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1. INTRODUCAO

A citricultura se destaca entre as principais atividades
agricolas mundiais e o Brasil é o maior exportador de suco
concentrado congelado e, no entanto, tem uma produtividade média
considerada baixa, sendo necessirio desenvolver projetos que
possam 1ntroduzir e desenvolver novas tecnologias para a
citricultura brasileira. Assim, estudos que venham viabilizar uma
diversificagao dos porta-enxertos utilizados para os citros no

Brasil, sdo importantes e urgentes. O porta-enxerto Citrus sunki
Hort. ex Tan ( Sunki ) pode se constituir numa alternativa devido

a determinadas caracteristicas favoraveis que lhe sao atribuidas
como: boa produgdo em peso e qualidade do fruto, indugdo a
precocidade de producéao e, até o momento, é considerado tolerante
ao declinio; caracteristicas importantes que s&o conferidas as
copas.

As técnicas de cultura de tecidos, para citricultura
permitem a obtencao de plantas isentas de viroses, multiplicacao
rdpida de porta-enxertos e cultivares copa, além de servirem como
suporte aos trabalhos de melhoramento convencional, que é
dificultado pela ocorréncia de poliembrionia, esterilidade

- gamética e longo periodo juvenil das plantas oriundas de

sementes.
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A cultura de tecidos de citros teve inicio na década de 50
sendo que o progresso maior foi com o aparecimento dos meios
nutritivos de "MS’ (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e “MT” (MURASHIGE &
TUCKER, 1969) que fornecem as substancias essenciais para o
crescimentc e controlam, em (¢grande parte, O padridao de
desenvolvinento in vitro”’. O wmeio nutritivo definido e de
composigao conhecida ¢ importante porgue soO assin & possivel a
reprodugao dos resultados em qualguer epoca ou em gualguer lugar.
A acigao de misturas complexas ao meio podem ter conpousigao
varidvel de uma fonte ou lote para outro (CALDAS et alii, 1990) e
substancias como fungicidas e antibidticos utilizadas
incorporadas ao meio para controle de contaminagdes devem ser
completamente avaliadas para que se mantenha a composicao
definida do meio.

O Benomyl €& um fungicida sistémico que é utilizado nos
meios de cultura para controle de contaminagdes. No entanto,
alguns autores observaran que esse fungicida tem algumas
propriedades reguladoras de crescimento e trabalhos tem sido
feitos no sentido de evidenciar esse efeito, sem o propésito de
determinar a natureza da(s) substéancia(s) que apresenta(m)
atividade semelhante a citocinina no preparo comecial.

Nesse trabalho objetivou-se estudar esse referido efeito do
Benomyl na multiplicagdao “in vitro® do porta-enxerto ‘Citrus
Sunki Hort ex Tan.

Um outro aspecto que merece importéncia na micropropagagao é

a fase de aclimatagdo que consiste no transplantio das plantas



mlcropropagadas para o substrato. E uma fase critica e representa

em alguns casos um fator limitante.

Algumas técnicas tém sido estudadas no sentido de ndo se
perder plantas obtidas “in vitro na aclimatagédo e a incubacdo em
LBA (acido indolbutirico) é uma dessas técnicas.

O outro objetivo desse trabalho foi verificar o efeito do
[BA sobre o enraizamento de brotos produzidos “in vitro”, por

ocasiao de sua transferéncia dos tubos de ensaio para condicdes

de aclimatacdo em casa de vegetacao.



2. REFERENCIAL TEGORICO

2.1. Aspectos Gerais dos Citros

Os citros ©pertencem aos géneros Citrus, Poncirus,
Fortunella, FEremocitrus, Microcitrus e Clymenia, dos quais os
trés primeiros apresentam maior interesse comercial,
especialmente, o Citrus (CHAPOT, 1975).

A citricultura se destaca entre as principais atividades
agricolas mundiais, sendo cultivada em ampla 4&rea geografica
(CAMPOS, 1976).

O Brasil ¢ conhecido mundialmente como um dos principais
paises produtores de citros e o maior exportador de suco
concentrado congelado destacando Sio Paulo, dentre os estados
brasileiros, como o principal produtor, com 80% do total.

Entretanto, a produtividade média dos pomares de citros
paulistas estd em torno de 80kg de fruto/planta, considerada
baixa e que poderd ser melhorada com adogdo de tecnologias mais
aprimoradas no estabélecimento e condugdo dos pomares (RODRIGUEZ,
1988).

A propagagdo dos citros é feita através da enxertia porque,
segqundo CUNHA SOBRINHO et alii (1980), as plantas obtidas a

partir de sementes exigem de 6 a 8 anos para produzir os
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primeiros frutos esse tempo pode ser reduzido com a utilizagdo da
enxertia e além desse aspecto, segundo SALIBE (1978) véarias
caracteristicas da copa podem ser influenciadas pelo porta-
enxerto como: vigor, produtividade, qualidade do fruto,
fertilidade do pélen, Precocidade de produgio, transpiracao,
composigao inorgdnica das folhas e frutos, capacidade de
absorgdo, sintese e utilizagcdo de nutrientes, tolerdncia a
salinidade, resisténcia a seca, a geada, a pragas e doengas.

No Brasil, segundo POMPEU JUNIOR (1980), o principal porta-
enxerto utilizado, por quase duas décadas (1920-1940), foi a
laranja azeda que substituiu a laranja caipira por esta
apresentar baixa resisténcia a seca e a gomose de PHYTOPHTHORA.
Com a introdugdo da tristeza em 1937, as plantas enxertadas emn
laranja azeda por serenm intolerantes ao virus, pereceram. Na
procura de porta-enxertos tolerantes, a laranja azeda foi sendo
substituida pelo 1limdo cravo Qque apresenta excepcionais
qualidades satisfazendo tanto ao produtor de mudas quanto ao
citricultor. Em menor proporgdo foi sendo utilizado o 1limdo

rugoso e a tangerina ‘Cledpatra’.

Varios outros porta-enxertos sdo utilizados mundialmente
como: as laranjas doces, tangerinas Cleopatra e Sunki, citranges
Troyer e carrizo, Calamondin, citrumelo Swingle (4475), limbes
Katta-Karna e Volkameriano, lima da Pérsia, Yuzu e Alemow.

Atualmente, verifica-se o abandono de trés dos mais
importantes porta-enxertos: a laranja azeda devido a tristeza e

do limdo Rugoso e Trifoliata devido ao declinio cujas causas



ainda nao sao conhecidas. Con destaque apenas ao limdo Cravo
torna-se necessaria e urgente a diversificag8do dos porta-enxertos
pois um colapso desse porta-enxerto podera causar prejuizos
econémicos e sociais significativos a citricultura.

Sob essa perspectiva torna-se necessirio desenvolver
projetos de produciao de novos porta-enxertos, bem como introduzir
e desenvolver novas tecnologias que possibilitem a redugao do
tempo para sua rédpida propagacgao.

