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RESUMO 
 
SILVA JÚNIOR, A. Obtenção de plantas autotetraplóides de variedades de porta-enxertos 
de citros. 2008. 99 f. Dissertação (Mestrado) – Centro de Energia Nuclear na Agricultura, 
Universidade de São Paulo, Piracicaba, 2008. 
 
 
A citricultura brasileira destaca-se como a de maior expressão em nível mundial, com cerca de 

27,9% da produção mundial de laranjas e 59% da produção global de suco concentrado 

congelado de laranja. No entanto, apresenta uma vulnerabilidade que é o predomínio de uma 

única espécie de porta-enxerto, o limão 'Cravo', com aproximadamente 85% das plantas cítricas 

plantadas sobre ele. Assim, uma maior diversificação dos porta-enxertos é necessária mas isto 

depende também da obtenção e da disponibilização de variedades superiores ao limão ‘Cravo’. O 

porta-enxerto é de fundamental importância na formação da muda cítrica, visto que ele interfere 

em vários aspectos da planta enxertada, dentre eles o vigor da copa e o tamanho das plantas. 

Atualmente, devido ao surgimento de novas doenças e a necessidade de maximização dos 

recursos alocados na propriedade citrícola, tem sido utilizado o plantio de pomares mais 

adensados, com consequentemente aumento no interesse da produção de plantas com menor 

porte. Uma das possibilidades de se obter plantas de porte baixo é por meio do uso de porta-

enxertos ananicantes ou semi-ananicantes, sendo que alguns autores já verificaram que plantas 

autotetraplóides, quando usadas como porta-enxertos, induzem à formação de plantas de porte 

baixo. O objetivo inicial deste trabalho foi obter e identificar plantas autopoliplóides de limão 

‘Cravo’, tangerinas ‘Cleópatra’ e ‘Sunki’, utilizando-se o método de cultivo in vitro de segmentos 

de epicótilo temporariamente em meio de cultura contendo colchicina, seguido de regeneração 

das brotações em meio sem o alcalóide. A colchicina causou toxidez aos explantes, nos diversos 

tempos de cultivo e concentrações testadas. Várias plantas foram obtidas e dentre estas, 27 foram 

selecionadas por possuir características morfológicas semelhantes à plantas poliplóides. A seguir, 

foram realizados experimentos com seis plantas selecionadas (duas de cada espécie) visando 

confirmar a ploidia e a origem nucelar, além de caracterizar a morfologia das folhas, a densidade 

estomática e alguns parâmetros fisiológicos. Dentre as seis plantas, apenas quatro foram 

confirmadas como sendo autotetraplóides pelo método de citometria de fluxo. Estas, geralmente 

apresentaram folhas com comprimento significativamente menor, maior espessura do limbo foliar 

e menor densidade estomática nas folhas. Todas as seis plantas apresentaram alguma modificação 
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em parâmetros fisiológicos, mas ainda não se pode determinar se estas modificações poderão 

afetar as taxas de crescimento. 

 

Palavras-chave: citros, autotetraplóide, porta-enxerto, cultura de tecido, colchicina. 
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ABSTRACT 
 
SILVA JÚNIOR, A. Obtention of autotetraploids plants of varieties of rootstocks of Citrus. 
2008. 99 f. Dissertation (Master) – Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de 
São Paulo, Piracicaba, 2008. 
 
The Brazilian citriculture stands out as the greatest expression worldwide, with about 27.9% of 

world production of oranges and 59% of global production of frozen orange juice concentrate. 

However, it presents a vulnerability that is the predominance of a single species of rootstock, the 

'Cravo' lemon, with approximately 85% of citrus planted on it. Thus, greater diversification of 

rootstocks is necessary, which  also depends on obtaining and  provision of superior kind of 

lemon ’Cravo’.  The rootstock is of fundamental importance in shaping the citrus scion, since it 

interferes with various aspects of graft, such as the vigour of the graft and plant size. Currently, 

due the appearance of new diseases and the need to maximize resources allocated in the citrus 

farm,  more dense citrus orchards have been used,  increasing the interest in the production of 

smaller plants. One of the possibilities of obtaining plants of small size is through the use of 

dwarf or semi-dwarf rootstocks, and some authors have found that plants autotetraploids, when 

used as rootstock, induce the formation of small-sized plants. The initial objective of this study 

was to obtain and identify plants autopoliploids of 'Cravo' lemon, 'Cleopatra' and 'Sunki' 

tangerines, using the method of in vitro culture of segments of epicotyl temporarily in the culture 

medium containing colchicine, followed by shoots regeneration in medium without the alkaloid. 

The colchicine caused toxicity in explants, at the different times of cultivation and concentrations 

tested. Several plants were obtained and among these, 27 were selected for morphological 

characteristics similar to polyploid plants. Afterwards, trials were conducted  with six selected 

plants (two of each kind) to confirm the nucelar ploidy origin, and to characterize the 

morphology of the leaves, stomatal density and some physiological parameters. Among the six 

plants, only four were confirmed as autotetraploids by method of flow cytometry. These, 

generally presented  leaves with small length, greater  thickness of the leaf lamina and lower 

stomatal density in leaves. All six plants showed some change in physiological parameters, but 

data could not determine whether these changes could affect the plants growth rates. 

 

Keywords: citrus, autotetraploid, rootstock, tissue culture, colchicine 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A citricultura brasileira destaca-se como a de maior expressão em nível mundial, com 

uma população de plantas da ordem de 270 milhões, distribuída em todos os Estados do País, 

numa área superior a 900 mil ha. A maior parte, cerca de 800 mil ha, é ocupada por laranjeiras 

doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. Com 30% da produção mundial de laranjeiras doces e 59% 

da produção global de suco concentrado congelado de laranja, o sistema agroindustrial citrícola 

nacional movimenta aproximadamente R$ 9 bilhões anuais, gerando em torno de 400 mil 

empregos diretos e indiretos (NEVES; JANK, 2008).  

Limitações devido à presença de alta heterozigosidade, esterilidade de pólen e óvulos, 

incompatibilidade sexual, sementes poliembriônicas, baixo vigor de híbridos sexuais e fase 

juvenil longa dificultam e, às vezes, até impedem o melhoramento de porta-enxertos de citros via 

cruzamentos controlados (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).  

Atualmente pode-se observar uma vulnerabilidade muito grande do parque citrícola 

brasileiro devido ao predomínio do limão 'Cravo' (C. limonia Osbeck) como porta-enxerto, pois 

cerca de 85% das plantas cítricas estão plantadas sobre este porta-enxerto, tornando urgente 

iniciar um programa de diversificação de porta-enxertos. Essa condição de risco é crítica em 

razão do surgimento de diversas doenças que têm limitado a cultura dos citros. Como exemplo 

pode ser citado o aparecimento da ‘Morte Súbita dos Citros’ (MSC), nas regiões norte do Estado 

de São Paulo e sul do triângulo mineiro, doença esta que ataca plantas cítricas plantadas sobre o 

limão 'Cravo' (SOARES FILHO et al., 2007).  

Esta pressão exercida pelas novas doenças e pragas, associada à necessidade da 

maximização dos recursos alocados, dentre eles o uso mais intensivo das áreas agricultáveis 
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disponíveis e as reduções de custos de produção, ocasionou o surgimento de uma nova tendência 

da citricultura Brasileira, a opção por plantios de pomares mais adensados (POMPEU JUNIOR, 

2001). O cultivo em pomares adensados requer a utilização de plantas com menor porte mas 

mantendo uma alta eficiência produtiva, sob pena de ocorrer a necessidade da utilização 

periódica de podas. Uma das possibilidades de se produzir plantas com menor porte é com o uso 

de porta-enxertos ananicantes ou semi-ananicantes (POMPEU JUNIOR, 2001). 

O cultivo de plantas cítricas de porte menor resulta em vantagens, sendo que as principais 

são o aumento da eficiência de inspeção e de controle de pragas e doenças (pela melhor aplicação 

de defensivos) e a redução dos custos de colheita e, conseqüentemente, de produção (POMPEU 

JUNIOR, 2001). 

No entanto, para a diversificação do uso de porta-enxertos de citros no Brasil é necessária 

a obtenção e a disponibilização de materiais (variedades) agronomicamente semelhantes ou 

superiores ao limão ‘Cravo’, sem o que não será observada a adoção destas novas variedades. 

Devido a estes fatos citados, justifica-se realizar trabalhos de melhoramento de variedades 

de porta-enxerto de citros no Brasil com o objetivo de se obter variedades com características 

superiores, o que poderá resultar na diversificação de porta-enxertos. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Aspectos gerais do gênero Citrus 

 

O gênero Citrus e outros gêneros relacionados à subfamília Aurantioideae, família 

Rutaceae, são nativos da região sudeste do continente asiático (SWINGLE; REECE, 1967; 

SOOST; CAMERON, 1975). O número básico de cromossomos é x = 9, sendo a diploidia (2n = 

2x = 18) a sua condição mais freqüente (MOREIRA; PIO, 1991).  

As plantas deste gênero geralmente apresentam plantas de porte médio 

(arbóreo/arbustivo), flores brancas e aromáticas e frutos contendo vesículas preenchidas por um 

suco de grande interesse comercial (ARAÚJO et al., 2005).  

As espécies do gênero Citrus geralmente reproduzem-se sexuadamente, por meio de 

autopolinização e fecundação cruzada, e assexuadamente, por meio de apomixia nucelar 

(MACHADO et al., 2005). 

 

2.2  Aspectos econômicos dos citros 

 

A produção mundial de citros em 2006 foi de aproximadamente 108 milhões de toneladas, 

sendo o Brasil responsável por 27,9% da produção mundial de laranja. O Estado de São Paulo é 

atualmente o maior produtor Brasileiro de laranja, produzindo 18 milhões de toneladas de que 

corresponde 80,4% da produção total de laranja do país (FAO, 2008).  

O sistema agroindustrial citrícola movimenta R$ 9 bilhões por ano e gera mais de 400 mil 

empregos diretos e indiretos. Inovações em pesquisa, tecnologia e logística estão na base da 

eficiência e liderança do Brasil. O país exportou em 2006, US$ 1,5 bilhão em suco de laranja, o 
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que representa a fatia de 82% do mercado mundial, cujo consumo cresce a taxa de 2% a 4% ao 

ano (NEVES et al., 2007). 

Nos últimos anos, a citricultura no Estado de São Paulo apresentou notável 

desenvolvimento graças à adoção de novas tecnologias na condução dos pomares, pela utilização 

de mudas de melhor qualidade e de novos materiais genéticos, resultando assim em maiores 

índices de produtividade. Atualmente, a produção de citros está localizada em praticamente todo 

o Estado, desde o sul até o norte, que junto com a região do triângulo mineiro, formam o 

“cinturão citrícola”. Nas regiões norte e noroeste do Estado de SP concentram-se a maior 

produção, com 45% do total, mas com tendência para a perda de participação, dadas as fortes 

pressões de doenças e da concorrência com a cultura da cana-de-açúcar (NEVES; LOPES, 2005). 

