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O longo periodo de juvenilidade 1 
a alta 

heterozigosidade, a escassez de conhecimentos sobre o modo 

de heran�a de muitas caracteristicas de interesse, a auto­

incompatibilidade, a esterilidade e a embrionia nucelar s1o 

sérios obstàculos para os programas de melhoramento das 

espécies citricas. Uma abordagem recente para o

melhoramento genético é baseada na cultura de tecidos, 

incluindo o uso de protoplastos I a mutagênese ªin vitro• e 

a seleçlo ªin vitro• de caracteristicas desejadas. 

No presente trabalho, foram estudados os 

fatores envolvidos na obtenç1o de calos embriogénicos de 

Citrus sinensis cv. Pera. Foram cultivados nucelos e óvulos 

extraidos de frutos de difer entes idades após a antese, em 

quatro diferentes meios de cultura e nas condi�ões de escuro 

e de luminosidade. Os explantes desenvolveram embri6ides e 



pltntulas 1 os quais originaram calos embriog@nicos a partir 

da região do hipocôtilo. Os nucelos apresentaram as maiores 

percentagens de formaç:1o de calos embriogênicos nas diversas 

condiç:ões de cultivo testadas. O aparecimento e a 

proliferaç:,o dos calos embriogênicos ocorreram em meios de 

cultura sem horm6nios vegetais. O uso do 2 1 4-D nos meios de 

cultura resultou na inibiç:1o da embriogênese nucelar •in

vitro•. 

Houve o surgimento de calos, sem 

caracterlsticas embriogênicas, a partir dos tegumentos dos 

ôvulos. Esta observação foi confirmada através de análises 

histológicas. 

Visando determinar as condiç:5es ideais para o 

isolamento de protoplastos viáveis, a partir dos calos 

embriogénicos
1 

otimização. 

foi utilizado o método 

Este método foi bastante 

de 

tendo 

aumentado cerca de 15 vezes a produç:1o de protoplastos 

viáveis. As melhores condiç:5es experimentais para o 

isolamento foram: digestão enzimática por 5 horas, em meio 

com as enzimas cellulase 307 1 6 mg/10 ml e macerozyme 30,3 

mg/10 ml, e os estabilizadores osmóticos manitol 328,0 mM e 
6 

sacarose 336,2 mM. A eficiência de isolamento (1,2 x 10 

protoplastos viáveisfgl, alcanç:ada com as condiç:ões 

experimentais otimizadas, possibilita que os protoplastos 

venham a ser empregados em programas de melhoramento do 

cultivar Pera. 

Os protoplastos foram submetidos 

doses de radiaç:1o gama 42 horas ap6s o isolamento, 

a várias 

para uma 



XV 

verificailo da sensitividade dos mesmos, tendo sido o valor 

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



NUCELLAR rrssuE CULTURE, ISOLATION ANO RADIOSENSITIVITY OF 

PROTOPLASTS IN Citrus sinensis (L.J Osbéck cv. Pera 

SUMMARY 

programmes in 

There 

Author: Maria Helena de Souza Goldman 

Adviser: Prof. Dr. Akihiko Ando 

are serious obstacles to 

citrus: prolonged juvenile 

the breeding 

period 1 high 

heterozigosity, scarcity 

many 

of information about the 

inheritance of important characters 1 
self-

incompatibility, sterility, and nucellar embriony. A recent 

approach to the genetic improvement is based on tissue 

culture 1 including the use of protoplasts, "in vitro" 

mutagenesis and ªin vitro• selection of desired characters. 

ln the present work
1 the factors involved in 

obtaining embryogenic callus in Citrus sinensis cv.Pera were 

studied. Ovules and nucelli extracted from fruitlets of 

different 

different 

ages after anthesis were cultured on four 

nutrient media including dark and light 

conditions. The e�plants developed embryoids and plantlets, 

which originated embryogenic callus from the hypocotyl 

region. Nucelli showed the highest percentages of 

embryogenic callus formation in all culture conditions 

tested. Emergence and proliferation of embryogenic callus 

occurred on nutrient media without hormones. The use of 



2,4-D on nutrient media resutted in the inhibition of ªin 

vitro• nucellar embryogenesis. 

There was non-embryogenic callus formation 

from the ovutes integuments. 

through histological analysis . 

This, observation was confirmed 

Aiming to determine the ideal conditions to 

isolate viable protoplasts from embryogenic callus, the 

ªSimplex• optimization method was used. This method was 

very efficient and increased the production of viable 

protoptasts about 15 times. The best experimental 

conditions for the isolation were: enzymatic digestion 

during 5 hours, on medium containing 307.6 mg/10 ml 

cellulase and 30.3 mg/10 ml macerozyme, and the osmotic 

stabilizers 328.0 mM mannitol 

isolation efficiency (1.2 x 

and 336.2 mM 
6 

sucrose. The 

10 viable protoplasts/g) 1 

reached with the optimized experimental conditions, enables 

protoplasts 

cultivar Pera. 

utilization in breeding programmes of the 

ln arder to verify the radiosensitivity, 

protoplasts were submitted to several gamma radiation doses 

42 hours after isolation and the Lil value was estimated 
50 

around 37.5 Gy. 
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1 . I NTRODUÇRO 

A cultura de citros ê de grande importtncia 

econ6mica para o Brasil, já que o pais ê o maior produtor 

mundial e �cupa o primeiro lugar em exporta�ão CFA0 1 1987). 

A laranja ê o citros de maior relevtncia no comércio 

mundial, tanto para consumo do fruto fresco, como para 

produtos derivados dos frutos. Os principais cultivares de 

laranja no mundo são: Navel, Shamouti, Valencia, Hamlin, 

Pera, Tarocco e Moro CSPIEGEL--ROY & VARDI, 19841 1 sendo que 

o cultivar Pera abrange mais de 50 � da área cultivada com

citros no Brasil CSRLIBE & CEREDA, 1984). 

O longo periodo de juvenilidade, a alta 

heterozig'osidade, a escassez de conhecimentos sobre o modo 

de heran�a de muitas caracteristicas de interesse, a auto-

incompatibilidade, a esterilidade e a embrionia nucelar são 

sérios obstàcutos para os programas de melhoramento através 

dos métodos convencionais CBUTTON & KOCHBA, 1S77 e SPIEGEL­

ROY & VRRDI, 19841. Uma abordagem recente para o 

melhoramento genético ê baseada na cultura de tecidos, 

incluindo o uso de protoplastos, a mutag@nese •in vitro• e a 

sele�So •in vitro• de caracteristicas desejadas CEARLE & 

GRRCEN, 1981; EVANS, 1983;. NEGRUTIU et alii 1 1984; 

GRIHELIUS, 1988 e DUDITS, 1988). 
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células 

O termo protoplasto é usado para descrever 

livres de parede celular. A ausência de parede 

celular faz 

variedade 

relevtncia 

com que os protoplastos sejam âteis 

de manipulaç5es experimentais e de 

em diversos aspectos da cultura de 

para uma 

grande 

tecidos 

vegetais, incluindo 

vegetal (ERIKSSON, 

pesquisas básicas na área de biologia 

1985). Em adiç1o
1 o estabelecimento do 

ªsistema de protoplastos• Cregenera�1o de plantas funcionais 

a partir de protoplastos isolados) possibilita a aplicaç1o 

de tratamentos mutag@nicos em células individualizadas, 

evitando o quim�rismo; a seleç1o em grande escala, de 

diversas caracteristicas desejadas, com economia de espafo, 

tempo e de recursos; a fuslo de protoplastos entre espécies 

incompativeis; a transferência de organelas celulares; e o 

uso das técnicas de engenharia genética. 

Apesar dos esforços consideráveis destinados 

ao desenvolvimento de ªsistemas de protoplastos• vegetais, 

estes s6 foram bem sucedidos com um nâmero reduzido de 

gêneros. Entretanto, o gênero Citrus é um dos poucos entre

as plantas lenhosas a estar incluido entre os ªsistemas de 

protoplastas• conhecidos CVASIL & VASIL, 1980; OKA'& OHYAMA, 

1985 e RAO & OSIAS-AKINS, 1985). A sequência completa, 

desde o isolamento de protoplastos até a regenerai1o de 

plantas, jà foi obtida para os cultivares Shamouti 1 Nucellar 

Shamouti, Shamouti Landau 1 Trovita e Washington Navel de 

Citrus sinensis e para outras espécies de Citrus e de 

gêneros relacionados CSPIEGEL-ROY & VARDI, 1984i OHGAWARA et 
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alii 1 1985; VARDI et alii, 

HIDAKA & KAJIURA, 1988). 

1986b; GROSSER et alii 1 1988 e 

Em todas estas espécies 1 
a 

regenera�1o 

protoplastos 

de plantas 

foram 

somente foi conseguida 

isolados diretamente 

quando os 

de calos 

embriogênicos ou fusionados com protoplastos derivados dos 

mesmos. 

Considerando os fatos acima expostos, os 

objetivos do presente trabalho slo: 

1} estudar os fatores envolvidos na obtenç:lo de 

calos 

Pera ; 

embriogêni-cos de Citrus sinensis cv.

2} determinar a metodologia para o isolamento de 

protoplastos viáveis a partir dos calos 

embriog@nicos, e

s:;,a J Ver i f i C a r a Se n S i ti Vi d a d e d OS p r O t O p l a S t OS à 

radiaç:ão gama. 



2. REVISRO DE LITERATURA

2.1. Melhoramento Genético das Espécies Citricas 

2.1.1. Métodos Convencionais 

o melhoramento genético vegetal tem como 

objetivo final o aumento de produ�1o e é realizado através 

do controle da repradu�1o, e portanto, da heran�a. Envolve 

a sele�1o dos progenitores e, geralmente, a sele�lo entre as 

prog@nies resultantes. O melhoramento e a genética estão 

intimamente relacionados, sendo que uma àrea pode facilitar 

o desenvolvimento da outra. A simples sele�lo para as 

caracteristt�as desejadas, sem um conhecimento genético ou 

um cant1·ole dos progenitores, pode ser considerada uma forma 

de melhoramento, embora a auto-poliniza�1o e/ou os 

cruzamentos controlados sejam bâsicos nestes programas 

CCAMERON & FROST
1 

1968).

Os problemas particulares associados ao 

melhoramento das espécies citricas slo um reflexo da 

genética e do comportamento reprodutivo das mesmas. A 

embrionia nucelar 1 presente em muitas destas espécies, é um 

mecanismo que limita ou essencialmente impede o crtrzamento e 

a autafecundai1o. Quando a progênie da primeira gerai1o é 

obtida, 

do que 

adi�1o 1

o grau de embrionia nucelar pode ser maior ou menor 

nos progenitores, dependendo do cruzamento. Em 

diversos cultivares e hibridos em citros possuem 
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alta esterilidade do p6len e a auto-incompatibilidade 1 

assim como a incompatibilidade cruzada são bastante comuns 

CCAMERON & FROST, 

diversidade genética, 

1968 l. Por outro lado, a grande 

as frequentes varia��es nos brotos e

as amplas relaç-:5es compativeis entre as espécies 

providenciam grande variedade de material para os propósitos 

de melhoramento CCAMERON & FROST, 19681. 

E esperado que a autofecunda�'ão e cruzamentos 

entre individuas geneticamente pr6ximos produzam prog@nies 

algo similares aos progenitores; entretanto, nas espécies 

cltricas estas prog@nies geralmente s'ão fracas ou 

inferiores. A autofecundaç-:1o de hibridos F1 com maior 

heterozigosidade pode ser mais vantajosa no melhoramento, 

mas não tem sido adequadamente investigada. Por outro lado, 

individuas mostrando caracteristicas interessantes s'ão 

comumente usados como progenitores, mas não existe nenhuma 

garantia que tais caracteristicas irão aparecer regularmente 

nos hibridos CCAMERON & FROST, 1988). 

heterozigotas, 

por geraç:ões, 

As espécies citricas s1o al6gamas 1 altar ente 

e os cultivares têm se mantido inalterados 

pois têm sido propag�dos vegetativamente. 

Estas espécies s1o também caracterizadas por um periodo 

juvenil mais ou menos prolongado. A juvenilidade torna-se 

ainda mais prolongada quando elas s1o propagadas a partir de 

sementes - um procedimento necessàrio quando a hibridaç-:1o é 

o método de melhoramento adotado CBUTTON & KOCHBA, 1977J.

Em Citrusr a hibridaç-:1o controlada, assim como 
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a sele�lo massal de pltntulas de poliniza�lo aberta s1o 

complicadas e quase impraticáveis pela existência de 

embri5es nucelares nas sementes de muitos cultivares. O 

melhoramento por hibrida�1o é, portanto, efetivo somente 

quando o progenitor feminino é monoembriõnico ou quando 

marcadores genéticos est1a disponiveis. Por estas razões, 

muitos - cultivares com caracteristicas desejadas, 

progenitores em potencial, s1o inadequados para hibrida�lo 

CKOCHBA & SPIEGEL-ROY, 1977a). Outros cultivares possuem um 

pequeno nómero ou mesmo nenhuma semente viável em seus 

frutos, devido ao aborto precoce da semente ou do óvulo, o 

que impede o seu uso como progenitores de hibridos CijUTTON & 

KOCHBA, 1977 l . 

Apesar da embrionia nucelar em Citrus ser um 

importante obstáculo para a hibrida�ão, é de grande valor na 

produ�ão de porta-enxertos vigorosos, uniformes e livres de 

virus. Neste tipo de melhoramento, o objetivo principal é a 

produ�ão de porta-enxertos resistentes às doen�as, 

nemat6ides e passiveis estresses ambientais, como frio, 

salinidade e seca. Um porta-enxerto bem sucedido deve 

resultar em longevidade, alta produ�lo e boa qualidade dos 

frutos nos enxertos. A espécie Poncirus trifoliata tem sido 

empregada nos. mais recentes programas de melhoramento de 

porta-enxertos, pois além de possuir um marcador genético, 

também possui fatores de resistência a doen�as e nematáides, 

além de tolerincia ao frio. A hibrida�1o intergenérica 

oferece a possibilidade de incorpora,10 de môltiplas 
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caracteristicas desejadas, encontradas em gêneros 

diferentes, no germoplasma de novos porta-enxertos CSPIEGEL­

ROY & VARDI, 1984). 

A diploidia é a regra geral em Citrus e nos 

gêneros relacionados, 

células somàticas é 

sendo que o número· de cromossomos nas 

2n = 18. Tetraplôides e triplôides 

naturais ocorrem em pequenas frequências. Os tetraplóides 

n1o têm nenhum valor econ6mico, crescem lentamente e em 

geral surgem espontaneamente como pltntulas nucelares em 

todos os cultivares CCAHERON & FROST, 1968 e SIEGEL-ROY & 

VARDI, 1984). Por outro lado, os triplôides aparecem 

regularmente como pttntulas produzidas sexualmente. Podem 

ser obtidos, de forma sistemàtica, pelo cruzamento 

controlado de tetraplôides com diplôides. Apesar do baixo 

conteódo, ou mesmo a completa ausência de sementes, somente 

poucos tripl6ides adquiriram significtncia comercial 

CSPIEGEL-ROY & VARDI, 1984). 

2.1.2. A lmporttncia das Huta�8es 

Em
v

Citrus, alguns cultivares de laranja, 

ªgrapefruit ª e lim1o jà tiveram sua variabilidade muito 

explorada 

est'ão se 

nos programas de melhoramento, e provavelmente 

aproximando, se é que realmente ainda n1a 

alcançaram o limite de sele�'ão. Respostas adicioniis à 
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seleç:1o ir1o depender em grande parte da induç:1o ·de 

variabilidade genética por mutaç:'ão CSPIEGEL-ROY & KOCHBA, 

1973a). 

Muitos dos cultivares mundiais mais 

importantes 

esponttneas. 

de Citrus tiveram origem como mutaç:lies 

Isto justifica a esperanç:a de que novos 

cultivares possam ser obtidos pelo aumento na incid@ncia de 

mutaç:ões, com agentes mutagênicos tais como radiaç:lies 

ionizantes ou mutagênicos quimices. Entretanto, a mutaç:'ão é 

um evento que ocorre em uma célula ânica. Assim, se esta 

célula mutada é meristemàtica, dará origem a uma linhagem 

celular mutada, enquanto que as células adjacentes 

permaneceria inalteradas. A mistura de células mutadas e 

n1o mutadas (uma quimera) raramente pode ser evitada, quando 

6rgios multicetulares como sementes ou gemas s1o submetidos 

ao tratamento mutagênico. Dependendo do tamanho e da 

proporç:1o da linhagem celular mutada em um 6rg1o, a 

e>cpress'ão fenotipica do caràter mutante é propensa à 

instabilidade. Atém do mais, devido à perda do vigor causada 

peta mutaç:1o, a linhagem celular mutada tende a ser superada 

pel� tecido normal ou ent1o 1 nunca vir a se expressar, um 

fenõmeno denominado seleç:1o diplõntica. Processos de ���e5�� 

recorrente de gemas têm sido destinados a solucionar o 
- .- . .,,.,.-"--..,--�-.-....." ---

quimerismo e a superar a perda de mutaç:aes por seleç:1o 

dipl6ntica. Estes processos, embora efetivos, s1o demorados 

e trabalhosos CBUTTON & KOCHBA, 1977). 