O porta-enxerto Sunki, pelas caracteristicas que apresenta,

€ indicado para participar dessa diversificacdo.
2.2. Caracteristicas do Porta-enxerto ‘Sunki'

Citrus sunki Hort. ex Tan foi classificada em 1927 por
Tanaka e tem os nomes comuns de Sunki mandarim e Sunki. E um
porta-enxerto muito utilizado na China (GIACOMETTI, 1980).

No Brasil, TEOFILO SOBRINHO (1991) cita algumas
caracteristicas desse porta-enxerto como a maturagdo dos frutos
ocorrendo de maio a julho, com uma média de 3 sementes/fruto.

Outras caracteristicas, como porta-enxerto, ja séo
conhecidas.

Quanto a produgdo o porta-enxerto Sunki induziu maior
pProdugdo em peso de fruto a Mexirica-do-Rio no periodo de 1971 a
1977 (FIGUEIREDO et alii, 1979) e maior produgdo total para

laranja doce nas primeiras quatorze safras na Fazenda



Experimental de Lageado pertencente a UNESP em Botucatu, Sio
Paulo (SALIBE et alii, 1988).

A qualidade dos frutos das laranjas doces Hamlin, Baianinha,
Westin, Ruby e Itaborai apresentou-se com caracteristicas
intermedidrias quando enxertadas sobre tangerina ‘Sunki' sendo
Superada apenas pelo Trifoliata (SALIBE & MISCHAN, 1978).

Observando a precocidade de produgdo, além do limdo Cravo, a
tangerina Sunki e o tangelo Orlando também influenciaram
precocidade de produgao das plantas sequndo observacdes feitas
por FIGUEIREDO et alii (1981) em combinagdes de laranja Bardo com
dez porta-enxertos.

A tangerina ‘Sunki induziu maiores volumes 'de copa,
juntamente com 1imio Cravo e tangerina Cleépatra, em combinagéo
com laranja Valéncia (TESGFILO SOBRINHO et alii, 1973) como também
para laranja Barao onde essas tangerinas foram Superadas em vigor
somente por aquelas onde o porta-enxerto era o tangelo Orlando
(FIGUEIREDO et alii, 1981).

Quanto a adaptagdo ao solo, POMPEU JUNIOR et alii (1978),
verificaram que tangerinas Sunki e Cledpatra apresentam bom
comportamento somente em solos argilosos.

Com relagdo a resisténcia ao virus da tristeza a tangerina
Sunki apresenta bom comportamento como porta-enxerto de
laranjas doces (GRANT et alii, 1961) e juntamente com O0s porta-
enxertos Batangas, Oneco e tangelo oOrlando, até o homento ainda

Sa&o consideradas tolerantes ao declinio (POMPEU JUNIOR, 1988).



2.3. Cultura de Tecidos

A Dbiotecnologia de plantas, utilizando-se da cultura de
tecidos e/ou células vegetais possibilita a regeneragido de
plantas de interesse econémico com o objetivo de aumentar a
produgao e a produtividade agricola.

A cultura de tecidos congrega um conjunto de técnicas que
podem se constituir em importante instrumento de apoio a projetos
de pesquisas, viabilizando a obtengdo de resultados positivos nas
mais diferentes 4reas do conhecimento cientifico.

CROCOMO (1991), cita v4rias questdes fundamentais que podem
ter solugbes com o auxilio da biotecnologia, destacando a
propagagao de plantas, isentas de virus, em grande numero e em
pequeno espago fisico. Além disso, é um instrumento valiosoc na
preservagido de germoplasma e no melhor entendimento dos
principios bdsicos relacionados com a fisiologia, bioquimica e
desenvolvimento das plantas (VAZ, 1986).

Para as espécies citricas, a cultura de tecidos é uma
técnica com grandes potencialidades para o estudo dos fendémenos
morfoldégicos, citolégicos e fisiolégicos; principalmente para
fins de melhoramento genético, devido a algumas particularidades
apresentadas por essas espécies tais como: poliembrionia,

esterilidade gamética, incompatibilidade e longo periodo juvenil

das plantas.

O grande progresso da cultura “in vitro” de citros foi

observado a partir do desenvolvimento dos meios de cultura de



‘MS” e "MT” (MURASHIGE & SKOOG, 1962 e MURASHIGE & TUCKER, 1969)
mas outros trabalhos vieram se desenvolvendo desde a década de 50
( SCHROEDER & SPECTOR, 1957; KORDAN, 1959 e RANGASWAMY, 1961).
OTONI (1988) cita vdarias trabalhos com aplicagdo da cultura
de tecidos em citros: isolamento e cultura de protoplastos,
hibridagdo somadtica, cultivo de anteras visando a obtengdo de
hapléides, cultura de embrides, embriogénese adventicia em
tecidos nucelares, cultura de 6vulos, indugdo de mutagdo por
irradiagdo de tecidos, selecdo “in vitro” contra fatores
adversos, cultura de segmentos de frutos, propagacdo de plantas
livres de virus através da microenxertia, propagagao clonal

através de gemas axilares, extremidades de ramos, meristemas de

raizes e segmentos internodais.
Além da propagagao clonal, a cultura de gemas axilares “in

vitro® tem sido aplicada na elucidagdo de varios aspectos do
desenvolvimento dos explantes, o efeito exercido pelo tipo de
explante e pela planta matriz, a compreensio da natureza dos
efeitos morfolégicos dos varios reguladores de crescimento, ritmo

anual de crescimento das gemas em cultura e o estudo da
competéncia metabélica e fisiolégica das gemas “in vitro”.
A cultura de tecidos de citros tem sido estabelecida em meio

"MS” ou meio “MT". As modificagdes podem ocorrer dependendo do

objetivo.

Os sais do meio “MS” tem proporcionado desenvolvimento

satisfatério (GRINBLAT, 1972 e ALTMAN & GOREN, 1974), podendo
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reduzlr essa concentracao conforme a finalidade (CHATUVERDI &

MITRA, 1974 e KITTO & YOUNG, 1981).
As vitaminas do meio "MS" também podem ser modificadas nas

suas concentragbes e também podem ser acrescentadas outras
vitaminas dependendo da espécie em estudo. E o caso de cultura de
tecidos somadticos de citros (CHATUVERDI & MITRA, 1974), onde
utilizam-se acido félico, riboflavina, biotina e &cido ascérbico,
e concentragoes mais elevadas daquelas vitaminas que compde o

meio “MS".

2.3.1. Proliferagao de ramos e brotos

Para multiplicagdo in vitro” os reguladores de crescimento

sdoc os constituintes organicos de maior relevédncia. O balango
auxina - citocinina parece regra geral entre as espécies vegetais
no controle da rizogénese e caulogénese (MURASHIGE, 1974).

Na proliferagdo de ramos e brotos a espécie utilizada
determina o tipo de regulador de crescimento e a concentragao a
ser usada. Para os citros os reguladores de crescimento
utilizados sdo BAP (benzil aminopurina) e ANA (4cido naftaleno
acético) nas seguintes concentracdes: Citrus aurantium: 1,0mg/L
de ANA e 1,0mg/L de cinetina (BOUZID, 1975); Citrus sinensis cv
Pera: 0,3mg/L de BAP (TEIXEIRA & LANI, 1986); cCitrus grandis:
0,25mg/L de BAP e 0,lmg/L de ANA (CHATUVERDI & MITRA, 1974):
Citrange Carrizo: 5,0ng/L de BAP (KITTO & YOUNG, 1981); Valéncia:

0,2mg/L de BAP e 0,2mg/L de ANA; Trifoliata: l,0mg/L de BAP e
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1.0mg/L de ANA (PASQUAL, 1985) e para Citrange Troyer, C.
sinensis, C. aurantium, BOUZID (1986) utilizou 0,5mg/L de BAP e
0.1lmg/L de ANA.