Entre 2001 e 2005, a área de laranja na região sudeste foi reduzida em 2%, e em 9% na 

região norte. O deslocamento da citricultura para a região sudoeste é uma alternativa encontrada 

para reduzir a pressão de doenças como a MSC e clorose variegada dos citros (CVC), cuja 

proliferação tornou o controle fitossanitário oneroso e dependente da alta tecnologia ou, em 

última instância, causando danos irreversíveis, como a erradicação de pomares. Outra doença 

mais recente, o huanglongbing (HLB), já se espalhou por mais de 105 municípios paulistas, três 

anos após a descoberta dos primeiros focos no município de Araraquara (SP), o que representa 

um quarto do cinturão citrícola (NEVES et al., 2007). 

Desde 2000, a área plantada permaneceu praticamente a mesma no Estado de São Paulo, 

ao contrário da produtividade, que nos últimos seis anos cresceu 21%. Os pomares mais novos 

são os grandes responsáveis por este ganho de produtividade, em função dos seguintes fatores: 

maior densidade de plantio por área, variedades mais produtivas, rígido controle fitossanitário, 

tratos culturais mais adequados e uso de irrigação nos pomares (cerca de 15% de toda área 
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citrícola), sendo que este último fator também contribuiu para uma menor variação entre as safras 

(NEVES et al., 2007). 

 

2.3 Variedades de porta-enxerto de citros 

 

As plantas cítricas podem ser multiplicadas por sementes (via sexual), por estaquia e 

enxertia (via assexual), sendo que a forma mais utilizada comercialmente no Brasil é a enxertia 

(CARVALHO et al., 2005). 

O porta-enxerto é de fundamental importância na formação da muda cítrica, visto que ele 

pode interferir no desenvolvimento e vigor da copa, na precocidade de produção, na quantidade e 

na qualidade da produção, no período de maturação dos frutos, na resistência à pragas e doenças, 

na capacidade de adaptação da planta às condições edafoclimáticas desfavoráveis, preservando as 

características fundamentais das copas desejadas, dentre outras (POMPEU JUNIOR, 2005). Para 

Wutscher (1991), são quatro as razões principais para o uso de plantas cítricas enxertadas: a) 

obter plantas com frutificação precoce ou a supressão de juvenilidade; b) obter plantas de 

tamanho uniforme; c) facilitar o controle da produção e da qualidade de fruto e d) manter a 

tolerância aos fatores bióticos e abióticos. 

O vigor da copa e consequentemente o tamanho das plantas cítricas, estão relacionados 

diretamente ao porta-enxerto utilizado. No passado, buscava-se porta-enxertos que propiciassem 

maior tamanho de copa e, desta forma, maior produtividade por planta. No entanto, o surgimento 

das novas tendências da citricultura, incluindo a opção por plantios mais adensados, causou o 

aparecimento de uma nova demanda, a busca de porta-enxertos que produzam plantas com menor 

porte, mas mantendo uma alta eficiência produtiva (POMPEU JUNIOR, 2001). 
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Uma das possibilidades de se obter plantas de porte baixo é por meio do uso de porta-

enxertos ananicantes ou semi-ananicantes, sendo que algumas seleções ou híbridos de trifoliatas 

apresentam esta característica naturalmente (POMPEU JUNIOR, 2001).  

Lee (1990), observou que plantas autotetraplóides de citros, quando usadas como porta-

enxertos, também induziam a formação de plantas anãs ou semi-anãs. O mesmo fato foi 

observado por Grosser et al. (2000) e Grosser; Gmitter Júnior (2005), mas em estudos com 

plantas híbridas somáticas alotetraplóides. 

Plantas cítricas com menor porte também podem ser obtidas utilizando-se a técnica de 

inoculação com viróides ananicantes. A indução de porte baixo em plantas cítricas, pela ação de 

agentes transmissíveis, foi inicialmente observada na Austrália (ROISTACHER, 1994). Em 

vários casos, os pesquisadores concluíram que o agente transmissor era o VEC (Viróide do 

exocorte do citros). Desde então, a indução de porte baixo por estes agentes já foi relatada em 

vários países (POLIZZI et al., 1994; PÉREZ et al., 1994; SEMANCIK et al., 2002; COHEN, 

1974; STUCHI et al., 1998; VERNIÈRE et al., 2004, 2006; STUCHI et al., 2007) e 

comercialmente recomendada na Austrália e Israel (ASHKENAZITA; OREN, 1989; BAR-

JOSEPH, 1993; BROADBENT et al., 1994).  

No entanto, existem algumas restrições para a utilização desta técnica. As principais 

seriam a indução de maior susceptibilidade das frutas ao armazenamento ao frio, uma potencial 

redução da produtividade por planta; a falta de conhecimento sobre a patogenicidade dos viróides 

em outras variedades cítricas; a possível associação de viróides com doenças ainda não 

identificadas, o risco da distribuição a outras culturas, de viróides com potencial mais destrutivo 

(ROISTACHER, 1994); e a distribuição dos viróides em outros pomares devido à transmissão 

mecânica por meio de podas e colheitas (BARBOSA et al., 2005). 



 21 

No Brasil Stuchi et al. (2007), avaliaram vários isolados de viróides do exocorte 

inoculados em plantas de pomeleiro e observaram reduções drásticas no tamanho das plantas e na 

produção média por planta, mas não na eficiência produtiva por volume de copa e nem na 

qualidade dos frutos.  

Podas mecânicas ou manuais também podem ser utilizadas para o controle do tamanho de 

plantas cítricas e para melhorar a qualidade de frutos, mas os seus efeitos na produtividade das 

plantas são inconsistentes. Vários trabalhos demonstraram a ocorrência de perdas de 

produtividade no primeiro ano ou nas primeiras safras após a realização da poda, seguido de 

aumento nos anos subseqüentes (FUCIK, 1977; BEVINGTON; BACON, 1976; WHITNEY et 

al., 1983; MORALES et al., 2000). No entanto, outros autores relataram ter realizado podas sem 

a perda de produção mesmo na primeira safra (IWAGAKI, 1981; RACITI et al., 1981; EL-

ZEFTAWI, 1976). 

Além da questão envolvendo a perda de produção após a realização da poda, outras 

desvantagens do uso das podas são: o aumento nos custos anuais de produção e a necessidade de 

maiores investimentos para a aquisição de maquinário apropriado. Isto sem falar da elevação da 

quantidade de brotos vegetativos, emitidos pelas plantas após sofrerem podas mais drásticas. 

Segundo Pompeu Junior (2001), plantas cítricas de menor altura permitem maior 

eficiência nas inspeções sanitárias e na aplicação de defensivos, o que resulta na redução de 

custos e numa menor agressão ao meio ambiente. Outras vantagens seriam a maior facilidade e 

segurança na colheita dos frutos, o que também resulta em menores custos de produção 

(POMPEU JUNIOR, 2001). 

O porta-enxerto de citros mais utilizado nos plantios comerciais brasileiros é o limão 

‘Cravo’, em virtude de suas boas qualidades agronômicas. A evolução do número de plantas de 

variedades de porta-enxertos produzidas nos viveiros de São Paulo nos anos de 2000 a 2003 
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demonstrou um incremento no seu uso até o ano de 2002 (2000 - 28,5% do total; 2001 - 60,5% e 

2002 – 76,8%). A partir do ano de 2003, observou-se uma redução drástica, caindo para 48,4% 

do total e um incremento no uso da tangerina ‘Cleópatra’ e do citrumelo ‘Swingle’ (NEVES; 

LOPES, 2005), possivelmente devido ao fato de se acreditar que estes dois porta-enxertos são 

tolerantes à Morte Súbita dos Citros (MSC) (BASSANEZI et al., 2003). 

Como porta-enxerto, o limão ‘Cravo’ apresenta precocidade na formação das mudas, 

compatibilidade com todas as variedades de copa, alta produção, resistência à seca e tolerância à 

tristeza. No entanto, apresenta alta suscetibilidade ao declínio e à MSC, o que tem causado a 

eliminação de milhões de plantas cítricas por ano no Brasil (POMPEU JUNIOR, 2005). De 

acordo com Pompeu Junior (1991), as plantas de citros enxertadas sobre o limão ‘Cravo’ 

apresentam tamanho mediano, o que resulta em maiores custos para a realização dos tratos 

culturais e para a colheita manual de frutos, em comparação com as trifoliatas, por exemplo, que 

geralmente são menores. 

A tangerina ‘Cleópatra’ é uma das tangerinas mais estudadas em todo o mundo e, no 

Brasil, vem sendo utilizada a mais de 50 anos como porta-enxerto com relativo sucesso. 

Apresenta tolerância aos vírus da tristeza, do exocorte, da xiloporose, ao declínio e à MSC, bem 

como apresenta média resistência à gomose de Phytophthora. No entanto, não é resistente ao 

nematóide dos citros e apresenta outras limitações, tais como: apresentar início de produção mais 

tardiamente do que plantas enxertadas sobre limão ‘Cravo’ e citrumelo ‘Swingle’, produzir 

plantas com porte mais elevado e maior suscetibilidade à seca. Com relação à produtividade, 

quando plantada em solos argilosos, induz produções de frutos próximas ou superiores às obtidas 

sobre o limão ‘Cravo’ (POMPEU JUNIOR, 1991, 2005). 

A presença no Brasil da tangerina ‘Sunki’ como porta-enxerto de citros, começou a ser 

registrada em 1985, quando participou de 0,2% das mudas presentes nos viveiros, motivada pela 
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sua resistência ao declínio e por induzir produções de frutos geralmente superiores às 

proporcionadas pela tangerina ‘Cleópatra’. A constatação de que as plantas enxertadas sobre este 

porta-enxerto não são afetadas pela MSC fez com que a sua presença nos viveiros aumentasse 

para 5,1%, em 2002 e 7,1%, em 2003 (POMPEU JUNIOR, 2005). A Sunki também é tolerante 

ao vírus da tristeza e a xiloporose, porém intolerante à exocorte. Produz plantas com o porte 

elevado, é suscetível à gomose de Phytophthora, à seca e ao frio. Porém, é tolerante ao declínio e 

a MSC (POMPEU JUNIOR, 2005). 

Pode-se supor que o uso generalizado de apenas uma variedade de porta-enxerto para as 

mais diversas copas e tipos de solos e climas, como ocorre com o limão ‘Cravo’ no Brasil, não 

atenda adequadamente as necessidades de todas as variedades de copa, impedindo que estas 

manifestem todo o seu potencial produtivo. Além disso, o uso generalizado de apenas poucos 

porta-enxertos coloca a citricultura brasileira à mercê do surgimento de novas doenças que 

podem ocasionar danos severos. Como exemplo, pode ser citada a Morte Súbita dos Citros 

(MSC), doença que ataca algumas combinações de copa/porta-enxerto de citros suscetíveis e 

manifesta sintomas de amarelecimento na região logo abaixo da enxertia. A MSC representa uma 

ameaça potencial para a citricultura em todo país, uma vez que afeta todas as variedades 

comerciais de laranja doce, tangerina ‘Cravo’ e ‘Ponkan’, enxertadas sobre limão ‘Cravo’ e, até o 

momento, não são conhecidos clones de limão ‘Cravo’ resistentes ou tolerantes (BASSANEZI et 

al., 2003). 

