MICROPROPAGACAO DA LARANJA ‘VALENCIA’ ATRAVES DA CULTURA
DE GEMAS AXILARES /N VITRO!
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RESUMO - Piantulas da cultivar ‘Valdncia’ (Citrus sinensis Osb.) foram obtidas por cultura in vitro de em-

brides nucelares extraidos de sementes de frutos em desenvolvimento, aproximadamente doze semanas apds
a polinizagio. Suas gemas foram excisadas e cultivadas em meio “MS”’ suplementado de todas as combina-

gGes possfveis de 4cido naftaleno acético (NAA) e 6-benzilamino purina (BAP) nas concentragdes de 0,0,

0,2, 2,0, e 5,0mg/l. A maior taxa de multiplicagio se deu com NAA - 0,2 + BAP - 0,2 mg/l, obtendo-se em

média 6,18 brotos por gema. Os brotos foram transferidos para meio de enraizamento suplementado de

NAA-0,1,0.5, 1,0 ¢ 5,0,1BA-1,0, 2,0, 5,0e 10,0, NAA-0,1, 1,00u 5,0 + IBA-2,0,NAA-1,0 + IBA-5,0,

NAA-5,0 + BAP-0,i e 4cido giberélico (GA,) - 5,0 mg/l. Registrou-se um enrajzamento médio superior a

90% com NAA-0,1 2 1,0 + IBA (4cido indol butirico) - 2,0 mg/l.

Termos para indexag#o: Citrus sinensis, cultura de tecidos, micropropagagio, enraizamento, citros.

MICROPROPAGATION OF ‘'VALENCIA' ORANGE
THROUGH CULTURE OF AXILLARY BUDS IN VITRO

ABSTRACT - Plants of ‘Valéncia’' (Citrus sinensis Osb,) were obtained by vegetative propagation through in
vitro culture of nucellar embryos from seeds of developing fruits, twelve weeks after pallination, The axillary
buds were excised and cultured on “MS" media supplemented with all of the possible combinations of NAA
and BAP at 0.0, 0.2, 2.0 and 5.0 mg/l concentrations., The highest frequency of bud multiplication was obser-
ved on NAA-0.2 + BAP-0.2 mg/l with 6,18 new buds for each explant. The shoots were removed for “MS”
media additioned by NAA-0.1, 0.5, 1.0, 5.0, IBA-1.0, 2.0, 5.0, 10.0, NAA-0.1, 1.0 or 5.0 + [BA-2.0,
NAA-1.0 + IBA-5.0 NAA-5,0 + BAP-0.1 and GA; - 5.0 mg/l. The best results (90%) were showed by

NAA-0.1 and 1.0 + IBA-2.0 mg/l,

Index terms: Citrus sinensis, tissue culture, micropropagation, rooting, citrus.

INTRODUGAO

As técnicas de cultura de tecidos constituem ex-
celente instrumento de trabalho A disposigdo de pes-
quisadores das mais diferentes dreas do conheci-
mento cientifico. Especificamente para o caso de
plantas que sio de dificil propagacdo, ou cuja multi-
plicagic € muito demorada, ou, ainda, que normal-
mente s¢ propagam por sementes gerando alguma
variabilidade genética, estas dificuldades podem ser
prontamente superadas através da propagagdo in vi-
tro.

Uma vez identificada uma planta com caracterfs-
ticas superiores, esta precisa ser multiplicada em lar-
ga escala ¢ rapidamente, o que € possivel pela cultura
de dpices caulinares e gemas axilares. A similaridade
na resposta entre as gemas crescidas in vitro € in vivo
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€ significante, o que permite também o estudo in vi-
rro de fatores que controlam fendmenos complexos
tais como diferenciagio e desenvolvimento de gemas
florais (AMtman & Goren 1977).

A répida multiplicagdo in vitro oferece uma abun-
dante fonte de meristemas que podem ser utilizados
na microenxertia, ji em condigdes assépticas, evitan-
do-se a perda por contaminagio, que, normalmente,
se observa quando do usc de material oriundo do
campo, onde estd exposto ao ataque de microorga-
nismos. Na microenxertia depende-se, para retirada
de meristemas, dos surtos de brotagéo, que ocorrem
apenas em determinadas estagSes do ano, a0 passo
que, se estas brotagdes forem obtidas em laboratério,
essa limitagdo € também facilmente contornada. Ou-
tra vantagem £ a possibilidade da adigfo de antibiéti-
cos ou substincias antivirais ac meio e cultura, con-
tribuindo para minimizar a concentragdo de patGge-
nos nos 4pices caulinares (Navarro et al. 1975).