No caso especifico do porta-enxerto ‘Sunki os reguladores
de crescimentos utilizados, 2,0mg/L de BAP e 0,lmg/L de ANA,
suplementando o meio MT, promoveram melhor propagagao a partir de
extremidades de ramos de plantulas germinadas “in vitro"

(GRATTAPAGLIA & CALDAS, 1987).

2.3.2. Bnraizamento dos brotos

Para o enraizamento “in vitro”, de brotos de diferentes

espécies de citros, os reguladores de crescimento mais utilizados
Sda80 ANA e IBA nas seguintes concentracées: Citrus grandis:
0.lmg/L de ANA para brotos menos vigorosas e 0,5mg/L de ANA ou
0.25mg/L de ANA mais 0,25mg/L de IBA para brotos mais vigorosas
(CHATUVERDI & MITRA, 1974); Citrange carrizo: 1,0mg/L de ANA
(KITO & YOUNG, 1981); laranja Valéncia: 0,1 a 1,0mg/L de ANA mais
2,0mg/L de IBA; Trifoliata: 1,0 a 2,0mg/L de IBA ou 5,0mg/L de
ANA mais 0,lmg/L de BAP ou 1,0mg/L. de ANA mais 2,0mg/L de IBA
(PASQUAL, 1985); cC. sinensis, C. aurantium e Citrange Troyer:

0,5mg/L de ANA (BOUZID, 1986).
Para a tangerina 'Sunki’ o melhor enraizamento se deu em

meio “MT’, contendo a metade dos sais, mais 0,5mg/L de IBA

(GRATTAPAGLIA & CALDAS, 1987).
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O uso de auxinas no meio de enraizamento, em altas
concentragdes, pode levar a formagdo de calos na base do explante
dificultando a rizogénese (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990). Para
controlar o excesso de produgdo de calos na base do caule e
melhorar o alongamento das raizes, apés a iniciagao radicular,
pode-se transferir as estacas de um meio com auxina (ANA ou IBA)
para um meio sem reguladores de crescimento por 4 dias a 4
semanas (JAMES & THURBON, 1979; SNIR & EREZ, 1980 e JAMES &
THURBON, 1981). Um outro meio de reduzir a produgédo de calos é

através da utilizagdo de meio liquido com IBA (OCHATT & CASO,
1983).

2.4. Benomyl
2.4.1. Caracteristicas

O Benomyl ¢é um fungicida sistémico do grupo dos
benzimidazéis e tem as seguintes caracteristicas:

- nome quimico: metil 1(butil - carbamoil)- 2 - benzimidazole -

carbamato.
- férmula empirica: C,.H N, O,
- férmula estrutural:

QHHHHH
C-N-C-C-C-C-H

1 toor :
=z N HHHH
. /// \/'/ \
‘ ) H

I
C-?-%-O-C-H
v !

HO H

! y

. *:\\\\\N',



13

- propriedades fisicas: tem peso molecular 290,3; decompde-se
antes de se fundir; a 25°c é praticamente insoluvel em &gua
(2ppm), etanol (0,4%) e heptano (0.04%). Apresenta maior
solubilidade em xileno (1%), acetona (1,8%), dimetilformamida
(5,3%) e cloroférmio (9,4%).

- toxicidade: DL., 10.000mg/kg

- fabricante: E.I. Du Pont de Nemours & Co. - Delaware - USA.

- poder residual: 1 a 3 semanas.

- produgao comercial e formulacéo: formulagdo simples: Benlate -
pS molhdvel com 50% de Benomyl.

Embora ndo tenha acgao acaricida esse fungicida é ativo como
ovicida de 4caros. Apresenta ainda atividade contra nematdides e
previne injurias causadas POr ozona nas plantas. Impede a
reproducdao de alguns fungos. Algumas espécies e racas de fungos

podem desenvolver tolerancia ao produto (CARDOSO et alii, 1979).

2.4.2. Efeitos

O fungicida Benomyl é absorvido e translocado por células e
orgaos vegetais (Solel, 1973 citado por YANG, 1976) e por isso
protege, nao sé o meio de cultura, mas também o material vegetal
da contaminacao fingica (YANG, 1976).

As contaminacées podem ser controladas com fungicidas
durante a desinfestacdo ou incorporadas ao meio. O Benomyl é
indicado como fungicida pois apresenta amplo espectro de agao e é
pouco toxico as culturas nas concentragdées para controlar fungos

(GRATTAPLAGLIA & MACHADO, 1990).
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Com Benomyl adicionado ao meio, na concentragéo de 50mg/L,
Hauptmann et alii (1985) citados por GRATTAPAGLIA & MACHADO
11990), controlaram a contaminagdo de PENICILLIUM em cultura de
protoplastos de varias espécies. Haldemann et alii (1987), também
citados pelos mesmos autores, eliminaram a contaminagdo fungica
em dpices de CAMELLIA provenientes do campo, adicionando ao meio
l a 2g/1 da formulagao comercial Benlate.

Além de controlar as contaminagées fungicas, Becker (1971);
Saenger (1970); Shreiber (1975) e Schruff (1970) citados por YANG
(1976), observaram que esse fungicida possui algumas propriedades
reguladoras de crescimento.

Na verdade, ndo se sabe se esse efeito hormonal do fungicida
€é devido a mudangas no ingrediente ativo durante a autoclavagem
dos meios de cultura e/ou em outros componentes desconhecidos do
preparo comercial (SKENE, 1972), ou pode ser devido ao préprio
fungicida que tem uma semelhanga estrutural com as citocininas
(Schruft, 1970 citado por THOMAS, 1973).

Alguns trabalhos tém sido feitos no sentido de evidenciar
esse efeito de requlador de crescimento,sem o propésito de
determinar a natureza da(s) substéncia(s) que apresenta(m)
atividade semelhante a citocinina no preparo comercial-

Em andlises de calos de soja e cotiledones de rabanete foi
observado que o Benomyl tem esse efeito semelhante a citocinina.
Para calos de soja ocorre uma resposta mdxima entre 25 e 50mg/L
de Benomyl, a qual é menor do que aquela registrada com 0,003mg/L
de cinetina; com 50mg/L de Benomyl obteve-se o mesmo

desenvolvimento que 0,00lmg/L de cinetina. Para cotiledones de
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rabanete a resposta maxima ocorreu com 150mg/L de Benomyl que foi
equivalente ao crescimento induzido por 5mg/L de cinetina (SKENE,
1972).