Em resumo, a diversificação do uso de porta-enxertos de citros no Brasil, passa, 

necessariamente, pela obtenção e disponibilização de materiais (variedades) semelhantes ou 

superiores ao limão ‘Cravo’, sem o que os produtores não demonstrarão interesse na sua 

substituição. 
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2.4 Melhoramento Genético de Citros 

 

Os relatos indicam que os primeiros programas de melhoramento de citros foram 

realizados no Estado da Flórida (EUA), por Swingle e Webber, a partir de 1893 (DAVIES; 

ALBRIGO, 1994).  

O melhoramento genético de citros tem sido utilizado de forma eficiente na busca de 

soluções para resolver ou minimizar problemas agronômicos e fitossanitários. Nestes trabalhos, 

buscam-se novas variedades contendo características desejáveis tais como: plantas com maior 

produção e produtividade, maior tolerância e/ou resistência à pragas e doenças, plantas com 

menor porte, características morfológicas e de qualidade nutricional adequadas de plantas, frutos 

e de seus produtos (sucos, óleos, pectina etc...), dentre outras (MACHADO et al., 2005). 

Os programas de melhoramento genético em citros podem ser divididos em duas 

categorias, em função dos objetivos: melhoramento de variedades de copa e de variedades de 

porta-enxerto (POMPEU JUNIOR, 1991). 

Os programas de melhoramento de variedades de porta-enxerto dão maior ênfase a 

tolerância à doenças tais como: gomose de Phytophthora, CTV (Vírus da tristeza dos citros), 

declínio e nematóides; tolerância a vários fatores abióticos, tais como: baixas temperaturas, 

salinidade do solo, estresse hídrico e encharcamento, bem como características horticulturais 

desejáveis das plantas matrizes e das plantas cítricas resultantes da propagação das matrizes 

(plantas comerciais).  

As plantas matrizes de porta-enxertos, as doadoras das sementes para a produção 

comercial, devem possuir fácil propagação, produzir grande quantidade de frutos, contendo 

grande quantidade de sementes por frutos, sementes com altas taxa de poliembrionia e bom vigor 

germinativo, resultando em plantas com grande vigor no viveiro. Já as plantas comerciais de 
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porta-enxertos, obtidas das plantas matrizes, devem possuir compatibilidade com a maioria das 

variedades de copa, induzir a precocidade de início de produção, boa produção, bem como 

induzir a produção de plantas com vigor reduzido, para facilitar a implementação e a condução de 

pomares adensados (POMPEU JUNIOR, 1991; POMPEU JUNIOR, 2005). 

Em Citros, o melhoramento genético via cruzamentos controlados apresenta uma série de 

entraves que dificultam a sua aplicação. Dentre todas citam-se principalmente a poliembrionia, a 

alta heterozigosidade, auto-incompatibilidade, esterilidade e longo período de juvenilidade 

(GROSSER et al., 1990; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990), o que torna os programas de 

melhoramento tradicionais custosos e de longa duração. Em decorrência disto, fica claro que 

novas técnicas, principalmente biotecnológicas, podem e devem ser utilizadas, para que os 

avanços ocorram mais rapidamente (ALMEIDA, 2002). 

 

2.5 Poliploidia em plantas 

 

A poliploidia pode ser definida pelo aumento no número de conjuntos cromossômicos ou 

genomas de uma espécie, sendo denominadas como poliplóides àquelas plantas com três ou mais 

conjuntos cromossômicos completos. A poliploidia pode ser distinguida em autopoliploidia e 

alopoliploidia. A autopoliploidia consiste na duplicação do número de cromossomos da própria 

espécie, de modo que a mesma passa a ter 3, 4, 5, 6 ou mais cópias do mesmo conjunto básico de 

cromossomos. Já a alopoliploidia, é resultante do cruzamento de duas espécies distintas, onde 

posteriormente o número de cromossomos é duplicado, resultando na obtenção de indivíduos 

com dois ou mais genomas distintos duplicados, provenientes de diferentes espécies (WRIGHT, 

1976).  
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Por essa razão, os alopoliplóides geralmente exibem combinações de características dos 

dois parentais, podendo ser mais semelhantes a um dos pais, caso ocorra dominância, sendo 

difícil determinar em que nível de extensão as diferenças quantitativas e qualitativas observadas 

são um reflexo de mecanismos genéticos ou da poliploidia em si. Sendo assim, os efeitos da 

poliploidização podem ser melhor avaliados em plantas autotetraplóides (SWANSON, 1957). 

Cerca de 80% das angiospermas são poliplóides, evidenciando que a poliploidia tem um 

papel relevante na evolução de plantas superiores (LEITCH; BENNET, 1997).  

A poliploidia normalmente resulta em um aumento no tamanho das células, de acordo 

com Anderson (1972), observando-se que células tetraplóides, geralmente têm um volume duas 

vezes superior e o comprimento ou a largura, 20% a 25% maiores do que o de células diplóides. 

Estes aumentos no tamanho das células podem ser mais facilmente detectados nas células-guarda 

dos estômatos (WRIGHT, 1976). Há evidências, porém, indicativas de que o tamanho de células, 

tecidos e órgãos nem sempre acompanham o nível de ploidia, nem é igual para todas as estruturas 

(MEDRI et al., 1980).  

Em plantas, a poliploidia também pode induzir a um desenvolvimento fisiológico mais 

lento, em comparação com plantas diplóides (SWANSON, 1957; WRIGHT, 1976).  

Células poliplóides vegetais podem surgir espontaneamente pela duplicação de células 

somáticas, que pode ocorrer em qualquer tecido ou pela fusão de gametas citologicamente não-

reduzidos, durante a fase sexuada das plantas (DE WET, 1971).  

Apesar das discussões ocorridas desde o início do século XX, hoje se aceita que a origem 

espontânea de plantas poliplóides na natureza é devida principalmente pela união de gametas 

não-reduzidos, ao invés da duplicação somática ou, quando isso eventualmente ocorre, é 

considerado como um evento raro e isolado. Casos documentados do surgimento de poliplóides 

somáticos são raros (SCHIFINO-WITTMANN, 2004). 
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De acordo com Simioni (2004), foi Winge, em 1917, quem formulou a primeira teoria 

sobre este assunto. Winge afirmou que os cromossomos de uma célula zigótica híbrida são quem 

sofrem a duplicação, dando origem a uma célula poliplóide. Com o passar do tempo, a idéia de 

que os poliplóides naturais surgiram pela união de gametas não-reduzidos passou a ser mais 

amplamente aceita, sendo atualmente consenso entre os pesquisadores.  

Segundo Simioni (2004), o esperado é que as plantas poliplóides sejam superiores as 

plantas diplóides numa série de características. A razão para tal fato é que, como as 

características adaptativas são controladas por numerosos genes que estão distribuídos em vários 

cromossomos. No processo da evolução dos poliplóides, o efeito da poliploidia em mutações 

individuais pode ter pequenas conseqüências, mas coletivamente, pode dar lugar a características 

diferentes que estão sob controle de múltiplos genes. Além disso, o aumento do nível de 

poliploidia pode se constituir numa vantagem adaptativa porque pode mascarar os efeitos de 

mutações deletérias, já que os poliplóides em geral têm um efeito tamponante sobre estas 

mutações, que seriam silenciadas devido ao maior número de genomas.  

Uma outra possibilidade de se obter plantas poliplóides é por meio da indução artificial de 

poliploidia, com uso de colchicina ou de outros agentes poliploidizantes como a oryzalina ou o 

ácido nitroso (SCHIFINO-WITTMANN, 2004). 

 

2.6 Obtenção de poliplóides em citros 

 

A habilidade de porta-enxertos tetraplóides citros de produzir plantas anãs foi descrita por 

Lee (1990), que avaliaram como porta-enxertos várias plantas autotetraplóides de diversas 

espécies de Citrus e de Poncirus trifoliata. 
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O mesmo fato foi observado por Grosser et al. (2000), Grosser e Gmitter Junior (2005), 

que avaliaram vários híbridos somáticos tetraplóides diferentes como porta-enxertos. Nestes 

experimentos verificou-se que alguns híbridos somáticos produziram árvores tão pequenas como 

o P. trifoliata cv. Flying dragon, mas com maior produção por planta. Em outras combinações 

híbridas, as plantas eram iguais em tamanho ou ligeiramente maiores, mas com produções 

também superiores (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005). 

Wu et al. (2005), no entanto, observaram que plantas alotetraplóides de citros possuíam 

um crescimento muito mais vigoroso do que plantas autotetraplóides com mesma idade. Segundo 

estes autores, tal fato deve estar associado à ocorrência de maior número de divisões celulares 

regulares nas plantas alotetraplóides, o que resultou no maior crescimento. 

Segundo Soost e Cameron (1975), a maioria das plantas de citros tetraplóides foram 

obtidas por meio de poliploidização espontânea, em populações de seedlings cultivados para 

outros fins. Geralmente, a freqüência de surgimento de plantas tetraploídes nestas populações 

variava entre 0,2% e 3% (SOOST, 1987; LEE et al., 1988). Além desta baixa freqüência, as 

plantas nucelares tetraplóides obtidas por este método apresentavam juvenilidade, como seria 

esperado, demorando entre 5 e 10 anos para produzir frutos. 

A colchicina, uma droga alcalóide extraída do açafrão e que tem a capacidade de inibir a 

formação do fuso mitótico em células, tem sido usada em experimentos de indução artificial de 

poliploidia, em células e tecidos vegetais, de diversas espécies (GRIFFITHS et al., 2002). 

Ramos e plantas autotetraplóides em citros podem ser obtidas por meio do tratamento de 

ramos ou borbulhas com colchicina (por imersão), seguido de enxertia, como foi o trabalho de 

Barret (1974). Já Wakana et al. (2005), utilizaram ramos de um ano de idade para o tratamento 

com colchicina, mas com sobreenxertia em plantas velhas, para adiantar o período de 

florescimento e frutificação. Os problemas relacionados com estes métodos estão na baixa 



 29 

eficiência da penetração do alcalóide nos tecidos, o que resulta numa baixa freqüência de 

obtenção de plantas poliplóides, além de uma alta freqüência de plantas contendo quimeras 

setoriais, que são instáveis. Sendo assim, vários ciclos de propagação vegetativa podem ser 

necessários para eliminar o quimerismo e obter plantas poliplóides estáveis (PEI, 1985). 

A obtenção de plantas autotetraplóides em citros também pode ser conseguida 

associando-se à cultura de tecidos. Gmitter Junior e Ling (1991), obtiveram plantas 

autotetraplóides por meio do cultivo de óvulos não desenvolvidos em meio contendo 0,01% e 

0,1% de colchicina. Já Wu e Mooney (2002), conseguiram obter sucesso cultivando calos em 

meio contendo 0,05% e 0,1% de colchicina (durante oito semanas), seguido de regeneração de 

plantas. Em todos estes trabalhos, a via de regeneração de plantas foi por meio de embriogênese 

somática. 

