Regeneracéao de plantas de laranja ‘Péra’ via organogénese in vitro
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Resumo — O objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo eficiente de regeneragdo de plantas in vitro,
via organogénese em explante juvenil de laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis L. Osbeck), para atender futuros traba-
Ihos de transformacéo genética. Segmentos de epicotilo utilizados como explantes foram introduzidos em meio
de cultura MT. A fim de maximizar a regeneracéo de plantas in vitro, foram realizados experimentos para avaliar as
concentrages de BAP no meio de cultivo (0, 1, 2, 3ou 4 mg L), tamanho (0,25, 0,5 ou 1 cm), polaridade (basal,
medial e apical), posicdo (horizontal ou vertical), condigdes de luminosidade (fotoperiodo de 16 horas e escuro
por 30 dias) e seccionamento nas extremidades dos explantes, bem como melhores condigdes para garantir
plantas enraizadas (meio MT, MT/2, com ou sem auxina e microenxertia). Acombinagédo de 3 mg L de BAP com
segmentos de 0,25 cm de comprimento foi eficiente na resposta organogenética. Segmentos apicais e mediais
apresentaram melhores resultados do que os basais. O cultivo dos segmentos na posicao horizontal, em fotoperiodo
de 16 horas, foi mais eficiente do que na posicéo vertical. Nao houve melhora na indugéo da organogénese
in vitro, quando foram seccionadas as extremidades dos explantes. A microenxertia assegurou 100% de brotos
enraizados.

Termos para indexacdo: Citrus sinensis, cultura de tecidos, explante juvenil, benzilaminopurina, microenxertia.

Regeneration of ‘Pera’ sweet orange plants through in vitro organogenesis

Abstract — The objective of this work was to establish an efficient protocol for in vitro regeneration of plants
through organogenesis of sweet orange ‘Pera’ (Citrus sinensis L. Osbeck) juvenile explants, in order to give
support for future studies of genetic transformation. Epicotyl segments used as explants were introduced in MT
culture media. To maximize the regeneration of in vitro plants, experiments were performed to evaluate different
concentrations of BAP in the culture media (0, 1, 2, 3 or 4 mg L), size (0.25, 0.5 or 1 cm), polarity (basal, medium,
and apical), position (horizontal or vertical), luminosity conditions (photoperiod of 16 hours, and darkness for
30 days), and incision of the segment ends. In addition, better conditions for obtaining rooted plants (culture
media MT, MT/2, with and without auxin and micrografting) were studied. The combination of 3 mg L"*BAP with
segments of 0.25 cm length was efficient for the organogenetic response. Segment apices and mediums were
more efficient comparing to the basal parts. Culturing the segments in the horizontal position, with a photoperiod
of 16 hours, was more efficient than in the vertical position. There was no improvement in the induction of
in vitro organogenesis, when the explant ends were incised. Micrografting assured 100% of rooted shoots.

Index terms: Citrus sinensis, plant tissue culture, juvenile explants, benzilaminopurine, micrografting.

Introducéo

A citricultura tem se destacado pela promoc¢édo do
desenvolvimento socioecondmico brasileiro, pela con-
tribuicdo com a balanga comercial nacional e, principal-
mente, pela geracdo direta e indireta de empregos. Se-
gundo a Abecitrus (2004), os empregos diretos gerados
pelo setor citricola somam 400 mil. O Brasil mantém a
posicdo de maior produtor, bem como de maior exportador

mundial de suco concentrado e congelado de laranja.
Em 2003, o setor movimentou US$ 3,23 bilhdes, sendo
US$ 1,33 bilhdo referente as exportagdes. O suco de
laranja ocupou, nesse mesmo ano, a segunda posicdo
entre os produtos comercializados no mercado interna-
cional, logo abaixo das exportagdes de avides.
Segundo Fernandes & Bassanezi (2003), as
variedades de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck)
mais utilizadas para fins industriais séo ‘Péra’, “Valéncia’,
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‘Natal” e ‘Hamlin’, que representam 85% das
laranjeiras cultivadas, com 193,2 milhdes de plantas.
A variedade ‘Péra’, com 82 milhdes de arvores, repre-
senta 36%. A laranja ‘Péra’ é predominante e chega a
ser quase exclusiva nos Estados da Bahia, Sergipe,
Parané e Minas Gerais.