Em aspargos (Asparagus officinalis) o Benomyl mostrou um
efeito significativo no desenvolvimento de brotos em meio de
cultura. O maior numero de brotos foi obtido com 100ppm de
Benomyl e esse efeito foi devido a proliferagdo de células do
cortex, floema e xilema dos explantes tratados, sugerindo que
esse fungicida pode ser usado com vantagens em viveiros de
aspargos, nao apenas para controlar doencas fingicas mas também
para promover o desenvolvimento de brotos e melhorar a
produtividade (YANG, 1976).

Embora a eficiéncia do Benomyl seja fraca, como citocinina,
as altas dosagens aplicadas as plantas no campo compensariam
parcialmente esta atividade fraca. E o fato de um fungicida
funcionar como regulador de crescimento de plantas deve ser
completamente avaliada POr seus usudrios (SKENE, 197290 e
determinar cuidadosamente seus efeitos colaterais no campo

(Schurft, 1970 citado por SKENE, 1972).

2.5. Aclimatacao

A aclimatacdo consiste enm retirar a planta da condigao “in

Vitro" e transferi-la para casa de vegetacao. Tem por objetivo

Superar as dificuldades que as plantulas de cultura de tecidos

enfrentam quando ocorre €ssa mudanga de ambiente.
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Esse processo é critico para se conseguir sucesso na cultura
de tecidos de plantas porque a planta passa de um ambiente de
baixa transpiragdao para ambiente que exige um incremento na
transpiracdo podendo causar um estresse hidrico, passa de um
estado heterotréfico para um estado autotréfico, passa de um meio
com disponibilidade de sais para outro onde precisa absorver sais
e saili de um estado asséptico para ficar sujeita a ataque de
microorganismos saprofitas e, eventualmente patogénicos
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990).

Devido a esses fatores a aclimatagdo pode se tornar uma fase
limitante na cultura de tecidos. A manutengdo da alta umidade e
temperaturas amenas sao regras gerais na fase de aclimatacao.

Algumas técnicas alternativas tém sido estudadas no sentido
de nao se perder plantas obtidas “in vitro” na aclimatacdo como

embebigao de gemas em meio enraizante e transferéncia das plantas
para outro composto gquando aparecem as raizes (HUSSEY, 1980),
eliminagdo ou reducdo da fonte de agucar no meio de enraizamento
e também aumento da concentragdo de CO, e intensidade luminosa
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990), retirada da tampa do frasco ou
tubo 5 - 6 dias antes da transferéncia das plantas para o
substrato (GOUSSARD & WIDD, 1989). Segundo os mesmos autores,
para a aclimatagao de Vitis Sp. pode-se retirar a gema apical e
folhas basais e manter o frasco destampado, com &dgua por 24 horas

e posteriormente substituir por solucdo nutritiva que é trocada a

cada 48 horas.
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O enraizamento 'in vitro” é relativamente fdcil com espécies
herbaceas ou mesmo lenhosas que apresentam grande capacidade de
enraizamento na estaquia. A eliminagdo do enraizamento “in vitro”
€ extremamente desejidvel sob o ponto de vista econémico e de
qualidade do sistema radicular (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990),
mesmo porque as raizes formadas no agar ndo sido funcionais quando
transplantadas e POr causa disso novas raizes ténm que se
desenvolverem e se tornarenm aptas para absorver dgua do solo
(CAILLOUX, 1984).

Considerando esse aspecto, pode-se fazer a indugdo ao
enraizamento ‘in vitro® e deixar que o alongamento ocorra no

substrato de transplantio o que leva ao desenvolvimento de um
sistema radicular melhor (ZIMMERMAN & FORDHAM, 1985), concordando
com Monette (1986) citado pPor GRATTAPAGLIA & MACHADO (1990), que
conseguiram melhores resultados ao enraizar partes aéreas
diretamente em substrato apés tratamento com IBA em solugéo
aquosa.

O uso do meio liquido para enraizamento, também leva a
formacdao de um sistema radicular mais completo. KITTO & YOUNG
\1981) observaram um decréscimo de 70 para 10% na taxa de

enraizamento de Citrus Ccom o aumento na concentracdo de agar de

0,5 para 2%.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Local

O trabalho foi realizado no Laboratério de cultura de
Tecidos do Departamento de Agricultura da Escola Superior de

Agricultura de Lavras - ESAL, Lavras - MG.
3.2. Obtengdo do Material

O material vegetal utilizado foi obtido através da
germinagao ‘in vitro” de sementes obtidas de 15 frutos maduros

colhidos de uma unica planta do pomar da ESAL. Essas sementes
foram extraidas manualmente, contadas, lavadas em dgua destilada
para retirada da mucilagem, colocadas para secar em ambiente
natural sobre papel de filtro e armazenadas em vidro tampado na

geladeira. Posteriormente foram Colocadas para germinar.
3.2.1. Germinagdao das sementes
Em condigbes assépticas 94 sementes foram envolvidas enm gaze

€@ mergulhadas em 4&dqua sanitdria 40% por 10  minutos e

pPosteriormente lavadas enm dgua destilada, para promover a
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desinfestagdo. Logo apés foram colocadas em tubos de ensaio
'l semente/tubo) contendo 15ml dos sais do meio MS solidificado
com 6,5 g/L de dgar, pH ajustado para 6,0 e autoclavado a 121°C
por 20 minutos.

Os tubos foram mantidos no escuro até o infcio da germinacgio
(x 21 ﬁias) e depois levados para sala de crescimento onde

permaneceram até a repicagem (plantulas com + 8cm).

3.2.2. Multiplicacdo do material

O material obtido na germinagdo foi repicado inicialmente
para o meio MS suplementado com as seguintes concentracdes de
reguladores de crescimento: 2,0mg/L de BAP e 0,1mg/L de ANA e
posteriormente para este mesmo meio suplementado com 4,0mg/L de
GA, (&cido giberélico).

Foram feitas sucessivas repicagens, apés 60 dias no meio de
cultura, até a obtencdo do material suficiente para realizar os
experimentos. Os brotos menores que 1lcm eram eliminados por

ocasido de cada repicagen.

3.3. Efeito do Benomyl na Multiplicagdo do Porta-enxerto ‘Sunki’

Para atingir esse objetivo foram realizados dois
expefimentos (A e B). As doses utilizadas no experimento A foran

determinadas seguindo aquelas normalmente utilizadas para
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controle de contaminagdes filungicas. No experimento B as doses

foram aumentadas em fungdo dos dados obtidos no experimento A.
3.3.1 Procedimentos

Todos os procedimentos para montagem dos experimentos en
laboratério foram feitos em condigdes assépticas, utilizando-se o
meio MS (Quadro 01) suplementado com reguladores de crescimento e
Benomyl conforme os tratamentos.

Os requladores de crescimento foram dissolvidos em NaOH 1,0N
e adicionados ao meio de cultura no final do preparo.

O Benomyl foi dissolvido em &gua, acrescentada aos poucos,
formando uma pasta até a diluigdo completa.

O pPH do meio de cultura foi ajustado para 6,0, antes da
adigdo do 4gar, utilizando NaoOH 1,0N e HC1 1IN; e solidificado com

6,59/L de &gar.