É possível obter plantas poliplóides e evitar o quimerismo, utilizando-se do tratamento de 

células isoladas (protoplastos) com colchicina (YANG et al., 2006), ou pelo tratamento de 

explantes multicelulares, seguido de regeneração direta a partir de uma ou poucas células do 

explante (LATADO et al., 2007). Latado et al. (2007), relataram ter cultivado in vitro segmentos 

de epicótilo de laranja ‘Pêra-de-abril’ e tangor ‘Murcote’ na presença de colchicina, seguido da 

indução de regeneração de brotações adventícias via organogênese. Como resultados foram 

obtidas várias plantas autotetraplóides não-quiméricas. 

A comprovação de que a organogênese in vitro em citros a partir de segmentos de 

epicótilo tem origem a partir de uma ou poucas células foi relatada por Almeida (2002), que 

realizou um estudo em laranja ‘Valência’ e concluiu que a organogênese ocorria de forma direta, 

com as brotações adventícias originando-se de células meristemáticas da zona cambial do 

explante. 
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Para os citros, a vantagem da obtenção de plantas autotetraplóides completas (não-

quiméricas) utilizando-se a técnica de cultivo in vitro de explantes em meio contendo colchicina 

é que não demanda a realização de procedimentos posteriores para ampliação e estabilização de 

setores quiméricos. No entanto, apresenta como desvantagem o fato das plantas obtidas serem 

originadas de tecidos juvenis, o que resultará num maior tempo para início da fase de frutificação 

(média de 5 a 10 anos) (LATADO et al., 2007). 

Outra técnica já bastante utilizada para se produzir plantas tetraplóides em citros é a 

hibridação somática, que tem a vantagem de poder obter plantas auto ou alotetraplóides, usando 

uma variedade única (híbridos autotetraplóides) ou pela combinação de duas variedades ou 

espécies distintas (híbridos alotetraplóides) (MENDES et al., 2001; CARVALHO-COSTA et al., 

2003; CALIXTO et al., 2004). 

 

2.7  Identificação e caracterização de plantas poliplóides de citros 

 

Quanto ao método utilizado para confirmar a ploidia das plantas autotetraplóides de 

citros, Gmitter e Ling (1991) e Wakana et al. (2005) utilizaram a contagem de número de 

cromossomos, ao passo que Wu e Mooney (2002), preferiram usar a análise de citometria de 

fluxo para identificar a ploidia das plantas, enquanto que a contagem do número cromossômico 

foi utilizada apenas para confirmar a natureza poliplóide. Neste último estudo, os autores 

afirmaram que o método de citometria de fluxo apresentou rapidez e precisão suficientes para 

distinguir as plantas tetraplóides das diplóides e para identificar uma planta mixoplóide, que 

continha setores tetraplóides e diplóides juntos. 

Uma das formas mais modernas de se verificar a origem nucelar de plantas cítricas, 

obtidas por sementes ou por regeneração in vitro, é com o uso da técnica de marcadores 
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moleculares. Para este objetivo, diferentes marcadores podem ser usados. Dentro de marcadores 

moleculares dominantes e multiloci, há os marcadores RAPD - Random amplified polymorphic 

DNA (WILLIAMS et al., 1990) e AFLPs - Amplified fragment lenght polymorphism (VOS et al., 

1995), que têm como vantagens produzir grande número de bandas por gel e não demandar o 

desenvolvimento prévio de primers específicos para as espécies. Mesmo assim, os RAPD´s tem 

sido cada vez menos utilizados devido aos problemas relacionados a sua baixa reprodutibilidade. 

Uma nova classe de marcadores moleculares dominantes e multiloci são os TRAP´s - 

Target region amplification polymorphism (HU; VICK, 2003). Estes marcadores são baseados 

em PCR e avaliam polimorfismos de DNA próximos de regiões-alvo utilizando dois primers de 

aproximadamente 18 nucleotídeos. Um primer, chamado de fixo, é desenhado a partir de uma 

seqüência expressa, gerada de bancos de dados de EST´s (Expressed Sequence Tag) e um 

segundo primer, o arbitrário, é formado por uma seqüência arbitrária rica em AT ou GC para 

anelar com um intron ou exon. A reação de amplificação por PCR geralmente produz fragmentos 

de aproximadamente 50-900 pb que podem ser separados e visualizados em géis de 

poliacrilamida. 

Esta técnica tem sido utilizada tendo como alvos genes que governam características 

agronômicas de interesse. Por isto, ela apresenta grande potencial para identificação varietal e 

para programas de melhoramento, por agregar as seguintes vantagens: alta reprodutibilidade, 

possuir a simplicidade dos marcadores RAPD e a capacidade de produzir padrão de bandamento 

com grande número de fragmentos, semelhantemente à da técnica de AFLP (HU; VICK, 2003). 

Em várias espécies, a poliploidia está geralmente associada com aumento no volume das 

células do mesófilo (ROMERO-ARANDA et al., 1997), aumento na espessura das folhas 

(BYRNE et al., 1981; MOLIN et al., 1982; ROMERO-ARANDA et al., 1997), na quantidade de 
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enzimas fotossintetizantes e de pigmentos por célula (JOSEPH et al., 1981; MEYERS et al., 

1982; LEECH et al., 1985), comparando-se com plantas diplóides.  

Em citros, também já foi demonstrado que plantas autotetraplóides geralmente 

apresentam folhas com alterações típicas em relação às plantas diplóides. As principais são a 

maior largura e maior espessura do limbo foliar, além de coloração verde mais intensa (WU; 

MOONEY, 2002; WU et al., 2005; WAKANA et al., 2005; LATADO et al., 2007). Também já 

foi observado que a elevação da ploidia em várias espécies de citros resultou em plantas menores, 

com copa mais compacta, produção de frutos mais largos e com maior potencial para tolerância à 

seca, em comparação com os controles diplóides (BARRET, 1992). 

Romero-Aranda et al. (1997), fizeram um extenso estudo sobre as características físicas 

de folhas e a capacidade fotossintética de plantas tetraplóides e de diplóides, de laranja ‘Valência’ 

e de limão ‘Femminello’, em duas condições de irradiância de luz (alta e baixa). Os autores 

citaram que foram observadas diversas alterações nas características físicas das folhas das plantas 

tetraplóides, algumas delas devidas às diferentes irradiâncias, enquanto que outras, somente pela 

ação da maior ploidia. Modificações também foram observadas no conteúdo de clorofila, na 

relação entre clorofilas a e b, assim como na taxa de assimilação de CO2 das plantas tetraplóides, 

causadas por ambos os fatores isoladamente ou em conjunto (ploidia e irradiância). A principal 

conclusão foi a de que o aumento na ploidia das plantas, somente resultaria em aumento da taxa 

fotossintética se causasse também uma redução na resistência à difusão do CO2 ou um aumento 

na capacidade da via bioquímica da fotossíntese, por unidade de área, o que não ocorreu. 

Syvertsen et al. (2000), avaliaram o crescimento de plantas (caule e raízes), relações 

hídricas, concentração de nutrientes nas folhas e parâmetros fisiológicos, de plantas 

autotetraplóides de variedades de copa de citros, sob condições de cultivo em ambiente natural e 

em condições de alta concentração de CO2. As principais conclusões foram de que o ambiente 
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contendo maior concentração de CO2 não possibilitou maiores taxas de fotossíntese e de 

crescimento para plantas tetraplóides. Além disto, a baixa taxa de crescimento de raízes, 

observada nas plantas autotetraplóides, estava correlacionada com uma menor taxa de 

transpiração total das plantas e com a menor concentração de nitrogênio presente nas folhas (para 

mesma área foliar), o que pode ter determinado a característica de menor crescimento das plantas 

autotetraplóides, nos dois ambientes. 

Garcia-Sánchez et al. (2002), compararam alguns parâmetros fisiológicos, taxa de 

crescimento e conteúdo de clorofilas de três híbridos somáticos alotetraplóides de citros com os 

seus respectivos parentais, mas em experimentos de avaliação de tolerância a salinidade do solo. 

Como resultados, os híbridos somáticos não apresentaram características diferenciais nas 

condições do experimento e nem maior tolerância à salinidade. 

A densidade estomática e tamanho de células-guarda de estômatos, de folhas de híbridos 

somáticos tetraplóides de citros e das espécies parentais foram avaliados por Costa et al. (2004). 

Os autores observaram que as plantas tetraplóides apresentavam menor densidade estomática e 

células-guarda dos estômatos com maior tamanho. As mesmas características foram observadas 

por Thao et al. (2003), por meio da avaliação de plantas tetraplóides de Alocasia. 

 

 

3 OBJETIVOS 

 

Os objetivos deste trabalho foram obter, identificar e caracterizar plantas autopoliplóides 

de variedades de porta-enxerto de citros utilizando o método de cultivo in vitro de segmentos de 

epicótilo temporariamente em meio contendo colchicina, seguido de regeneração de brotações em 

meio sem a presença do alcalóide.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Material vegetal 

 

Os experimentos descritos a seguir foram realizados utilizando-se as seguintes variedades 

de porta-enxerto: limão ‘Cravo’ seleção Santa Bárbara, limão ‘Cravo’ seleção Limeira, tangerinas 

‘Cleópatra’ e ‘Sunki’, todas mantidas no Banco Ativo de Germoplasma do Centro APTA Citros 

Sylvio Moreira – IAC. 

 

4.2 Métodos 

 

4.2.1 Obtenção de plantas a partir do cultivo in vitro de segmentos de epicótilo, em meio 

contendo colchicina 

 

O método utilizado para a indução de poliploidia em variedades de citros foi por meio do 

cultivo in vitro de segmentos de epicótilos em meio contendo colchicina, seguido de regeneração 

de brotações adventícias em meio sem a presença do alcalóide. As brotações obtidas foram 

microenxertadas in vitro e posteriormente aclimatizadas ao meio-ambiente. 

 

4.2.1.1 Obtenção de segmentos de epicótilo in vitro 

 

As sementes foram extraídas de frutos maduros, das quatro variedades citadas acima. A 

seguir, as sementes foram lavadas, a mucilagem foi retirada e as mesmas foram secas a 

temperatura ambiente. 
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Inicialmente, retirou-se manualmente a camada mais externa das sementes (testa). A 

esterilização superficial das sementes foi realizada com a imersão em solução de hipoclorito de 

sódio (1% de cloro ativo), durante 20 minutos, seguido da lavagem, por três vezes, em água 

destilada autoclavada. 

Em câmara de fluxo laminar, as sementes foram colocadas em tubos de ensaio contendo 

meio MS semi-sólido (metade da concentração de sais, sem sacarose e vitaminas, acrescido com 

7,0 g L-1 de ágar e o pH, ajustado para 6,0). 

Os tubos foram então colocados em condições de escuro, a 25 ± 1oC, durante 30-45 dias, 

para possibilitar a germinação das sementes e estiolamento das plântulas. 

