumentar} como nas sem calos. O0s nucelaos
isaladaos deram embribides diretamente, sendo ' que o
desenvolvimento dos embribéides, tanto do cuttivo de évulos
cama da cultiva de nucelos isatados, —ocorreu através das
mesmas etapas.

s embriéides glabulares se desenvolveram em
embridies maduras e pasteriormente em plantutas, ou
aumentaram em tamanho, dando os chamados pseudobutbithos.
Este modelo de desenvalvimento, abservado para o cultivar
Pera, esta de acordo com os trabalhos de SRBHARWAL (1863}
com C.reticulata e de RANGAN et altii (1969) com wvarias
espécies de Citrus: Por outro lado, este modelo difere ‘do
observado por RANGASWAMY (1961} para C.microcarpa, ande os
nucelos inicialmente formavam calos desarganizados, e
pasteriormente, sofriam diferenciag%o ariginando os
pseudobutbilhos e estes; algumas vezes, se desenvalviam em
embribdides e pltantas.

fis pseudabulbilhos do cultivar Pera raramente
se desenvolveram. em .pl&ntulas, sendo ‘que ariginaram
embridides e calos  embriog@nicaos (Figura 3}. Em adi¢3o, 0s
embridides e pl@ntulas ja existentes formaram embribdides e

calos embriogénicas, a partir da regi%o do hipocétilo e



Figura 1 - Calos surgidos nos é6vulos, ap6s cultivo por doze

semanas, em meio de cultura sem reguladores de

crescimento ( x 10 ).

Figura 2 - Embriédides nucelares, formados no cultivo de

6vulo, rompendo os tegumentos ( x 16 ).



74

Figura 3 - Pseudobulbilho originando embridides ( x 12 1}.

Figura 4 - Pl4ntula gerando embridide na regido do

hipocétilo e transig30 para raiz ( x 8 ).
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inicio de transiclo paraz raiz (Figura 4}. f formag%o de
embridides secundarios, ou - seja, a partir de autras
estruturas <que n%o diretamente do nucelao, j& foi retatada
par diversas autores (KDCHBR et @ alii, 1972;  MITRA &
CHRTUVERDI, 1872; BUTTON & KOCHBR, 1877; MOORE, 1885 e
GMITTER & MOORE, 18861.

Os calos embriog&nicos comegaram a surgir em
tarno de cinco a sete meses apbs o inicio do cuitivo. Estes

calos proliferaram dando mais calos e embridides (Figura Sa

e b ). A frequéncia média de explantes apresentando calos
embriagénicaos, apts sete meses de cultivao; pode ser
encontrada na Tabela 17. @uanto ao cultivo de bGvulos, foi
aobservado que as materiais extraidaos de frutas mais

desenvalvidas (10 a 12 semanas aphs a antesel) apresentaram

frequéncias Ligeiramente mais elevadas de formag3o de calos

embriogénicaos. Embora, de uma forma geral, taodos -as
tratamentas | doe cultivoa de 6vulas tenham tido baixas
percentagéns de catos embriogénicaos (0 a 17,36 % I. Estes

resultados est%o de acaordo com as encontrados por VARDI et
altii (188213. Estes autaores - trabalharam -caom  diversas
cultivares de quatro espécies de Citrus,  inclusive caom
C.sinensis, e wverificaram que as.frequBncias de dvulaos
produzindo cataes embriogénicos eram variaveis. e geralmente
baixas {(cerca de 24 % para as cultivares Murcott e Pankan de
C.reticulata e de 2 % para o cuttivar Duncan de C.paradisi,
representando os mais e menos eficientesl. Entretanto, foi

caoanstatado que as 6Gvulas do cultivar Pera 'de C.sinensis
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Figura S - Proliferag¥%o de calos embriogfnicos, com formag%o

de embridides ( a. x 8 e b. x 12 ).
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formam calos embriogfnicos muito mais Lentamente que outros
cuttivares. Engquanto VARDI et alii €1882) relataram que o
aparecimento destes calos ocorreu apés um, daois ou até
quatro meses do inicio do cultivao, no presente trabatha o
aparecimentao de calos embriogfnicos do cultivar Pera
efetuau-se cerca de sete meses do comego do cultiva.