Um bom desenvolvimento de gemas foi obtido
em meio “MS” adicionado de cinetina e 4cido nafta-
leno acético (NAA) - 1,0 mg/l (Bouzid 1975). Uma
gema de Citrus grandis cultivada em meio “MS”
modificado por Chaturvedi & Mitra (1974) ¢ suple-
mentado por 6-benzilamino purina (BAP)-0,25 ¢
NAA 1,0 mg/], preduziu 20-30 novas gemas ¢ todas
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desenvolveram brotos. Estes brotos enraizaram neste
mesmo meio adicionado de NAA-0,1 a 0,5 mg/1.

Barlass & Skene (1982) cultivaram nés, entrends
e dpices caulinares excisados de rames jovens e
adultos de diversas cultivares de citros. Nés e entre-
nés foram inoculados em meio “MS™ sélido com
BAP-2,0 mg/l e dpices caulinares em meio “*MS” li-
quido (integral e 1/2 da concentragio) adicionado de
BAP-0,5 a 2,0 mg/l. Culturas foram mantidas i luz
por quinze horas a 279°C, e nove horas no escuro a
20°C. Os dpices evidenciaram um crescimento muito
modesto. Os entrenés de ramos jovens brotaram
prontamente, porém nos adultes ndo houve cresci-
mento, A mais prolifica fonte de brotos para todas as
variedades foram as gemas axilares dos nés, tanto
Jjovens quanto adultos. O enraizamento destes brotos
s¢ deu com a presenga de altos niveis de auxina
(NAA -1,8 2 4,6 mg/).

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Segio de Radioge-
nética do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA),
drgio da Universidade de Sio Paulo (USP), em Piracicaba,
SP, Os frutos da cultivar Valncia (Citrus sinensis Osb.), com
aproximadamente doze semanas apés a polinizagio, foram
obtidos junto A E.E. de Limeira, unidade do Instituto Agro-
ndmico de Campinas (IAC), em Cordeir6polis, SP.

Foram utilizadas plantas obtidas através de cultura de nu-
celos conforme metodologia descrita por Pasqual et al.
(1983). Suas gemas axilares foram excisadas em condigGes
assépticas e inoculadas em meio “MS™ adicionado de todas
as combinagdes possiveis de NAA ¢ BAP nas concentragdes
de 0,0, 0,2; 2,0 e 5,0 mg/l. O pH do meio foi ajustado para
5,7 e solidificado com 8 g/1 de 4gar.

Cada tubo (10 x 2 ¢cm), contendo 10 m! de meio, foi ino-
culado com uma gema acompanhada de um pequeno seg-
mento do caule (aproximadamente 0,5 cm). Foram usadas

onze repetigdes cada uma constituida de quatro tubos de en-
saio.

A avaliagio, estabelecendo-se o niimero médio de brotos
com mais de 1 ¢m por tubo, foi realizada apés dois meses de
inoculagio, quando os brotos formados foram excisados e
transferidos para meio de enraizamento.

Segmentos do caule com aproximadamente 1 ¢m de com-
primento, apresentando duas gemas em média, foram inocu-
lados em tubos (20 x 2 ¢m) contendo 15 ml do meio “MS*
adicionado dos seguintes reguladeres de crescimento (em
mg/l): NAA-Q,1; 0,5; 1,0 ou 5,0; IBA (4cido indol butfrico)-
1,0; 2,0; 5,0 ou 10,0, NAA-0,1 + IBA-2,0; NAA-1,0 +
IBA-2,0 ou 5,0, NAA-50 + IBA-2,0; NAA-50 +
BAP-0,1 ou GA; (4cido giberélico)-$5,0. Foram feitas dez re-
petigdes, cada vma constitufda de cinco tubos,

Todas as culturas foram mantidas sob um regime de 16
horas di4rias de luz a 27 + 2°C,

