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RESUMO

Conduziu-se este trabalho em condiges controladas de laboratorio, com o objetivo
de avaliar os efeitos do floroglucinol, em diferentes niveis, sobre a reagéio morfogénica in
vitro de segmentos internodais, casca e cilindro central de Citrus sinensis (Linn.) Osbeck
cv. Péra. Utilizou-se, para multiplicagdo, o meio basico de MS semi-sélido com
complementos orgénicos em mg L™: mio-inositol 100, sacarose 30.000, extrato de malte
500, BAP (6-benzilaminopurina) 0,3 e floroglucinol em niveis 0, 30, 60, 90 e 120
incubados no escuro, por quatro semanas, e mais quatro semanas, sob luz com fotoperiodo
de 16 horas. Brotagdes adventicias obtidas do explante casca foram submetidas ao
enraizamento em meio semi-solido MS com os complementos orgénicos em mg L™: mio-
inositol 55, sacarose 87.600, ANA (4cido a-naftalenoacético) 0,09. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com cinco repeti¢des, considerando-se, em cada
uma, a média de quatro tubos de ensaio. Nas avaliagdes morfogénicas, observou-se que nos
explantes casca ndo ocorreu influéncia sobre o percentual de culturas calejadas e com
gemas adventicias, bem como comprimento das brotagdes adventicias, o mesmo ndo
ocorrendo com as caracteristicas numero de brotagdes adventicias por explante e
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porcentagem de brotagdes enraizadas, que apresentaram reducdo e aumento linear,
respectivamente; nos explantes do cilindro central, néo houve influéncia sobre o percentual
de culturas calejadas e com gemas adventicias.

Palavras-chaves: floroglucinol, cultura de tecidos, Citrus sinensis.

ABSTRACT

EFFECT OF PHLOROGLUCINOL ON IN VITRO
MORPHOGENIC REACTION OF INTERNODE SEGMENTS OF
Citrus sinensis (Linn.) Osbeck cv. Péra

This research was carried out under controlled laboratory conditions to evaluate the
effects of phoroglucinol on the in vitro morphogenic reaction of internode segments, bark
and central cylinder of Citrus sinensis (Linn.) Osbeck cv. Péra. The semi-solid MS basic
medium was used along with the following organic complements in mg L™ myo-inositol
100, sucrose 30,000, malt extract 500, BAP 0.3 and phloroglucinol at the levels of 0, 30,
60, 90, 120, incubated in the dark during four plus four weeks, under 16 hour photoperiod
light, for multiplication. Adventitious shoots, obtained from the bark explant were
submitted to rooting in semi-solid MS medium with the organic complements in mg L™
myo-inositol 55, sucrose 87,600 and NAA 0.09. The statistical design was completely
randomized with five repetitions, considering the average of four test tubes in each
replicate. There was no effect on the percentage of cultures with callus formation and with
adventitious buds, as well as on the length of adventitious shoots for the bark explants. The
number of adventitious shoots per explant and rooted shoots percentage presented reduction
and linear increase, respectively. There was no effect on the percentage of cultures either
with callus formation or adventitious buds in the central cylinder derived explants.

Key words: phloroglucinol, tissue culture, Citrus sinensis.

INTRODUCAO

A reagdo morfogénica de espécies citricas in vitro tem sido descrita
em diferentes espécies e utilizando-se diversos tipos de explantes, com o
objetivo de recuperar plantas livres de virus e micropropagacdo. Nessas
espécies, as brotagdes adventicias tém sido mais freqiientemente obtidas
por organogénese indireta, a partir de tecidos desorganizados (6), e devem
passar por uma etapa de enraizamento, para, entdo, as plantulas serem
transferidas para o campo.

O floroglucinol (1,3,5-trihidroxibenzeno) é um composto fenolico
que ocorre naturalmente em macieiras, pela degradagdo enzimatica do
floridizim glicosideo (/6). Tem sido amplamente utilizado para a
multiplicagdo e o enraizamento in vitro (3, 5, 9, 10, 14, 15).

Para a multiplicagdo in vitro, constata-se, entre outros, o seu uso em
Ficus benjamina (5), Minuartia valentina (10) e Malus domestica (15).

O uso do floroglucinol objetivando enraizamento pode ser
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constatado em porta-enxertos de Malus spp. (3, 12, 14, 16, 24), cultivares
comerciais de Malus domestica (25, 26) e de Pyrus communis (I, 23), em
Prunus spp. (9, 17), Fragaria spp. (I11), Rubus spp. (11, 13), Carica
pentagona (18) e Taxus baccata (20). Pode ser usado em meio indutor de
rizogénese (I, 2, 8, 9, 20, 24), durante a fase de multiplicagdo (3, 24) ou
em ambas as fases (24).

E também atribuido ao floroglucinol um efeito sinérgico com
auxinas, na rizogénese in vitro de espécies lenhosas (11, 15).