s 'meios de cultura e as condig8es de tuz ou
escuro n%a afetaram de maneira sistemética a formag%o de
calos embriogfnicos, oau seja,; os melhaores e as pilares
resultadas dentro das quatro idades foram consegquidaos em
tratamentas diversos. Também as nuceltaos  n%o foram
influenciados diferentemente pelos meios de cultura e as
candi¢8es de Lluz oau escurao. Entretanto, as nucelas
apresentaram altas percentagens de calos embriogfnicaos
(34,52 a 71,12 % - Tabela 17) quando comparadas cam os
Gvulos, em avaliag%o realizada ap4s o mesmo tempo de
cultivo. Isto deve ter ocorrido pais os Gvulos passuem uma
evolug%o . normalmente mais Lenta que a do nucelao;, fato este.
ja relatado por NAVARRD et alii (18791]. R diferenga, na
eficiéncia de formag%o de calos embriogénicos, entre nucetlas
e 6Gvulos pode ser contrabalanceada pelo cultivo de grandes
quantidades de avulos, j& que o isolamento de nucelaos & um
pracessao tLenta e trabalhoso.

s calas embriogénicos obtidos .cantinuaram
crescendo e desenvolvendas embridides apés repetidas
subcultivos. Um diagrama do desenvaotivimento dos avulaos e

nucelaos, e da praliferag%o dos <calos embriogfnicos do
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cuttivar Pera;,; pode ser visto na Figura E. Este modelao de
desenvalvimenta é bastante geral em suas diretrizes
principais entre os citraos (BUTTON & KODCHBR, 18771}). Far

autro L ade, comportamentos lLigeiramente divergentes dao acima
descrita j& faoaram relatadas (MOORE, 18851}.
0 desenvalvimento normal daos embriédides *in

vitra®* até plantas parece ser dependente da Ltuz, pois

samente naos cultives realizados na Lluminaosidade faram
obtidas plantas normais (Figura 7}, sendo que os cultivas
realizadaos no escura formaram pléntulas anaormais cam
catilédanes fasciadaos e pseudobutibilhaos cam raiz. Hssim, a

-inicio do cultive dos exptantes pode ser realizado nao
escura, mas apés a formag%ao dos embridides, estes devem ser
separadas e cultivadas na tuz para permitir a

desenvaolvimentao de plantas narmais.

4.2. Verificag%o dos Efeitaos do 2,4-B

Os resultadaoas encontradaos para o cultive de
Gvutas, em meias de cuttura cantenda diferentes
cancentragles de 2,4-0 est¥%o representadas na Tabela 18. E
passivel wverificar que o 2,4-D estimulou a formag%a e a
crescimenta de catos, senda que as cancentrag8es de G,S‘ e
1,0 mgfl -apresentaram as maiaores percentagens de  calas
grandes. B concentrag%oc de 2,0 mg/l exerceu um efeito
estimuladar menos acentuado dao que as cancentraglies de 0,5 e

1,08 mg/t. Embara a caoncentrag%a de 2,0 mg/l de 2,4-D seja
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6 - Diagrama do desenvalvimento de évulaos e nucelas

e da proliferagdo daos cataos embriogénicas (1, 2Z,
3, 4, 13}; separagdc - enzimatica e regenerag¥o a
partir de cétulas isaoladas e protaplastas (81};
formagdo de grandes pseudobulbilhas (3}, as
guais acasionatmente desenvativem raiz (10, 11}.
Pl8ntulas naormais (8} se desenvalvem por linhas
cléssicas ~a partir de proembridides (4} através
de embridies em forma de caoragio (g, 7).
Pilé@ntulas fusionadas {6, 14, 18} e anormais cam
catiléedaones fasciadaos (6, 12,  13) podem também
aparecer. Os pequenos nédulos ligados as
grandes estruturas representam. proemhridides
surgindo de célutas superficiais individuais.
Seu desenvaolvimento subsequente parece n%a ser
inf luenciado pela estrutura parentat (Maodificado
a partir de BUTTON & KOCHBR, 1977}
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Figura 7 - Sequfncia de desenvolvimenta "in wvitro®" de

pl8ntulas normais de C.sinensis cv.Pera.

o

&

Figura 8 - Calaos formadas em meio com 0,5 mg/l de 2,4-0

( x 8 ).
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camumente usada em cultura de tecidos de outras espécies, o
efeito adverso causado nos &vulos do cultivar Pera n%Sao &
surpreendente. Diversos autares j& haviam relatado a extrema
sensibilidade das plantas e dos tecidos de Citrus ao 2,4-D

(COGGINS & HIELD, 1968; KOCHBAR et alii, 1980 e SPIEGEL-ROY

et alii, 1983}. Os calos do cultivar Pera, obtidos nas
meios acrescidos de 2,4-0, n%o0 eram embriogénicos (Figura
8 ). S%0 escassos os relatas de cultivares de Citrus que

desenvaolveram calaos embriog8nicas na presengz de 2,4-0
(VARDI et alii, 19821%.