Os experimentos foram conduzidos em tubos de ensaio de 150 -
25mm acondicionados em suportes com capacidade para 72 tubos.
Apés a adigdo do meio de cultura os tubos foranm fechados com
tampa pléastica, identificados e autoclavados a 121°C durante 20
minutos.
Os experimentos foram realizados em sala asséptica,
utilizando camara de fluxo laminar horizontal. Ap6és a inoculacgiao
de uma brotacio por tubo, contendo 15ml1 do meio, o material foi

mantido em sala de crescimento sob temperatura variando entre 22
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e 26'C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa em torno

de 60umol quantum/m*s® utilizando lédmpada branca fria.

QUADRO 01. Composicdo do meio MURASHIGE & SKOOG (1962) - MS
modificado. ESAL, Lavras - MG, 1993.

Solugao Compostos Concentragdo na Volume da Concentragdo
Estoque solugdo estoque solugdo estoque final (mg/L)
(mg/L) adicionado ao
meio (ml)

NH_NO 82.500 20 1.650,000
B KNO, 95.000 20 1.900,000
G H,BO, 1.240 5 6,200
KH_PO, 34.000 170,000
KI 166 0,830
Na_,MoO, .2H_0 50 0,250
CoCl,.6H_0 5 0,025
CaC12.2H20 88.000 5 440,000
E MgSO,.7H_0 74.000 5 370,000
MnSOd.4H20 4.460 22,300
ZnSO, .7H,0 1.720 8,600
CuSO,.5H_0 5 0,025
F Na_EDTA 7+450 5 - 37,250
. FeSO0,.7H_0 5.570 -27,850
Tiamina 0,500
Piridoxina 0,500
Acido nicotinico 0,500
Mio-inositol 100,000
Sacarose 30.000,000
Glicina 2,000
Agar 6.500,000
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3.3.1.1. Experimento A

O material obtido na multiplicacdo foi submetido a uma
uniformizacao, ou seja, foi mantido em meio MS sem reguladores de
Crescimento, por + 20 dias para posteriormente testar o Benomyl
no seguinte experimento: em camara de fluxo laminar Os explantes
apicais foram excisados com 1,5 a 2,0cm de comprimento e
colocados em tubos de ensaio contendo o meio MS acrescido dos

tratamentos expostos no Quadro 02,

QUADRO 02. Tratamentos utilizados no experimento A. ESAL,
Lavras - MG, 1993.

Doses (mg/L)

Tratamento i
BAP Benomyl ANA GA,
1 0 B 0 0,1 4,0
2 0 50 051 4,0
3 0 100 8,1 ;
4 0 150 0,1 ?
5 1 0 , ,
6 1 50 0,1 4,0
7 1 100 0,1 4,0
8 1 150 0,1 4,0
9 2 0 . ;
10 2 50 0,1 ;
11 2 100 0,1 4,0
12 2 150 0,1 4,0
13 3 0 F 7
14 3 50 0,1 4,0
15 3 100 0,1 4,0
16 3 150 0,1 4,0
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O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente

casualizado em esquema fatorial. O experimento foi constituido de

256 tubos: 16 tratamentos x 4 repetigdées x 4 explantes/repeticéo.
Os dados, para cada repetigcdo, foram obtidos através da média dos
quatro explantes.

A avaliagdo foi feita aos 60 dias apés os tratamentos,
contando-se o numero total de brotos e o numero de brotos maiores

ou iguais a 1,0cm.

3.3.1.2. Experimento B

Em camara de fluxo laminar os explantes apicais, também
homogeneizados, foran excisados com 1,5 a 2,0cm de comprimento e
colocados em tubos de ensaio contendo o meio MS acrescido dos

tratamentos expostos no Quadro 03.

QUADRO 03. Tratamentos utilizados no experimento B. ESAL,
Lavras - MG, 1993.

Doses (mg/L)

Tratamento Benomyl ANA GA,
1 0 ' '
2 100 il 4,
3 200 g1 )
4 300 : ;
5 400
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O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente

casualizado. O experimento foi constituido de 80 tubos: 5

tratamentos -« 4 repeticées x 4 explantes/repeticdo. Os dados,
para cada repetigdo, foram obtidos através da média dos 4
explantes.

A avaliagdo foi feita aos 60 dias, apés a incubagdo,
contando-se o numero total de brotagdes e o numero de brotagdes

maiores ou iguais a 1,0cm.

3.4. Efeito da Incubagdo em IBA no Enraizamento “In Vivo” do

Porta-enxerto ‘Sunki’

3.4.1. Procedimentos

A incubagao foi feita en tubos de ensaio 150 x 25mnm,
contendo dgua e o regulador de crescimento. Os explantes, brotos
com 2,5-3,0cm, foram colocados nos tubos, depois de autoclavados,
com a ajuda de uma ponte de papel de filtro para que se
mantivesse apenas a parte basal mergulhada na solugdo, conforme
Figura 01, e mantidos em sala de crescimento sob temperatura
variando entre 22 e 26°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade
luminosa em torno de 60umol quantum/m“s® utilizando lampada
branca fria.

Terminado o tempo de incubagdo os explantes foram levados
para o substrato Plantmax em bandejas de isopor onde permaneceram

em casa de vegetagido com temperatura e umidade controladas.
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FIGURA 01. Representacao da metodologia da incubagdo em IBA.
ESAL, Lavras - MG, 1993.
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3.4.1.1. Experimento C

Explantes uniformes foram submetidos aos tratamentos de
incubagdo (Quadro 04). Nos tratamentos com oOmg/L. de IBa a
incubagdo foi realizada em tubos contendo apenas &dgua. Durante a
incubagdo os tubos foram mantidos na sala de crescimento e depois
transferidos para o substrato Plantmax e mantidos em casa de

vegetagdo por 45 dias.

QUADRO 04. Tratamentos wutilizados no experimento C. ESAL,
Lavras - MG, 1993.

Tratamento IBA (mg/L) Tempo (h)
1 0 12
2 0 24

.3 0 48
4 0 96
5 20 12
6 20 24
7 20 48
8 20 96
9 40 12

10 40 24

11 40 48

12 40 ‘ 96

13 60 12

14 60 24

15 50 48

16 60 96
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O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente ao
acaso em esquema fatorial com 4 repeticgdes e 4 plantas/repeticéao.
A avaliagdo foi feita apés 45 dias contando-se o nimero de

plantas sobreviventes, numero de plantas enraizadas e peso da

matéria seca de rafz.



4. RESULTADOS E DISCUSSA0

4.1. Numero de sementes por fruto

Na contagem das sementes, dos 15 frutos, obteve-se uma média
de 12,47 sementes/fruto. Essa média nio concorda com a obtida por
TEOFILO SOBRINHO (1991) em pomares do estado de Sido Paulo. Mas
segundo informagdes do referido autor essa variagdo no nimero de
sementes tem acontecido com o porta-enxerto ‘Sunki’' dependendo do

local de coleta das sementes.

Comparando com outros porta-enxertos, a tangerina ‘Sunki e

um porta-enxerto que produz média baixa de sementes visto que o
Limdo Cravo, Limdo Rugoso da Flérida, Trifoliata tangerina

Cledpatra produzem 15, 15, 38 e 14 sementes/fruto,

respectivamente.