 

4.2.1.2 Tratamento de explantes em meios contendo diferentes concentrações de colchicina 

e por diversos tempos de cultivo 

 

Para cada variedade, segmentos de epicótilo com 0,5 cm de comprimento, obtidos de 

plantas com 30-45 dias de idade, foram inoculados em placas de Petri contendo diferentes meios 

de cultivo, compostos por diferentes concentrações de colchicina (0,025, 0,05 ou 0,1 % p/v).  

O meio basal utilizado era composto por sais de MT (MURASHIGUE; TUCKER, 1969), 

acrescido de 0,5 g L-1 de extrato de malte, 0,1 g L-1 de mio-inositol, 50 g L-1 de sacarose, 2 mg L-1 

de benzilaminopurina (BAP), 7,0 g L-1 de agar e pH, ajustado para 6,0. 

Aproximadamente 1 g de colchicina foi previamente dissolvida em 5 mL de água 

destilada, que foi filtro-esterilizada com filtro 0,22 µm. Em seguida, a solução esterilizada foi 

acrescida ao meio de cultivo já autoclavado na quantidade necessária para se atingir a 

concentração desejada, antes da distribuição do meio nas placas de Petri.  
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As placas de Petri foram mantidas no escuro e em sala de crescimento (25 ± 1oC), durante 

os períodos de um, dois e três dias. Após este período, os explantes foram transferidos para o 

mesmo meio de cultura sem a presença do alcalóide, para induzir a regeneração de brotações. 

Durante esta fase, as placas foram mantidas sob fotoperíodo de 16 horas de luz (49 µmol m-2 s-1) 

e em sala de crescimento (25 ± 1oC), por 45 dias. 

Para cada variedade e para cada tratamento (concentração e tempo de cultivo em 

colchicina) foram inoculados 60 segmentos de epicótilo, em delineamento inteiramente 

casualizado. O controle experimental foi formado por placas de Petri contendo 60 segmentos de 

epicótilo cultivados em meio sem colchicina, de cada variedade. 

Foram realizados, três experimentos iguais e consecutivos para cada variedade, 

perfazendo um total de 180 segmentos de epicótilo para cada tratamento (concentração e tempo 

de cultivo no meio) e cada variedade. 

A avaliação do efeito tóxico da colchicina nos explantes foi realizada após 45 dias de 

cultivo em meio sem colchicina. Para isto, foram avaliados o número de brotações regeneradas 

por explante e o número de explantes não-responsivos, isto é, explantes que não regeneraram 

nenhuma brotação. Cada explante foi considerado como uma repetição. 

A porcentagem de explantes não-responsivos foi calculada dividindo-se o número de 

explantes não-responsivos, pelo total de explantes inoculados no tratamento. Os dados de número 

de brotações por explante foram transformados pela equação: raiz de (X + 0,5), antes das análises 

estatísticas. 

As análises estatísticas foram realizadas para cada variedade separadamente, de duas 

formas diferentes: 1) análise em delineamento inteiramente casualizado, considerando apenas um 

fator (tratamento), com a realização dos testes F e Tukey, para se comparar as médias dos 
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tratamentos entre si e com a média do controle e 2) análise na forma de delineamento em fatorial 

3 x 3 considerando-se dois fatores: concentração de colchicina e tempo de cultivo, com a 

realização dos mesmos testes estatísticos. O objetivo desta última análise era verificar a 

existência de efeitos de concentração de colchicina, tempo de cultivo e da interação concentração 

x tempo. 

 

4.2.1.3 Microenxertia in vitro 

 

As brotações adventícias regeneradas foram excisadas dos explantes e microenxertadas in 

vitro, em plântulas de citrumelo ‘Swingle’, de forma semelhante ao descrito por Peña et al. 

(1995). 

Estas plantas microenxertadas foram mantidas em sala de crescimento (25 ± 1oC) e 

fotoperíodo de 16 horas de luz (49 µmol m-2 s-1), por 30 a 60 dias. A seguir, as brotações 

desenvolvidas foram enxertadas sobre limão ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck) e mantidas durante 30 

a 60 dias em câmara úmida, numa estufa, para a aclimatização das plantas.  

Na etapa final, as plantas foram transferidas para estufas, sob condições de temperatura e 

umidade relativa não-controladas. 

 

4.2.2 Seleção de plantas poliplóides putativas, em função de características morfológicas 

 

Todas as plantas aclimatizadas e mantidas em estufas, obtidas de experimentos de cultivo 

de segmentos de epicótilo com colchicina, foram avaliadas visualmente, em busca de 

características morfológicas distintas das respectivas plantas-controle de cada variedade.  
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As características utilizadas para a seleção foram: folhas mais espessas, com a presença de 

glândulas de óleo mais protuberantes; folhas com formato diferente e com coloração verde mais 

intensa. A presença de uma ou mais característica, na mesma planta, era um indicativo da 

ocorrência de ploidia alterada e a planta era considerada então, como sendo uma planta poliplóide 

putativa. 

 

4.2.3 Confirmação da ploidia de seis plantas poliplóides putativas por citometria de fluxo 

 

Dentre as plantas selecionadas e consideradas como sendo poliplóides putativas, seis 

tiveram amostras de folhas coletadas e enviadas ao Laboratório de Citogenética e Citometria, da 

Universidade Federal de Viçosa (duas de limão ‘Cravo’, duas de tangerina ‘Cleópatra’ e duas de 

tangerina ‘Sunki’), para identificação da ploidia pelo método de citometria de fluxo. Também 

foram enviadas amostras de plantas-controle de cada uma das espécies. O equipamento utilizado 

nas análises foi o citômetro PAS II-III (Partec Gmbh., Alemanha), equipado com lâmpada HBO 

100 W e filtros kg1, BG 38 e CG 435. 

As amostras eram compostas de três folhas jovens de cada planta. As folhas foram 

coletadas, lavadas em água corrente, acondicionadas em ambiente úmido e fresco (entre 4 e 15ºC) 

até a realização das análises. De cada folha foi obtida uma suspensão nuclear, por meio de corte 

do limbo foliar com lámina de bisturi, na presença de tampão do kit CyStain UV precise T-DAPI 

(Partec Gmbh), que usa o 4-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) como fluorocromo (corante), 

seguindo-se as recomendações do fabricante. 

Em cada amostra (suspensão nuclear), mais de 4.000 núcleos foram avaliados e o 

resultado foi analisado com software específico, nas três repetições de cada planta. As amostras 

cujos coeficientes de variação (cv) se situaram acima de 5% foram descartadas. Os histogramas 
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gerados pelo software foram calibrados para um parâmetro (Side Scatter - SSC) e dimensionados 

com resolução em escala linear com 10 bits (1.024 pixels). 

 

4.2.4 Caracterização morfológica, molecular e fisiológica de seis plantas com ploidia 

identificada 

 

As seis plantas selecionadas com ploidia identificada e as plantas-controle diplóides 

foram propagadas vegetativamente com a produção de cinco mudas enxertadas, cada. O porta-

enxerto utilizado foi o limão ‘Cravo’. 

As mudas foram confeccionadas em sacos contendo 4 Kg de substrato e mantidas em 

viveiro até quatro meses de idade, momento da realização dos experimentos de caracterização 

morfológica, fisiológica e molecular. 

Na Tabela 1 estão descritos os genótipos utilizados nestes experimentos de caracterização 

e as suas respectivas ploidias, estimadas nos experimentos de citometria de fluxo. 

 

Tabela 1 - Genótipos utilizados nos experimentos de caracterização morfológica, fisiológica e 
molecular e os seus respectivos controles diplóides. 

Genótipo Tratamento 
(concentração/tempo em colchicina) 

tangerina ‘Sunki’ controle - 
tangerina ‘Sunki’ planta 1 0,05%/1 dia 
tangerina ‘Sunki’ planta 2 0,05%/ * 
limão ‘Cravo’ controle - 
limão ‘Cravo’ planta 1 0,05%/3dias 
limão ‘Cravo’ planta 2 0,05%/3dias 
tangerina ‘Cleópatra’ controle - 
tangerina ‘Cleópatra’ planta 1 0,025%/1 dia 
tangerina ‘Cleópatra’ planta 2 0,05%/1 dia 

* tempo de tratamento em colchicina desconhecido 
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4.2.4.1  Caracterização morfológica do limbo foliar e do pecíolo de plantas 

 

Este experimento foi realizado com os nove genótipos descritos na Tabela 1, com o uso de 

três plantas propagadas vegetativamente, de cada genótipo. 

A caracterização morfológica destes genótipos foi realizada por meio da avaliação do 

comprimento, largura e espessura do limbo foliar, além do comprimento e largura dos pecíolos, 

de cada uma das três plantas de cada genótipo. Para tal, as medidas foram tomadas com um 

paquímetro digital. A relação entre comprimento e largura (razão C/L) do limbo foliar também 

foi calculada para cada amostra. 

Antes das medições, foram destacadas de cada planta três folhas completamente 

expandidas, geralmente a terceira contada do ápice para base do ramo e em ramos distintos. Estas 

folhas compuseram as amostras a serem avaliadas. 

As análises estatísticas foram realizadas separadamente para cada variedade, na seguinte 

forma. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo sempre três 

tratamentos e nove repetições por tratamento (três folhas por planta e três plantas por genótipo). 

Os dados não foram transformados. Realizou-se primeiramente a análise de variância com o teste 

F, seguido do teste de Tukey, para a comparação entre as médias dos tratamentos. 

 

4.2.4.2 Caracterização da estrutura do limbo foliar, por meio de microscopia 

 

Este experimento foi realizado com os nove genótipos descritos na Tabela 1, com o uso 

apenas uma planta de cada genótipo, as plantas matrizes obtidas nos experimentos de cultura de 

tecidos. 
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Esta caracterização foi realizada a fim de verificar a existência de diferenças na estrutura 

do limbo foliar das plantas poliplóides, em comparação com as plantas do controle. 

Para preparo das amostras, foram coletadas de cada planta, três folhas completamente 

expandidas, geralmente a terceira folha, contada do ápice para base do ramo e em ramos 

distintos. Estas folhas foram lavadas e cortadas em pedaços de 2 mm, na forma retangular. 

As amostras foram fixadas em solução de Karnovsky modificado [glutaraldeído 2%, 

paraformaldeído 2%, cloreto de cálcio 5 mM em tampão de cacodilato de sódio (0,05 M, pH 

7,2)], durante 4 horas, a seguir foram lavadas em tampão de cacodilato 0,1M e posteriormente 

fixadas por 1 hora com tetróxido de ósmio 1%, em tampão de cacodilato de sódio 0,1M. Após 

três lavagens com solução salina 0,9% (NaCl), foram coradas durante toda a noite, com acetato 

de uranila 2,5% em água, e desidratadas com séries crescentes de solução aquosa de acetona 

(25%, 50%, 75%) por 5 minutos, seguidas por dois tratamentos com acetona 90% (10 minutos 

cada) e três tratamentos com acetona 100% (20 minutos cada).  

Posteriormente, os tecidos foliares sofreram o processo de infiltração com resina Spurr e 

acetona pura (1:3 por 4 horas, 1:2 a noite toda, 1:1 por 8 horas, resina Spurr sob agitação por 48 

horas), em seguida os tecidos foliares foram incluídos em resina Spurr por 48 horas à 70ºC. 