Um outro efeito coanstatado foi a inibig8o0 da
embriogénese nos 6vulos cultivados em qualquer concentragdo
de 2,4-0. Este resultado esté& de acordo com o verificado
por KDOCHBR & SFIEGEL-ROY (1977c), SPIEGEL-ROY & KOCHBR
(1980} e PRSQUAL (1985), de que a aplicag¥%o exégena de
auxinas suprimem a embriognese nos tecidas nucelares. Em

cantraposigdo, GMITTER & MOORE (13986) obtiveram percentagens

entre & e 54 % de évulos produzindo embriédides, em meio
acrescido de 0,07 mg#él de 2,4-D. Estes autores trabalharam
caoam variaos cultivares e espécies de Citrus, que diferiram

bastante gquante ao efeito do 2,4-0 sobre a embriagénese.

4.3. Cortes Histolégicos

Os cartes histolégicos, realizados como
descrito no item 3.70., podem ser visualizados nas Figuras

de 9 a 14. A Figura 8 apresenta um corte Llongitudinal em



83

bvulo recém extralido de fruto de 8 semanas ap4és a antese.
Pode-se verificar que o0 4vulo do cultivar Pera nesta fase &
bem desenvoividao e possui um grande nucelo; sendo que
nenhuma formag%c de embrifies zigéticos ou nucelares pode ser
detectada. Esta verificagd9o ¢é muita semelhante aos
resultados do exame histolbgico de 6vulos da mesma idade de
C.sinensis cv. Valencia e de C.paradisi cv. Marsh (KOCHBR
et alii, 1872).

0 estudo dos cortes, efetuados nos 6Gvulaes
cultivados durante 42 dias (Figura 10}, comprovou a hipbtese
que havia sido feita baseada nos resultados dos cultivas de
6vulos e nucelos (item 4.1.2.). Realmente, oaos calaos
surgidas nos Gvulos nos periodos iniciais de cultivo, ndo
tém origem nucelar. Ambos aos tipos de calaos, j& descritas
anteriormente, originaram-se dos tegumentos ovulares, sendo
gque as calos rigidoas e secaoas em gerat apareceram na

extremidade micraopilar, enquanto que os calos friaveis e

émidos geralmente formaram-se na regi%oc da calaza. R Figura
11 mostra o calo rigido e seco em maiores detalhes. Este
tipo de cala e campos to basicamente de célutas
parenquimaticas, estruturadas compactamente e com
crescimento amorfao, senda que 0 mesmo N30 apresenta
diferenciagdo. Este calo & muito semelhante, em compaosigdo

e organizag¥o0 celular, aos catos obtidos por MURBSHIGE et
alii (1867} a partir do albedo e de vesiculas de suco de
€C.timon. A Figura 12 apresenta, em maior aumenta, o calo

friadvel e 4mido, sendo este composto por células frouxamente
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Figura 89 - Corte Longitudinal em é6vulo recém extraldo de
fruto de 8 semanas. 3a) tegumento externo; b)

tegumento interno; c) nucelo ( x 40 ).

Figura 10 - Corte LlLongitudinal em 46vulo de fruto de 8
semanas, cultivado por seis semanas. Presenga

de dois tipos de calos no mesmo b6vulo ( x 40).



itudinal mostrando a estrutura dao calo

Corte Long

11

Figura

ido e seca ( x 100 ).

rig

12 - Corte tongitudinal mostrandao a estrutura do calo

Figura

_friavet ( x 100 ).
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ligadas e também caom crescimentao amaorfo. Esta caonsisténcia,
caracteristica dos calas frigveis, dificultou a obtengd%ao de
cartes  que permitissem uma boa visualizagdao das cétulas da
mesma.

B fato de ter ocorrido o aparecimento de catas
tegumentares; em meios de cultura sem haormBinios, <caontrasta
cam os resultados de VARDI et alii (1882]. Segundo estes
autores, a farmag%a de calos a partir dos tegumentos &
estimulada caoma caonsequéncia da adig%o de reguladores de
crescimento.

Cortes histolégicos foram realizados em calas
embriaogénicaos, surgidaos em fases avangadas do cultive de

4vulaos e nucelos, podendo ser vistos nas Figuras 13 e 14.

Estes calaos s%o compastos por nédulos esféricas, pequenas e
campactaos. Estes nédulos se. assemelham muita aas
proembriéides glabulares descritos em C.sinensis cv.