-Provavelmente, pelas raz8es expostas, poucos 
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trabalhos t@m sido feitos na induç1o artificial 

altera�8es genéticas nas espécies citricas CSPIEGEL-ROY & 

KOCHBA, 1973a e SPIEGEL-ROY & VARDI, 1984). Pode ser citada 

a obten�1o do cultivar· Star Ruby, um •grapefruit• altamente 

colorido e sem sementes, através de irradia�1o de sementes 

do cultivar Hudson Red com nêutrons térmicos CHENSZ, 1871). 

Nos áltimos anos, foram publicadas alguns trabalhos usando 

radia�1o gama para a obten�1o de cultivares de citros sem 

sementes, com resultados positivos CSPIEGEL-ROY et alii, 

1985; HEARN, 1986 e WU et alii, 1986); assim como, o uso da 

radia�1o gama na regula�1o da poliembrionia, para favorecer 

o desenvolvimento do embri1o zig6tico CWATANABE, 1985). 

Alguns outros trabalhos também foram realizados na Uni1o 

Soviética, utilizando a radia�1o gama para o melhoramento de 

cultivares de Citrus CGOLIADZE, 1985 e KERKAOZE, 1985a e b). 

2.2. A Cultura �e Tecidos nos Citros 

2.2.1. Embriog@nese Somàtica 

O cultivo •in vitro• de nucelos isolados, 

ôvulos fertilizados e óvulos n1o desenvolvidos Cn1o 

fertilizados ou abortivos) tem sido amplamente realizado, 

com objetivos diversos, nas espécies cltricas. Estes 

explantes sio os preferidos para os cultivas •in vitro•, 

pois os tecidos nucelares em citros possuem a tend@ncia 

natural de forma�1o de embri6ides, além de serem livres de 
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virus. 

O sucesso no cultivo de embri�es isolados, 

desenvolvendo-se estes em pltntulas, foi conseguido pela 

primeira vez por MAHESHWARI & RANGASWAMY (1958). Neste 

mesmo ano, RANGASWAMY (1958) relatou o cultivo de tecidos 

nucelares , de um cultivar poliembriõnico, e a obtenç1o de 

plintulas. Entretanto, na época da extraç1o, os tecidos 

nucelares já 

vivo•. 

apresentavam proembri6ides iniciados 

RANGAN et alii (1968 e 1969) foram os

,primeiros a induzir embrio9ênese adveEticia diretamente de 

tecidos nucelares extraidos de frutos jovens (100 a 120 dias 

ap6s a polinizaç1o). RANGAN et alii (1969) estudaram o 

desenvolvimento ªin vitro• do embri1o zig6tico de uma 

espécie poliembriõnica CCitrus aurantium), a obten�1o de 

embri3es nucelares em espécies monoembriõnicas e a 

influência de 

embriog@nese. 

histológicos 

alguns complementos do meio de cultura na 

Estes autores também realizaram estudos 

para confirmar a origem nucelar dos embri6es 

das espécies monoembriõnicas. 

MAHESHWARI & RANGASWAHY (1958) assumiram que 

somente 6vulos fertilizados podiam responder às condi�6es de 

cultivo. Entretanto, a embriog@nese foi induzida em óvulos 

abortivos CBITTERS et alii, 1970) e em 6vulos n1o 

fertilizados CBUTTON & BORNMAN 1 19711 de um cultivar de 

laranja sem sementes. BITTERS et alii (1970) verificaram que 

o periodo de extraç1o do nucelo poderia ser estendido além
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dos 100 a 120 dias após a poliniza�1o, e que o periodo 

adequado 'para a extraç1o dependia do cultivar. Observaram 

também que melhores resultados poderiam ser conseguidos com 

incrementas, tais como o extrato de malte, no meio de 

cultura. 

KOCHBA et alii (1972) e MITRA & CHATUVERDI 

(1972) relataram a ocorrência de embriog@nese nucelar com o 

cultivo de óvulos n1o fertilizados de cultivares com 

sementes poliembri6nicas. KOCHBA et alii (1972) compararam a 

forma�1o de embri6ides, a partir do cultivo de ôvulos e 

nucelos extraidos de frutos de diversas idades apôs a 

antese. Estes autores CKOCHBA et alii 1 1972) realizaram 

exames histolôgicos para mostrar que n1o havia embriaes 

formados nos materiais usados como explantes. 

A maioria dos cultivas acima relatados foi 

feita no meio HS CHURASHIGE & SKOOG, 1962) modificado, 

principalmente no meio HT CMURASHIGE & TUCKER, 1969). O meio 

b�sico HS parece conter os elementos fundamentais para a 

embriog@nese. O extrato de malte CEHl invariavelmente 

promoveu a embriog@nese adventicia em nucelos extraidos de 

ôvulos fertilizados CRANGAN et alii, 1968 1 
1969 e BITTERS 

et alii, 1970) e óvulos n1o fertilizados CBUTTDN & BORNHRN, 

1971i KOCHBA et alii, 1972 e MITRA & CHATUVERDI, 1972). 

Existem ainda outras substtncias que promovem a embriog@nese 

em tecidos nucelares. Podem ser citados: a adenina CBUTTON & 

BORNHAN 1 1971); combinaç8es de sulfato de adenina e cinetina 

CHITRA & CHATUVERDI, 1972); e uma combinaç1o de suco de 
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laranja, ácido naftaleno acético CNAA) e sulfato de adenina 

CRANGAN et alii, 1968 e 19691. 

diretamente 

Além da embriog@nese adventicia 

nos tecidos nucelares, os citros 

induzida 

também 

apresentam embriogênese adventicia indireta, ou seja, o 

aparecimento de embri5es adicionais a partir dos embri5es já 

formados. Muitos dos embri5es adicionais surgem na regi1o do 

hipoc6tilo dos embri5es existentes, e outros se desenvolvem 

a partir das pseudobulbilhos ou dos calos associados aos 

embri5es iniciais CHAHESHWARI & RANGASWAMY, 1958; 

RANGASWAMY, 1958, 1961; SABHARWAL, 1963 e KOCHBA et alii, 

19721. O termo pseudobulbilho foi usado, pela primeira vez 

na cultura ªin vitro• de citros, por RANGASWAMY C1958J 1 para 

designar os corpos esféricos brancos ou amarelados que 

surgiam a partir dos explantes. 

KOCHBA et alii C1972J obtiveram calos com 

capacidade embriogênica 

isoladas de C.sinensis 

a partir de óvulos e nucelos 

cv. Shamouti. Calos similares 

derivados de óvulos de C.aurantifolia foram produzidos por 

MITRA & CHATUVERDI (1972). Estes óltimas autores notaram um 

decréscimo na forma�lo de embriôides apôs subcultivos 

repetidos dos calos em meio com sulfato de adenina, cinetina 

e NRA. Entretanto, nos calos embriogênicos do cultivar 

Shamouti, KOCHBA & SPIEGEL-ROY C1973J observaram uma 

capacidade embriogênica continua, a qual era promovida com 

extrato de malte, assim como com pequenas quantidades de 

adenina. Verificaram também que certas propori5es de 
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cinetina/IAA e grandes quantidades de adenina suprimiam a 

forma�1o de embri6ides. Os mesmos autores obtiveram plantas 

normais formadas a partir dos embri6ides subcultivados em 

meio básico com àcido giberélico CGA J. 
3 

A forma�1o de embrióides em calos com baixo 

potencial embriogênico foi fortemente estimulada com o

envelhecimento dos calos antes do subcultivo. Uma resposta 

similar foi observada quando os calos foram mantidos em meio 

de cultura sem sacarose durante um subcultivo CKOCHBA & 

BUTTON, 1974). Um estimulo na diferencia�lo de embri6ides 

foi constatado quando os calos foram submetidos à radia�1o 

gama CSPIEGEL-ROY & KOCHBA, 1973bl, sendo que em meios de 

cultura contendo adenina houve uma revers1o deste efeito, 

com a radia�lo inibindo o crescimento dos calos e a forma�lo 

de embrióides. 

As células nucelares em Citrus possuem uma 

capacidade embriogênica natural e geralmente n1o necessitam 

de horm6nios para a indui1o de •mbriogênese somática. Já foi 

verificado que a aplica�1o exógena de auxinas como o ácido 

indol-acético CIAAl, o ácido naftaleno acético CNAAJ e o

ácido 2,4 - diclorofenoxiacético (2 1 4-Dl, assim como a de 

citocininas, tais como cinetina, benzil aminopurina CBAPJ e 

2-isopentenil-adenina C2ipl, suprimem a embriog@nese CKOCHBA

& SPIEGEL-ROY 1 1977c e SPIEGEL-ROY & KOCHBA 1 1980). Por 

outro lado, a embriog@nese somática é estimulada por 

inibidores da slntese de auxinas CKOCHBA & SPIEGEL-ROY, 

1977c) e por inibidores da sintese de GA CKOCHBA et alii, 
3 
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1978). 

O hábito de crescimento autónomo dos calos de 

Citrus indica que estes possuem um nivel adequado de auxina 

e possivelmente de outros reguladores de crescimento. De uma 

forma geral, os explantes nucelares ou ovulares de vários 

cultivares ' e  espécies de Citrus tem originado calos 

embriogênicos no cultivo no meio HS ou HT, sem harmónios, 

mas com a adiç:1o de 500 mg/l de EM CKOCHBA & SPIEGEL-ROY, 

1973 e VARDI et alii, 1982). Entretanto, em alguns outros 

cultivares e espécies, para que haja a formaç:'ão de calos 

embriog@nicos, é necessária a aplicaç:1o de hormõnios como o 

2,4-D CVARDI et alii, 19821. 

Os calos embriogênicos convertem rapidamente 
( 

uma grande quantidade de IRA em aspartato-IRA, considerado 

como um conjugado estável, enquanto os calos n'ão 

Esta embriog@nicos formam muito pouco aspartato-IAA. 

capacidade de formar o conjugado provavelmente reduz o nlvel 

de auxina, contribuindo para a embriogênese CEPSTEIN et 

atii, 19771. 

KOCHBA et alii (1982a) estudaram o efeito de 

diversos carboidratos (sacarose, galactose, lactose, glicose 

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 embriog@nese em todos os 

catos estudados, enquanto que a sacarose sustentou a 

embriogênese 

CS-32 -mHl. 

somente quando em baixas concentraç:lies 

A glicose e a frutose foram muito menos 
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eficientes no estimulo da embriogênese. 

Os efeitos do genótipo e de aditivos de 

crescimento, na induç:lo da embriogênese em óvulos nlo 

desenvolvidos de 17 cultivares po.liembri8nicos e 5 

cultivares monoembri6nicos, foram examinados por MOORE 

(1985). Foram verificadas diferenç:as quanto à resposta 

embriogênica, devido ao genótipo, sendo que embriôides foram 

produzidos em 15 dos cultivares poliembriõnicos, mas nlo 

foram produzidos nos cultivares monoembriõnicos. A induç:lo 

de embriôides foi aumentada com a presenç:a de âcido 

abcissico, baixas conce�waç:ões de daminozida (inibidor da 

sintese de GA} ou altas concentraç:ões d-e EH (1000 mg/l} 

CHOORE, 1985). Foram observadas diferenç:as na percentagem de 

óvulos responsivos e no námero de embriôides produzidos 

entre os cultivares e as condiç:8es de cultivo •in vitro•. O 

tratamento mais eficiente na formaç:lo de embriôides variou 

entre os cultivares testados CGMITTER & MOORE, 1986). 

Estudos de microscopia ótica e eletrõnica em 

calos do cultivar Shamouti mostraram que este tecido 

compreende pequenos proembriôides globulares ou 

meristemôides em vârios estâgios de desenvolvimento, sendo 

carente de tecido parenquimatoso desorganizado. A 

embriogênese ocorre em células individuais na periferia dos 

calos e entre os proembriôides existentes CBUTTON et alii, 

1974 l. Os proembrióides 'podem -aumentar em tamanho, 

originando os pseudobulbilhos, que raramente se desenvolvem 

em pl1ntulas, ou podem se desenvolver em embriões maduros e 
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posteriormente em pltntulas. 

2.2.2. Os Sistemas de Protoplastos 

Em 1975, BUTTON &·BOTHA mostraram o sucesso na 

obteni1o de embriog@nese e regenerai10 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 isolamento de protoplastos, e a 

regenera�1o de embri6ides, 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 produ�1o de mutantes sólidos, ou seja, 

plantas nas quais todas as células possuem o mesmo genótipo 

mutante. A regenera�1o de plantas, a partir dos 

protoplastos do cultivar Shamouti, foi conseguida e 

relatada por GALUN et alii (1977) e VARDI (19771. Foram os 

primeiros relatos de regenera�1o de plantas a partir de 

células isoladas e protoplastos em plantas lenhosas. 

Uma metodologia para a libera�1o de 

protoplastos viáveis a partir de cotilédones, folhas de 

pltntulas e folhas maduras de citros foi desenvolvida por 

BURGER & HACKETT (1981). Destes, somente os protoplastos 

derivados dos cotilédones realizaram algumas divis8es 

celulares CBURGER & HACKETT, 19821. 

VRRDI et alii (1982) estabeleceram o sistema 

de protoplastos para dois cultivares de laranja CC.sinensis 
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CV. Nucellar Shamouti e cv. Shamouti Landaul, três 

cultivares de C.reticulata Ccv. Murcott, cv. Dancy e cv. 

Ponkan), um cultivar de C.paradisi Ccv. Duncan}, um cultivar 

de lim1o CC.limon cv. Villafranca) e um exemplar de 

C.aurantium. Em todos estes sistemas, os protoplastos foram

isolados de calos embriog@nicos, sendo que foi verificada 

uma variabilidade nos requisitos metodológicos entre os 

diversos cultivares e espécies, principalmente com rela�1o 

às enzimas de macera�1o -e aos a�ócares usados como 

estabilizadores osmóticos. Assim, foi aberto definitivamente 

o caminho para os estudos genéticos celulares e para novas

abordagens no melhoramento genético das espécies citricas. 

Em 1983, KOBAYASHI et alii relataram a 

regenera�lo de plantas a partir de protoplastos isolados de 

calos embrt�gênicos de C.sinensis CV. Trovita. 

Posteriormente, estes mesmos autores CKOBAYASHI et alii, 

1985} estudaram os efeitos da densidade de protoplastos-e da 

concentra�1o de manitol (estabilizador osmótico} na 

frequência de embriog@nese dos protoplastos deste cultivar. 

OHGAWARA et alii (1985} conseguiram obter* 

plantas hibridas pela fus1o de protoplastos de C.sinensis 

cv. Trovita e Poncirus trifoliata. Neste trabalho, os 

protoplastos do cultivar Trovita foram isolados de calos 

embriog@nicas, enquanto que os protoplastos de P.trifoliata

foram isoladas de folhas, sendo a fus1o realizada através do 

polietileno glicol {PEG). O caràter hibrido das plantas. 

obtidas foi confirmado através da observa�1o de 



18 

caracterlsticas morfológicas, da contagem dos cromossomos e 

da análise dos fragmentos de DNA riboss6mico Crestri�1o com 

a enzima Eco RI}. 

VARDI et alii C198Sbl estabeleceram o sistema 

de protoplastos para Hicrocitrus. Este sistema difere dos 

demais sistemas estabelecidos para Citrus, pois os 

cultivares de Citrus eram poliembriõnicos e os calos 

embriogênicos eram derivados do nucelo, enquanto que 

Nicrocit�us é monoembri8nico e os calos embriogênicos usados 

foram induzidos com hormõnios a partir dos embriaes 

zigõticos. Estes autores realizaram fusões entre os 

protoplastos de Hicrocitrus, usados como doadores, e os 

protoplastos de diversos cultivares de Citrus, usados como 

receptores, sendo que os presumlveis cibridos estio sendo 

caracterizados. 

Um protocolo eficiente, para o isolamento 

asséptico de protoplastos foliares de Citrus e cultivares ou 

espécies relacionados, 

CHANDLER (1987). o 

estabelecimento de uma 

foi desenvolvido por GROSSER 

objetivo deste trabalho foi 

metodologia para a obten�1o 

&

0 

de 

protoplastos viáveis, particularmente para cultivares e 

espécies nos quais ainda não foram conseguidos calos 

embriogênicos. A fusão de protoplastos foliares, com 

protoplastos derivados de calos embriogênicos, e a posterior 

regenera�1o de plantas ·ampliam as possibilidades na obten�1o 

de hibridos desejados. 