Sendo os citros espécies lenhosas, e sendo a etapa de enraizamento
limitante na técnica para regeneragio de Citrus sinensis (Linn.) Osbeck cv.
Péra, utilizou-se o floroglucinol, para otimizar o rendimento da obtengdo
de plantulas a partir da organogénese indireta de segmentos interodais.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de
Tecidos do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vigosa, como parte de um projeto de desenvolvimento de técnicas de
micropropagagdo, visando a produgdo de mutantes de Citrus sinensis
(Linn.) Osbeck cv. Péra.

Utilizaram-se explantes retirados de plantas obtidas de sementes. As
plantas com quatro anos de idade, mantidas em casa de vegetagdo,
sofreram poda drastica, permanecendo apenas o caule principal, com 20
cm de altura e de 3 a 4 cm de didmetro. Para evitar contaminagio por
fungos, as plantas, apos a poda, foram pulverizadas com uma solugdo de
oxicloreto de cobré a 0,064%, e as regas dianas, até a coleta dos ramos,
foram restritas apenas ao substrato.

A coleta de ramos, para obten¢do de explantes, foi feita quatro
semanas apos a poda, quando apresentavam comprimento em tomo de
20 cm, 15 a 20 mternddios e comprimento entre 0,5 € 4 cm. Os ramos,
apos retirados as folhas e os espinhos, foram friccionados com alcool e
separados segmentos internodais de 1,5 cm de comprimento provenientes
do tergo médio dos ramos, conforme sugerido por Simdes et al. (2/). Os
segmentos foram desinfestados com acaricida a base de dicofol a 0,037%
por 5 minutos, alcool 70% por 1 minuto, hipoclorito de sodio 2,5% por 15
minutos e enxaguados trés vezes em agua deionizada e autoclavada. Em
seguida, foram divididos ao meio longitudinalmente e separados em casca
e cilindro central, conforme Simdes et al. (21, 22) para cultivo em meio de
multiplicagdo.

Foram adotados procedimentos para inoculagdo dos explantes, o
meio de cultura e as condigdes de cultivo em meio de multiplicagdo,
conforme Simdes et al. (22). Os tratamentos em mg L™ de floroglucinol
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foram 0, 30 , 60, 90, 120. Cada tratamento foi constituido de cinco
repetigoes, e cada uma foi medida, pela média, em quatro tubos de ensaio.

Foi avaliada, ao final do periodo de escuro (as quatro semanas
iniciais), a porcentagem de culturas com calos e gemas adventicias, e, ao
final do periodo luminoso (as quatro semanas seguintes), o numero de
brotagdes adventicias por explante e o comprimento das brotagdes
adventicias, sendo usadas apenas brotagdes que alcangaram tamanho
superior a 8 mm.

Brotagdes adventicias, devidamente separadas de acordo com os
tratamentos, foram inoculadas, individualmente, em tubos de ensaio de 25
x 150 mm, com 20 ml de meio de cultura para enraizamento, contendo sais
inorganicos e vitaminas de Murashige e Skoog (/9), acrescido de, em mg
L": 55 de mio-inositol; 87.600 de sacarose; 0,09 de ANA (acido
(o naftalenoacético); e 7.000 de agar VETEC. O pH foi ajustado em 5,7+/-
0,1 antes da adigdo do agar. As culturas foram mantidas, durante trés
semanas, em sala de crescimento com temperatura de 27+/-2°C sob
lampadas fluorescentes que forneciam 1.000 lux de intensidade luminosa
em fotoperiodo de 16 horas. Cada tratamento foi constituido de cinco
repetigdes, e cada uma foi medida pela média em quatro tubos de ensaio.

O experimento, tanto na fase de multiplicagdo quanto na de
enraizamento, foi inteiramente casualizado, e os resultados, cujas
interpretagdes pudessem ser feitas pela estatistica indutiva, foram
interpretados pelas analises de variancia e de regresséo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O calejamento dos explantes, tanto da casca quanto do cilindro
central, ndo foi influenciado pela presenca do floroglucinol em quaisquer
de seus niveis, o mesmo ndo ocorrendo com a porcentagem de culturas
com formagdo de gemas adventicias, que apresentaram consideravel
redugdo em todos os niveis, nos explantes do cilindro central (Quadro 1).
Verifica-se que nem todas as culturas calejadas do cilindro central
apresentaram formagdo de gemas, o que mostra uma caracteristica merente
ao proprio tipo de explante e ndo necessariamente a presenga do
floroglucinol, ja que houve redugéo inclusive na auséncia do floroglucinol
no meio (Quadro 1). Isto pode ser parcialmente explicado pela constituigao
anatomica dos explantes, sendo a casca constituida de epiderme, cortex,
floema e faixa cambial, ¢ o cilindro central, de parte da faixa cambial,
xilema e medula, sendo estes ultimos, tecidos mais diferenciados (22).
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QUADRO 1 - Porcentagem de culturas calejadas e de culturas com
gemas adventicias, em explantes de laranja-péra, em
meio de multiplicagdo sob diferentes niveis de

floroglucinol
Culturas com gemas
Floroglucinol Culturas com calo (%)’ adventicias (%)
(mgL™)' :
Casca Cilindro central Casca Cilindro central
0 100 (20) 100 (11) 100 (20) 64 (11)
30 100 (20) 100 (12) 100 (20) 67 (12)
60 100 (20) 100 (06) 100 (20) 50 (06)
90 100 (20) 100 (08) 100 (20) 50 (08)
120 100 (20) 100 (09) 100 (20) 44 (09)