Shamouti por BUTTON et alii (1974). MAssim, & possivel supor
que estes proembriédides se - desenvalvam " até dimensfes
macrascbpicas, originando embriéides globulares, t3a
destacadas na Figura Ga.

Ao contrario dos calaos embriogénicaos de autras
espécies, campreendendao principalmente cétulas
pérenquiméticas vacualadas cam acasiaonais céiﬁlas
embriogénicas (SHOEMAKER et . alii, 198861 as calos
embriogénicas de €.sinensis cv. Pera s%o caompastas par
células pequenas e densas, aparentemente todas com potenciatl

embriogénico. Estas observag8es concardam cam o que fai



Figura 13 - Corte em calo embriogfnico de C.sinensis cv.

Pera ( x 100 ).

Figura 14 - Calo embriogénico do cultivar Pera mostrando um

aglLomerado de proembridides ( x 200 )
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descrito por BUTTON et atii (1874} para o culttivar Shamouti,
senda que estes autores preferiram definir as cataos
embriogénicos de citreas como uma massa de proembriéides em
proiiferag%o. Portanto, s%o nitidas as diferengas entre os
calos tegumentares, surgidos nos estagios 1iniciais do
cultivo de 4vulos, e os calos embriogénicos, faormados apés
alguns meses do cultivo de 6vutos e nucelos.

Estudos da histologia, anatomia e citologia,
dos explantes iniciais e do seu compaortamento apés cultivo,
tém sido recomendados para elucidar a origem e a  natureza
das plantas regeneradas, facilitando portanto a manipulagdo

*in vitro® para o melhoramentao genético (IRER, 1384 e 19881.

4.4, Isolamenta de Protoplastas

A Lliberag%o de um protoplasto de C.sinensis
cv. Pera pode ser visto na Figura 15 ; sendao gue os
resultados encontrados nos experimentos, definidas através
do método *“Simplex®, est@oc na Tabela 18. Esta tabela
apresenta as coordenadas de cada vértice {tratamentaol
obtidas pela evolugdo dao “Simplex®* (Figura 118 ! e as
respaostas (ndmero de protoplastasfg de calos, a percentagem
de viabilidade e o ndmerao de protoﬁtastos viaveis/igl
correspaondentes a cada vértice . No hiperplano definido

pelaos fatores testados, a resposta maéxima foi consequida na
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Figura 15 - Liberag3o de um protoplasto a partir de <calos

embriogBnicos de C.sinensis cv.Pera ( x 1000}.
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Figura 16 - Dtimizag¥%0 das condigles para a obten¢g%0 de
protoplastos viédveis de C.sinensis cv. Pera.

EvolucYo do "Simplex”.
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vertice 3 caom as seguintes coordenadas:
. tempo de macerag%o - 3071 minutas
. cellulase - 307,6 mg/10 ml
macerazyme - 30,3 mg/10 mt
manital - 328,00 mM
. sacaraose - 336,2 mM

Faram feitas cinco repetig8es com as variaveis
atimizadas e as resultadas obtidaos est%o na Tabela 20. A
Figura 17 mostra os protoplastaos isocltadaes a partir das
calos embriogénicos através das condigBes atimizadas da
*Simplex®. Nesta fiqura, pode-se verificar que ocarre uma
variag3aca nao tamanhoa dos protaoplastas. Esta variagda
praovavelmente & devida ao fato daos calos embriog@nicas serem
campastas por células e agregadas celulares em wvarias
estagios diferentes de desenvalvimento (BUTTON et alii,
19741} . Pode-se wverificar também que os protaoplastas
apresentavam gr@anulos citaplasmaticas 1identificadas camo
gr8os de amido por KDBRYRASHI et alii (1883)}.

g mé tada *Simplex* de otimizag%o &
canceitualmente simples e a execug¥ao daos calculas envalvidas
é rapida e facil, além de ser um método de vasta aplicagSo.
A otimizag%a de wum sistema & o praocessa de ajustar as
variaveis oau fatores contraolaveis para gque um resultadao
especifico alcance o melhar nivel passivel. 0 :métada
"*Simplex® tem sido utitizadao para a otimizag%o de sistemas
quimico-enzimaticas (LONE, 1969; MORGAN & DEMING,

KRAUSE & LOTT, 1974 e SHAVERS et alii, 1979) e inclusive,



Tabela 20 - Valores médios das respostas encontradas para o
isolamento de protoplastos com as wvariiveis

otimizadas pelto "Simplex®

. s S . e S S VO ot Y S S S o S i S S, s i S T S S W (MM U S Y. e T S S sl S e M S ST