GROSSER et alii (1988), da mesma forma que 
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OHGAWARA et alii (1985), relataram a produç:1o de hibrid-os 

intergenéricos · por fus1o de protoplastos. Foram usados 

protoplastos de C.sinensis cv. Hamlin, derivados de uma 

cultura em suspensão de calos embriog@nicos, 

foliares de P.trifoliata cv. Flying Dragon. 

e protoplastos 

Também neste 

trabalho, a fus1o foi feita com o uso do PEG, sendo que a 

natureza hibrida das plantas regeneradas foi avaliada pelas 

caracteristicas morfológicas, pela contagem dos cromossomos 

e pelos padr8es isoenzimàticos da malato desidrogenase 

CMDHl. A anàlise através dos padr8es isaenzimàticos CGROSSER 

et alii, 1988) mostrou-se mais simples e tio eficiente 

quanto a anàlise dos fragmentos de restriç:1o COHGAWARA et 

alii, 19851. Neste trabalho mais recente, os autores 

realizaram a multiplica�1o •in vitro• dos hibridos obtidos. 

HIDAKA & KAJIURA (1988) conseguiram o 

isolamento de protoplastos de calos embriogênicos e a 

regeneraç:ão 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 liquido ou sólido 

na formaç:lo de colõnias celulares e embrióides. 

A Tabela 1 apresenta um resumo comparativo das 

principais condiç:3es experimentais do isolamento de 

protoplastos dos cultivares e/ou espécies citricas para os 

quais a regeneraç:lo de plantas foi conseguida. Algumas 

outras condi�aes experimentais foram muito semelhantes na 
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maioria dos trabalhos, como o meia de macera�1o contendo 

metade dos macranutrientes da maio HT , o pH dos meias entre 

S,6 e 5 1 8 e a temperatura durante o tratamento enzimático de 
D D 

25 a 27 C. 

Embora diversos autores CURRDI et alii, 1975; 

BURGER & HACKETT 1 1981 e GROSSER & CHANDLER 1 1987) tenham 

feito uso de expressões como protoplastos viáveis, somente 

BUTTON & BOTHA (1975) apresentaram a aplica�1a de um método 

para a avalia�1o da viabilidade. Estes últimos autores 

verificaram a viabilidade das células isoladas com o corante 

azul de metileno. 

VARDI et alii (1975) estabeleceram que a molaridade 

do meio tem um efeito apreciivel na viabilidade dos 

protoplastos e na subsequente capacidade de divislo 1 sendo 

que o isolamento foi ótimo a 0 1 7 M, 

foi melhor a 0,6 M. 

enquanto que o cultivo 

VARDI et alii (1982) compararam a eficiência de 

plaqueamento dos protoplastos Cnómero de colõnias por placa 

dividido pelo nómero de protoplastos viáveis por placa) de 

diversos cultivares, quando fonte de enzimas 

pectinoliticas era a pectinase ou macerozyme. Verificaram 

que 1 para a maioria dos cultivares, as melhores eficiências 

de plaqueamento foram obtidas com o uso de macerozyme. 

O estudo do efeito das combinaç�es e concentrações 

dos estabilizadores osmóticos (sacarose, manitol e sorbitol) 

usados nos meios de cultivo, sobre a eficiência de 

plaqueamento dos protoplastosr revelou que alguns cultivares 
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apresentando pequenas 

percentagens de formaçlo de col6nias CURRDI et alii, 1982). 

Tanto KOBRYASHI et alii (1985} 1 como HIDAKA & 

KRJIURA (1988} 1 constataram que as maiores frequências de 

embriogênese 

cultivados em 

s'ão obtidas 

densidades 
- ! 

protoplastos ml 

quando os protoplastos 
4 

entre 1,0 x 10 e 4
1
0 X 

s'io 
4 

10 

Em todos os sistemas de protoplastos 

desenvolvidos para as espécies citricas 1 os protoplastos 

isolados foram capazes de se dividir em meios de cultivo sem 

auxinas, e a regeneraçio ocorreu via embriogênese somàtica. 

2.2.3. A Mutag@nese Associada à Cultura ªIn Vitra• 

A mutagênese 

propaga�'ào vegetativa 

experimental em plantas 

potencialmente ótil para 

de 

os 

seguintes objetivos; 1} melhorar cultivares selecionados em 

uma ou poucas caracteristicas 1 sem alterar o restante do 

genótipor e 2} induzir variabilidade onde esta inexiste ou é 

dificil de introduzir,como por exemplo em cultivares 

sexualmente estéreis ou apo_mi tJ_cos. CCONSTANTIN 1 1984}. 

Entretanto, a perda de muta�ões 1 
devido a forma�ão de 

quimeras e a seleção dipl6ntica 1 dificulta o uso potencial 

desta técnica. A aplica�io dõ tratamento mutagênico 

célula destinada a originar uma planta pode efetivamente 

solucionar o problema do quimerismo. Neste sentida, a
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mutagênese poder• trazer 

grandes contribuiç3es. Uma outra vantagem desta associa�lo 

de técnicas, é o fato de que grandes popula�ões de 

individuas podem ser tratadas com mutagênicos e sujeitas à 

presslo de seleçio sob condi�ões unifor�es ([ONSTANTIN, 

1984). Em adi�1o 1 por permitir o trabalho com grandes 

popula�ões, a mutaglnese ªin vitra• aumenta a probabilidade 

de se obter muta�ões dominantes
1 

que slo um evento 

relativamente raro CIAEA, 1985). 

Em Citrus 1 as culturas de óvulos e nucelos 

isolados podem ter grande importincia no melhoramento por 

mutagênese, pois nestas culturas os embriões se originam de 

uma ônica célula, e são capazes de se desenvolver em plantas 

normais (KOCHBA et alii, 1972 e MITRA & CHATUVERDI 1
1972}. 

et alii (1986) determinaram aNeste sentido 1 PASOUAL 

radiossensitividade de nucelos de t.sinensis cv. Valencia 

aos raios-gama, visando a obten�1o de mutantes 

quiméricos. 

cultura de óvulos e nucelos 

contendo embriões parcialmente formados é de pouca utilidade 

para a mutagênese CBUTTON & KOCHBA 1 1977}. A irradia�1o de 

nucelos 

KOCHBA 

indiferenciadas foi realizada 

(1973a) 1 mas o baixo námero de 

por SPIEGEL-ROY & 

plantas formadas, 

combinado com o procedimento tedioso de extra�lo do nucelo 1

mostrou ser esta abordagem pouco praticável para 

experimentos em grande escala CBUTTON & KOC�BA 1 1977}. Por 

outro lado, de acordo com o esquema de formaç1o dos embriões 
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nucelares proposto por KOBRVRSHI et alli (1978), a 

de mutaç1o teria que ser realizada até 50 dias 

antese. Depois deste periodo 1 a célula primordial ji teria 

iniciado suas divis5es para originar o embrilo nucelar. Este 

fato limita bastante o fornecimento de material vegetal para 

a mutagênese. 

Uma outra abordagem possivel em Citrus é a 

indui1o de muta�1o nos calos embriog@nicos. Estes calos 

podem ser obtidos pelo cultivo de óvulos ou nucelos 

CSPIEGEL-ROY & KOCHBA, 1SSOl e possuem muitos dos pré-

requisitos 

embri6ides 

unicelular 

necessàrios para o uso na mutag@nese. Os 

que se desenvolvem nestes calos s1o de origem 

CBUTTON et alii, 1974). Os calos s1o 

independentes de auxinas e citocininas (KOCHBA & SPIEGEL­

ROY, 1977cJ e podem ser mantidos por longos periodos de 

tempo sem perder a capacidade embriogênica CSPIEGEL-ROY & 

KOCHBA 1 1980 e RANGAN 1 1984}. O estabelecimento de plantas, 

a partir dos embrióides derivados dos calos embriogênicos, 

pode ser conseguido com a adi�io de àcido giberélico e 

sulfato de adenina ao meio de cultura CKOCHBR et alii, 1974 

e GHITTER & MOORE, 1986). 

No intuito de estabelecer metodologias para a 

obtençlo de mutantes ªin vitro ª , diversos estudos sobre os 

efeitos de doses e de intensidades de radia�1o nos calos 

embriogênicos foram reali�ados CSPIEGEL-ROY & KOCHBR, 1S73a 

e bJ KOCHBA & SPIEGEL-ROY, 1976 e 1977bJ. Também foram 

estudados os efeitos, sobre os calos, da irradia��º do meio 
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de cultura com e sem cinetina, �cida indal-acética tIAR> e 

assim coma os efeitos da irradia��º em calas de 

diferentes idades (SPIEGEL-ROY & KOCHBA, 1973a e b; KOCHBA & 

SPIE6El-RDY, 1976 e 1977a]. Foi verificado que a 

embriog@nese é estimulada nos calos irradiados com doses 

entre 120 e 160 Gy de raios-gama CSPIEGEl-ROY & KOCHBA 1 

1973bl. A idade dos calos m odificou a resposta à irradia�Jo 

com respeito 

embriog@nese 

à radiossensitividade e a dose 6tima 

CKOCHBA & SPIEGEL-ROY, 1S77bJ. A 

para a 

radia�1a 

parece diminuir o nivel de auxina endógena, senda que com 

doses muito altas (300 Gy} 1 as culturas de Citrus 

sobreviveram após a adi�ão de IAA CKOCHBA & SPIEGEL-ROY, 

1977bl. 

embriogênicos 

por mutaç1o. 

embriogênicos 

Pelas acima expostas, 05 calos 

est1o sendo bastante usados no melhoramento 

A radiação gama tem sido aplicada a calos 

para um aumento da variabilidade, com a 

posterior seleç1o •in vitro• para toler1ncia à salinidade 

CKOCHBA et alii, 1980; BEN-HAYYIM & KOCHBA, 1982; KOCHBA et 

alii, 1982b} e para toler�ncia ao herbicida 2 1 4-Il CKOCHBA et 

alii, 1S80 e SPIE6El-ROY et alii, 19831. 

Entretanto, é preciso considerar que os calos 

embriogênicos contêm, ao mesmo tempo, vários estágios de 

desenvolvimento, desde células individuais até proembrióides 

(BUTTON et alii, 1974) e que diferentes estágios podem 

responder diferentemente à i rradiaç1o CKOCHBA & SPIEGEL-ROY 1 

1977b). A composiç1o dos calos muda com a idade dos mesmos 



27 

e uma composi�1a menos uniforme é esperada com o aumento da 

idade. ao se induzir mutaçlo em calas 

embriogênicos, vlrios subcultivos de sele,lo recorrente sJa 

necess&rios, além da anllise das plantas regeneradas quanta 

ao quimerismo. 

o uso no melhoramento, de protaplastos 

submetidos à mutagênese, tem sido sugerido por diversos 

autores CCAILLOUX, 1984; CONSTANTIN 1 1984; IAEA 1 1984 1 1985 

e 1986). Em C.sinensis cv. Shamouti, VARDI et alii (1975) 

estudaram a sobrevivência de protoplastos ao tratamento com 

etil metanossulfonato CEHS) e ao tratamento com raios-X 1 

verificando que a embriog@nese foi promovida nos calos 

derivados de protoplastas irradiados. Contudo, trabalhos 

adicionais fazendo uso da mutagênese em protoplastos de 

Citrus não foram relatados. 

A mutagênese em protoplastos constitui o ánico 

sistema em que o tratamento mutagênico pode ser aplicado em 

uma popula�ãa, relativamente sincronizada, de células 

isoladas e geneticamente homogêneas, onde 

probabilidades na obten�lo de mutantes 

CNEGRUTIU et alii, 19841. 

existem altas 

n1o quiméricos 

As condi�aes de cultivo ªin vitro• podem ser 

bastante adequadas para a seleçlo de diversas 



caracteristicas 1 

eficiência 

e 
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tlm sida usadas na seleçJo para: 

utitizaç'ão de nutrientes 

essenciais; eficiência na fixaçlo e utilizaç1o de carbono; 

aos estresses de temperatura 1
hidri co e de 

resistência a metais tóxicos; pol.uentes 1

herbicidas; e resistência a doenças CINGRAH & MacDONALD 1

1986}. 

A seleç1o 1 realizada ªin vitro ª

1 possibilita a 

economia de espaço, tempo e de recursos, tanto humanos como 

financeiros 1 pois somente as plantas, com chances de possuir 

a caracteristica desejada, sio selecionadas e levadas ao 

campa. Além disso, as 

escala de seleç�o que seria dificil 1 sen'ào 

permitem uma 

impossivel 1 

alcançar de outras formas. Por exemplo, um melhorista de 

batata pode selecionar na casa de vegetaç:lo ou no campo 1 

perto de 50000 a 100000 plantas por ano para resistência d

doenç:a. Por outro lado, 20 milh5es de protoplastos, obtidos 

de apenas 1 1 0 grama de tecido foliar 1 podem ser cultivados 

em um laboratório. 

resistência à doenç:a 1

Se uma mutaç:'ão benéfica, tal como 
-5

tem uma probabilidade de 10 então 

um mutante poderia ocorrer entre as 100000 plantas. 

Portanto, teoricamente 200 plantas mutantes poderiam ser 

obtidas a partir da seleção na cultura de protoplastos de 

1 1 0 grama de tecido CIAEA 1 1985). 

Em Citrus 1 a tem sido 

realizada em calos embriog@nicos para o isolamento de 

linhagens celulares tolerantes ao cloreto de sódio (Na[l) 
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(1980) 

conseguiram obter calos que mantinham capacidade 

embriog@nica 1 mesmo quando cultivados em meios com NaCl 0,2 

M . BEN-HAYYIM & KOCHBA (1982) estudaram as características 

de crescimento e estabilidade da tolerincia à salinidade em 

calos selecionados ªin vitro•. Observaram que a tolertncia 

ao NaCL se mantinha apôs transfer@ncias consecutivas em meio 

de cultura sem o agente seletivo, e que portanto 1 o 

procedimento de sete�1o ªin vitro• havia isolado variantes 

genéticos verdadeiros. KOCHBA et alii C1982b} obtiveram 

diversas linhagens celulares de C.sinensis cv. Shamouti e 

uma linhagem de C.aurantium capazes de crescer em NaCL 0 1 17 

M. Estes autores verificaram a estabilidade da 

caracleristica nas linhagen s  selecionadas e regeneraram 

embri6ides a partir destas, sendo que os mesmos também eram 

tolerantes à salinidade CKOCHBA et alii, 1982b). Por outro 

lado, VARDI & SHANI (1984) estabeleceram a correspondência 

na tolertncla à salinidade entre diversos cultivares e 

espécies de Citrus, e os respectivos protoplastos. Neste 

caso, os pratoplastos derivados de plantas com maior 

tolerincia à salinidade mostraram maiores eficiências de 

plaqueamento em meios com N aCl, do que as protoplastos de 

plantas menos tolerantes. 

Trabalhos de sele�1o "in vitro•, para a 

tolertncia ao herbicida 2 1 4-D , têm sido realizados em calos 

embriog@nicos de C.sinensis cv. Shamouti CKOCHBA et alii, 

1980i KOCHBA & SPIEGEL-ROY, 1982 e SPIEGEL-ROY et alii 1 



1983). Foram selecionadas três linhagens celulares que 
-4

toleravam concentraç�es de 2 x 10 M de 2 1 4-D I senda que 

uma das linhagens se tornou 2 1 4-D dependente 1 ou seja, 

mantinha sua capacidade embriag@nica somente quando 

cultivada em 2 1 4-D . A estabilidade da totertncia a este 

herbicida foi demonstrada CSPIEGEL-ROY et alii 1 19831 1 sendo 

que destas linhagens foram regeneradas 

embrióides que também apresenta�am a talertncia. 

tolertncia à 

estreptomicina já fai efetuada em calos embriogênicos de 

C.sinensis sendo que a estabilidade da característica nas 

linhagens celulares selecionadas foi claramente demonstrada 

CKOCHBA & SPIEGEL-ROY 1 19821. 

Estudos sobre a confiabitidade de um sistema 

de sele�1o •in vitra�, usando filtrados da cultura de 

Phytophthora citrophthora foram feitos por VARDI et alii 

(1986a). Estes autores testaram a sele�lo 1 com o filtrado, 

em catos embriog@nicos e em protoplastos de quatro 

cultivares de diferent-es espécies de Citrus. Conclui.ram que 

o filtrado do referido patógeno n1o pode ser usado como 

agente seletivo, pois n1o houve correla�1o entre as 

respostas das culturas ªin vitro• e a susceptibilidade dos 

respectivos cultivares no campo. 

Embora a sele�Jo ªin vitro• apresente muitas 

vantagens em rela�lo à seleçlo no campo, deve ficar claro 

que algumas características não podem ser avaliadas ªin 

como por exemplo, sele�lo para aumento de produ�lo. 
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Além dlssa, a sele,ia ªln ultra• nunca elimina a necessidade 

da posterior avalia�Jo no campo, mas acarreta uma grande 

diminuiçlo no nómera de plantas a serem testadas na campa 1

aumentando a probabilidade na obteni1D de plantas com as 

caracteristicas desejadas. 

Outro fato que deve ·ser levado em consideraçlo 

� que n1a são sempre os mesmos genes que se expressam em 

todas as fases do desenvolvimento_ Portanto, algumas 

características que se expressam ªin vivo ª podem n1o se 

expressar fazendo necessârios os 

grande ênf�se está sendo dada aos 

testes com as plantas regeneradas, a partir das linhagens 

celulares selecionadas citadas acima. Entretanto, estes

testes s1o demorados em Citrus, devido principalmente ao 

longo ciclo de vida destas espécies. 