Os cortes histológicos (5 µm de espessura) foram obtidos através do micrótomo Porter 

Blum Sorval MT-2 e contrastados com azul de toluidina 2% em solução de bórax 1% (FEDER; 

O’BRIEN, 1968). A montagem das lâminas foi feita com lamínula e resina sintética (Entelan). As 

amostras foram observadas ao microscópio ótico Zeiss Axioscop 40 HBO 50 A/C, onde imagens 

foram capturadas e depois, digitalizadas. 
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4.2.4.3 Avaliação da densidade estomática e do tamanho das células-guarda dos estômatos 

 

Este experimento foi realizado com as nove plantas descritas na Tabela 1, com o uso 

apenas uma planta de cada genótipo, as plantas matrizes obtidas nos experimentos de cultura de 

tecidos. 

Para avaliação da densidade estomática e do tamanho (largura e comprimento) das 

células-guarda dos estômatos, foram utilizadas folhas totalmente expandidas, geralmente da 

terceira folha, contada do ápice para a base do ramo e em ramos distintos.  

As folhas foram lavadas e seccionadas em tiras, transferidas para solução de etanol 70%, 

por cinco minutos. A seguir, as tiras de folhas foram transferidas para solução de hidróxido de 

potássio a 5%, em temperatura próxima do ponto de fervura, durante três minutos, seguido de 

transferência para água destilada, à temperatura ambiente. 

A epiderme abaxial foi retirada com auxílio de uma pinça e colocada na lâmina, com a 

face externa para abaixo. Após cobrir a amostra com a lamínula, procedeu-se a visualização num 

microscópio ótico Zeiss Axioscop 40 HBO 50 A/C, onde as imagens foram capturadas e depois, 

digitalizadas.  

A avaliação da densidade estomática foi realizada com uso da objetiva de 40X, 

observando-se dez campos de visão por amostra. Como cada campo de visão possuía uma área de 

0,046876 mm2, optou-se pela transformação dos dados originais para densidade de estômatos por 

mm2 de folha, antes de se realizar as análises estatísticas. 

O comprimento e a largura das células-guarda dos estômatos foram avaliados utilizando-

se a mesma objetiva e com o auxílio do software AxioVision. Foram tomadas medidas de dez 

células-guarda, escolhidas ao acaso, das três repetições de cada planta. 
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As análises estatísticas foram realizadas separadamente para cada variedade, na seguinte 

forma. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo sempre com três 

tratamentos, por variedade. Realizou-se primeiramente a análise de variância com o teste F, 

seguido do teste de Tukey, para a comparação entre as médias dos tratamentos. 

 

4.2.4.4 Identificação e confirmação da natureza nucelar das plantas poliplóides com uso de 

marcadores moleculares 

 

Estes experimentos foram realizados com os nove genótipos descritos na Tabela 1, com o 

uso apenas uma planta de cada genótipo, as plantas matrizes obtidas nos experimentos de cultura 

de tecidos.  

Na primeira etapa foram realizados experimentos de escolha de primers de marcadores 

moleculares TRAP´s. Nestes, foram testadas 12 combinações de primers (dois primers fixos e 

seis primers arbitrários) utilizando-se o DNA das plantas do controle. Para cada variedade foram 

escolhidas três combinações de primers que produziram padrão de bandamento contendo o maior 

número de bandas e que apresentavam maior nitidez. 

Os primers fixos (genes-alvo) utilizados foram desenhados de um banco de dados de 

seqüência EST de citros, a partir dos genes diferencialmente expressos detectados nos trabalhos 

com hibridização in silico que apresentavam homologia ao gene da lignina. 

 

Primer F1 -  sequência: 5’- ACA.GGG.CCA.AAG.GTA.AAC.ACA -3’ 

Primer F2 -   sequência: 5’- GCC.CGT.GCT.GCC.TGA.TGA.TT -3’ 

 



 44 

Os primers arbitrários utilizados possuem 18 pb, três nucleotídeos seletivos na sua 

extremidade 3’, de quatro a seis nucleotídeos no centro da seqüência (rica ou em AT ou em GC), 

intercalada por um intron ou exon. Estes primers arbitrários foram desenhados de acordo com Li 

e Quiros (2001): 

 

Primer P1 -  sequência: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.AAT - 3’  

Primer P2 -  sequência: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.TGC - 3’ 

Primer P3 -  sequência: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.GAC - 3’  

Primer P4 -  sequência: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.TGA - 3’ 

Primer P5 -  sequência: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.AAC - 3’ 

Primer P6 -  sequência: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.GCA- 3’ 

 

A extração do DNA genômico das amostras foi realizada a partir de folhas novas, mas 

completamente desenvolvidas, de acordo com a metodologia descrita por Machado et al. (1996), 

com ligeiras modificações. De cada planta retirou-se apenas uma folha para a realização dos 

experimentos. 

As reações foram conduzidas num volume final de 12,5 µL com os seguintes 

componentes: 2,0 µL da amostra de DNA (30-50 ng µL-1), 1,5 µL do tampão de reação 10 X, 1,5 

µL de MgCl2 (25 mM), 1 µL de dNTPs (5 mM), 10 nmol dos primers arbitrários e 10 nmol dos 

primers fixos e 1,5 U de Taq DNA polimerase. O programa para a amplificação dos fragmentos 

de DNA foi o composto por ciclo inicial de desnaturação do DNA a 94°C por 2 min. A seguir, 5 

ciclos a 94°C por 45 s, 35°C por 45 s, e 72°C por 1 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por 45 s, 

50°C por 45 s, e 72°C por 1 min e uma etapa de extensão a 72°C por 7 min. 
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Os produtos de PCR, com tamanhos variando de 50 a 900pb, foram separados em gel de 

seqüenciamento de poliacrilamida denaturante a 5%. Após a reação de amplificação, 10 µL de 

tampão da de desnaturação [10 mL de formamida, 0,001 mg de azul de bromofenol, 0,001 mg de 

xilenocianol e 200 µL de solução de EDTA 0,5 M pH 8,0) foram adicionados às reações e a 

reação foi denaturada a 94oC durante 3 minutos. Uma alíquota de 10 µL de cada reação de PCR 

foi aplicada no gel de poliacrilamida. 

A eletroforese foi conduzida a 1.100 V. por 2 h, em cuba vertical para eletroforese tipo 

Sequi-Gen System (Bio Rad Corp) e o gel foi corado com o método de nitrato de prata, de acordo 

com Creste et al. (2001). 

A confirmação da origem nucelar das plantas poliplóides foi realizada na seguinte forma: 

O perfil molecular de cada planta poliplóide foi comparado com o da respectiva planta-controle, 

nas seis combinações de primers de marcadores TRAP´s testadas. Foram consideradas como 

plantas poliplóides nucelares as que possuíam padrão de bandamento idêntico ao da respectiva 

planta-controle, nas seis combinações de primers. Por outro lado, as plantas poliplóides que 

apresentaram diferenças no padrão de bandamento, em uma ou mais combinações de primers, 

foram consideradas como tendo origem zigótica. 

 

4.2.4.5 Caracterização fisiológica 

 

Este experimento foi realizado com os nove genótipos descritos na Tabela 1, com o uso 

das cinco plantas propagadas vegetativamente, de cada genótipo. 

Para as avaliações foi escolhida, de cada planta, uma folha completamente expandida de 

cada planta, localizada no ramo principal. 
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As avaliações de trocas gasosas foram realizadas com um analisador de gases por 

infravermelho modelo LI-6400 (LI-COR, EUA), operando em sistema aberto. As variáveis 

avaliadas foram: assimilação de CO2 (A), transpiração (E), condutância estomática (gs), 

concentração intercelular de CO2 (Ci), temperatura foliar (Tf), diferença de pressão de vapor 

entre folha e ar (DPV folha-ar), fluorescência máxima após adaptação ao escuro (Fm), 

fluorescência máxima na presença de luz (Fm’), fluorescência variável após adaptação ao escuro 

(Fv), coeficiente de extinção não-fotoquímica da fluorescência (NPQ) e coeficiente de extinção 

fotoquímica da fluorescência (qP).  

A partir dessas variáveis, calculou-se a eficiência de uso da água (EUA), calculado pela 

razão A/E; A eficiência quântica potencial do fotossistema II (Fv/Fm), calculado pela razão 

Fv/Fm e a eficiência quântica efetiva do fotossistema II (∆F/Fm’), calculado pela razão ∆F/Fm’ 

(FLEXAS et al., 2001; MACHADO et al., 2005). 

Durante as avaliações, a temperatura média das folhas foi de 29,1 ± 1ºC, a temperatura 

média do ar foi de 26,1 ± 0,2ºC e a média do déficit de pressão de vapor do ar para a folha (DPV) 

foi de 1,6 ± 0,2 kPa. As avaliações foram realizadas pela manhã (8 as 9:30h.), para se evitar as 

altas temperaturas e o alto DPV. 

Em seguida, cada uma das folhas foi destacada e avaliou-se a massa específica da 

amostra. Para isto, com auxílio de um saca-folhas, foi extraído um disco com área de 10 cm2. 

Esta amostra foi seca em estufa, a 50oC, durante 96 horas. A seguir, os discos foliares foram 

pesados em balança de precisão e a massa, foi determinada. Após, a massa específica da amostra 

foi calculada em g 10cm-2, e depois, transformada para a unidade de g m-2. 

O parâmetro assimilação de CO2, expresso em µmol g-1 s-1 (A’), foi então calculado, 

utilizando-se os dados de A (expresso em µmol m-2 s-1) e da massa específica de cada amostra.  
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As análises estatísticas foram realizadas separadamente para cada variedade, na seguinte 

forma. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, contendo sempre três 

tratamentos e cinco repetições por tratamento (uma folha por planta e cinco plantas por genótipo). 

Os dados não foram transformados. Realizou-se primeiramente a análise de variância com o teste 

F, seguido do teste de Tukey, para a comparação das médias dos tratamentos. 

Por último foi avaliado o teor de clorofila presente nas folhas. Para isto, foi utilizado o 

método espectrofotométrico descrito por Arnon (1949), com ligeiras modificações. As amostras 

(folhas desenvolvidas e frescas) foram maceradas em nitrogênio líquido, até a redução em 

partículas de granulometria fina. Em seguida, de cada amostra retirou-se aproximadamente 0,05 g 

e transferiu-se para tubo ‘Falcon’. Neste, acrescentou-se 10 ml da solução aquosa de acetona 

80%, contendo 0,5 g L-1 de carbonato de cálcio. Após agitar por 3 minutos, procedeu-se a 

centrifugação a 4.000 rpm, por 6 minutos. 

O sobrenadante foi retirado com auxílio de uma pipeta e realizaram-se as leituras no 

espectrofotômetro marca Bel Photonics, com luz halôgena de Tungstênio, nos comprimentos de 

onda de 645 nm (A645) e 663 nm (A663).  