Ndmero de Namero de
Viabilidade

Repeticles protoplastosi/g protoplastos
g (%3 B
C x 187 viaveisig (x 10

1 1,44 88,12 1,27

2 1,51 84,72 1,28

3 1,33 82,73 1,10

4 1,12 92,97 1,04

5 1,46 83,05 1,30

X = 1,37 X = 87,52 X:s = 1,20+0,11
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Figura 17 - Protoplastos isolados em condig8es otimizadas

pelo método "Simplex” ( x 400 1}.
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para a otimizag%a da eficiéncia ne isolamento de
protoplastos do fungo filamentoso Humicala sp (MRCEDB,
18861, com bons resultados.

o método “Simplex” de otimizag%o é
extremamente @&til, paois Leva em cansiderag¥%a gque as
variaveis analisadas podem ser interagentes; sem no entanto
ser necessaria a mantagem dos experimentos em esquema
fatorial. AlLém disto, este método n%o  precisa que
repetig8es sejam feitas durante a evolug¥o do mesmo, pois se
errﬁs est¥o0 interferindo nos resul tados, a - consequéncia é
que um ndmera um poucao maior de ‘experimentos - torna-se
necessario para a otimizag%o0, mas o alcance do ponto 6timo
n3da fica comprometido. Rs repetigles sé& devem ser efetuadas
com as variaveis otimizadas, para uma melhor estimativa do
valor de resposta 4tima e sua precis¥o. Portanto,  este
método é eficiente com um nédmero reduzido de experimentas,
implicando em grande economia, principalmente em se tratando
de reagentes de custo elevada como as enzimas. Entretanta,
o métado “Simplex® sé& pode ser usado em .experimentas cam
resultadas rapidos, pois o planejamento do experimenta
seguinte depende do canhecimento do resultado anterior.

B método *Simplex®, baseado na variag%o
praogramada dos fatores, permitiu uma melhoria cansideravel
na eficiéncia do 1isolamento de protaoplastos viaveis de
€.sinensis cv. Pera. Uma anslise da Tabela 19 revela que
haouve um aumento de cerca de quinze vezes no ndémero de

protoplastos wviadveis/g, enquanto que a percentagem de
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viabilidade permaneceu praticamente canstante; cerca de 8C a
960 %. As alterag8es mais marcantes entre o ponta 1iniciat
(vértice 1} e a wvértice otimizado (vertice 8} foram o
aumenta no tempo de macerag®c e o aumentoa da concentraglc
dos estabilizadores asmdticos (sacaraose e manitaoll. A
molaridade ideal encantrada para o isolamenta de
protoplastos do cuitivar Pera fai de G,86 M. Este resultadao
se apraoxima:da caoncentragdoc de 0,7 M verificada por VARDI et
alii (1975} como sendo a mais adequada para o isaolamentao de
protoplastos de C.sinensis cv. Shamouti. Estes autores
afirmam que a molaridade do meio tem um efeito apreciavel na

~viabilidade dos protoplastos e na subsequente capacidade de

dividir.

0 meioc de macerag%a usado naos experimentas,
além de conter os estabilizadores osméticos e as enzimas,
possuia metade da cancentragdo dos macronutrientes do meieo
MT. 0 acréscima das macronutrientes se justifica, poais
VARODI et alii (18823} verificaram que o meioc de macerag%a
assim composto permitia a obtengSo de resultadaos mais
consistentes no isolamento de protoplastos. AR combinag3o de
dois estabilizadores aosméticos, um metabolicamente ativae
(sacarasel e um relativamente inerte (manitall, foi
realizada por ter sido retatada como vantajosa por ERIKSSON
(18851). Aparentemente, a utilizagdo gradativa do
estabilizador ativoa reduz o choque .asm&ético quande as

células regeneradas s%o transferidas para meios com alte
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potencial asmético. 0 sorbitol n%o foi usado no presente

trabalho, pois alguns cultivares de Citrus mastraram
sensibilidade a este estabilizador (VARDI et alii, 1882).