32 

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Espécie utilizada: 

Os explantes foram retirados de frutos jovens 

da cultivar Pera premunizada de Citrus sinensis, obtidos 

junto à Esta�Jo Experimental de Limeira, Instituto 

Agron6mico de Campinas CIACl, em Cardeirâpolis, 510 Pauto. 

3.2. Meios de Cultura e Solu�8es: 

3.2.1. Meio HS 

D meio HS, modificado a partir do meio 

descrito por HURASHIGE & SKOOG (19621 1 foi composto de: 

thcronutrientes: 

NH NO 
4 3 

KNO 
3 

KH PO 
2 4 

C aC l • 2 H O ............................. . 
2 2 

HgSO • 7 H O .•.•........••.•.•...•......•. 
4 2 

1650 mgll 

1900 mg/l 

170 mg/l 

440 mgll 

370 mg/l 

Na . EDTA ..•......•..•.....•.•....•...•... ; • 37,3 mg/l 

27 1 8 mg/l FeSO .7 H O 
4 2 

Micronutrientes: 

H BO 
3 3 

MnSO .4 
4 

H O 
2 

6 1 2 mgfl 

22 1 3 mgll 



ZnSO . 7 H O ...••.•.....••..........•..... 
4 2 

K I .......•.........••.•....••••.•........ 

Na MoO .2 H IJ .•....••..••.••.••..••.••••• 
2 4 

CuSO .5 
4 

CoC l . 6 

2 

H O .........•........•... · · · · · · · · 
2 

H O .•.••..•.••.••••... - •.. • . - • · · · 

Complementos: 
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a,s mgll 

0 1 83 mgll 

0,25 mgll 

0,025 mgll 

0,025 mgll 

Meso-inositol ............................ 100 mgll 

f!icido nicotinic:o ........................... 0,5 mgll 

Piridoxina-HCl ............................. 0 1 5 mgll 

Tiamina-HCl ................................ 0,1 mgll 

Extrato de malte ......................... 500 mgll 

Sacarose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51 , 34 g / l C O 1 15 H) 

e:ig a r . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 O g I t 

O pH foi ajustado para 5,7 com KOH 0 1 1 �-

3.2.2. Meio 2HS 

Foi preparado segundo o item 3.2.i. 1 sendo que 

foi utilizado o dobro das concentrações dos complementos

meso-inositol, ácido nicotinico 1 piridoxina-HCl e tiamina­

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

3.2.3. Meio MT 

Este meio 1 modificado a partir do meio 

descrito por MURASHIGE & TUCKER (1969), foi composto pelos 

mesmos macro e micronutrientes do item 3.2.1., acrescido dos 



seguintes complementos: 

Heso-inositol ........................... . 

�cido nico ti nico ........................ . 

Pi r ido x i na -HC l .......................... . 

Tiamina-HCl ............................. . 

Extrato de Malte ........................ . 

34 

100 mg/l 

5 mgH 

10 mgll 

10 mgfl 

500 mgll 

Sacarose ................................. . 51,34 gil C0,15 H) 

l!lg ar ...................... _ .............. . 10 gil 

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

3.2.4. Meio 2MT 

Foi preparado segundo o item 3.2.3. 1 sendo que 

foi utilizado o dobro das concentra�aes dos complementos

meso-inositol, ácido nicotinico, piridoxina HCl e tiamina-

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

3.2.5. Meio de Macera�ão CSPIEGEL-ROY & VARDI, 

Este meio consistiu da metade 

1984J 

dos 

macronutrientes descritos no item 3.2.1. 1 os estabilizadores 

osmóticos sacarose e manitol e as enzimas cellulase 

dos estabilizadores osm6ticos 1 

As concentraç5es 

assim como as concentra�aes 

das enzimas usadas em cada experimento foram definidas 

através do método ªSimplex• (item 3.13.}. 



O pH foi ajustado para 5 1 7 com KOH 0 1 1 M e  a 

esteriliza�1o foi feita com filtros Sartorius C0,2 

micrf\metrosl. 

3.2.6. Meio de Lavagem dos Protoplastos CSPIEGEL-ROY & 

VARIH 1 1984} 

Este meio cantinha os macro e micronutrientes 

descritos no item 3.2.1. 1 os complementos meso-inositol, 

ácido nicotinico, piridoxin a-HCL 1 tiamina-HCL e extrato de 

malte nas quantidades do item 3.2.3. 1 
e sacarose e manitol, 

nas mesmas concentraç5es do meio de maceraç1o de cada 

experimento. 

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

3.2.7. Soluç�es para os Cortes Histolôgicos 

3.2.7.1. Fixador Carnoy 

Este fixador foi preparado, momentos antes do 

seu uso, com a seguinte propor�1o: 

l!llcool etilico ...................... 3 partes 

�cido acético glacial ............... 1 parte 

3.2.7.2. Série Etanblica 

Tendo como obj�tivos a desidrata�1o ou a 

hidrataç1o do material, 

etan6lic:a: 

foi preparada a seguinte série 
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l!ilcoot etilic:o a 10 '

IH coo l e ti li co a 30 "

l!Hcool etilico a 50 'l,

fHc:oot etílico a 70 \

f!Hccrn l etilic:o a 80 \

f!ilcool eU lico a 95 ,,

l!'Hcool etilico absoluto 

3.2.7.3. Série Progressiva de Xilot 

A seguinte série de solu�ões foi preparada a 

fim de permitir a penetra�ão ou a retirada de parafina dos 

tecidos:: 

3 partes de álcool absoluto e 1 parte de xilol 

2 partes de álcool absoluto e 2 partes de xilol 

1 parte de álcool absoluta e 3 partes de xilol 

xilol puro 

3.2.7.4. Adesivo de Haupt 

O adesivo foi usado para manter os cortes 

aderidos às ltminas, 

seguir: 

tendo sido preparado coma descrito a 

Gelatina em folha .... ............... ig 

Glicerina ........................... 15 ml 

Fenol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 g 

f!igua destilada ..................... 100 mt 



3.2.7.5. Hematoxilina Férrica de Heidenhein 

As solu�5es descritas abai�o foram usadas para 

promover a colora�1o das células e permitir as observaçaes 

ao microscópio: 

Mordente: 

Sulfato de ferro amoniacal ............ 2 g 

Agua destilada ...................... 100 ml 

Corante: 

Hematc:ud lina .......................... 1g 

Alcool absoluto ...................... 10 ml 

destilada até completar 

200 ml 

Esta áltima solu�,o foi envelhecida por uma 

semana, antes de ser usada. 

3.2.7.6. Corante Safranina 

o corante

seguintes propor�3es: 

safranina foi preparado 

Safranina ............................. 2,25 g 

�Hcool 95 \ ........................ 225 mt 

Agua destilada ...................... 225 ml 

3.2.7.7. Corante •Fast-green• 

Este corante, geralmente usado 

nas 

como 

complemento do corante safranina, tem a seguinte composi�1o: 
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11 Fast-green '" .......................... 1 g 

�lcool etllico 95 1 ................. 100 ml 

3.2.8.1. Fixador para Pratoplastos 

Como os protoplastos vegetais s1o muito 

frágeis, foi necessária a preparaç:1o do fixador especial 

apresentado abaixo: 

� l e o o l e ti l i e o • . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 56, 25 m l 

�cido acético glacial ............... 18,75 ml 

l!I g u a d e s ti l a d a ••••.•.•.•.••.••• � • • • • 25 m l 

Sorbitol ............................. 3 1 6 g 

3.2.8.2. Fucsina [arbólica 

O corante descrito a seguir ê adequado para a 

coloraç:'ão de nácleos e cromossomos e foi usado para preparar 

a fucsina carbôlica modificada Citem 3.2.8.3.}: 

Solu�1o estoque A: 

Fucsina Básica 3 g 

�lcool etilic:o ...................... 100 ml 

Solu�lo Estoque B: 

Soluç:lo estoque A 10 ml 

Fenol S \ em água destilada ......... 90 ml 

Soluç:'ão [orante: 

Soluç:'ão estoque B ................... 45 ml 



�ciclo acético glacial 

Formaldeido 37 \ ................ · ... . 

6 ml 

6 mr 

A solu�1o corante deve ser envelhecida para 

permitir uma melhor coloraf1o. 

As soluç:5es 

escuros e mantidas a 4 C. 

foram armazenadas em 

3.2.8.3. Fucsina Carb6lica Modificada 

Soluç:1o corante Citem 3.2.8.2.) 

�cido acético glacial 

2 ml 

44 ml 

�gua destilada ...................... 54 ml 

Sorbitol ............................. 1 1 8 g 

3.3. Esterilizaç:1o 

vidros 

Os meios de cultura 1 a água destilada, os 

instrumentos e materiais usados nos experimentos foram 

esterilizados em autoclave por 17 minutos a 121 e, enquanto 

que as placas de Petri foram esterilizadas em estufa, 
o 

durante 4 horas a 150 [. 

3.4. Armazenamento dos Frutos 

Os frutos coletados foram armazenados em sacos 
o 

plásticos · umedecidos e mantidos a uma temperatura de 10 C. 

Os frutos utilizados nos experimentos 

armazenados por um perlodo máximo de um mês, 

permaneceram 

sem que fosse 
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afetado o potencial de sobrevivência e embriogênese dos 

explantes (NAVARRO et alii 1 1979). 

3.5. Assepsia dos Frutos 

A assepsia foi realizada a partir da retirada 

atbedo 1 e da casca externa dos frutos, inclusive do 

posterior cotoca�io dos mesmos em uma solu�1o composta de 

uma parte de água sanitária comercial ( ª O-BOA• - hipoclorito 

de sódio 2,) e de duas partes de água destilada, durante 

vinte minutos. Em seguida 1 em condi�ões assépticas, 

feitas três lavagens com água destilada estéril. 

3.6. Prepara�1o dos Explantes 

Os frutos após a assepsia, 

foram 

foram 

cortados em condi�5es assépticas, e os óvulos removidos 

foram colocados em placas de Petri estéreis. Com auxilio de 

pin�a e bisturi e sob estereomicrosc6pio, através de corte 

longitudinal no óvulo, foi feita a remo�1o do nuceto. Tanto 

os óvulos inteiros 

para os cultivas. 

como os nucelos isolados foram usados 

3.7. Condi�5es de Cultivo 

de 26±2 C 1 

1500 lux) e 

Os cultivas foram feitos à temperatura 

em canái�1o de luminosidade (aproximadamente 

fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de 
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(incubadora 

BOlll. 

As transferências dos explantes para meios 

frescos CsubcultivosJ foram realizadas a cada 3-6 semanas. 

3.8. Obten�Jo de Calos Embriogênicos 

Os frutos jovens 1 usadas para a retirada de 

explantes, eram de diferentes idades após a antese - 6 1 8 1 

10 e 12 semanas. O cultivo dos dois tipos de explantes

(óvulos e nucelosJ foi feito nos quatro diferentes meios de 

cultura descritos nos itens 3.2.i. 1 3.2.2. 1 3.2.3. e 3.2.4. 1 

e nas duas condi�&es de luminosidade descritas no item 3.7. 

fatorial, 

citados 

repeti�lo 

Os experimentos foram montados em esquema 

sendo que para cada combina�1o das fatores acima 

foram feitas no mtnimo tr@s repeti�5es. Cada 

foi composta de uma placa de Petri contendo 

inicialmente 10 explantes. 

A primeira 

semanas após o inicio 

avalia�1o foi 

do cultivo e, 

posteriores 1 a cada duas semanas. 

3.9. Verifica�io dos Efeitos do 2 1 4-D 

realizada quatro 

as avalia�3es 

Foram cultivados óvulos, extraidos de frutos 

de 12 semanas após a antese, em meio 2MS · Citem 3.2.2.J 

acrescido de 2 1 4 D e mantidos no escuro. Foram usadas as 

concentra��es de 0 1 O,S 
1 

1,0 e 2,0 mg/l de 2 1 4-D. 
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feitas tr@s de cada 

tratamento, sendo que cada repeti�lo foi composta de uma 

de Petri contendo inicialmente 10 óvulos. 

avalia�3es foram realizadas como o descrito no item 3.8. 

As

3.10. Cortes Histológicos 

Os materiais destinados aos cortes foram: 

- óvulos recém extraidos de frutos de 8 semanas após a

antese; 

- óvulos de frutos de 8 s emanas, cultivados por 42 dias 

e apresentando calos; e 

- calos embriogênicQs obtidos através do cultivo de

óvulos. 

Estes materiais foram fixados em Carnoy Citem 

3.2.7.i.) por 24 a 36 horas. Posteriormente, foram 

desidratados pela série etanólica Citem 3.2.7.2.) 

permanecendo 1 hora em cada etapa 1 exceto no alcool 95 �, 

onde foram deixados por 12 a 24 horas. Em seguida, foram 

passados pela série progressiva do xilol Citem 3.2.7.3.J 

ficando 1 hora em cada etapa. 

Após, os materiais foram colocados em pequenos 

recipientes e cobertos com xilol ·puro 1
sendo adicionados 

fragmentos de parafina até a satura�1o. Em cada recipiente 

foi ent1o acrescentado parafina derretida por sobre o 
o 

material. Os recipientes foram mantidos em estufa a 60 [ 

por cerca de 3 horas. Passado este tempo, foi realizada a 

troca da parafina e novamente, os recipientes foram deixados 
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na estufa por 3 horas. 

parafirn. 

Ainda foi feita mais uma troca da 

Em seguida, os materiais foram emblocados em 

parafina, 

com xilol. 

usando-se formas de papel apropriadas e untadas 

Com os blocos de parafina prontos
1 estes foram 

fixados ao suporte de madeira e cortados no micrótomo. A 

espessura dos cortes foi de 10 a 12 micr6metros. Estes foram 

distendidos sabre ltminas, contendo uma camada fina do 

adesivo de Haupt Citem 3.2.7.4.l e algumas gotas de água 
o 

destilada, mantidas sobre chapa de aquecimento (50 CJ. Apôs 

a distens'ão, o excesso de água foi retirado com papel de 

filtro 1 e as ttminas foram deixadas na estufa a 40 C por 

pelo menos 12 horas. 

As ltminas p reparadas foram colocadas em 

frascos apropriados (frascos de Coplin), onde foram deixadas 

em xilol puro Cdesparafinador) por 20 minutos. Logo a 

seguir, foram passadas rapidamente por uma solu�1o de 

àlcool:xilol (1:1) e pela série etanôlica em ordem 

decrescente de concentraiiO. 

Os óvulos com e sem calos foram corados com 

(item 3.2.7.5.), portanto, as liminas hematoxilina 

correspondentes foram passadas por água destilada e

deixadas no mordente por 15 minutos. Foram lavadas em água 

por 3 vezes, tratadas com o corante por 10 minutos e 

novamente lavadas 3 vezes. O excesso de hematoxilina foi 

removido com o mordente diluido em água (1:1) e as 

foram mais uma vez lavadas. 

l�minas



As ltminas dos calos embriog@nicos foram 

coradas �om safranina (item 3.2.7.6.) por 30 minutos 1 

passadas rapidamente pela série etan6lica em ordem crescente 

de concentrat1a, pelo corante ªfast-green ª (Item 3.2.7.7.l e 

pela série progressiva do xilol. 

máximo 10 minutos no xilol puro. 

Estas permaneceram no 

Todas as ltminas jã coradas foram montadas com 

Bálsamo do Canadá e laminulas, passando por um perioda de 

secagem antes das observa�5es ao microscópio. 

3.11. O Isolamento de Protoplastos 

Em cada experimento, foram colocados cerca de 

0,5 g de calos embriog@nicos em uma placa de Petri de 10 cm. 

Estes calos foram desmanchados mecanicamente e acrescidos de 

10 ml do meio de macera�1a Citem 3.2.5.) 1 para uma incubaç1o 

no escuro a 2a C e sem a gitaç1o. O tempo de digest1o 

enzimàtica 1 
assim como as concentra��es das enzimas 

(cellulase e macerozyme) e dos estabilizadores osmóticos 

(sacarose e manitotl 

ªSimplex• Citem 3.13.}. 

foram definidos 

3.12. Purificaç1o dos Pratoplastos 

através do método 

Apôs a maceraç1o enzimática, a suspenslo de 

protaplastos foi filtrada através de uma tela metálica 

(TELASTEM Ltda - SPl com poros de 62 micr6metros. Aos calos 

remanescentes foram adicionados 5 1 0 ml de meio de lavagêm 
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(item 3.2.6.) 1 
sendo os mesmos comprimidos suavemente com a 

pin�a. A suspensio de protoplastos 1 assim formada 1 também 

foi filtrada pela tela de 62 micr6metros e reunida à 

suspens1o jà filtrada. A suspensão de protoplastos completa 

foi entlo filtrada em uma outra tela metàlíca CTELASTEM Ltda 

- SP) com poros de 37 micrõmetros. o filtrado de 

protoplastos foi centrifugado à 1400 rpm (cerca de 250 x g) 

durante 3 minutos. 

o sobrenadante foi descartado e aos 

protoplastos precipitados, foram acrescentados 5 ml do meio 

de lavagem. Os protoplastos foram ressuspensos 

cuidadosamente com pipeta Pa�teur e centrifugados novamente. 