Os valores obtidos nas duas leituras foram usados para o cálculo do teor de clorofila a 

(Clor a), teor de clorofila b (Clor b) e teor de clorofila total (Clor total), utilizando as seguintes 

fórmulas: 

Clor b (g L-1) = 22,9 . A645 – 4,68 . A663 

Clor a (g L-1) = 12,7 . A663 – 2,69 . A645 

Clor total (g L-1) = 20,2 . A645 + 8,02 . A663 

 

As análises estatísticas foram realizadas separadamente para cada variedade, na seguinte 

forma. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo sempre com três 
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tratamentos e cinco repetições por tratamento (uma folha por planta e cinco plantas por genótipo). 

Os dados não foram transformados. Realizou-se primeiramente a análise de variância com o teste 

F, seguido do teste de Tukey, para a comparação das médias dos tratamentos. 

 

4.2.5 Experimentos adicionais 

 

4.2.5.1 Avaliação de densidade estomática, de outras plantas poliplóides putativas 

 

O objetivo deste experimento foi avaliar a densidade estomática de várias plantas 

poliplóides putativas, selecionadas anteriormente com base nas características morfológicas de 

folha (citadas no item 4.2.2), e verificar a eficiência do método de seleção visual para a 

identificação inicial de plantas poliplóides. 

Este experimento foi realizado com 27 genótipos, descritos na Tabela 2, e utilizando-se 

uma planta de cada genótipo, as plantas obtidas a partir dos experimentos de cultura de tecidos. 

A avaliação da densidade estomática foi realizada de maneira semelhante ao que foi 

descrito no item 4.2.4.3 dos métodos, quanto à forma de coleta e preparo das amostras, método de 

preparação das laminas e de contagem de estômatos, bem como à forma de análise dos 

resultados. 
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Tabela 2 - Genótipos utilizados no experimento de avaliação de densidade estomática e os 
respectivos controles diplóides e tetraplóides. 

Número Genótipo Tratamento 
(concentração/tempo em colchicina) 

Controle limão ‘Cravo’  2x 
Controle limão ‘Cravo’ planta  2  4x 
Controle tangerina ‘Cleópatra’  2x 
Controle tangerina ‘Cleópatra’ planta 2  4x 
Controle tangerina ‘Sunki’  2x 
Controle tangerina ‘Sunki’ planta 2  4x 

1 tangerina ‘Sunki’ 0,05% / * 
2 tangerina ‘Sunki’ 005% / 1 dia 
3 limão ‘Cravo’ 0,05% / 2 dia 
4 tangerina ‘Sunki’ 0,025 % / 2 dias 
5 tangerina ‘Sunki’ 0,05% / 1 dia 
6 tangerina ‘Sunki’ 0,1% / 1 dia 
7 tangerina ‘Cleópatra’ 0,1% / 1 dia 
8 tangerina ‘Cleópatra’ 0,05% / 2 dias 
9 tangerina ‘Sunki’ 0,05% / 1 dia 

10 tangerina ‘Sunki’ 0,05% / * 
11 tangerina ‘Sunki’ 0,025% / 2 dias 
12 tangerina ‘Sunki’ 0,1% / 1 dia 
13 tangerina ‘Sunki’ 0,025% / 2 dias 
14 tangerina ‘Sunki’ 0,05% / 1 dia 
15 limão ‘Cravo’ 0,1% / 1 dia 
16 tangerina ‘Sunki’ 0,05% / 3 dias 
17 tangerina ‘Sunki’ 0,025% / 2 dias 
18 tangerina ‘Sunki’ 0,025% / 1 dia 
19 tangerina ‘Sunki’ 0,025% / 2 dias 
20 limão ‘Cravo’ 0,025% / 1 dia 
21 limão ‘Cravo’ 0,1% / 1 dia 

* tempo de tratamento em colchicina desconhecido 
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4.2.5.2 Estimativa da porcentagem de plantas nucelares, obtidas de sementes germinadas 

in vitro de variedades de porta-enxertos, pelo método de marcadores moleculares 

TRAP´s 

 

O objetivo deste experimento foi estimar a porcentagem de plantas nucelares, obtidas de 

sementes germinadas in vitro, em três variedades de porta-enxertos, utilizando-se o método de 

marcadores moleculares TRAP´s. 

Este experimento foi realizado com as variedades limão ‘Cravo’, tangerina ‘Sunki’ e 

tangerina ‘ Cleópatra’. 

Para cada variedade tomou-se 20 sementes e procedeu a germinação das mesmas, em 

condições de cultivo in vitro, de forma semelhante ao descrito no item 4.2.1.1. Após a 

germinação, foram retiradas as duas primeiras folhas verdadeiras de cada planta e transferidas 

para tubo Eppendorf, para a extração do DNA genômico. Como controle experimental utilizou-se 

folhas coletadas de plantas matrizes, das respectivas variedades-controle. 

A extração de DNA foi realizada de forma idêntica a descrita no item 4.2.4.4, assim como 

as reações de PCR e as eletroforeses. Para cada variedade foram utilizados três pares de primers 

diferentes, em reações de PCR que incluíam DNA das vinte amostras a serem testadas e o da 

planta-controle. A confirmação da origem nucelar das plantas poliplóides foi realizada na 

seguinte forma: O perfil molecular de cada planta foi comparado com o das respectivas plantas-

controle, utilizando-se as três combinações de primers de marcadores TRAP´s. Foram 

consideradas como plantas nucelares as que possuíam padrão de bandamento idêntico ao da 

respectiva planta-controle nas três combinações de primers.  

A seguir, foi calculada a porcentagem de plantas nucelares dividindo-se o número de 

plantas nucelares, pelo número total de plantas avaliadas. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Obtenção de plantas a partir do cultivo in vitro de segmentos de epicótilo, em meio 

contendo colchicina 

 

5.1.1 Efeito do cultivo em meio contendo colchicina 

 

Na Tabela 3 estão citados os dados de número médio de brotações adventícias 

regeneradas, nas diversas concentrações e tempos de cultivo em meio contendo colchicina, em 

quatro variedades de porta-enxerto, bem como os respectivos controles, representados por 

segmentos de epicótilo cultivados em meio sem a presença do alcalóide. 

 

Tabela 3 - Número médio de brotações adventícias obtidas por segmento de epicótilo, em função 
dos diversos tempos de cultivo e em diversas concentrações de colchicina adicionadas 
ao meio de cultivo, em variedades de porta-enxertos de citros. Análise estatística 
considerando apenas um fator: tratamento 

Tempo 
(dias) 

Concentração 
(%) 

Tangerina 
‘Sunki’ 

Limão ‘Cravo’ 
Santa Bárbara 

Limão ‘Cravo’ 
Limeira 

Tangerina 
‘Cleópatra’ 

 Controle 0,79 a 1,04 a 1,00 a 0,40 a 
 0,025 0,56 ab 0,77 ab 0,51 bc 0,42 ab 

1 0,05 0,26 bcd 0,41 bcd 0,63 b 0,14 c 
 0,1 0,59 ab 0,40 bcd 0,44 bc 0,06 c 
 0,025 0,44 bc 0,61 bc 0,37 bcd 0,18 bc 

2 0,05 0,06 cd 0,36 bcd 0,09 de 0,07 c 
 0,1 0,43 bc 0,06 d 0,20 cde 0,04 c 
 0,025 0,09 cd 0,43 bcd 0,08 de 0,15 c 

3 0,05 0,01 d 0,19 cd 0,03 e 0,01 c 
 0,1 0,37 bcd 0,16 d 0,05 e 0,00 c 
Teste F  13,3 * 13,1 * 28,0 * 13,2 * 
CV (%)  38,3 40,0 37,1 29,4 
Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de 
probabilidade. 
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Comparando-se as variedades entre si nos tratamentos do controle pode-se observar que o 

limão ‘Cravo’ foi a que apresentou a melhor resposta ao meio de cultivo básico utilizado no 

experimento, com a maior média de brotações adventícias regeneradas nos dois clones 

utilizados neste trabalho: o Santa Bárbara e o Limeira. Ambos apresentaram controles com 

médias entre 1,00 e 1,04 brotação adventícia regenerada por explante, seguido pela tangerina 

‘Sunki’, com 0,79 brotação e por último, a tangerina ‘Cleópatra’, com apenas 0,4 brotação por 

explante. 

Estas taxas de regeneração de brotações, obtidas com os dois clones de limão ‘Cravo, 

estão próximas das relatadas por Almeida et al. (2002) e Moura et al. (2001), que obtiveram 

respectivamente 1,4 e 1,6 broto/explante de limão ‘Cravo, após cultivo em meio MT acrescido 

de 2,0 e 2,5 mg L-1 de BAP.  

No presente estudo, os dois clones de limão ‘Cravo’ também foram os que apresentaram 

as maiores porcentagens de explantes responsivos, com 52,5% e 52,9%, nos respectivos 

controles (Tabela 4). Valores próximos dos encontrados por Almeida et al. (2002) e Moura et al. 

(2001), que obtiveram entre 55,3% e 62,5%, respectivamente. 

A colchicina causou um efeito deletério nos explantes de citros, na maioria dos tempos de 

cultivo e das concentrações de colchicina testadas. Isto pode ser comprovado pelos dados 

citados na Tabelas 3 e 4. Na Tabela 3 pode se observar que, a exceção de alguns tratamentos 

realizados durante um dia (segmentos de epicótilo de tangerina ‘Sunki’, de limão ‘Cravo’ Santa 

Bárbara e de tangerina ‘Cleópatra’, cultivados em meio contendo 0,025% de colchicina e 

segmentos de epicótilo de tangerina ‘Sunki’, cultivados em meio contendo 0,1% de colchicina), 

os demais tratamentos apresentaram taxa de regeneração de brotações adventícias 

significativamente menores que os dos respectivos controles. Em alguns casos, o tratamento foi 

tão drástico que impossibilitou a regeneração de brotações em todos do explantes, caso do 
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tratamento de explantes de tangerina ‘Cleópatra’ durante três dias, em meio contendo 0,1% de 

colchicina (Tabelas 3 e 4). 

 

Tabela 4 - Porcentagem de explantes responsivos, em função dos diversos tempos de cultivo e em 
diversas concentrações de colchicina adicionadas ao meio de cultivo, em variedades 
de porta-enxertos de citros. 

Tempo 
(dias) 

Concentração 
(%) 

Tangerina 
‘Sunki’ 

(%) 

Limão ‘Cravo’ 
Santa Bárbara 

(%) 

Limão ‘Cravo’ 
Limeira 

(%) 

Tangerina 
‘Cleópatra’ 

(%) 
 Controle 48,1 52,5 52,9 29,8 
 0,025 34,1 32,5 33,3 22,1 

1 0,05 15,0 22,5 36,3 8,0 
 0,1 38,0 25,9 30,0 6,0 
 0,025 24,1 32,5 26,0 13,0 

2 0,05 6,2 23,8 8,0 5,3 
 0,1 26,6 3,8 12,0 3,1 
 0,025 7,3 21,0 4,1 8,8 

3 0,05 1,2 10,1 3,0 1,0 
 0,1 16,4 6,5 2,0 0,0 

 

Na Tabela 4, também é possível observar este efeito, expresso pelas reduções na 

porcentagem de explantes responsivos, em todas as variedades avaliadas, nas várias 

concentrações e tempos de cultivo em meios contendo colchicina. 