3} resultade de 1,20 «x 106 protoplastaos
viaveisfg, encontradoe no veértice 8 (Tabela 19}, esta na
faixa de eficifncia do isolamento de protoplastas; a partir
de calos embriogénicos, descritos para Citrus na titeratura
(VARDI et alii, 1875 e HIDAKA & KAJIURA, 1368). Caontude,
n%o & possivel afirmar que este valor é& o 6timo absoluto que
paoderia ser consequido para o isaolamento de protoptastos de
C.sinensis cv. Pera, a partir de calos embriagénicaos. Para
isto, seria necess&ria a construg%o de novos *Simplex®, cam
cutros pontos de partida e com condig@es diferentes pré-
determinadas (temperatura, agitag¥%o, luminosidade, pH, etc)
Este estudo n3%ac foi realizada, uma vez que o objetive era
obter uma quantidade de protaplastos suficiente para sua
utilizag%o em pragramas de melhaoramento genético
posteriores, o que j&4 foi conseguido.

A eficiéncia de 1isolamento de 1,20 «x 106
protoplastos viaveisig foi wverificada em condig@es de
maceragdoc sem agitag%o, sendo que uma agitag¥a suave (20
rpm) durante este periodao, geralmente facilita a liberag%o
dos protoplastos. Portanto, ¢é possivel que haja ainda um
aumento da efici@ncia de 1isotamento com esta pequena
alterag%o (macerag¥%o com agitagdol. A aus@ncia de agitag%o
foi parcialmente substituida pela compress3oc mec&nica suave

(item 3.12.) realizada apés a digest¥o enzimatica. Este
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procedimento melhorou a eficifncia do isolamento; estando de
acordo caom os resultados encontradas para outras técnicas
semelhantes descritas por RUSSEL & McCDWN (139881).

A eficiéncia na produg3o de protoplastos varia
com a espécie e o cultivar em estudao, além de estar
relacionada com a condig¥o0 dos calos embriogfnicos wusades.
HIDARKA & KRJIURAR (1888} relataram que a produg%o de

protoplastaos;, a partir de calos embriogénicos subcultivados

por perlodos superiores a dois meses; foi muito baixa e
inaceitavel. festa forma, os calos embriogénicos,
utilizados para o isoltamento no presente trabalho, tinham

sido subcultivados num periodo maximo de um més.

Existem muitos corantes que podem ser wusados
para avaliar a wviabilidade de <célultas e protopltastos
(ERIKSSDN,; 1985). 0O azul de metileno & um corante que tem
sido amplamente utilizado em protoplastos vegetais (BUTTON &
BDTHR, 1875; HDDLEY & McCRRTHY, 13980; HDDLEY, 1982 e HURNG
et alii, 1988). Este corante é absorvido pelas célutas
vivas e pelas mortas; sendo gque as células vivas reduzem o
corante a sua forma incolor, enquanto que as células mortas
e os fragmentos celulares permanecem com a cor azul. 0 azul
de metileno permitiu uma baa disting¥%o entre os protoplastos
vivas & mortos de C.sinensis cv. Pera (Figura 18 ).

R utilizag8o do corante fucsina carbélica
modificada tem sido proposta ;, para a colorag8o de nédcleos
de protoplastos;, por diversos autores (KARO, 1982; &OULD,

1984 e MURARYAMA, 13987). Este método demonstrou ser bastante
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eficaz na disting¥%o do nécleo de protoplastos de C.sinensis

cv. Pera (Figura 19 )}, mastrando a presenga de 3 % de
protoplastos binucleadas. N%o foram observados protoplastos
coam mais de dois ndcleos. R frequencia de protoplastos
binucleados fai  baixa, indicando que o procedimento

estabeltecido para o isolamento de protoplastos ¢é -adequado
para o uén no melhoramento genético.

Protoplastaos muttinucleadas podem ser
produzidos por  fus@es -espont@neas durante o isolamento,
sendo que a frequfncia de protoplastos multinucleados varia
bastante entre diversos relatos. DE LA ROCHE et atii (1977)
aobtiveram 10 % de protopltastos multinucleados em centeio,
enquanto’ que BRAR et atii (1980} observaram 52,8 % de
protoplastos multinucleados em milho. Os resultados de: DE
LA ROCHE et alii (1977} sugerem que a temperatura de
crescimento dos tecidos, a concentrag3o de enzimas, o tempo
e a temperatura durante a digest%o enzimitica tenham pauco
efeito sobre a frequéncia de fus®es espont@neas. Por autro
Lado, EVANS & COCKING (1977) salientaram que o isolamento de
protoplastos, em baixas concentrag®es de estabilizadores
osmbticos, ~pode resultar em protoplastos multinucleados por
fusies espont@neas. Assim, ¢ possivel que a baixa
frequéncia de protaoplastos binucleados; encontrada  para
C.sinensis cv. Pera, tenha ocorrido pois as concentragBes
dos estabilizadores osmaticos (sacarose e manitol} foram
determinadas pelo método *Simplex®* de otimizag%o, sendo

portanto bastante adequadas para este material.