Este procedimento foi repetido duas vezes. Posteriormente 1 

os protoplastos foram ressuspensos em um volume final 

conhecido de meia de lavagem. 

3.13. O Uso da Método ªSimple�• CLDNG 1 1969) na Otimiza�ão 

do Isolamento de Pratoplastos 

A metodologia usada para o isolamento de 

pratoplastos foi a descrita na item 3.11. 1 sendo que as 

variáveis consideradas fundamentais para um aumenta na 

eficiência da obtenç1o de protoplastos viáveis foram: al 

tempo de digest1o enzimática; hl concentraç1a de cellulase, 

cl concentra�1o de macerazyme; dl molaridade de manitol, e, 

e) molaridade de sacarose. Partanto
1 estas foram as 

variáveis usadas na constru�1o do ªSimplex ª . 
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comei:: a) o pH 5,7 do meio de maceraçloi b) digest1o 

enzimàtica no escuro a 26 C e sem agita�1o i e) composi�1o 

do meio de macera�lo Citem 3.2.5.); d) propor�lo de 50 mg de 

calos para 1,0 ml de meio de macera�1o; e e) uso de calos 

embriogênicos de no máximo 30 dias apôs o subcultivo. 

O vértice de partida do ªSimplex• e os passos 

(Tabela 2) foram definidos com base nos resultados 

apresentados pela literatura de �rotoplastos de Citrus e de 

experimentas preliminares realizadas. Os demais vértices do 

Tabela 2 - Valares iniciais das variáveis testadas e os

passos correspondentes empregados na constru�1o

Variáveis 

Tempo Cmin) 

Cel.lulase 
(mg/10 ml do meio) 

Hacerozyme 
Cmg/10 ml do meia) 

Hanital 01) 

Sacarose ou 

Vértice de 
partida 
(valores) 

180 

300,0 

30,0 

0,3 

0,3 

Passas 

50 1. 

5 ,, 

20 'I. 

15 'I, 

15 'I,
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•Simplex• foram estabelecidos segundo LONG (1969) 1 sendo que

cada vértice ou tratamento foi definido por um conjunto de 

valores das variàveis a serem testadas e acima citadas. A 

experimentais em dire�1o ao ponto 6timo foi feita de acordo 
i 

com as regras providas pelo algoritmo de Nelder & Head 

(1965) 1 citado por llEMING & MORGAN C1S73). 

As restri�5es impostas às variáveis testadas 

foram: a) tempo de digest�o enzimática de no máximo 20

horas; b) concentra�lo individual das enzimas de no máximo

3,5 � e c} molaridade total dos estabilizadores osm6ticos 

de no minimo 0,3 M e  no máximo 0 1 8 M. 

3.14. Avalia�ão 

Protoplastos 

dos Experimentos de 

3.14.1. Rendimento CHURAYAHA, 1987) 

Isolamento de 

A eficiência da digestão enzimática dos calos 

embriogênicos foi avaliada através de contagens do nómero de 

protoplastos obtidas. Para cada tratamento foram retiradas 

duas amostras, sendo que para cada amostra foram feitas 

contagens em 8 campos da ctmara de Neubauer. Foi calculada 

----------------------

NELDER 1 J.R. & MEAD, R. Compute� Journal, 7: 308
1 

1965. 
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a média do námero de protoplastos nos 16 campos, e o 

rendimento foi expresso como o námero de protoplastos por 

grama de calos embriogênicos. 

3.14.2. Viabilidade 

Para a determina�1o da viabilidade dos 

protoplastos, a um volume conhecido foi adicionado a corante 

azul de metileno para a concentra�1a final de 0 1 01 � 

CHOOLEY & Me CARTHY, 19801; e novamente foram feitas 

contagens como as descritas no item 3.14.1. Assim, com a 

mêdia dos 16 campos para cada tratamento, foi estabelecida a 

percentagem de viabilidade. 

3.14.3. Verifica�1o do Námero de Nócleos CKAO, 19821 

Inicialmente, foi feita fixa�1o dos 

protoplastos, misturando-se um volume da suspens1o dos 

mesmos com nove volumes do fixador Citem 3.2.8.1.l. A 
o 

fixa�1o foi realizada a 5 [ por no minimo 24 horas e no 

máximo 2 semanas. Apôs, foram colocadas duas gotas de 

protoplastos fixados e uma gota de solui10 de fucsina 

carbólica modificada Citem 3.2.8.3.J em uma ltmina. 

Permitiu-se o desenvolvimento da cotora�1o com exposi�lo ao 

ar por mais de uma hora. Em seguida, foram contados 200 

protoplastos e determinadas as percentagens de protoplastos 

uninucleados e binucleados. 

A verificailo do námero de nócleos só foi 



realizada nos protoplastos isolados pelo melhor tratamento 

3.15. Determina�io da Radiossensitividade dos Protoplastas 

Suspens5es 

aproximadamente 1 1 5 X 

de protoplastos numa densidade de 
5 

10 protoplastos por mililitro 1 

obtidas de acordo com o melhor procedimento para o 

isolamento de protoplastos Citem 3.13.1 1 foram usadas para a 

realização das curvas de sobrevivência. 

Os experimentos para a obten�1o da curva de 

sobrevivência à radia�io gama foram realizados 42 haras após 

o isolamento de protoplastos CGALUN & RAVEH 1 1975 e VARDI et

alii, 1975), sendo que durante este periodo 1 os protoplastos 

foram mantidos no meio de no escuro a 26 C 1 

sem agita�1o No momento da irradiaç1o 1
a suspenslo de 

protoplastos foi homogeneizada cuidadosamente com pipeta 

Pasteur, colocando-se 0,5 ml desta suspens1o em cada tubo 

estéril da centrifuga. Foram preparados 5 tubos; 1 deles 

usado como controle sem irradiaçlo 1 e os 4 tubos restantes 
60 

irradiados na fonte de [o do CENAIUSP. As doses usadas 

foram 15 1 30, 45 e 60 Gy a uma intensidade de dose de 290 

Gy/hora 

Logo após a irradiação, os protoplastos foram 

centrifugados · à 1400 rpm (250 x g) por 3 minutos e foi 

efetuada a troca do meio. Os mesmos foram corados, 24 horas 

após a irradia�Jo 1 com azul de metileno, como descrito no 



item 3.14.2., 

percentagens de sobrevivência das protoplastos irradiados 

foram estabelecidas em reLa,�o a sobrevivência do controle, 

considerada como 100 i 

O experimento para determinar a curva de 

sobrevivência dos protoplastos à radia�1o gama foi repetido 

três vezes 1 sendo que para cada repeti�ão foi preparada 

também uma nova suspensão de pratoplastos Crepeti�lo de todo 

o procedimento, desde o isolamento de protoplastosl.
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4. RESULTADOS E DISCUSSRO

4.1. Obten�1o de Catos Embriogênicos 

Foram retiradas amostras dos frutos coletados 

6, 8 1 10 e 12 semanas após a antese, para uma determina�io 

das medidas dos frutos nas diferentes idades. Os resultados 

encontrados estio na Tabela 3. 

Os óvulos e nucelos extraidas dos frutos 

destas idades n1o apresentavam sinais de diferencia�lo de 

embrióides 1 
o que concorda com as observa�5es de PASOUAL 

(1985). 

O desenvolvimento dos 6vulos e nucelos foi 

acompanhado e avaliado inicialmente quatro semanas após o 

come�o do cultivo e posteriormente, a cada duas semanas. As 

respostas dos explantes cultivados puderam ser resumidas em 

quatro classes: presen�a de calos, presen�a de pequena 

prolifera�lo celular, presenfa de embriôides e ausência de 

altera�ões. 
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Tabela 3 - Medidas dos frutos de Citrus sinensis cv. Pera em 

diferentes idades 

Tem�o após a antese 

(semanas) 

6 

8 

10 

12 

media ± erro-padrlo 

a 
Medidas dos frutos 

(mm) 

15,2±0,2 X 19,0±0,3 

22,8±0,4 X 27,0±0,3 

29,7±0,6 X 34,1±0,7 
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As Tabelas de 4 a 11 mostram as resultadas 

obtidos para a cultivo de óvulos 1 das quatro idades após a 

antese 1 para as quatro meias de cultura e nas duas condi��es 

de luminosidade. Nestas tabelas, os resultadas foram 

expressas como a média, dos valores em percentagem 1 de todas 

as repeti�8es para cada tratamento. As Tabelas de 4 a 7 

correspondem a avalia�Jo após quatro semanas de cultiva 1

enquanto que as Tabelas de 8 a 11 correspondem a avalia�1a 

de doze semanas. 

As Tabelas 12 e 13 apresentam os resultados do 

cultivo de nucelas isolados, para os quatro meios de cultura 

e nas duas condi�5es de luminasidade 1 relativas às 

avalia�5es de quatro e doze semanas 1 respectivamente. Também 

nestas tabelas, os resultados foram expressos como a média 1

dos valores em percentagem, de todas as repetiçaes para cada 

tratamento. Para a isolamento de nucelos 1 
somente foram 

usados frutos de 10 a 12 semanas após a antese 1 devido a 

impossibilidade de isolar os mesmos, 

sem danificà-los. 

de frutos mais jovens, 

A Tabela 14 mostra as médias encontradas para 

a presen�a de calos e embrióides, do cultivo de óvulos 

avaliado apôs quatro semanas, enquanto que a Tabela 15 

apresenta as mesmas informaç5es para a avaliaç1o após doze 

semanas. A Tabela 16 inclui as médias obtidas para a 

presença de embriôides 1 dos cultivas de óvulos e nucelos 

avaliados apôs doze semanas, e a Tabela 17 mostra as médias 

para a presen�a de calos embriogênicos 1 numa avalia�io apôs 
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sete meses de cultivo. Estas quatro ôltimas tabelas foram 

organizadas para facilitar uma comparaç1o entre as variâveis 

testadas com relaç1o aos resultados mais importantes e de 

interesse. 

4.1.1. O Cultivo de �vulos 

verificar que: 

Uma anâlise das Tabelas 14 e 15 permite 

al parece n1o haver diferença entre os meios 

de cultura quanto à formaç1o de calos; b} ocorre uma maior 

frequência de surgimento de calos em cultives feitos no 

escuro; e cl existe uma maior tendência para a formaç1o de 

calos com o aumento da idade dos frutos usados como fonte de 

explantes. 

A obten�1o de calos a partir de óvulos de 

Citrus sinensis cv. Pera, cultivados em meio com hormõnios 1 

principalmente com 2 1 4-D, jâ havia sido relatado por PASOUAL 

{1985}. Entretanto, o uso deste hormõnio em cultura de 

tecidos tem sido correlacionado com o aparecimento de 

aberra��es cromoss8micas CMURASHIGE et alii 1 1967; SINGH & 

HARVEY 1 1975; BAYLISS, 1980; VARDI et atii, 1S82i SPIEGEL­

ROY et alii 1 1983i GOULD, 1986; NAGARAJAN & WALTON 1 1987 e 

WAKHLU & BAJWA, 1987). Desta forma, foi necessária a 

definiç1o de condiç5es que possibilitem a obten�1o de calos 

de C.sinensis cv. Pera, evitando a utilizaç1o desse 

hormõnio. 

Nas condi�ões testadas, conseguiu-se a 

obtenç1o de calos em at� 88,57 � dos explantes em apenas 



Tabela 4 • Média dos resultados, expressos em percentagem,

do cultivo de óvulos de frutos de 6 semanas de 

idade. Avaliaç:'ão após quatro semanas de cultivo. 

Meios de 
Cu t tu r a 

Escuro: 
MS 

2MS 

MT 

2MT 

Luminosidade: 
MS 

2MS 

MT 

2MT 

Presença 
de 

calos 

5,SO 
19,43 
14,58 
17,50 

5;00 
4,43 
2,50 
2,50 

Pequena 
proliferaç'ão 

celular 

35, 13 
4,43 

26,68 
11,S3 

6,S3 
2,50 
6,93 
2,50 

Presença 
de 

embrióides 

o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

Ausência 
de 

alteraç:5es 

58,S7 
76, 15 
58,75 
70,58 

88,08 
93,08 
90,58 
95,00 

Tabela 5 - Média dos resultados, expressos em percentagem, 

do cultivo de óvulos de frutos de B semanas de 

idade. Avaliaç'ão apôs quatro semanas de cultivo. 

------------------------------------------------------------------

Meios de Presença Pequena Presença Aus@nci� 
Cultura de proliferação de de 

calos celular embribides alteraç:fies 

------------------------------------------------------------------

Escuro: 
MS 

2M-5'­

MT 

2MT 

luminosfdade: 
MS 

2MS 
MT 

2MT-

57,80 
66,SO 
54,20 
62,08 

18,45 
6,85 
4,58 
6,08 

S, 13 
9,58 

20,80 
9 J 18 

6,25 
11,68 

2,08 
8,58 

o 
o 
o 
o 

o 
o 
o 
o 

33, o·a 
23,53 
25,00 
28,75 

75,30 
81,48 
93,35 
85,35 



Tabela 6 - Média dos resultados, expressos em percentagem 1 

do cultivo de óvulos de frutos de 10 semanas de 

idade. Avatiaç:1o após quatro semanas de cultivo. 

Meios -de 
CuL-tura 

Escuro: 
HS--

2MS 
MT 
2MT 

Luminosidade: 
MS 
2MS 
MT 
2MT 

Presença 
de 

calos 

40,00 
45,00 
76,20 
65,00 

10,55 
20,55 
15,00 
25,00 

Pequena 
proliferaç'ão 

celular 

15,00 
o 

o 

5,00 

21,65 
5,55 
5,00 

10,00 

Presença 
de 

embriôides 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

Aust!ncia 
de 

alteraç5es 

45,00 
55,0<} 
23,80 
30,00 

67,80 
73,90 
80,00 
65,00 

Tabela 7 - Média dos resultados, expressos em percentagem, 

do cultivo de óvulos de frutos de 12 �emanas de 

idade. Avatiaç1o apôs quatro semanas de cultivo. 

------------------------------------------------------------------

Meios de Presença Pequena Presença Ausência 
Cultura de proliferaç�o de de 

calos celular embriôides alteraç5es 
------------------------------------------------------------------

Escuro: 
MS 
2MS 
MT 
2MT 

luminosidade: 
MS 
2HS 
HT 
2MT 

71,87 
75,67 
88,57 
78,53 

42,57 
29,60 
19,43 
44,43 

o 

11, 10 
o 

o 

21,10 
40,73 
18,97 
14,07 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

28, 13 
13,23 
11,43 
21,47 

36,30 
29,60 

61,60 
41,47 
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Tabela 8 - Média dos resultados 1 expressos em percentagem, 

do cultivo de óvulos de frutos de 6 semanas de 

idade. Avaliaç1o após doze semanas de cultivo. 

Meios de Presença Pequena Presença Ausência 
Cultura de proliferaç:'ão de de 

calos celular embrióides alteraç5es 

------------------------------------------------------------------

Escuro: 
MS 31,55 10,00 1;93 58,45 
2MS 28,85 7,50 7,70 57,88 
MT 26, 10 21,67 5,57 48,43 
2MT 24,43 14,43 6,35 56,73 

luminosidade: 
MS 9,43 5,00 4,43 81,15 
2MS 4 1 43 10,00 5,30 80,28 
MT S,43 o 7,50 83,08 
2MT 5,00 o 11,35 83,65 

Tabela 9 - Média dos resultados, expressos em percentagem, 

do cultivo de 6vulos de frutos de 8 semanas de 

idade. Avaliaç:1o após doze semanas de cultivo. 

Meios de 
Cultura 

Presença 
de 

calos 

Pequena 
proliferaç:1fo 

celular 

Presença 
de 

embriôides 

Ausência 
de 

a U:e r aç5es 
------------------------------------------------------------------

Escuro: 
MS 
2MS 
MT 
2MT 

Luminosidade: 
MS 
2MS 
MT 
2MT 

69,43 
70,83 
65,65 
64,58 

37,98 
21, 03 
20,38 
24,40 

11,40 
12,08 
18, 10 
s, 18 

4,58 
17,65 

8,95 
6,08 

9, 18 
9, 18 

11,25 
12,28 

o 
2,50 
S,78 
o 

19,18 
17,08 
11,68 
18,75 

57,43 
58,83 
651SO 
69,53 



Tabela 10 - Média dos resultadas, expressos em percentagem, 

do cultivo de óvulos de frutos de 10 semanas de 

idade. Avaliaç:1o após doze semanas de cultivo. 

Meios de 
Cultura 

Escuro: 
MS 

2M5 

MT 

2MT 

luminosidade: 

MS 

2MS 

MT 
2MT 

Presenç:a 
de 

calos 

50,00 
45,00 
76,20 
70,00 

26,65 
20,55 
20,00 
25,00 

Pequena 
proliferaç:'ão 

celular 

5,00 
5,00 

o 

o 

10,55 
5,55 
5,00 

10,00 

Presença 
de 

embriôides 

25,00 
5,00 

11;10 
5,00 

11,10 
5,55 
5,00 

15,00 

Aus�ncia 
de 

alteraç:l:Ses 

35,00 
45,00 
25,40 
30,00 

57,20 
68,35 
70,00 
55,00 

Tabela 11 - Média dos resultados, expressos em percentagem, 

do cultivo de óvulos de frutos de 12 semanas de 

idade. Avaliaç:�o após-�oze semanas de cultivo. 