Embora as condi¢Ges edafoclimaticas favorecam a
cultura dos citros em varias regides do Brasil, nossa
produtividade média ainda é extremamente baixa, quando
comparada com a de outros paises (Machado, 1997), e
cresce a cada dia 0 nimero de produtores em busca do
aumento da producdo por meio de ganhos de
produtividade com a adocdo de melhores tecnologias
(Marino & Mendes, 2003).

No Brasil, 0 melhoramento genético dos citros foi
sempre muito mais uma atividade de coleta,
manutencao e selecdo massal de variantes espontaneos
(Machado, 1997). As barreiras impostas pela biologia
reprodutiva dos citros tém dificultado seu melhoramento
pelo método convencional (Ollitraut & Luro, 1995).
A incorporacdo de técnicas biotecnolégicas no
melhoramento dessas espécies permite facilitar e
acelerar a utilizacdo da variedade disponivel
(Grosser & Gmitter Junior, 1990), bem como utilizar
germoplasma ainda ndo explorado (Grosser et al., 1996).
Essas técnicas devem ser consideradas complementa-
res as envolvidas nos programas tradicionais de
melhoramento, tendo-se em vista um aumento da
eficiéncia (redugdo tempo/recurso) na obtencéo de
variedades melhoradas (Amaral et al., 2001).

A transformacdo genética esta se tornando uma
importante ferramenta, dentro dos programas de
melhoramento genético de citros, e uma alternativa para
contornar barreiras naturais da espécie (Almeida et al.,
2003). Entretanto, o sucesso na producdo de plantas
transgénicas depende de alguns requisitos, como a exis-
téncia de uma metodologia eficiente de regeneracdo de
plantas in vitro, bem como de um sistema de transfor-
macado genética que permita a introducdo eficiente de
genes (Pérez-Molphe-Balch & Ochoa-Alejo, 1997).

Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos para o
estabelecimento de protocolos eficientes de regenera-
¢do de plantas in vitro via organogénese, com vistas a
sua utilizacdo na transferéncia génica. Varios fatores
podem influenciar no potencial regenerativo de uma
espécie, como o genotipo utilizado, os tipos e dosagens
de reguladores vegetais, 0s tipos e tamanhos
de explantes, os meios de cultura utilizados e as
condicdes de cultivo (Bered et al., 1998). Dentre esses,
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destacam-se os reguladores vegetais como 0s
principais controladores da morfogénese in vitro. O BAP
tem sido a citocinina mais utilizada para promover a
multiplicacdo em diversas espécies, e parece ser a mais
adequada para a multiplicacdo da parte aérea e indugédo
de gemas adventicias (Grattapaglia & Machado, 1998).

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um
protocolo eficiente de regeneragdo de plantas in vitro,
via organogénese em explante juvenil de laranja ‘Péra’,
que possa ser compativel com processos de transferén-
cia génica por métodos biobalisticos ou por
Agrobacterium.

Material e Métodos

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura
de Tecidos de Plantas, do Dep. de Fitotecnia da Escola
de Agronomia da Universidade Federal da Bahia.

Sementes de frutos maduros de laranja ‘Péra’ (Citrus
sinensis L. Osbeck) tiveram seus tegumentos retirados
e foram desinfestadas em solucdo comercial de
hipoclorito de sodio e agua (1:1), durante 20 minutos.
Em seguida, foram lavadas trés vezes em &gua estéril e
incubadas em tubos de ensaio com 15 mL de meio de
cultura MT (Murashige & Tucker, 1969), acrescido de
25 g Lt de sacarose, solidificado com agar (0,8%) e
mantido a 27+2°C em auséncia de luz, por trés sema-
nas, seguidas de duas semanas sob fotoperiodo de 16 ho-
ras (40 umol m-2 s"1de intensidade luminosa). Apos esse
periodo, segmentos de epicétilo das plantulas germina-
das foram utilizados como explantes, para as avaliacGes
de inducédo de organogénese in vitro.

Para induzir a formacdo de gemas adventicias, 0s
explantes foram cultivados em placa de Petri com 20 mL
de meio de cultura MT, acrescido de 25 g L1 de
sacarose, solidificado com agar (0,8%), suplementado
com concentraces de BAP; em seguida, os explantes
foram incubados em camara de crescimento a 27+2°C.

Para maximizar a regeneracdo de plantas in vitro,
foram verificados o efeito de diferentes comprimentos
de segmentos de epicétilo e da polaridade, na resposta
organogenética dos segmentos in vitro.