4.2 Germinagéao

A germinagdao “in vitro® das sementes teve um 6timo

desempenho pois das 94 sementes colocadas para germinar 58

sementes germinaram aos 21 dias, 31 sementes germinaram aos 30
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dias, 3 sementes germinaram aos 45 dias, 1 semente ndo germinou e

2 sementes contaminaram por fungo.
4.3. Multiplicacdo do Material

A multiplicagdo obtida com o uso do meio sugerido por
GRATTAPAGLIA & CALDAS (1987) foi satisfatéria em numero, porém os
brotos mantiveram-se com tamanho reduzido. A adigdo de 4,0mg/L de
GA, a este mesmo meio proporcionou maior alongamento destes
brotos.

Um aspecto observado foi o tamanho dos brotos porque brotos
menores que 1,0cm ndo apresentaram desenvolvimento satisfatério

quando utilizadoé para obtengdo de novas brotagdes.

4.4. Efeito do Benomyl na Multiplicagdo do Porta-enxerto ‘Sunki’
4.4.1. Experimento A

Para a varidvel numero de brotos maiores ou iguais a 1,0cm
0os dados observados mostraram-se com efeito significativo para
BAP e Benomyl (Quadro 05). A interagdo entre estes dois fatores
ndo foi significativa.

Através da andlise de regressao dos dados obtidos e
apresentados no Quadro 06 obteve-se o gréafico (Figura 02), onde o
ponto méximo se deu com 101,64mg/L de Benomyl correspondendo a

6,67 brotagdes. Observa-se que houve uma tendéncia de aumento no
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mimero de brotos > 1,0cm a medida que se aumentou a concentragdo
de Benomyl, decrescendo com concentragdes mais elevadas do

referido fungicida.

QUADRO 05. Resumo da andlise de variéncia para numero médio de
brotos maiores que 1,0cm e do numero total de brotos
do porta-enxerto ‘Sunki’ nas diferentes concentragdes
de BAP e Benomyl. ESAL, Lavras - MG, 1993.

Quadrado Médio

Causas da Variagao GL
N® Médio brotos 2 1,0cm N= Total brotos

BAP 3 58,319*%% 243,799%%
Benomyl 3 37,812%%* 129,497**
BAP x Benomyl 9 5,346 13,615%*
Erro 48 4,346 6,281
CV (%) 39,96 24,388

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

QUADRO 06. Resultados médios do nimero de brotos > 1,0cm. ESAL,
Lavras - MG, 1993.

Benomyl (mg/L)

BAP :

(mg/L) 0 50 100 150
0 1,50 3,50 3,29 3,31
1 6,25 5,95 8,85 7,39
2 2,54 7,66 7,77 7,02
3 3,18 4,37 7,43 5,25
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Para as doses de BAP, o grafico obtido (Figura 03)
apresentou o ponto médximo em 1,69mg/L de BAP correspondendo a

7,21 brotagbes. Uma andlise permite evidenciar a tendéncia de

aumento no nimero de brotos > lcm até a dose de l,69mg/L de BAP,
registrando um decrescimo em concentragdes mais elevadas deste
regulador de crescimento.

Para a varidvel numero total de brotos os dados observados
mostraram-se com efeito significativo para BAP, Benomyl e também
para a interagdo entre BAP e Benomyl (Quadro 05). Através da
andlise de regressio dos dados obtidos (Quadro 07) obteve-se a
Figura 04 onde para as doses de Benomyl, quando se utilizou 1, 2,
3mg/L de BAP, as curvas mostraram a mesma tendéncia estando
aproximadamente em 100mg/L de Benomyl (96,40 a 109,25mg/L) o

ponto médximo de brotagbées, em torno de 16 brotacgodes.

QUADRO 07. Resultados médios do numero total de brotos. ESsaL,
Lavras - MG, 1993,

Benomyl (mg/L)

BAP :

(mg/L) 0 50 100 150
0 1,68 4,91 5,06 6,68
1 10,93 11,79 16,18 12,62
2 7,20 14,39 16,56 12,91
3 6,68 8,83 16,18 11,75
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¥1 = 2,3160 + 0,0302950% R® = 87,22%
Y2 = 10,9375 - 0,0950417X + 0,00300850%* - 0,00001533%> R* = 100,008
¥3 = 7,1677 + 0,2010300% - 0,00108300%> R = 99,93%
Y4 = 5,837 +0,1438225% - 0,00065825) R® = 71,49%
" BAP o )
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FIGURA 04. Nimero médio estimado do total de brotos em funcdo de
diferentes doses de Benomyl dentro de cada dose de

BAP para o porta-enxerto ‘Sunki’. ESAL, Lavras - MG,
1993.

Quando se utilizou Omg/L de BAP com doses crescentes de
Benomyl observou-se o aumento no nimero de brotagdes, com
tendéncia linear, sugerindo um novo experimento (experimento B)
para verificar a possibilidade de aumentar a dose de Benomyl,

além de 150mg/L, com o objetivo de aumentar o numero de

brotacgdes.



34

Para as doses de BAP, o grafico obtido (Figura 05) mostrou
as curvas tendo ponto médximo quando se utilizou 2,08mg/L de BAP e

100mg/L de Benomyl correspondendo a 18 brotacgodes.

Y1 = 2,4970 + 8,4545000% - 2,44250000%° R* = 69,753
¥2 = 4,7205 + 10,7617497X - 3,10874987%° R* = 98,48%
¥3 = 5,5625 + 11,9962504X - 2,87375021%° R* = 94,743
¥4 = 6,8967 + 6,8729996 - 1,77499986%° R* = 96,563
=y BENOMYL |
—Omg/L (Y1) 50 mg/L (Y2) ~- 100 mg/L (Y3) - 150 mg/L (Y4) |
20 +— '
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FIGURA 05. Numero médio estimado do total de brotos em funcao de
diferentes doses de BAP dentro de cada dose de

Benomyl para o porta-enxerto ‘Sunki’. ESAL, Lavras -
MG, 1993,
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4.4.2. Experimento B

O Quadro 08 apresenta o resumo da andlise de variancia para
as variaveis numero total de brotos e numero de brotos > lcm do
porta-enxerto 'Sunki para os diferentes doses de Benomyl. Houve

significancia estatistica para as duas variidveis estudadas.

QUADRO 08. Resumo da andlise de variancia para o numero total de

brotos numero de brotos > lcm do porta-enxerto ‘Sunki’

nas diferentes concentragdes de Benomyl. ESAL,
Lavras - MG, 1993.

Quadrados Médios

Causas da Variacao GL
N2 Total de Brotos N< de Brotos > 1cm

Benomy 1l 4 23,739%% 14,298%%*
Erro 15 2,093 1,563
CV (%) 7,52 4,983

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

Os dados apresentados no Quadro 09 forneceram as Figuras 06
e 07 onde o ponto mdximo de brotagdes para varidvel nuimero total

de brotos ocorreu com 242mg/L de Benomyl correspondendo a 9,6

brotos e para varidvel niumero de brotos > 1,0cm o ponto maximo

ocorreu com 239mg/L de Benomyl para uma brotagdo de 6,6.
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QUADRO 09. Resultados médios do nimero total de brotos e nimero

de brotos > lcm do porta-enxerto ‘Sunki’. ESAL,
Lavras - MG, 1993.