Meios de 
Cultura 

Escuro: 
MS 

2MS 

MT 

2HT 

Luminosidade: 
MS 

2MS 

MT 

2MT 

Presenç:a 
de 

calos 

71,87 
79,37 
88,57 
78;53 

45,90 
40,70 
23, 13, 
54 ,80' 

Pequena 
proliferaç:'ão 

celular 

3,33 
11,10 

o 
o 

17,77 
25,SO 
26 1 83 

7,03 

Presença 
de 

embrióides 

7,03 
3,70 
3,33 
o 

7,03 
3,70 
7,40 
7,03 

Ausência 
de 

alteraç:5es 

21,47 
S,53 

11,43 
21,47 

36,30 
33,33 
46,30 
38, 13 



Tabela 12 - Hédia dos resultados, expressos em percentagem, 

do cultivo de nucelos de frutos de 10 a 12 

semanas de idade. Avaliação após quatro semanas 

de cultivo. 

------------------------------------------------------------------

Mei�s de Presença Pequena Presença Aus�ncia 
Cultura de proliferaç:lo de de 

Escuro: 
MS 
2MS 
MT 
2MT 

luminosidade: 
MS 
2MS 
MT 
2MT 

calos celular embrióides alteraç:ijes 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

22,23 
4,77 

16,63 
16,67 

41,67 
o 

22120 
9,73 

77,77 
95,23 
83,37 
83,33 

58,33 
100,00 
77,80 
90,27 

Tabela 13 - Média dos resultados, expressos em percentagem, 

do cultivo de nucelos de frutos de 10 a 12 

semanas de idade. Avaliaç:1o apôs doze semanas 

de cultivo. 

Meios de 
Cultura 

Escuro: 
MS 
2MS 
MT 
2MT 

-Luminosidade:

MS
2MS
MT
2MT

Presença 
de 

calos 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 
\ 

Pequena 
proliferaç:1o 

celular 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

Presença 
de 

embriôides 

55,57 
64,27 
61,10 
66,67 

69,43 
27,00 
61,13 
49 t 17 

Aus@ncia 
de 

alteraç:5es 

44,43 
35,73 
38,90 
33,33 

30,57 
73,00 
38,87 
50,83 
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quatro -semanas de cultivo, com a inoculaç1o de 6vulos, 

extraidos de frutos de 12 semanas, em meio MT e mantidos no 

escuro. Portanto, fica claro que é viável a obtenç1o de 

càlos de C.sinensis cv. Pera em meio de cultura sem a adiç1o 

de horm&nias vegetais. 

N1a foram detectadas diferenças entre as 

eficiências na produç1a de calas nos quatro meios de cultura 

testados. Como pode ser verificado nos itens 3.2.1., 3.2.2., 

3.2.3. e 3.2.4. estes meios diferiam apenas nas 

concentrações de vitaminas, sendo o meio �MS intermediário 

entre MS e HT, e o ffleio 2HT possuindo as mais altas 

concentraç5�s de vitaminas. Esta comparação foi realizada, 

pois as diferenças bàsicas entre o meio NS e o meio MT, este 

6ltima elaborado especialmente para calos de citros, eram as 

concentrações aumentadas de tiamina-H[l, piridoxina-HCl e de 

àcido nicotlnico. MURASHIGE & TUCKER C196SJ verificaram 

inclusive que a tiamina-HCl era uma vitamina praticament� 

essencial e provavelmente a de efeito mais dràstico 1 sendo 

que nenhum crescimento ocorria em meios sem a mesma. 

Entretanto, o meio HT foi desenvolvido para a forma�1o e 

crescimento de calos a partir do albedo e de veslculas de 

suco de C.limon e testado para o crescimento de calos a 

partir de veslculas de suco de outras quatro espécies de 

citros, incluindo C.sinensis. Os requisitos nutricionais 

�odem variar com o tipo de célula, tecido ou 6rglo a ser 

cultivado, além de variar com o cultivar, a espécie e o 

objetivo especifico da investiga�lo. Senda assim 1 
é 



possível que a ausência de diferenças, na formaç1o de calos 

entre os quatro meios de cultura testados, seja devida: 

fato dos óvulos de C.sinensis cv. Pera serem menos exigentes 

em termos de vitaminas; ou que concentraç5es elevadas de 

vitaminas sejam importantes para um maior crescimento dos 

calos, resposta analisada por MURASHIGE & TUCKER (1968) 1 mas 

que n1o interfiram com a frequência de explantes formando 

calos, resposta analisada n o  �resente trabalho. Uma outra 

justificativa posslvel é que, como houve o �créscimo de SOO 

mg/l de EH em todos os meios.de cultura usados, de acordo 

com o sugerido por RANGAN et alii (1969) e KOCHBA et alii 

(19721, este tenha suprido as necessidades dos explantes, 

anulando as diferenças nas concentraç5s de vitaminas entre 

os meios testados. 

citros, 

Um requisito nutricional dos 

que deve ser ressaltado 1 é a 

tecidos de 

concentra�1o 

relativamente alta de sacarose (5 \ ou aproximadamente 150 

mH) necessária para sustentar a prolifera�ão dos explantes e 

o crescimento dos calos CHURASHIGE & TUCKER 1 1969). Estes 

autores, 

trabalhos, 

ao comparar seus resultados com o de outros 

usando concentraç8es entre 2 e 3 \ de sacarose 

para outras espécies, propuseram que os tecidos �e cltros 

devem possuir um metabolismo energético eficiente e 

acelerado. KOCHBA et alii (1982a) também constataram a 

necessidade de concentra�aes em torno de 5 \ para o 

cfescimento dos calos, embora para estimular a embriog@nese, 

concentra�aes mais baixas de sacarose sejam mais adequadas. 



O cultivo de óvulos, de uma forma geral, 

resultou numa maior percentagem de calos quando os óvulos 

foram mantidos na escuro. E bem nitida a diferença dos 

resultados dos cultivas no escuro e na luminosidade. Esta 

diferença deve ter ocorrido, pois a luminosidade tem a 

capacidade de diminuir os niveis endógenos de auxinas 

CFElfPPE, 1986) 1 o que dificultaria a formaç1o de calos.

Existem diferenças marcantes entre as 

eficiências na praduç1o de calos em ôvulas de frutos de 

diferentes idades, sendo que com o aumento da idade dos 

frutos ocorre um aumento no surgimento de calos. Os ôvulos 

de frutos mais desenvolvidos (maiores idades) devem poss�ir 

balanços hormonais internos mais adequados à formaçlo de 

calos do que os 6vulos de frutos mais jovens. Isto est� de 

acordo com o fato de que os óvulos de frutos de 12 semanas 

apresentaram altas percentagens de calos mesmo quando 

cultivados na luminosidade (Tabelas 14 e 151. 

Por outro lado, os dados encontrados por 

KOCHBA et alii (1972) para a obten�lo de calos, a partir de 

6vulos de C.sinensis cv. Shamouti e cv. difer�m 

dos resultados do cultivar Pera acima relatados. No 

trabalho destes autores, numa avalia�Jo após doze semanas de 

cultivo para o cultivar Shamouti, os óvulos de frutos de 2, 

4 e 5 semanas tiveram uma maior percentagem de culturas 

desenvolvendo calos do que os óvulos de 6 semanas. No 

entanto, a percentagem de p rodu�la de calos CS \}, a partir 

d� óvulos de frutos de S semanas deste cultivar, nlo difere 
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muito da percentagem de calos (9,43 \ - Tabela 8) obtida

para óvulos da mesma idade, do cultivar Pera, cultivados e 

avaliados em condiç5es muito semelhantes. Para o cultivar 

os óvulos de frutos de 6 e de 8 semanas de idade 1 

usados por KOCHBA et alii (19721, n1o desenvolveram calos. 

Estas diferenças nas respostas entre óvulos de frutos da 

mesma idade de diferentes cultivares n1o é surpreendente, 

pois como SPIEGEL-ROY & UARDI C1S84J afi�maram, para cada 

cultivar e/ou espécie, o estágio 6timo para a retirada dos

explantes, destinados ao desenvolvimento de calos, deve ser 

determinado separadamente. 

Os calos do cultivar Pera, obtidos até a 

décima segunda semana de cultivo, n1o demonstraram 

caracteristicas embriog@nicas, como os calos adequados para 

o isolamento de protoplastos. Os catos obtidos poderiam ser 

divididos peta aparência em dois tipos: a) rigidos e secos,

e bJ friáveis e ómidos. Em alguns casos, houve a forma�lo 

dos dois tipos de calos no mesmo óvulo. Estes dois tipos de 

calos eram nitidamente diferentes 1 sugerindo composi�8es 

celulares diferentes e 1 provavelmente 1 origens a partir de 

diferentes tecidos. 

Uma análise da Tabela 15 permite constatar que 

a frequência de óvulos gerando embrióides, após o cultivo 

por doze semanas, nlo é alta e varia bastante entre os 

diversos tratamentos CO a 25 �). Aparentemente, os óvulos 

de frutos de 10 semanas após a antese formam embrióides mais 

eficientemente. KOCHBA et alii C1S72J também encontraram 
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frequências de 6vulos desenvolvendo embri6ides bastante 

variáveis com a idade dos frutos. Para o cultivar Shamouti 1 

estes autores encontraram resultados desde O até 22 \ 1 este 

ôltimo correspondendo aos óvulos extraídos de frutos de 4 

semanas. 

com maior 

Os cultivares Valencia e Marsh apresentavam óvulos 

tendência à formaçlo de embri6ides ªin vitro• 

sendo que para óvulos de 8 semanas; os resultados foram 68 e 

48 � , respectivamente (KOCHBA et alii, 1972). 

Ao contrário do ocorrido com a formaç1o de 

calos, nlo houve influência das condiç5es de cultivo no 

escuro ou na luminosidade sobre a frequência de óvulos 

originando embrióides. GMITTER & MOORE (1986), 

com óvulos de frutos de 8 meses após a antese t 

tFabalhando 

pertencentes 

a três cultivares de C.sinensis, verificaram percentagens 

ligeiramente aumentadas de óvulos produzindo embriâides 1 

quando os mesmos foram cultivados na luz. Entretanto, estes 

autores encontraram o efeito inverso, ou seja 1 maiores 

percentagens em cultivas no escuro, para cinco cultivares de 

outras espécies de Citrus, sendo que um destes cultivares sô 

se desenvolveu no escuro. Com base nestes resultados, 

poderia ser proposto que a influência da luz na embriogênese 

nucelar ªin vitro ª està relacionada com o genótipo da 

planta. Assim 1 alguns genótipos podem ser pouco ou mesmo 

nada influenciados peta luz, enquanto outros podem ser 

estimulados ou inibidos quanto à embriogênese. 

N1o houve diferenia nas frequências de 

forma�1o de embriôides entre os meios de cultura testados. 



� possivel que a concentra�io de vitaminas n1o seja um fator 

limitante da embriog@nese e que pequenas quantidades sejam 

suficientes para o desenvolvimento dos óvulos com potencial 

embriogênico. Uma outra possibilidade, jà apresentada 

acima, é que o EH tenha suprido as necessidades destes 

explantes, anulando as diferen�as entre os meios. 

Os resultados da embriogênese encontrados para 

o cultivar Pera, variando entre O e 25 � dos óvulos, estio 

de acordo com os resultados de KOCHBA et alii (19721 1 MOORE 

(1985) e GMITTER & MOORE (1986) para diversos cultivares e 

espécies de citros. Por outro lado, resultados entre 50 a 

70 � de óvulos sofrendo embriogênese foram conseguidos por 

STARRANTINO & RUSSO (1880} e GMITTER & MOORE (19861. 

Através destes trabalhos, foi verificado que as respostas 

diferem bastante entre os diversos cultivares e espécies de 

Citrus, com a idade dos frutos usados para a retirada dos 

explantes e com o tempo transcorrido até a avalia�1o. Para o 

cultivar Pera, foi observado que 6vulos sem nenhum 

crescimento prévio, 

a dar embrióides 1

após longos tempos de cultivo, come�avam 

fato que concorda com as observa�3es de 

NAVARRO et alii (1979). 

4.1.2. Cultivo de Nucelos Isolados 

semelhantes 

Os nucelos isolados nlo 

aos surgidos nos 6vulos 1

formaram 

em nenhum 

calos 

dos 
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tratamerd.os durante o mesmo tempo de cultiva (Tabelas 12 e 

13). Os: nucelos somente resultaram em embri6ides, fato que 

concorda com os dados encontrados por KOCHBA et alii C1972J, 

para as cultivares Shamouti e Valencia de C.sinensis e Harsh 

de [.paradisi. Estes resultados, associados aos resultados 

de obten�lo de calos com o cultivo de ôvulos 1 sugerem que os 

calos formados tenham origem a partir de outros tecidos do 

óvulo, e nlo origem nucelar. Uma outra possibilidade é que 

a presenia dos outros tecidos, de alguma maneira, como por 

exemplo o fornecimento de horm6nios, estimule a forma�1o dos 

catos a partir do nucelo. 

A Tabela 12 mostra que, com apenas quatro 

semanas de cuttivo 1 os nucelos jà estavam originando 

embrióides:. As Tabelas 13 e 16 indicam que, com doze 

semanas de cultivo, os nucelos jà haviam formado embrióides, 

numa média de 57 " dos explantes e portanto, realizando 

embriog@nese muito mais rapidamente e em maiores 

percentagens do que os óvulos. Por outro lado da mesma 

forma que para os óvulos, também para os nucelos as 

condiç:5es de luminosidade e os meios de cultura n'ão 

interferiram com o aparecimento de embrióides. 

E possivel que as diferenças nas percentagens 

de embrióides entre ôvulos e nucelos t 

semanas de cultivo (Tabela 16) 1 

na avatia�'ão de doze 

sejam devidas a uma 

dificuldade no deslocamento de nutrientes do meio e na sua 

atua�1o nas células do nucelo, 

tegumentos que envolvem o nucelo. 

criada pela presença dos 

Estes tegumentos podem 
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estar agindo como uma barreira, já que os nutrientes do meio 

de cultura para atingir as células do nucelo precisam 

percorrer as células dos tegumentos externo e interno. 

Entretanto, no estudo realizado por KO[HBA et alii (1972) 

com o cultivar Shamouti, os nucelos praticamente nio 

originaram embriôides. Isto pode ter ocorrido devido ao 

fato de que estes autores trabalharam com frutos variando de 

1 a 6 semanas de idade, e como já foi mencionado acima, o

isolamento de nucelos de frutos muito jovens danifica os 

explantes, prejudicando o seu desenvolvimento. Jà para os 

nucelos de frutos de 8 semanas apôs a antese, dos cultivares 

Valencia e Marsh usados p or estes autores, ocorreram altas 

percentagens de culturas desenvolvendo embriôides. 

4.1.3. Formaç:�o 

Secundários 

de Calos Embriogênicos e Embrióides 

As avalia�5es sequenciadas, realizadas de duas 

do em duas semanas; permitiram o acompanhamento 

desenvolvimento e das reaç5es dos explantes. Foi possivel 

verificar que os óvulos inicialmente formavam os calos 

tegumentares (Figura 1 e item 4.3� )-e que depois, começavam 

a originar embriôides nucelares que rompem os tegumentos do 

óvut"a (Figura 2). Este rompiment-0 dos tegumentos causado 
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pelo crescimento dos embriôides também foi encontrado por 

HOORE (1985). Entretanto, os cultivares e espécies de Citrus 

usados por este autor não apresentaram protifera�lo dos 

tegumentos. 

cultivar 

O aparecimento de embriôides nucelares do 

Pera ocorreu tanto nos óvulos com catos 

(proliferai1o tegumentar) como nos sem calos. Os nucelos 

isolados deram embriôides diretamente, sendo que o 

desenvolvimento dos embri6ides 1 tanto do cultivo de óvulos 

como do cultivo de nucelos isolados, ocorreu através das 

mesmas etapas. 

Os embri6ides globulares se desenvolveram em 

embri5es maduros e posteriormente em pttntutas, ou 

aumentaram em tamanho, dando os chamados pseudobulbilhos. 

Este modelo de desenvolvimento, observado para o cultivar 

Pera, està de acordo com os trabalhos de SABHARWAL (1963) 

com C.reticulata e de RANGAN et alii (1969) com vârias 

espécies de Citrus. Por outro lado, este modelo difere do 

observado por RANGASWAHY (19611 para C.microcarpa, onde os 

nucelos inicialmente formavam calos desorganizados, e 

posteriormente, sofriam 

pseudobulbilhos e estes, 

embrióides e plantas. 

diferenciaç:'ão 

algumas vezes, 

originando os 

se desenvolviam em 

Os pseudobulbilhos do cultivar Pera raramente 

se desenvolveram em pltntulas, sendo que originaram 

embrióides e calos embriog@nicos (Figura 3). Em adiç:lo, os 

embrióides e plintulas jà existentes formaram embrióides e 

calos embriogênicos, a partir da região do hipocótilo e 
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Figura 1 - Calos surgidos nos óvulos, após cultivo por doze 

semanas, em meio de cultura sem reguladores de 

crescimento ( x 10 ). 