Os segmentos de epicdtilo foram seccionados em 0,25,
0,50 e 1 cm de comprimento, introduzidos em meio de
cultura MT suplementado com BAP (0, 1,2 ou3 mg L%),
e foram incubados em condic¢bes de fotoperiodo de
16 horas.

Para analise do efeito da polaridade, os epicotilos de
plantas germinadas in vitro (aproximadamente 9 cm de
comprimento) foram divididos em trés partes (basal,
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medial e apical), seccionados em aproximadamente 1 cm
de comprimento, cultivados separadamente em meio MT
suplementado com BAP (0, 1, 2 ou 3 mg L-1) e incuba-
dos em condicdes de fotoperiodo de 16 horas.

Foram ainda verificados o efeito da posicdo de
cultivo dos explantes na organogénese in vitro, em dife-
rentes condi¢des de luminosidade, e o efeito do
seccionamento nas extremidades dos explantes, em con-
digdes variadas de cultivo.

Segmentos de epicotilo, com aproximadamente 1 cm
de comprimento, foram introduzidos no meio de cultura
MT suplementado com BAP (0, 1, 2, 3, ou 4 mg L),
em posigOes horizontal e vertical, em condicdes de
escuro por 30 dias, e diretamente sob fotoperiodo de
16 horas.

Para verificacdo do efeito do seccionamento nas
extremidades dos explantes, segmentos de epicétilo com
aproximadamente 1 cm de comprimento foram
seccionados nas extremidades (2—3 mm), introduzidos
no meio de cultura MT suplementado com BAP (0, 1 ou
2 mg L) e cultivados em condigdes de escuro por
30 dias, bem como diretamente em fotoperiodo de
16 horas.

Em todos os experimentos realizados, o delineamen-
to experimental foi o inteiramente casualizado em es-
quema fatorial, com cinco repeti¢des, cada qual consti-
tuida por uma placa com vinte segmentos. Apés 45 dias
de cultivo, foram avaliados o porcentual de explantes
responsivos e o numero de gemas por explante
responsivo.

As brotacOes obtidas — gemas desenvolvidas com
cerca de 1 cm de comprimento — foram transferidas
para meio MT + 1 mg L™ de 4cido giberélico (GA3),
para promog¢do do alongamento, onde permaneceram
por 60 dias, para entdo serem submetidas a inducédo de
enraizamento. Para induzir a formacdo de raizes e as-
segurar o enraizamento das brotacGes regeneradas
in vitro, foram analisados o efeito de concentragdes de
sais do meio MT combinadas com diferentes auxinas e
a microenxertia dos brotos regenerados.

BrotagOes regeneradas in vitro, oriundas das concen-
tracoes 0, 1 e 2 mg L' de BAP, foram transferidas para
0s seguintes meios de cultura: MT +0,5 g L1 de carvdo
ativado; MT + 0,5 g L™t de carvéo ativado + 1 mg L
de ANA; MT + 0,5 g L'! de carvéo ativado + 1 mg L*
de IBA; metade dos sais de MT + 0,5 g L1 de carvdo
ativado; metade dos sais de MT + 0,5 g L de carvédo
ativado + 1 mg L* de ANA; metade dos sais de MT +
0,59 Lt de carvdo ativado + 1 mg L-! de IBA.
As brotacfes foram cultivadas em cmara de cresci-
mento, a 27+2°C, sob fotoperiodo de 16 horas, durante
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60 dias. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6x3 (seis
meios de cultura e trés concentragdes inicias de BAP),
com cinco repeti¢des, cada uma constituida por um fras-
co com quatro brotos. Foi avaliado o porcentual de
brotos que emitiram raizes.

Como alternativa para garantir plantas com raizes e
maximizar a regeneracao, foi feita a microenxertia dos
apices caulinares das brotacdes obtidas em 50 plantulas
de limdo ‘Cravo’ e 50 de tangerina ‘Cleopatra’
germinadas in vitro. A microenxertia consistiu na
introducdo, em condicdes assépticas, de um apice
caulinar com duas a trés folhas, excisado de uma
brotacdo regenerada in vitro, sobre um porta-enxerto
decapitado a 5 cm dos cotilédones. Na extremidade
decapitada foi realizado um corte em T invertido, para
insercdo do apice meristematico sob a casca, para
assegurar o contato com o sistema vascular do
porta-enxerto. Apés 30 dias, foi avaliado o porcentual
de pegamento e, posteriormente, as plantas foram
aclimatizadas.