! Considerando o mimero total de 20 culturas em cada tratamento.
? Considerando a porcentagem sobre o mimero de culturas que ndo apresentaram
contaminago, indicadas entre parénteses.

O percentual final de culturas que apresentou formagdo de gemas
nos explantes do cilindro central foi relativamente baixo (Quadro 1), ndo
se prosseguindo o experimento neste tipo de explante.

Observa-se, no explante casca (Quadro 2), que houve diferenga
significativa a 1% na caracteristica numero de brotagdes adventicias por
explante. A analise de regressdo do efeito do floroglucinol revelou que o
efeito linear é o que melhor representa a variagio dos dados obtidos,
quanto a essa caracteristica (Figura 1), ocorrendo redugdo do numero de
brotagdes adventicias por explante, quando ocorre aumento do nivel de
floroglucinol. Compton e Preece (4) obtiveram, ao contrario, diferenga
significativa, com aumento do mimero de ramos no nivel 500 mg L™ em
relagio ao nivel 50 mg L', num meio contendo sais de MS em
organogénese indireta em fumo. Esta resposta diferenciada possivelmente
seja explicada pelo gendtipo, como sugerem James e Wakerell (1982),
citados por George e Sherrington (7), que encontraram respostas diferentes
na morfogénese da parte aérea em duas variedades distintas de macieira.
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QUADRO 2 - Resumo da analise de varidncia das caracteristicas nimero de
brotagdes adventicias por explante, comprimento das brotagdes
adventicias e porcentagem de brotacdes adventicias enraizadas
de laranja-péra provenientes do explante casca em diferentes
niveis de floroglucinol no meio de multiplicagdo

Quadrado Médio
F.V. G.L.  Brotagdes Comprimento das Brotagdes
adventicias/ brotagdes (cm) enraizadas (%)
explante (n°)
Floroglucinol 4 0,45875** 0,00776n.s. 850,000*
Regressdo linear 1 1,44499%* 0,01216n.s. 2449,999**
Regressido quadratica 1 0,00357n.s. 0,00357n.s. 321,428n.s.
Regressio cibica 1 0,18000n.s. 0,01312n.s. 49,999n.s.
Regressio de quarto grau 1 0,20642n.s. 0,00216n.s. 578.565n.s.
Residuo 20 0,08125 0,00984 225.00
C.V.(%) . 14,54300 10,67400 20,833
Médias = 1,96000 0,92920 72.000
*, ** Significativo a 5 e 1%, respectivamente.
n.s. Nao-significativo.
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FIGURA 1 — Numero de brotagdes/explante ( Y; ) e porcentagem de brotagdes
enraizadas ( Y, ), a partir do explante casca, de internddios de
laranja-péra em diferentes niveis de floroglucinol.

Quanto a caracteristica comprimento das brotagdes adventicias, nao
houve diferenga significativa (Quadro 2). Inicialmente, havendo redugao
no numero de brotagdes por explantes, era de se esperar aumento no
comprimento das brotagdes, principalmente em razdo da menor
competigao pelos constituintes do meio de cultura (2/). No entanto, o
numero de brotagdes por explante e o seu decréscimo linear, em virtude do
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aumento do nivel de floroglucinol, podem ser considerados pequenos para
ocasionar um beneficio no comprimento das brotagdes.

Com relagdo a avaliagdo das brotagdes enraizadas, notou-se que
houve diferenga significativa entre os niveis de pré-condicionamento
estudados (Quadro 2), havendo aumento linear de seu percentual com o
aumento dos niveis de floroglucinol. Resultados semelhantes foram
obtidos por James (/7), em Rubus, James e Thurbon (/4) em porta-enxerto
de macgd, e Zimmerman (25), em varios cultivares de maga. James (//)
sugere haver um efeito sinergistico entre auxinas e floroglucinol no
enraizamento in vitro de espécies lenhosas e semi-lenhosas.

O mecanismo de agdo do floroglucinol ainda é obscuro. Segundo
Haissig (1974), citado por James e Thurbon (/4), ele pode estar
relacionado com o controle endogeno de auxinas pela regulagio da AIA-
oxidase. Goel e Sharma (8) sugerem que este composto fendlico possa ter
a capacidade de inibir outras enzimas, como as fitases.
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