Figura 2 - Embrióides nucelares, formados no cultivo de 

óvulo, rompendo os tegumentos C x 16 ). 
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Figura 3 - Pseudobulbilha originando embrióides C x 12 J. 

Figura 4 - PL2ntula gerando embrióide na regi1o do 

hipocótilo e transiçlo para raiz C x 8 ).
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raiz (Figura 4}. A inicio 

embriôides ou seja, 

estruturas ,que nlo diretamente do nucelo, 

por diversos autores CKOCHBA et alii, 

formação de 

de outras partir 

jà foi relatada 

CHATUVERDI, 1972; BUTTON 

GHITTER & MOORE, 19861. 

& KOCHBA, 1977; 

1972; 

HOORE, 

MITRA &

1985 e 

Os calos embriog@nicos começaram a surgir em 

torno de cinco a sete meses após o inicio do cultivo. Estes 

calos proliferaram dando mais calos e embri6ides (Figura Sa 

e b ). A frequência média de explantes apresentando calos 

embriogênicos
1 

após sete meses de cultivo, pode ser 

encontrada na Tabela 17. Quanto ao_cultivo de óvulos, foi 

observado que os materiais extraldos de frutos mais 

desenvolvidos (10 a 12 semanas após a antese) apresentaram 

frequências ligeiramente mais elevadas de formaç1o de calos 

embriogênicos. Embora, d e  uma forma geral, todos os 

tratamentos do cultivo de óvulos tenham tido baixas 

percentagens de calos embriogênicos CO a 17,36 � l. Estes 

resultados estio de acordo com os encontrados por VARDI et 

alii (19821. Estes autores trabalharam com diversos 

cultivares de quatro espécies de Citrus, inclusive com 

C.sinensis
1 e verificaram que as frequências de óvulos

produzindo calas embriogênicos eram variâveis e geralmente 

baixas (cerca de 24 � para os cultivares Hurcott e Ponkan de 

C.reticulata e de 2 � para o cultivar Duncan de C.paradisi,

representando os mais e menos eficientes). Entretanto, foi 

constatado que os óvulos do cultivar Pera de C.sinensis 



76 

a. 

b 

Figura 5 - Prolifera�1o de calos embriogênicos, com forma�1o 

de embri6ides ( a. x 8 e b. x 12 J.
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formam calos embriog@nicos muito mais lentamente que outros 

cultivares. Enquanto VARDI et alii (1982) relataram que o 

aparecimento destes calos ocorreu apôs um 1 dois ou até 

quatro meses do inicio do cultivo 1 no presente trabalho o 

aparecimento de calos embriog@nicos do cultivar Pera 

efetuou-se cerca de sete meses do começo do cultivo. 

Os meios de cultura e as condi�5es de luz ou 

escuro nlo afetaram de maneira sistemática a forma�lo de 

calos embriog@nicos, ou seja, os melhores e os piores 

resultados dentro das quatro idades foram conseguidos em 

tratamentos diversos. Também os nucelos não foram 

influenciados diferentemente pelos meios de cultura e as 

condiç3es de luz ou escuro. Entretanto, os nucelos 

embriog@nicos apresentaram altas percentagens de 

(34,52 a 71,12 \ - Tabela 17) quando 

calos 

comparados com os 

óvulos, 

cultivo. 

em avaliaçlo realizada após o mesmo tempo de 

Isto deve ter ocorrido pois os óvulos possuem uma 

evolu�ão normalmente mais lenta que a do nucelo, fato este 

jà relatado por NAVARRO et alii C1S7SL A diferença, na 

eficiência de formaç1o de calos embriogênicos 1 entre nucelos 

e óvulos pode ser contrabalanceada pelo cultivo de grandes 

quantidades de óvulos, jâ que o isolamento de nucelos é um 

processo lento e trabalhoso. 

crescendo 

subcultivos. 

nucelos, e 

Os calos embriogênicos obtidos continuaram 

e desenvolvendo embriôides apôs repetidos 

Um diagrama do desenvolvimento dos óvulos e 

da proliferaçlo dos calos embriog@nicos do 



cultivar Pera, 

desenvolvimento 

pode ser visto n a  Figura 6. 

é bastante geral em 
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Este modelo de 

suas diretrizes 

principais entre os citros CBUTTON & KOCHBA 1 1977). Por 

outro lado, comportamentos ligeiramente divergentes do acima 

descrito jà foram relatados CMOORE 1 1985}. 

O desenvolvimento normal dos embrióides ªin 

vitro ª

somente 

até plantas parece ser dependente da luz, pois 

nos cultivas realizados na luminosidade foram 

obtidas plantas 

realizados no 

normais 

escuro 

(Figura 7) 1 
sendo que os cultivas 

formaram plintulas anormais com 

cotilédones fasciados e pseudobulbilhos com raiz. Assim, o 

inicio do cultivo dos explantes pode ser realizado no 

escuro, mas após a forma�1o dos embrióides 1 estes devem ser 

separados e cultivados na luz para permitir o 

desenvolvimento de plantas normais. 

4.2. Verificação dos Efeitos do 2 1 4-D 

Os 

em 

resultados 

meios de 

encontrados para o cultiva de 

cultura contendo diferentes 

concentraç5es de 2 1 4-D est1o representados na Tabela 18. E 

possivel verificar que o 2 1 4-D estimulou a forma�ão e o 

crescimento de calos, sendo que as concentraçaes de O,S e 

1 1 0 mg/l apresentaram as maiores percentagens de calos 

grandes. A concentração de 2 1 0 mg/l exerceu um efeito 

estimulador menos acentuado do que as concentraç5es de 0,5 e 

1,0 mg/l. Embora a concentração de 2 1
0 mg/l de 2,4-D seja 
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í 

Figura 6 - Diagrama do desenvolvimento de óvulos e nucelos 
e da proliferação dos calos embriogênicos (1, 2 1 

3 1 4 1 11; separaç1o enzimática e regeneraç1o a 
partir de células isoladas e protoplastos (51; 
formação de grandes pseudobulbilhos (9) 1 os 
quais ocasionalmente desenvolvem raiz (10 1 11). 
Pltntulas normais C8l se desenvolvem por linhas 
clássicas a partir de proembrióides (4) através 
de embriaes em forma de cora�ão (6 1 7). 
Pltntulas fusionadas (6 1 14, 15) e anormais com 
cotilédones fasciados (6 1 12 1 13) podem também 
apa�ecer. Os pequenos nódulos ligados às 
grandes estruturas representam proembrióides 
surgindo de células superficiais individuais. 
Seu desenvolvimento subsequente parece não ser 
influenciado pela estrutura parental (Modificado 
a partir de BUTTON & KOCHBA, 19771 
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Figura 7 - Sequência de desenvolvimento •in vitro• de 

Figura 8 

plintulas normais de C.sinensis cv.Pera.

Calos formados em meio com 0,5 mg/l de 2 1 4-D

e x a l. 
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comumente usada em cultura de tecidos de outras espécies, o 

efeito adverso causado nos óvulos do cultivar Pera n1o é 

surpreendente. Diversos autores j� haviam relatado a extrema 

sensibilidade das plantas e dos tecidos de Citrus ao 2 1 4-D 

CCOGGINS & HIELD, 1968; KOCHBA et alii, 1980 e SPIEGEL-ROY 

et alii, 1983). Os calos do cultivar Pera, obtidos nos 

meios acrescidos de 2 1 4-D, n1o eram embriogênicos (Figura 

8 ). 510 escassos os relatos de cultivares de Citrus que 

desenvolveram calos embriog@nicos na presença de 2,4-D 

CVARDI et alii, 1982). 

Um outro efeito constatado foi a inibiçlo dá 

embriog@nese nos óvulos cultivados em qualquer concentraçlo 

de 2 14-Il. Este resultado estâ de acordo com o verificado 

por KOCHBA & SPIEGEL-ROY C1977cl, SPIEGEL-ROY & KOCHBA 

(1980) e PASOUAL C198Sl, de que a aplicaião exógena de 

auxinas suprimem a embriog@nese nos tecidos nucelares. Em 

contraposi�10 1 GMITTER & MOORE (1986} obtiveram percentagens 

entre O e 54 � de óvulos produzindo embriôides, em meio 

acrescido de 0,01 mgll de 2 1 4-D. Estes autores trabalharam 

com vários cultivares e espécies de Citrus 1 que diferiram 

bastante quanto ao efeito do 2,4-D sobre a embriogênese. 

4.3. Cortes Histológicos 

Os cortes histológicos, realizados como 

descrito no item 3.10., podem ser visualizados nas Figuras 

de 9 a 14. A Figura S apresenta um corte longitudinal em 
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óvulo recém extraido de fruto de 8 semanas apôs a antese. 

Pode-se verificar que o 6vulo do cultivar Pera nesta fase é 

bem desenvolvido e possui um grande nucelo 1 sendo que 

nenhuma forma��º de embri5es zigôticos ou nucelares pode ser 

detectada. Esta verifica�1o é muito semelhante aos 

resultados do exame histológico de óvulos da mesma idade de 

C.sinensis cv. Valencia e d e  C.paradisi cv. Marsh CKOCHBA 

et alii, 1972). 

O estudo dos cortes, efetuados nos óvulos 

cultivados durante 42 dias (Figura 10) 1 comprovou a hipótese 

que havia sido feita baseada nos resultados dos cultivas de 

óvulos e nucelos Citem 4.1.2.). Realmente, os calos 

surgidos nos óvulos nos periodos iniciais de cultivo 1 não 

têm origem nucelar. Ambos os tipos de calos, já descritos 

anteriormente, 

que os calos 

originaram-se dos tegumentos ovulares 1 sendo 

rigidos e secos em geral apareceram na 

extremidade micropilar, enquanto que os calos friáveis e 

ámidos geralmente formaram-se na regi1o da calaza. A Figura 

11 mostra o calo rigido e seco em maiores detalhes. Este 

tipo de calo 

parenquimàticas 1

é composto 

estruturadas 

basicamente de células 

compactamente e com 

crescimento amorfo, sendo que o mesmo não apresenta 

diferencia�ão. Este calo é muito semelhante, em composi�ão 

e organiza�1o celular, aos calos obtidos por MURASHIGE et 

a l ii ( 1967) a partir do albedo e de vesiculas de suco de 

C.limon. A Figura 12 apresenta, em maior aumento 1 o calo 

friável e ámido, sendo este composto por células frouxamente 
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Figura 9 - Corte longitudinal em óvulo recém extraido de 

fruto de 8 semanas. a) tegumento externo;

tegUlÍlento interno; c) nucelo C x 40 ). 

bJ 

Figura 10 - Corte longitudinal em óvulo de fruto de 8 

semanas, cultivado por seis semanas. Presença 

de dois tipos de calos no mesmo óvulo C x 40). 
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Figura 11 - Corte longitudinal mostrando a estrutura do calo 

rigido e seco C x 100 ). 

Figura 12 - Corte longitudinal mostrando a estrutura do calo 

friâvel C x 100 }. 
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ligadas e também com crescimento amorfo. Esta consistência, 

caracterlstica dos calos friàveis, dificultou a obten�1o de 

cortes que permitissem uma boa visualiza�Jo das células do 

mesmo. 

O fato de ter ocorrido o aparecimento de calos 

tegumentares, em meios de cultura sem hormõnios, contrasta 

com os resultados de VARDI et alii (1982). Segundo estes 

autores, a forma�lo de calos a partir dos tegumentos é 

estimulada como consequência da adi�lo de reguladores de 

crescimento. 

Cortes histológicos foram realizados em calos 

embriog@nicos 1 surgidos em fases avan�adas do cultivo de 

óvulos e nucelos, podendo ser vistos nas Figuras 13 e 14.

Estes calos s1o compostos por nódulos esféricos, pequenos e 

compactos. Estes nódulos se assemelham muito aos 

proembriôides globulares descritos em C.sinensis cv. 

Shamouti por BUTTON et alii (1974). Assim, é possivel supor 

que estes proembrióides se desenvolvam até dimensaes 

macroscópicas 1 originando 

destacados na Figura Sa. 

embriôides globulares, tio 

Ao contrário dos calos embriogênicos de outras 

parenquimàticas 

embriogênicas 

compreendendo principalmente células 

vacuoladas com 

CSHOEMAKER 

ocasionais 

1986), 05 

células 

calos 

embriogênicos de C.sinensis cv. Pera s1o compostos por 

células pequenas e densas 1 aparentemente todas com potencial 

embriog@nico. Estas observa�5es concordam com o que foi 
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Figura 13 - Corte em calo embriog�nico de C.sinensis cv. 

Pera e x  100 }.

Figura 14 - Calo embriogénico do cultivar Pera mostrando um 

aglomerado de proembriôides C x 200 l 
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descrito por BUTTON et alii (1974) para o cultivar Shamouti 1 

sendo que estes autores preferiram definir os calos

embriogênicos de citras como uma massa de proembribides em 

protiferaç1o. Portanto, s1o nitidas as diferen�as entre os 

calos tegumentares
1 

surgidos nos estágios iniciais do 

cultivo de óvulos, e os calos embriog@nicos, formados após 

alguns meses do cultivo de ó vulos e nucelos. 

Estudos da histologia
1

anatomia e citologia 1

dos explantes iniciais e do seu comportamento apôs cultivo, 

têm sido recomendados para elucidar a origem e a natureza 

das plantas regeneradas, facilitando portanto a manipula�1o 

Rin vitro• para o melhoramento genético CIAEA 1 1984 e 1988). 

4.4. Isolamento de Protoplastos 

A libera�ão de um protoplasto de C.sinensis

CV. Pera pode ser visto na Figura 15 sendo que os

resultados encontrados nos experimentos
1

definidas através 

do método estão na Tabela 19. 

apresenta as coordenadas 

obtidas pela evolu�ão do 

de cada vértice 

Esta tabela 

(tratamento) 

ªSimplex ª (Figura 16 ) e as 

respostas (nâmero de protoplastas/g de calos, a percentagem 

de viabilidade e o nâmero de protoplastos viáveis/g) 

correspondentes a cada vértice . No hiperplano definido 

pelos fatores testados, a resposta màxima foi conseguida no 
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, 

Figura 15 - Libera�ão de um protoplasto a partir de calos

embriogênicos de C.sinensis cv.Pera. C x 1000}.
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vértice 9 com as seguintes coordenadas: 

. tempo de maceração - 301 minutos 

. cellulase - 307,6 mgf10 mt 

macerozyme - 30,3 mgf10 ml 

. manitol - 328 1 0 mM 

. sacarose - 336,2 mM 
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Foram feitas cinco repetições com as variáveis 

0timi2adas e os resultados obtidos estio na Tabela 20. A 

Figura 17 mostra os protoplastos isolados a partir dos 

calos embriog@nicos através das condi�ões otimizadas do 

•simplex•. Nesta figu�a, pode-se verificar que ocorre uma 

variação no tamanho dos protoplastos. Esta varia�1o 

provavelmente é devida ao fato dos calos embriog@nicos serem 

compostos por células e agregados celulares em vários 

estágios diferentes de desenvolvimento CBUTTON et alii 1 

1974}. Pode-se verificar também que os protoplastos 

apresentavam gr,nulos citoplasmáticos identificados como 

grãos de amido por KOBRYASHI et alii (1983). 

O método •simplex• de otimização é 

conceitualmente simples e a execu�1o dos cálculos envolvidos 

é rápida e fácil, além de ser um método-de vasta aplicaç1o. 

A otimizaç1o de um sistema é o processo de ajustar as 

variáveis ou fatores controláveis para que um resultado 

especifico alcance o melhor nlvel posslvel. O ,método 

•Simplex• tem sido utilizado para a otimizaçlo de sistemas 

quimico-enzimáticos CLONG 1 1968; MORGAN & DEMING, 

KRAUSE & LOTT, 1874 e SHAVERS et alii, 1979) e inclusive 1
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Tabela 20 - Valores médios das respostas encontradas para o 

isolamento de protoplastos com as variàveis 

otimizadas pelo usimplex• 

Repetid.íes 

1 

2 

3 

4 

5 

R E 5 

Número de 

protoplastos/g 

( X 10
6

) 

1,44 

1, 51 

1, 33 

1,12 

1,46 

X =  1,37 

p o 5

Viabilidade 

(\) 

88, 12 

84,72 

82,73 

92,97 

89,05 

X =  87,52 

T A 5

Nâmero de 

protoplastos 

viàveis/g Cx 10
8

) 

1 1 27 

1, 28 

1, 1 O 

1,04 

1, 30 

X.:ts = 1,20±0,11 
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J 

Figura 17 - Protoplastos isolados em condi�aes otimizadas 

pelo método •Simplex• ( x 400 ). 



para a otimizaçlo no 
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de 

protoplastos do fungo 

eh ef ici@ncia 

filamentoso Humicola sp (MACEDO, 

1986), com bons resultados. 