A aclimatizacao foi realizada em copos de plastico
descartaveis contendo terra vegetal autoclavada, e co-
bertos com sacos de plastico para manter a umidade.
Esses sacos foram mantidos por 30 dias com irrigacao
diaria, tendo-se deixado a planta sem a cobertura plasti-
ca por uma hora e aumentado, gradativamente, esse tem-
po até a sua remogao total.

As variaveis avaliadas foram submetidas a analise
de variancia. Para as variaveis que apresentaram dife-
rencas significativas para concentragdes acima de trés
doses, foram feitas anélises de regresséo. A comparagdo
dos demais resultados foi feita pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. Foi utilizado o programa estatisti-
co Sisvar — Sistema de andlises de variancia para dados
balanceados.

Resultados e Discussao

N&o houve interacdo significativa entre as concen-
tracOes de BAP avaliadas e o comprimento de segmen-
tos de epicotilo, para nenhuma das variaveis estudadas.
Entretanto, o efeito isolado das concentraces de BAP
sobre o porcentual de explante responsivo (Figura 1)
demonstrou que, na concentragdo 3 mg L1 de BAP, foi
obtido o maior porcentual de explante responsivo. Com
relacéo ao efeito isolado do tamanho dos segmentos
(Tabela 1), destacaram-se aqueles de 0,5 e 1 cm, com
97,4% e 97%, respectivamente, de explantes
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responsivos, que diferiram, estatisticamente, dos seg-
mentos de 0,25 cm (85,5%). Ao se analisar 0 nUmero
de gemas por explante responsivo, verificou-se que a
concentragdo de 3 mg L1 proporcionou a melhor res-
posta (Figura 1), porém no efeito isolado do tamanho
dos segmentos se destacaram os de 0,25 cm (Tabela 1),
que diferiram significativamente dos demais. Na analise
geral desses resultados pode-se considerar que a con-
centracdo de 3 mg L1 de BAP, combinada com seg-
mentos de aproximadamente 0,25 cm de comprimento,
garantiu a formacédo de maior nimero de gemas adven-
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Figura 1. Porcentual de explantes responsivos de laranja
‘Péra’ (Citrus sinensis L. Osbeck) e nimero de gemas por
explante responsivo, em funcdo de concentracfes de BAP.

Tabela 1. Porcentual de explantes responsivos e nimero de
gemas por explante de laranja ‘Pera’ (C. sinensis L. Osbeck),
em funcdo de diferentes comprimentos do segmento de
epicotilo®),

Comprimento do Explantes Gemas por explante
explante (cm) responsivos (%) (n°)
0,25 85,5b 6,11a
0,50 97,4a 4,33b
1,00 97,0a 4,31b

(MVvalores seguidos da mesma letra, em cada variavel, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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ticias, pois, partindo-se inicialmente de 100 explantes, €
possivel obter-se aproximadamente 586 gemas (96% de
explantes responsivos x 6,1 gemas por explante
responsivo). Tal resultado diverge do encontrado por
Burger & Hackett (1986), que ao estudarem diferentes
tamanhos de segmentos de epicétilo de laranja
“Valéncia’, obtiveram maior numero de gemas por
explante em segmentos com 2 cm de comprimento.
Possivelmente, essa diferenca deve estar relacionada
ao potencial genético de cada variedade.

Houve efeito significativo da interagdo concentragdo
x polaridade do segmento de epicétilo, em relacdo ao
namero de gemas por explante responsivo (Figura 2).
Os segmentos apicais apresentaram efeito linear
positivo, tendo mostrado que nas maiores concentracoes
de BAP foram obtidos os maiores nimeros de gemas,
com destaque para a concentracdo de 3 mg L-1 de BAP.
Os segmentos mediais e basais mostraram melhores
respostas também na concentracdo de 3 mg L1 de BAP,
porém, com comportamento diferente dos segmentos
apicais. Essa concentragdo proporcionou nimero de
gemas por explante superior a 7 nos segmentos apicais
e mediais. Os segmentos basais, proximos aos
cotilédones, foram 0s menos expressivos nesse traba-
Iho. Burger & Hackett (1986), ao estudarem o efeito da
polaridade em segmentos de epicétilo de laranja
“Valéncia’, encontraram a melhor resposta nos segmen-
tos proximos aos cotilédones. Borddn et al. (2000), quan-
do avaliaram o efeito da polaridade em segmentos de
epicotilo de citrange “Troyer’ (Citrus sinensis L. Osbeck
x Poncirus trifoliata Raf.), encontraram melhores res-
postas em segmentos préximos do apice. Em funcéo des-
ses resultados, pode-se considerar que o efeito da polari-
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Figura 2. NUmero de gemas por explante responsivo de la-
ranja ‘Péra’ (C. sinensis L. Osbeck), em fun¢éo da polaridade
do segmento de epicétilo e de concentracGes de BAP.
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dade em segmentos de epicatilo de citros é dependente do
gendtipo.