Os dados foram tomados em percentagem de enraiza-
mento com relagdo aos tubos remanecentes por ocasido da
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remogio das plantas dos tubos de ensaio. As plantas foram
acondicionadas em potes com terra, esterco e areia (4:2:1} e
mantidas em cAmara Umida por dez dias, para depois serem
transferidas para casa de vegetagio.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se observa na Tabela 1, houve, para a cv.
Valéncia, uma diferenga altamente significativa
quanto a0 ndmero médio de brotos com mais de
1 em de comprimento entre os diversos niveis de

NAAe BAP ¢ também para a interagdio. Os desdo-
bramentos de NAA dentro de BAP e de BAP dentro
de NAA também mostraram significincia ao nivel de
1% para todos os casos, exceto para NAA dentro de
BAP-5.0 mgfl e BAP dentro de NAA-5,0 mg/l.

Melhores resultados foram obtidos com
NAA-0,0 e 0,2 mg/l tanto em termos medios como
principrlmente na dose mais baixa de BAP (0,2
mg/l). O BAP-0,2 mg/1 foi significativamente supe-
rior aos demais tratamentos, tanto para a média, co-
mo dentro de todos os niveis de NAA (Tabela 1,
Fig. 1). A combinagio mais eficiente destes dois
elementos se deu em NAA-0,2 e BAP-0,2 mg/1,
com uma produgio média de 6,18 novos brotos com
mais de 1 cm por gema cultiva in vifro.

Resultados similares foram obtidos por Chatur-
vedi & Mitra (1974) com o cultivo de gemas axilares
de Citrus grandis em meio suplementado por NAA-
0,0 e BAP-25 mg/l, produzindo até 20 a 30 novas
gemas a partir de um tinico explante. A adigdo de ci-
netina-1,0 e NAA-1,0 mg/l (Bouzid 1975) ou ape-
nas de BAP - 0,5 a 2,0 mg/1 (Barlass & Skene 1982)
também promoveram uma boa multiplicagdo de ge-
mas axilares,

O meio adicionado de NAA -1,0 + IBA - 2,0
mg/1 foi o que proporcionou o maior indice de enrai-
zamento de brotos (Tabela 2), nio diferindo estatis-
ticamente de NAA-0,1 + IBA-2,0 mg/] pelo teste
de Tukey a 5%.

O NAA em diferentes concentragbes, sozinho ou
combinado com alguma citocinina, ¢ citado como
sendo 0 horménio responsdvel pelo enraizamento de
brotos de virias espécies de citros (Chaturvedi &
Skene 1982). Este acentuado efeito do NAA tam-
bém foi observado na auséncia de BAP (Tabela 1).
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TABELA 1. Nimero médio de brotos em cultura de gemas axilares de ‘Valéncia’ em diferentes combinagbes de

BAP e NAA,
NAA (mg/1)

0,0 0,2 2,0 5,0 Média

0,0 0,82 bc A 0,77b AB 0,00cC 0,19BC 0,45 be
42,8* 33,3* 75,07

0,2 3,71aA 6,18aA 2,00aB 0,73C 3,16a
2,0 1,66 b A 0,81 bAB 0,64 bAB 0,328 086D
5,0 0,56¢ 0,07b 0,52 be 0,27 0,36 bic
Média 1,69A 1,96 A 0,798 0,38B

* Brotos com raiz (%)

As médias seguidas da mesma letra (mindscula para niveis de BAP e mailiscula para niveis de NAA) nfo diferem entre si pelo

teste Tukey = 5%.

NAA (mg)
0,0
0,2

2,0
50

NUMERO DE BROTOS

0 02 2,0 50
BAP {mg/l)

FIG. 1. Ndmero médio de brotos com mais de 1 cm, obtidos
em cultura de gemas axilares de ‘Valéncia' em dife-
rentes combinacSes na NAA e BAP.

CONCLUSOES

1. A multiplicagdo de gemas axilares de Valéncia
€ mais estimulada por NAA-0,2 + BAP-0,2 mg/l.

2. Melhor enraizamento de brotos de Valéncia ¢
obtido com NAA-0,1a 1,0 + IBA-2,0 mg/l,
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