Benomyl Nimero Total Brotos Numero Brotos 2> 1lcm
6-7 3,56 1,96

100 8,19 5,39

200 10,25 7,19

300 7,75 5,31

400 7,87 5,06

Pelos resultados dos dois experimentos realizados ficou
evidente o efeito hormonal do Benomyl no porta-enxerto Citrus
sunki Hort ex Tan concordando com SKENE (1972) e YANG (1976) que
também observaram esse efeito colateral do fungicida.

Outros estudos devem ser feitos no sentido de esclarecer o
motivo desse efeito. Algumas hipéteses possiveis 34 surgiram
como: mudanga quimica do produto Benomyl durante a autoclavagem
e/ou em outros componentes desconhecidos do preparo comercial
(SKENE, 1972) e também semelhanga estrutural do fungicida com as
citocininas (Schruft, citado por THOMAS, 1973).

Néo foi objetivo desse trabalho determinar as causas desse
efeito, mas é importante evidenciar a importéncia da cultura de
tecidos no sentido de determinar ou promover esse efeito e também
como instrumento para esclarecer as suas causas. Além disso, a

técnica da cultura “in vitro” permite utilizar produtos

agrotéxicos sem a preocupagao de poluir meio ambiente podendo com

isso estudd-los com mais detalhes.
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FIGURA 06. Nimero médio estimado do total de brotos em fungdo de
diferentes doses (0 a 400mg/L) de Benomyl para o

porta-enxerto ‘Sunki’. ESAL, Lavras - MG, 1993.

£ | e ——
(3] o
°.. 6 - e \
o] ’ ‘ e
o
& 4-
@ .
a | Y = 2,180 + 0,0376775X - 0,00007888X2
o »
& |
@&, R?= 87,18%
D
< :
0 _il T T 1 —#
0 100 200 300 400
DOSES DE BENOMYL (mg/L)

FIGURA 07. Numero médio estimado de brotagées > 1,0cm em fungéao

de diferentes doses (0 a 400mg/L) de Benomyl para o
porta-enxerto ‘Sunki’. ESAL, Lavras - MG, 1993.
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No caso especifico do Benomyl, Schurft citado por SKENE
(1972) considera fraca a eficiéncia desse fungicida como

citocinina que poderia ser compensada com altas dosagens
aplicadas no campo. Para o porta-enxerto ‘Sunki’ com a dose de

242mg/L de Benomyl foi conseguido 9,6 brotos gue correspondeu ao
uso de 1,5mg/L de BAP aproximadamente. Além do efeito no numero
de brotagbées foi observado no experimento A que o tratamento 4,
onde se utilizou 150mg/L de Benomyl, as brotagées se apresentaranm
mais vigorosas com cor verde mais intensa ao contrdario dos
tratamentos onde se utilizou 2,0 e 3,0mg/L de BAP as brotagdes
ocorreram estioladas com cor amarelada e com formacdo de calos na
base, chegando a produzir calos com peso de 386mg. E esse vigor
foi confirmado no experimento B onde nédo foi utilizado BAP em
nenhum dos tratamentos e com isso todas as brotagdes se mostraram
vigorosas.

Quanto as contaminacdes foi observado um indice de 11,33% de
plantas contaminadas por bactérias no experimento A e 2,5% no
experimento B, ou seja, nesse eiperimento apenas duas plantas se

contaminaram sendo uma por bactéria e uma por fungo.

4.5. Bfeito da Incubagdo em IBA no Enraizamento “In Vivo” do
Porta-enxerto ‘Sunki’

4.5.1. Experimento C

Analisando os dados obtidos na aclimatagdo verificou-se que

O porta-enxerto ‘Sunki’ tem é6timo comportamento na aclimatagéio
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pois as varidveis analisadas como numero de plantas enraizadas e
nimero de plantas sobreviventes tiveram um indice de 100 e 94,92%
respectivamente.

Quanto ao peso da matéria seca de raiz os dados obtidos
mostraram significdncia apenas para o tempo de incubagdo e ndo
significdncia para as doses de IBA e interagdo entre os dois

fatores (Quadro 10).

QUADRO 10. Resumo da andlise de variéncia para o peso da matéria

seca de raiz do porta-enxerto ‘Sunki’ “in vivo’, ESAL,
Lavras - MG, 1993.

Causas da Variagdo GL Quadrado Médio
IBA 3 0,0000318
Tempo 3 0,0002123%*
IBA x Tempo 9 0,0000590
Erro 48 0,0000395

CV (%) 33,459

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Os dados obtidos e apresentados no Quadro 11 forneceram a
Figura 08 onde o maximo de pPeso de matéria seca de raiz ocorreu
com tempo de aproximadamente 60 horas independente do uso de IBA.

As trés vari4dveis analisadas permitiram concluir que o

enraizamento “in vivo” do porta-enxerto ‘Sunki’ é relativamente

facil. Isso porque o indice de 100% de enraizamento das plantas
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sobreviventes foi obtido com umidade e temperatura controladas em

casa de vegetacgao.

QUADRO 11. Resultados médios do peso da matéria seca de raiz “in

vivo" do porta-enxerto ‘Sunki’. ESAL, Lavras - MG,
1993,
IBA (mg/L)
Tempo (h)
0 20 40 60
12 0,01382 0,01752 0,01879 0,01357
24 0,01619 0,02084 0,01220 0,01737
48 0,02026 0,02211 0,03137 0,02218
96 0,01724 0,01586 0,01875 0,02222
25 - s —
P e T ’
7 \\\,\ I
G- 20 - g
2 h
(=]
<
&a 185 -
D
< |
E 10 - Y= 0,0098 + 0,0004549X - 0,00000379X2 |
= | |
9 R%= 84,60% i
| 1
&f 5+ ’
o - - o o |
0 12 24 48 96

TEMPO DE INCUBAGAO (h)

FIGURA 08. Resultado médio do peso da matéria seca de raiz em
fungdo de diferentes tempos de incubacdo em IBA para
O porta-enxerto ‘Sunki’. ESAL, Lavras - MG, 1993.
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A perda de plantas ocorreu nos primeiros 21 dias e foi
observado um acumulo de musgo no substrato que provavelmente foi
a causa do apodrecimento do colo da planta, por isso é desejdvel
adequar um substrato ideal que suporte muita umidade porque nos
primeiros dias de aclimatacio a planta necessita de muita umidade
devido a absorgdo de &gua ser apenas foliar.

A varidvel peso da matéria seca da raiz indicou a
necessidade de incubagdo em &qua por 60 h para obtencdo de maior
peso seco de raiz. Esse resultado se torna interessante quando
analisado sob os pontos de vista econémico e biolégico.