O método ªSimplex• de otimizaç:1o 

extremamente âtil, pois leva em consideração que 

é 

as 

variáveis analisadas podem ser interagentes, sem no entanto 

ser necessária a montagem dos experimentos em esquema 

fatorial. Além disto 1 este método n1o precisa que 

repetiç5es sejam feitas durante a evoluçlo do mesmo, pois se 

erros estio interferindo nos resultados, a consequência é 

que um nómero um pouco maior de experimentos torna-se 

necessário para a otimizaç:ão, mas o alcance do ponto ótimo 

não fica comprometido. As repetiç:8es só devem ser efetuadas 

com as variáveis otimizadas, para uma melhor estimativa do 

valor de resposta õtima e sua precis1o. Portanto, e.ste 

método é eficiente com um nómero reduzido de experimentos, 

implicando em grande economia, principalmente em se tratando 

de reagentes de custo elevada como as enzimas. Entretanto 1

o método ªSimplex• só pode ser usado em experimentos com 

resultados ràpidos 1 pois o planejamento do experimento 

seguinte depende do conhecimento do resultado anterior. 

O método •simplex•, baseado na variafão 

programada dos fatores, permitiu uma melhoria considerável 

na eficiência do isolamento de protoplastos viáveis de 

C.sinensis cv. Pera. Uma análise da Tabela 19 revela 

houve um aumento de cerca de quinze vezes no nômero 

protoplastos viáveis/g 1 enquanto que a percentagem 

que 

de 

de 
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viabilidade permaneceu praticamente constante, cerca de 80 a 

90 i. As altera��es mais marcantes entre o ponto inicial 

(vértice 1) e o vértice otimizado Cvertice SJ foram o 

aumento no tempo de macera��º e o aumento 

dos estabilizadores osmóticos (sacarose 

molaridade ideal encontrada para o 

protoplastos do cultivar Pera foi de 0
1
86 M. 

da concentra�1o 

e manitol). A 

isolamento de 

Este resultado 

se aproxima da concentra�1o de 0 1 7 M verificada por VARDI et 

alii (1975) como sendo a mais adequada para o isolamento de 

protoplastos de C.sinensis cv. Shamouti. Estes autores 

afirmam que a molaridade do meio tem um efeito apreciàvel na 

viabilidade dos protoplastos e na subsequente capacidade de 

dividir. 

O meio de macera�1o usado nos experimentos 1 

além de conter os estabilizadores osmóticos e as enzimas, 

possuia metade da concentra�1o dos macronutrientes do meio 

HT. O acréscimo dos macronutrientes se justifica, pois 

VARDI et alii (1982) verificaram que o meio de macera�lo 

assim composto permitia a obten�1o de resultados mais 

consistentes no isolamento de protoplastos. A combinação de 

dois estabilizadores osmôticos, um metabalicamente ativo 

(sacarose} e um relativamente inerte Cmanital}, foi 

realizada par ter sido relatada como vantajosa por ERIKSSON 

(1985). Aparentemente, a utiliza�ão gradativa do 

estabilizador ativo 

células regeneradas 

reduz o choque osmótico quando as 

sio transferidas para meios com alto 
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potencial osmótico. O sorbitol n1o foi usado no presente 

pois alguns cultivares de Citrus mostraram 

sensibilidade a este estabilizador CVARDI et alii, 1982). 
6 

O resultado de 1 1 20 x 10 protoplastos 

viàveis/9 1 encontrado no vértice 9 (Tabela 19) 1 está na 

faixa de eficiência do isolamento de protoplastos 1 a partir 

de catos embriog@nicos, descritos para Citrus na literatura 

CVARDI et alii, 1975 e HIDAKA & KAJIURA, 1988). Contudo, 

n1o é possivel afirmar que este valor é o ótimo absoluto que 

poderia ser conseguido para o isolamento de protoplastos de 

C.sinensis cv. Pera, a partir de calos embriog@nicos. Para 

isto, seria necessária a constru�1o de novos •simplex•, com 

outros pontos de partida e com condi�5es diferentes pré-

determinadas Ctemperatura 1 agita�1o, luminosidade, pH 1 etc) 

Este estudo n1o foi realizado 1 uma vez que o objetivo era 

obter uma quantidade de protaplastos suficiente para sua 

utiliza�1o em programas de melhoramento genético 

posteriores, o que já foi conseguido. 

protoplastos 

6 
A eficiência de isolamento de 1,20 x 10 

viâveis/g foi verificada em condiç3es de 

macera�1o sem agita�1o, sendo que uma agitaç1o suave C20 

rpm) durante este periodo 1 

dos protoplastos. Portanto, 

geralmente facilita a liberaç1o 

é possivel que haja ainda um 

aumento da eficiência de isolamento com esta pequena 

alteraç1o Cmaceraç1o com agitaç1ol. A ausência de agitaç1o 

foi parcialmente substituida pela compress1o mectnica suave 

Citem 3.12.) realizada após a digest1o enzimática. Este 
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procedimento melhorou a efici@ncia da isolamento, estando de 

acordo com os resultados encontradas para outras técnicas 

semelhantes descritas par RUSSEL & HcCOWN (1986}. 

A eficiência na produ�1o de protoplastos varia 

com a espécie e o cultivar em estuda, além de estar 

relacionada com a condiç1o dos calos embriog@nicos usados. 

HIDAKA & KAJIURA (1988} relataram que a praduç1o de 

protoplastos 1 a partir de calos embriog@nicos subcultivados 

por periodos superiores a dois meses 1 foi muito baixa e

inaceitável. Desta forma
1 

os calos embriog@nicos, 

utilizados para o isolamento no presente trabalho, 

sido subcultivados num periodo máximo de um mês. 

tinham 

Existem muitos corantes que podem ser usadas 

para avaliar a viabilidade de células e protoplastos 

CERIKSSON, 1985}. O azul de metileno é um corante que tem 

sido amplamente utilizado em protoplastos vegetais CBUTTON & 

BOTHA, 1975; HOOLEY & McCARTHY, 1980; HOOLEY, 1982 e HUANG 

et alii, 1986). Este corante é absorvido pelas células 

vivas e pelas mortas, sendo que as células vivas reduzem o 

corante a sua forma incolor 1 enquanto que as células mortas 

e os fragmentos celulares permanecem com a cor azul. O azul 

de metileno permitiu uma boa distin�1o entre os protoplastos 

vivos e mortos de C.sinensis cv. Pera (Figura 18 ). 

A utiliza�lo do corante fucsina carbólica 

modificada tem sido proposta , para a colora�1o de nócleas 

de protoplastos 1 por diversos autores CKAO, 1982i GOULD, 

1984 e MURAYAMA 1 1887). Este método demonstrou ser bastante 
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eficaz na distin�1o do nâcleo de protoplastos de C.sinensis 

cv. Pera (Figura 19 ) 1 mostrando a presen�a de 3 l de

protoplastos binucleados. N1o foram observados protoplastos 

com mais de dois nâcleos. A frequência de protoplastos 

binucleados 

estabelecido 

indicando que o 

para o isolamento de protoplastos 

para o uso no melhoramento genético. 

Protoplastos muttinucleados 

procedimento 

ê adequado 

podem ser 

produzidos por fusaes esponttneas durante o isolamento, 

sendo que a frequência de protoplastos multinucleados varia 

bastante entre diversos relatos. DE LA ROCHE et atii (1977) 

obtiveram 10 � de protoptastos multinucleados em centeio, 

enquanto· que BRAR et alii (1980) observaram 52,8 l de 

protoplastos multinucleados em milho. Os resultados de DE 

LA ROCHE et alii C1977l sugerem que a temperatura de 

crescimento dos tecidos, a concentra�ão de enzimas, o tempo 

e a temperatura durante a digestão enzimática tenham pouco 

efeito sobre a frequência de fus5es esponttneas. Por outro 

lado, EVANS & COCKING (1977) salientaram que o isolamento de 

protoplastos, em baixas concentra�5es de estabilizadores 

osmóticos, pode resultar em protoplastos multinucleados por 

fus8es esponttneas. Assim 1 é possivel que a baixa 

frequência de protoplastos binucleados 1 encontrada para 

C.sinensis cv. Pera, 

dos estabilizadores 

tenha ocorrido pois as concentra�3es 

osmóticos (sacarose e manitol} foram 

determinadas pelo método ªSimplex• de atimiza�lo 1 sendo 

portanto bastante adequadas para este material. 
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Figura 18 - Verifica�Jo da viabilidade dos protoplastos com 

o corante azul de metileno; à esquerda encontra­

se o protoplasto viàvel C x 400 l. 

Figura 19 - Protoplasto uninucleado de C.sinensis cv. Pera 

( X 1000 ). 



101 

4.5. Determinaçlo da Radiossensitividade dos Protoplastos 

A Figura 20 mostra a curva de sobrevivência 

dos protoplastos de C.sinensis cv. Pera após a irradiaç1o 

com raios-gama. D valor de LD (dose que causa 50 \ de 
50 

letalidade ) I nas condições em que os experimentos foram 

realizados Citem 3.15.), situou-se ao redor de 37,5 Gy. Ao 

se comparar esta curva de sobrevivência (Figura 20) com a 

curva de sobrevivência aos raios-X obtida por VARDI et alii 

(1975), para C.sinensis cv. Shamouti, verifica-se que os 

protoplastos do cultivar Pera apresentaram uma menor 

sensitividade às mesmas doses de radiação gama. Isto pode 

ter ocorrido devido a diferenças na intensidade de radiação 

ou outras condiç5es experimentais. Outra possibilidade é 

que os protoplastos do cultivar Pera sejam realmente mais 

resistentes à radiação, pois o genótipo é um dos fatores que 

discrimina 

diferenças 

a radiossensitividade. Já 

de cerca de 20 \ na 

foram relatadas 

sobrevivência de 

protoplastos de dois genótipos de Nicotiana sylvestris, 

expostos à mesma dose de radiaç:lo CMAGNIEN & DEVREUX, 19801. 

Ainda uma outra explicaç'ão para a diferenpi na

radiossensitividade entre os dois cultivares de C.sinensis 1

está na metodologia empregada para a avaliaç:io da 

sobrevivência. No presente trabalho, a sobrevivência foi 

determinada através do corante azul de metileno, enquanto 

que VARDI et alii (1975) determinaram a sobrevivência 

através da formaç1o de col6nias apôs quatro semanas de 
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Figura 20 - Curva de sobrevivência de protoplastos de 

C.sinensis cv. Pera à radiaç�o gama (valores 

médios de três repetiç5es). 
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cultivo. 

A utilizaç1o de corantes na verifica�io da 

sobrevivência de protoplastos à radiaç1o tem sido relatada 

por diversos autores CBORNHAN et alii 1 1982; CONSTANTIN, 

1984 e NEGRUTIU et atii, 1984). Embora a determinaç1o da 

viabilidade com corantes seja fâcil 1 râpida e n1o sofra 

interfer@ncias dos efeitos dos meios de cultura e da 

densidade de protoplastos no plaqueamento 1 esta metodologia 

n1o distingue entre as células vivas com capacidade de 

divis1o e as células fisiologicamente ativas mas sem esta 

capacidade. Esta ôltima classe de células pode se formar 

a�bs a irradiaç1o, pois jà tem sido relatada por RAUEH et 

alii (1973) e OHYAHA et alii (1974). Como somente as 

células, com capacidade de reproduç1o e regeneraç1o de 

plantas, interessam para alcançar o objetivo final que s1o 

as plantas mutantes melhoradas, seria bastante ôtil 

estabelecer a correlaç1o entre estas duas metodologias de 

avaliação da sobrevivência. TOWILL & HAZUR (1975) 

verificaram uma boa correlaç1o entre a reduç1o do corante 

tetrazõlio e a eficiência de plaqueamento em células de 

Haplopappus. HOWLAND & HART (1977) relataram que uma 

determinada dose de radiação, selecionada através de corante 

por reduzir a sobrevivência celular a 50 � foi capaz de 

aumentar em dez vezes o nómero de células de cenoura 

resistentes a um anàlogo de aminoàcido. 

A irradiação dos protoplastos de C.sinensis 

cv. Pera foi realizada 42 horas ap6s o isolamento. Isto se 
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justifica pois é recomendado que os protoplastos sejam 

tratados com mutagênicos antes ou durante a primeira divis1o 

mitôtica CIAEA, 1984 e 19861. Diversos trabalhos têm 

demonstrado que as divis5es nucleares iniciam-se cerca de 

dois dias apôs o isolamento (GALUN & RAVEH 1 1975; GALBRAITH 

et alii, 1981; NEGRUTIU et alii 1 
1984 e GOULD & DAINES, 

1985). Na maioria dos casos 1 os protoplastos passam por uma 

fase de adapta�ão apôs o isolamento. Por essa razio, GALUN & 

RAVEH (19751 e VARDI et alii (1975) sugerem que a irradia�1o 

seja feita no segundo dia. No presente trabalho, a 

avaliação da sobrevivência com o azul de metileno foi 

efetuada 24 horas após a irradiaçlo, jà que o dano biológico 

expresso como a morte celular só ocorre algumas horas 

depois. 

A espécie C.sinensis tem sido relatada como

relativamente tolerante à radia�ão quando comparada com 

outras espécies CKUKIMURA & YATOU, 1984). Esta constataç1o 

também pode ser feita em relação à sensitividade dos 

protoplastos. Enquanto o valor de LD para protoptastos do 
50 

cultivar Pera, obtido no presente trabatho 1 foi de 37,5 Gy 

e do cultivar Shamouti foi 34 1 0 Gy CVARDI et alii 1 19751 1 o

valor de LD encontrado para os protoplastos de Nicotiana 
50 

tabacum foi 7 1 0 Gy CGALUN & RAVEH, 1975) 1 para Datura 

innoxia foi 10,0 Gy CSCHIEDER, 1976 e KRUMBIEGEL 1 

para Petunia hybrida foi 5,0 Gy CKRUHBIEGEL 1 1979). 

1979) e 

E interessante observar que existem diferenças 

marcantes entre as radiossensitividades de diferentes 6rgãos 
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e tecidos em citros CSPIEGEL-ROY & KOCHBA, 1973a). De uma 

forma geral para citros 1 os valores de LD s1o os 
50 

seguintes: para borbulhas e plintulas decapitadas, entre 

20 1 0 e 40,0 Gy; para protoplastos, 

para gemas, em torno de 50 1 0 Gy; para sementes , entre 80 1 0 

e 100 1 0 Gy; e para calos, em torno de 240
1 0 Gy CSPIEGEL-ROY 

& KOCHBA 1 1973a; VARO! et alii 1 1975 e PASSOS & TULMANN 

NETO, 1987). 

radiaç:io 

Deve-se ressaltar também o fato de que a 

em determinadas doses, pode ter um efeito 

estimulador sobre o desenvolvimento de protoplastos, células 

e tecidos de citros CSPIEGEL-ROY & KOCHBA, 1973 a e b; VARDI 

et alii, 1975 e KOCHBA & SPIEGEL-ROY, 1977b ). 
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com Citrus sinensis cv. 

Pera no presente trabalho permitem as seguintes conclus5es: 

a) os óvulos e nucelos, extraidos de frutos jovens, têm a 

capacidade de originar embriôides e estes de se 

desenvolver atê pltntutas, 

horm6nios vegetais;

em meios de cultura sem 

b) os calos embriog@nicos podem se formar a partir dos

pseudobulbilhos e da regi�o do hipocôtilo de embriôides e

pltntulas pré-existentes;

c) o aparecimento e a prolifera�Jo dos calos embriog@nicos

ocorrem na ausência de hormõnios vegetais, sendo que 

estes calos têm mantido prolifera�1o autõnoma por 

periodos de tempo acima de seis meses; 

d) os nucelos isolados 1 de frutos de 10 a 12 semanas apôs a

antese, apresentam as maiores percentagens de forma�1o de

calos embriogênicos em todas as condi�5es de cultivo

testadas;

e) o 2,4-D, em concentra��es de 0,5 1
1 0 e 2,0 mgfl, 

suprime a embriogênese nucelar ªin vitro•; 
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fJ os cortes histológicos demonstram a formaç1o de calos, 

sem caracteristicas embriog@nicas, partir dos 

tegumentos dos óvulos; 

gJ o método ªSimplex• de otimiza�lo é bastante eficiente na 

definiilo de condi�5es experimentais para o isolamento de 

protoptastos uiàveis 1 aumentando cerca de 15 vezes o 

námero de protoplastos viáveis por grama de calo 

embriogênico usadoi 

hJ as melhores condii5es experimentais para o isolamento de 

protoplastos s1o: digest1o enzimàtica por 5 horas, em 

meio com as enzimas cellulase 307
1
6 mg/10 ml e macerozyme 

30,3 mg/10 ml e os estabilizadores osmóticos manitol 

328,0 mH e sacarose 338,2 mM; 

iJ é possiuel a obteni1o de grandes quantidades de 

protoplastos viáveis para posteriores usos no 

melhoramento genético do cultivar em quest1o; 

j J a LD de protoplastos em suspens1o 1 42 horas após o 
50 

isolamento, está estimada em torno de 37,S Gy. 
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