Figura 18 - Verificag%o da viabilidade dos protoplastos com
o corante azul de metileno; 3 esquerda encontra-

se o protoplasto viavel ( x 400 ).

Figura 139 - Protoplasto uninucleado de C.sinensis cv. Pera

¢ x 1000 ).
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4.5. Determinag¥%o da Radiossensitividade dos Protoplastos

R Figura 20 mastra a curva de saobrevivéncia
dos protoplastos de C.sinensis cv. Pera apés a irradiaglc
cam raias-gama. g vatar de LD {dose que causa 50 % de
letalidade 1}, nas condigles ezoque as experimentos faoram
realizadaes (item 3.15.)}, situou-se ao redor de 37,5 Gy. Ho

se comparar esta curva de sobrevivéncia (Figqura 20) com a

curva de sobrevivencia aos raios-X obtida por VARIOI et alii

(1875}, para C.sinensis cv. Shamaouti, verifica-se gque os
protaoplastos da cuttivar Pera apresentaram uma menar
sensitividade as mesmas doses de radiagdo gama. Isto pade

ter ocorridao devido a diferengas na intensidade de radiag3o
ou outras condig®es experimentais. Qutra possibilidade &
que os protopltastos do cultivar Pera sejam realmente mais
resistentes & radiag%o, pois o genétipo & um dos fatares gue
discrimina a radiossensitividade. J3& foram relatadas
diferengas de cerca de 20 % na sobrevivéncia de
protoplastos de dois gené&étipos de Nicetiana sylvestris,
expostaos a mesma dose de radiag%oc (MAGNIEN & DEVREUX, 18801.
Ainda uma ocutra explicag¥o para a diferengsz na
radiossensitividade entre os dois cultivares de C.sinensis,
esta na metodaologia empregada para a avaliag%o da
sobrevivéncia. No presente trabatho, a sobrevivé@ncia foi
determinada através do carante azul de metileno, enquanto
que VARODI et alii (1975) determinaram a saobrevivéncia

através da formag3%oc de caol@nias apés quatro semanas de
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cultivo.

A utilizag¥%0 de corantes na verificag%o da
sobrevivéncia de protoplastos & radiagdo tem sido relatada
por diversos autores (BORNMAN et alii, 13982; CONSTANTIN,
1984 e NEGRUTIU et alii, 13984). Embora a determinag%c da
viabilidade com corantes seja facil, rapida e n%o safra
interferéncias dos efeitos dos meios de cultura e da
densidade de protoplastos no plagqueamento, esta metodologia
ndo distingue entre as células vivas caom capacidade de
divis3o e as células fisiologicamente ativas mas sem esta
capacidade. Esta dltima classe de células pode se formar
aphds a irradiag%o, pois ja tem sido relatada por RAVEH et
alii (1973) e DHYAMA et alii (18974). Como somente as
células, com capacidade de reprodug3o e regeneragdo de
plantas, interessam para alcangar o objetivo final que s%o
as plantas mutantes melhoradas, seria bastante atil
estabelecer a correlagdo entre estas duas metodologias de
avaliag¥o da sobrevivéncia. TOWILL & MAZUR (197513
verificaram uma boa correlagd3o entre a redug8o do corante
tetrazdlio e a eficiéncia de plagqueamento em <células de
Haplapappus. HOWLANE & HART (1977} relataram gque uma
determinada dose de radiagdo, selecionada através de corante
par reduzir’a sobrevivéncia celutar a 50 % , fol capaz de
aumentar -em ‘dez vezes o némera de células de ‘cenoura
resistentes a um anadlogo de aminoacido.

R 1irradiag%o dos protoplastos de C.sinensis

cv. Pera foi realizada 42 horas apé4s o isolamento. Isto se
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justifica paois & recaomendado que as protoplastas sejam
tratados com mutagfnicos antes ou durante a primeira divis@do
mitética (IAER, 13984 e 1986). Diversaos trabalhos tém
demonstrado que as divisBes nucleares iniciam-se cerca de
dois dias apés o isolamento (GRALUN & RAVEH, 1975; GALBRAITH
et alii, 19871; NEGRUTIU et alii, 1984 e GOULD & DAINES,
1985)}. Na maioria dos casos, os protoplastos passam por uma
fase de adaptag%o apbs o isatamento. Por essa raz%o, GALUN &
RAVEH (1875} e VARDI et alii (1975) sugerem que a irradiag¥o
seja feita no segundo dia. No presente trabatho, =&
avaliag%o da sobrevivéncia com o azul de metileno foi
efetuada 24 horas apas a irradiag%o, ja que o dano bialégico
expressa camo a morte cetular s4 ocaorre atgumas haras
depois.