Nos explantes cultivados em condices de fotoperiodo
de 16 horas, ndo se constatou diferenca significativa
entre as concentragdes para a variavel porcentual de
explante responsivo. Entretanto, para o nimero de ge-
mas por explante, verificou-se que houve efeito
significativo da interacdo concentracdo x posicdo de
cultivo (Figura 3).

Os explantes cultivados horizontalmente mostraram-
se mais eficientes para inducdo da organogénese
adventicia in vitro. A regressdo linear, conforme se
observa na Figura 3, demonstrou que quanto maior a
concentracdo de BAP no meio de cultura, maior o
namero de gemas por explante, tendo-se destacado,
neste trabalho, a concentragdo 4 mg L1 de BAP como
a de maior resposta.

Em relacdo aos explantes cultivados verticalmente, a
concentragdo 6tima estimada para o cultivo dos
explantes foi 2,6 mg L-1, a partir da qual o nimero de
gemas por explante é decrescente.

Para os explantes cultivados em condigdes de 30 dias
no escuro, verificou-se que tanto para a variavel
porcentual de explante responsivo, como para 0 niUmero
de gemas por explante responsivo, ndo houve efeito sig-
nificativo da interacdo BAP X posicdo do explante.

AFigura 4 ilustra o efeito isolado do BAP, observan-
do-se que as concentragdes 3 mg L1 ou 4 mg L1 mos-
traram-se mais expressivas na inducdo da organogénese,
com aproximadamente 5,5 gemas por explante. Assim,
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Figura 3. Nimero de gemas por explante responsivo de
laranja ‘Péra’ (C. sinensis L. Osbeck), em funcéo da posicao
do segmento de epicotilo no meio de cultura e de concentra-
¢cbes de BAP, cultivados em condicBes de fotoperiodo de
16 horas.
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o cultivo dos explantes na posicéo horizontal, em condi-
¢Oes de fotoperiodo de 16 horas, mostrou-se mais favo-
ravel a indugdo da organogénese in vitro, tendo propor-
cionado aproximadamente 7 gemas por explante
responsivo, na concentracdo de 4 mg L1 de BAP, su-
perior aos demais tratamentos. Tais resultados estdo de
acordo com os obtidos por Moreira-Dias et al. (2000),
que observaram melhores respostas para 0 nimero de
gemas, em segmentos de epicotilo de citrange “Troyer’,
quando cultivaram os explantes em condi¢fes de
luminosidade (fotoperiodo de 16 horas) e na posicao
horizontal. Entretanto, Mendes et al. (2002), ao estuda-
rem a transformacdo genética a partir de segmentos de
epicétilo de laranja “Hamlin’, constataram que o cultivo
dos segmentos juntamente com com Agrobacterium na
auséncia de luminosidade, foi mais eficiente na regene-
racdo e obtencdo de brotos GUS*.

Almeida et al. (2003) realizaram estudos anatdmicos
em segmentos internodais de citros, cultivados in vitro,
e constataram que as gemas adventicias tém origem
enddgena, mais precisamente, formando-se por suces-
sivas divisdes das células cambiais. Moura et al. (2001)
induziram maior nimero de gemas por explante, quando
seccionaram as extremidades dos explantes de citros e
relataram que esse aumento esta relacionado com uma
maior formagdo de zonas meristematicas, em funcao
do corte nos tecidos.

Os trabalhos com transformacdo genética de citros
tém demonstrado que a eficiéncia de transferéncia
génica, via Agrobacterium, tem sido baixa. Almeida
et al. (2002, 2003) relatam que essa baixa eficiéncia pode
estar relacionada com a dificuldade de contato da
Agrobacterium com as células competentes a
morfogénese in vitro.
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Figura 4. Nimero de gemas por explante responsivo de
laranja ‘Péra’ (C. sinensis L. Osbeck) cultivados em condi-
¢Bes de escuro por 30 dias, em fungdo de concentracGes de
BAP.
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A interacdo entre concentracfes de BAP e condi-
coes de luminosidade néo foi significativa. Quando cul-
tivados em condicGes de fotoperiodo de 16 horas, 0s
segmentos de epicotilo resultaram em maiores
porcentuais de explantes responsivos (83,2%), se com-
parados aos cultivados na auséncia de luminosidade por
30 dias (53,9%).