Econémico porque foi eliminada uma fase na micropropagagédo:
O0 enraizamento “in vitro”, que é extremamente desejdvel porque é

eliminada uma repicagem. E o uso da ponte de papel de filtro, que
torna o processo mais oneroso, pode ser substituido por frascos
contendo dgua com vé&rias pPlantas/frasco, o que ndo foi utilizado
nesse trabalho porque cada repetigdo foi constituida de 4

plantas.

Sob o ponto de vista biolégico, algumas citagdes poden
explicar esse fato:

- a formagdo de calos é unma barreira fisica para o alongamento
das raizes apés iniciagdo radicular e um meio de controlar o
excesso dé calos é transferir as Plantas para um meio sem
reguladores de crescimento (JAMES & THURDON, 1979; SNIR & EREZ,
1980; JAMES & THURDON, 1981). Isso foi observado, para o porta-
enxerto ‘Sunki' nesse trabalho na fase de uniformizagdo, onde as

Plantas enraizaram com facilidade. E um outro meio de reduzir a
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formagdo de calos é utilizar meio liquido com IBA (OCHATT &
CASO, 1983);

- a redugao da sacarose nos meios de cultura estimulam a planta a
realizar fotossintese (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1990) e a
incubagédo em dgua funcionaria como uma pré-aclimatacéo.

Uma sugestdo desse experimento de aclimatagédo seria comparar
© comportamento do porta-enxerto ‘Sunki’, quanto ao enraizamento
no substrato, quando se utiliza plantas enraizadas e nao
enraizadas “in vitro” com plantas incubadas em dgua; porque néo

s6 o peso de matéria seca é importante mas também o tipo de
raizes formadas.

A fase de aclimatacdo é uma parte da cultura de tecidos que
merece bastante atengdo para que essa técnica tenha seu real

valor principalmente quando é utilizada na exploragdo comercial.



5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos com Citrus sunki Hort ex Tan, no

presente trabalho, permitem as seguintes conclusdes:

A - Efeito do Benomyl na multiplicagdo do porta-enxerto Citrus
sunki Hort. ex Tan:
Com uso de BAP:
- melhor tratamento Para nimero total do brotos foi 1mg/L de

BAP e 114mg/L de Benomyl obtendo aproximadamente 16 brotos;

- melhor tratamento para brotos > 1,0cm foi 101,64mg/L de
Benomyl obtendo 6,67 brotos e 1,69mg/L de BAP obtendo 7,21
brotos.

Sem uso de BAP

- melhor tratamento para numero total de brotos ocorreu com

242mg/L de Benomyl obtendo 9,6 brotos;

= melhor tratamento para brotos 2> 1,0cm ocorreu com 239mg/L

de Benomyl obtendo 6,6 brotos.

B - Aclimatacgao
- incubagido em dgua por 60 horas favoreceu o peso de matéria

seca de raiz;

= 0 indice de plantas enraizadas foi de 100% para 94,92% de

Plantas sobreviventes.



6. RESUMO

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura
de Tecidos da Escola Superior de Agricultura de Lavras e teve
como objetivo principal verificar o efeito do fungicida Benomyl
na multiplicagdo do porta-enxerto Citrus sunki Hort ex Tan O
segundo objetivo foi verificar o comportamento desse porta-
enxerto na aclimatacgio.

Para atingir o primeiro objetivo foram realizados dois
experimentos onde o delineamento estatistico wutilizado foi
inteiramente casualizado e os parametros avaliados foram nimero
total de brotos e nimero de brotos maiores ou iguais a 1,0cm.

No primeiro experimento foram utilizados doses de 0,0; 1,0;
2,0 e 3,0mg/L de BAP combinadas em esquema fatorial com o, 50,
100 e 150mg/L de Benomyl. Com os dados obtidos nesse experimento
verificou-se que o Benomyl tem o efeito semelhante a citocinina
onde o ponto mdximo de brotagdes maiores ou iguais a 1,0cm se deu
com 101,64mg/L de Benomyl e para a varigvel nimero total de
brotos o ponto maximo de brotagdo se deu com aproximadamente
100mg/L de Benomyl quando se utilizou 1, 2, 3mg/L de BAP. E conm
Omg/L de BAP o ponto méximo de brotagdées ocorreu com 150mg/L de

Benomyl numa tendéncia linear, o que sugeriu o segundo
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experimento para verificar a possibilidade de aumentar a dose de
Benomyl com o objetivo de aumentar o numero de brotacgodes.

No segundo experimento foram utilizados doses 0, 100, 200,
300 e 400mg/L de Benomyl e a significdncia foi confirmada
obtendo-se o ponto maximo de brotagdes em torno de 240mg/L de
Benomyl para as duas varidveis analisadas.

Para aclimatagdo foi realizado um experimento onde se testou
a incubagdo em doses de IBA (0, 20, 40 e 60mg/L) em 12, 24, 48 e
96 horas, em delineamento inteiramente casualizado onde se
avaliou o nimero de plantas sobreviventes, numero de plantas
enraizadas e peso de matéria seca de raiz. E os dados obtidos
mostraram um indice de enraizamento de 100%, indice de plantas
sobreviventes de 94,92% e para peso de matéria seca de raiz os
dados obtidos permitiram concluir que hd necessidade de incubacgio

das plantas em agua, por 60 horas, para obtengcdo de maior peso de

matéria seca de raiz.



7. SUMMARY

The present research was carried out in the Laboratory of
Tissue Culture of the “Escola Superior de Agricultura de Lavras”

and had as the main objective to check the effect of the
fungicide Benomyl on the multiplication of rootstock Citrus sunki
Hort. ex Tan. The second objective was to verify the behaviour of
that rootstock during acclimatization.

In order to achieve the first objective, two experiments
were undertaken, where the statistical design utilized was
completely randomized and the parameters evaluated were: total
number of shootings and number of shootings greater than or equal
to lcm.

In the first experiment, doses of 0,0; 1,0; 2,0 and 3,0mg/L
of BAP combined in a factorial scheme with 0, 50, 100 and 150mg/L
of Benomyl were utilized. Through the obtained data in that
experiment, it was found that Benomyl has the effect similar to
cytokinin where the maximum degree of sproutings greater or equal
to 1,0cm occured at about 100mg/L of Benomyl, when 1, 2 and 3mg/L
of BAP was utilized. And with Omg/L of BAP, the maximum point for
sprouting ocurred by using 150mg/L of Benomyl in a linear trend,

which suggested the second experiment to evaluate the possibility
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to raise the dose of Benomyl with the purpose of increasing the
sprouting number.

In the second experiment, doses of 0, 100, 200, 300 400mg/L
of Benomyl were applied and significance was supported by
achieving the maximum point for sprouting at about 240mg/L of
Benomyl for the variables assessed.

For acclimatization, a experiment was undertaken where the
incubation was tested, in doses of IBA (0, 20, 40 and 60mg/L) at
12, 24, 48 and 96 hours, in a completely randomized design, where
the number of surviving plants, number of rooted plants and
weight of root dry matter were evaluated. And the data obtained
showed a rooting index of 100%, index of surviving plants of
94,92% and for weight of root dry matter, the data obtained
allowed to conclude that it is necessary to incubate plants for

60 hours in water to obtain a higher weight of root dry matter.
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