R espécie C.sinensis tem sido retatada coamo
relativamente toterante & radiagd3oc quandoc camparada cam
outras espécies (KUKIMURA & YATOU, 1984). Esta canstatag@o
também pode ser feita em relag%o & sensitividade daos
protoplastas. Enquanto o vator de LD para protopiastos do
cultivar Pera, obtido no presente trigatho, foi de 37,5 Gy
e do cultivar Shamouti foi 34,0 Gy (VARDI et alii, 1975}, o
valor de LD encaontrado para aos protoplastos de  Nicotiana
tabacum fni507,0 Gy (GALUN & RAVEH, 1975}, para Datura
innoxia foi 10,0 Gy (SCHIEDER, 1976 e KRUMBIEGEL, 1373} e
para Petunia hybrida foi 5,0 Gy (KRUMBIEGEL, 19731}.

E interessante observar que existem diferengas

marcantes entre as radiossensitividades de diferentes 6rg%as
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e tecidaos em citras (SPIEGEL-RDOY & KDCHBR, 1973al. BDe uma
farma geral para citras, os valores de LD s%0 as
seguintes: para borbulhas e pléntulas decapitaggs, entre
20,0 e 40,0 Gy; para protoplastos, entre 30,0 e 40,0 Gy;
para gemas, em taorno de 50,0 Gy; para sementes , entre 80,0
e 100,0 Gy; e para calas, em taorno de 240,0 Gy (SPIEGEL-ROY
& KOCHBR, 18973a; VBRDI et alii, 1975 e PRSSOS & TULMANN
RETO, 1987). Beve-se ressaltar também o fato de gue a
radiag¥%a , em determinadas doses, pode ter um -efeito
estimuladaor sobre o desenvolvimento de:protoptastos, célutas

e tecidos de citros (SPIEGEL-ROY & KOCHBR, 1973 a e b; VARDI

et alii, 1975 e KOCHBR & SPIEGEL-ROY, 1877b 1.
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CONRCLUSDES

Os resultados obtidas com Citrus sinensis cwv.

Pera no presente trabalho permitem as seguintes canclusBes:

al

bl

cl

d)

el

as Gvulos e nucelos; extraidaos de frutas jovens, tém a
capacidade de ariginar embridides e estes de se
desenvalver ‘até pl@ntutas; em meios de cultura sem

harm@nios vegetais;

as calas embriaogfnicaos podem se formar a partir dos

pseudobulbilhos e da regi%o do hipoc46tilo de embribdides e

pl8ntulas pré-existentes;

a aparecimenta e a pratiferag3a daoas calos embriagénicaos
acorrem na aus@ncia de hormfBinios wvegetais, senda que
estes calas tém mantido proliferag®o aut@naoma par

periodas de tempo acima de seis meses;

os nucelos isaladas, de frutas de 10 a 12 semanas apés a

antese, apresentam as maiores percentagens de faormag%o de
catas embriogénicas em todas as condigBes de cultiva

testadas;

o 2,4-D, em concentrag8es de 0,5 , 1,0 e 2Z,0 mgll,

suprime a embriogénese nucelar *in vitrao*;
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h)

i)

ji
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os cortes histolégicos demonstram a formag%o de calos,
sem caracteristicas embriogé&nicas, ) partir dos

tegumentos dos évulos;

o método "Simplex® de otimizag%o & bastante eficiente na
definig%o0 de condig8es experimentais para o isaolamento de
protoptastos wviaveis, aumentando cerca de 15 vezes o

némero de ©protoplastos wviaveis por grama de cate

embriogénico usado;

as melhores condigBes experimentais para o isolamento de
protoplastos s%o0: digest¥o enzimatica por S horas, em
meio com as enzimas cellutase 307,68 mg/10 mlL e macerozyme
30,3 mg/10 mlL e os estabilizadores osméticos manitaol

328,0 mM e sacarose 33,2 mM;

¢ possivel a obteng%o de grandes quantidades de
protaplastaos viaveis para posteriores usas no

melhoramento genético do cultivar em questds;

a LD de protoplastos em suspens@a, 42 horas apés o
50

isolamento, esta estimada em torno de 37,5 Gy.
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