Para 0 nimero de gemas por explante responsivo,
houve efeito significativo apenas da concentracédo
isolada, onde se verificou que a concentragédo 2 mg Lt
de BAP promoveu maior resposta em explantes
seccionados nas extremidades, que diferiu estatistica-
mente das demais (Tabela 2). O nUmero maximo de
gemas por explante responsivo aqui obtido (2,57) foi in-
ferior ao de outros experimentos realizados neste traba-
Iho, onde nédo foi seccionada a extremidade dos
explantes.

A maioria dos trabalhos de indu¢éo de enraizamento
in vitro tem utilizado auxinas como reguladores vegetais
ou auséncia de reguladores. Outros trabalhos tém utili-
zado diluigdes de sais minerais nos meios de culturaem
diversas frutiferas, tais como maca (Pasqual et al., 2000),
maracuja (Biasi et al., 2000), banana (Oliveira et al.,
2001) e citros (Almeida et al., 2002), com resultados
positivos no enraizamento.

Neste trabalho, os melhores resultados para o
enraizamento das brotac6es ocorreram quando se utili-
zou o tratamento na auséncia de auxina, para as
brotacdes oriundas do tratamento com 1 mg L1 de BAP,
na fase de inducdo da organogénese; ou quando se
empregou 0 meio MT/2 + 1 mg L1 de IBA, para as
brotacdes oriundas do tratamento com 0 mg L1 de BAP,
na fase de inducdo da organogénese, com porcentual
de enraizamento de aproximadamente 58% e 56%,
respectivamente (Figura5). Esses porcentuais sédo
considerados baixos, quando comparados com outros
trabalhos de citros, nos quais foram obtidos indices de
80% em laranja doce ‘Pineapple’ (Duran-Vila et al.,
1992), 84% em Citrus macrophylla (Ghorbel et al.,

Tabela 2. Nimero de gemas por explante responsivo de
laranja ‘Pera’ (C. sinensis L. Osbeck), em funcdo do
seccionamento das extremidades dos explantes e de concen-
tracbes de BAP, independente das condicdes de
luminosidade(®.

Concentragdo de BAP Gemas por explante responsivo
(mgL™") (n°)
0,0 1,45b
1,0 1,58b
2,0 2,57a

MValores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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O Plantas regeneradas com 0 mg L' de BAP
M Plantas regeneradas com 1 mg L' de BAP
OPlantas regeneradas com 2 mg L de BAP

60,0

50,0

40,0

30,0

Enraizamento (%)

20,0

10,0

0,0

Figura 5. Porcentual de enraizamento de brotos de laranja Péra
(C. sinensis L. Osbeck), em fungéo de concentracdes de BAP
e diferentes concentragdes de sais no meio de cultura. Colu-
nas com a mesma letra, em cada meio de cultura, ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

1998) e 70% em tangerina ‘Monica’ (Pérez-Molphe-
Balch & Ochoa-Alejo, 1997).

Trabalhos de transformac&o genética de citros (Pefia
etal., 1995, 1997; Cervera et al., 2000; Almeida et al.,
2002, 2003) tém realizado microenxertia de brotagdes
regeneradas in vitro, em virtude do baixo indice de
enraizamento. Neste trabalho, foi obtido 100% de
pegamento das brotagdes microenxertadas.

Conclusoes

1. A combinagéo da concentragdo 3 mg L1 de BAP,
com segmentos de epicétilo de 0,25 cm de comprimen-
to, proporciona a melhor resposta na inducéo de gemas
adventicias in vitro.

2. Os segmentos de epicotilo mediais e apicais mos-
tram-se mais eficazes na resposta organogenética
in vitro, quando comparados com o0s segmentos basais.

3. O cultivo de segmentos de epic6tilo na posicao
horizontal, em condi¢des de fotoperiodo de 16 horas, é
mais eficiente na resposta organogenética que aqueles
cultivados verticalmente.

4. O méaximo enraizamento das brotacdes é obtido
quando se utiliza 0 meio MT na auséncia de auxina, ou
MT/2 adicionado de 1 mg Lt de IBA.

5. A microenxertia proporciona 100% de brotos
enraizados.
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