Nos explantes, os primeiros sintomas da toxidez causada pela colchicina demoraram em 

média uma semana para aparecer e as principais características observadas foram a modificação 

da coloração dos explantes, principalmente nas pontas, de verde para verde mais claro, 

modificando para marrom e depois, para marrom-escuro, demonstrando haver necrose dos 

tecidos e evidente morte dos mesmos. A realização de novos subcultivos dos explantes para 

meio fresco, não tinha a capacidade de reverter o processo e, portanto, não causava nenhum 

efeito benéfico.  
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A observação de toxidez causada por colchicina em tecidos vegetais, já foi relatada 

anteriormente por vários autores. Latado et al. (2007), relataram o efeito da toxidez em 

explantes (segmentos de epicótilo) de três variedades de copa de citros, quando cultivados 

temporariamente em meios de cultura contendo diferentes concentrações de colchicina. Esta 

toxidez era expressa por reduções significativas no número médio de brotações adventícias 

obtidas e na porcentagem de explantes responsivos. 

Gmitter Junior e Ling (1991), utilizaram o cultivo de calos embriôgenicos em meio 

Murashige e Tucker (MT) contendo 0,01% ou 0,1% de colchicina, visando a indução de 

poliploidia em laranjas ‘Hamlin’ e ‘Ridge Pineapple’. Os autores verificaram que para as duas 

variedades houve uma alta sensibilidade a colchicina representado por uma alta taxa de 

mortalidade, em resposta as duas concentrações de colchicina. A toxidez a colchicina foi 

expressa pela interrupção do crescimento dos calos, seguido da modificação da coloração, para 

marrom-escuro.  

Já Gmitter Junior e Ling (1991), observaram que a concentração de 0,01% de colchicina 

resultou em menor efeito supressivo na embriogênese de óvulos imaturos de variedades de 

laranja doce e de tangelo, comparando-se com a concentração de 0,1%. Para esta última, 

observou-se uma sensibilidade diferencial entre genótipos, pois os óvulos imaturos de tangelo 

‘Orlando’ e ‘Mineola’ apresentaram alta sensibilidade, enquanto que os óvulos de laranja 

‘Valência’ aparentemente não sofreram nenhuma toxidez. 

Wu e Mooney (2002), testaram dois tipos diferentes de alcalóides para induzir a 

poliploidização de calos embriogênicos de várias espécies de citros, a colchicina e a oryzalina. 

A oryzalina não foi efetiva, causando a letalidade dos explantes. Segundo os autores, isto 

ocorreu possivelmente devido ao seu uso em concentrações excessivas (0,01, 0,05 e 0,1%). Já 
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para a colchicina, observou-se que os genótipos apresentaram diferentes níveis de sensibilidade 

após cultivo em meio contendo este alcalóide. 

Zeng et al. (2006), observaram os mesmos efeitos, mas trabalhando com protoplastos e 

calos de citros, cultivados temporariamente em meio contendo colchicina.  

Zhang et al. (2007), cultivaram suspensões celulares de laranja ‘Anliucheng’ em meio 

contendo 1000 mg L-1 de colchicina, em diferentes tempos de cultivo (2 a 10 dias), para 

obtenção de plantas autotetraplóides. Os autores verificaram uma redução na taxa de 

regeneração com aumento do tempo de exposição e consideraram que quatro ou seis dias foram 

os melhores tempos de exposição à colchicina, em temos de porcentagem de plantas regeneradas 

autotetraplóides (50%).  

A ocorrência de toxidez em tratamentos in vivo com colchicina também já foi observada. 

De acordo com Wakana et al. (2005), gemas axilares de citros tratadas com colchicina 

apresentaram uma diminuição na taxa de brotação, quando usadas concentrações mais altas do 

alcalóide (0,8%). Em baixa concentração (0,05%) observou-se uma reduzida frequência de 

obtenção de plantas tetraplóides, necessitando de concentrações intermediárias para se obter 

maior eficiência de indução de tetraploidia (0,1, 0,2 e 0,4% de colchicina). Também observaram 

reduções no desenvolvimento de ramos e na taxa de pegamento de enxertos, de três espécies de 

Citrus, cujas estacas foram tratadas com solução contendo 0,8% de colchicina. 

Em outras espécies vegetais também já foram observados os efeitos tóxicos da 

colchicina. Yang et al. (2006), trabalhando com obtenção de tetraplóides de Vitis vinifera 

partindo de embriões zigóticos, observaram um decréscimo na sobrevivência com o aumento da 

concentração de colchicina e tempo de exposição, portanto com menor concentração e menor 

tempo de exposição dos embriões ao alcalóide, maior foi a taxa de regeneração, porém foi com 
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maior concentração e maior tempo de exposição dos explantes à colchicina que se obteve 

melhores resultados em termos de obtenção de plantas tetraplóides. 

No presente estudo, uma segunda análise estatística foi realizada considerando-se os 

experimentos como em delineamento fatorial (3x3), avaliando-se separadamente os efeitos dos 

fatores tempo de cultivo e concentração de colchicina, bem como a interação entre eles. Na 

Tabela 5 pode-se verificar os valores de F calculados.  

A exceção do limão ‘Cravo’ Limeira, em todas as outras variedades pôde-se observar que 

a concentração e o tempo de cultivo afetaram significativamente a taxa de regeneração de 

brotações adventícias, sendo então consideradas como importantes. Já as interações 

Concentração x Tempo foram sempre não-significativas, indicando que os diferentes níveis de 

um fator, não afetavam o outro (Tabela 5). 

Para o limão ‘Cravo’ Limeira, a única diferença em relação às outras espécies foi 

observação de que a concentração de colchicina não exerceu nenhum efeito significativo no 

número de brotações regeneradas (Tabela 5).  

 

Tabela 5 - Valores de teste F e coeficiente de variação para os fatores: tempo de cultivo, 
concentrações de colchicina e a interação tempo x concentração, em análise fatorial. 
Dados de número médio de brotações adventícias obtidas por segmento de epicótilo, 
em função dos diversos tempos de cultivo e em diversas concentrações de colchicina 
adicionadas ao meio de cultivo. 

 Tangerina 
‘Sunki’ 

Limão ‘Cravo’ 
Santa Bárbara 

Limão ‘Cravo’ 
Limeira 

Tangerina 
‘Cleópatra’ 

Concentração (C) 12,1 ** 11,2 ** 1,5 ns 12,9 ** 
Tempo (T) 10,6 ** 5,9 ** 31,0 ** 6,0 ** 
Interação C x T 0,7 ns 0,9 ns 1,8 ns 1,0 ns 
CV(%) 38,3 40,5 37,1 29,4 
** Significativo ao nível de 1% de probabilidade pelo teste F 
ns Não significativo 
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Nas Tabelas 6, 7, 8 e 9 verifica que apenas para limão ‘Cravo’ Limeira apresentou 

diferenças significativas em relação ao número médio de brotações regeneradas por explante, 

entre os tratamentos de cultivo durante um e dois dias em colchicina. Já o cultivo durante três 

dias foi sempre inferior aos demais. 

Com relação às diferentes concentrações de colchicina testadas, apenas para o limão 

‘Cravo’ Santa Bárbara e para a tangerina ‘Cleópatra’, a concentração de 0,025% foi a que se 

obteve número médio de brotações por explante significativamente superior aos das 

concentrações de 0,05% e 0,1%, que não apresentaram diferenças significativas entre si 

(Tabelas 7 e 9).  

Para a tangerina ‘Sunki’, observou-se que a regeneração de plantas na concentração de 

0,025% de colchicina foi semelhante à observada na concentração de 0,1%, e ambas 

apresentaram taxas de regeneração significativamente superiores as do cultivo na concentração 

de 0,05%. Fato curioso e inesperado (Tabela 6). 

Para limão ‘Cravo’ não foram observadas diferenças entre tratamentos, nas diversas 

concentrações de colchicina testadas. 

Portanto, de maneira geral, a concentração de 0,025% e com exposição durante um dia 

em colchicina foi o tratamento em que se conseguiu obter melhores resultados em termos de 

número médio de brotações por explante, nas quatro variedades de porta-enxerto de citros 

estudadas neste trabalho. 
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Tabela 6 - Efeito da concentração de colchicina e tempo de cultivo, na regeneração de brotações 
adventícias de tangerina ‘Sunki’, a partir de segmentos de epicótilo. Análise estatística 
considerando dois fatores: tempo e concentração de colchicina. 

Concentração (%) 
Tempo (dias) 0 0,025 0,05 0,1 Média 

0 0,79 Aa - - - 0,79 A 
1 - 0,56 Bb 0,26 Bc 0,59 Bb 0,47 B 
2 -   0,44 BCb   0,06 BCc    0,43 BCb   0,31 BC 
3 - 0,08 Cb 0,01 Cc 0,37 Cb 0,15 C 

Média 0,79   a 0,36   b 0,11   c 0,46   b  
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na 
horizontal, as letras maiúsculas representam o efeito do tempo de cultivo e na vertical, as letras minúsculas 
representam o efeito da concentração de colchicina. 

 

Tabela 7 - Efeito da concentração de colchicina e tempo de cultivo, na regeneração de brotações 
adventícias de limão ‘Cravo’ Santa Bárbara, a partir de segmentos de epicótilo. 
Análise estatística considerando dois fatores: tempo e concentração de colchicina. 

Concentração (%) 
Tempo (dias) 0 0,025 0,05 0,1 Média 

0 1,04 Aa - - - 1,04 A 
1 - 0,77 Bb 0,41 Bc 0,41 Bc 0,53 B 
2 - 0,61 BCb 0,36 BCc 0,06 BCc   0,35 BC 
3 - 0,43 Cb 0,19 Cc 0,15 Cc 0,26 C 

Média 1,04   a 0,61   b 0,32   c 0,21   c  
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na 
horizontal, as letras maiúsculas representam o efeito do tempo de cultivo e na vertical, as letras minúsculas 
representam o efeito da concentração de colchicina. 

 

Tabela 8 - Efeito da concentração de colchicina e tempo de cultivo, na regeneração de brotações 
adventícias de limão ‘Cravo’ Limeira, a partir de segmentos de epicótilo. Análise 
estatística considerando dois fatores: tempo e concentração de colchicina. 

Concentração (%) 
Tempo (dias) 0 0,025 0,05 0,1 Média 

0 1,00 A - - - 1,00 A 
1 - 0,51 B 0,63 B 0,44 B 0,53 B 
2 - 0,37 C 0,09 C 0,20 C 0,22 C 
3 - 0,08 D 0,03 D 0,05 D 0,05 D 

Média 1,00 0,31    0,25    0,23     
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na 
horizontal, as letras maiúsculas representam o efeito do tempo de cultivo na colchicina. 
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Tabela 9 - Efeito da concentração de colchicina e tempo de cultivo, na regeneração de brotações 
adventícias de tangerina ‘Cleópatra’, a partir de segmentos de epicótilo. Análise 
estatística considerando dois fatores: tempo e concentração de colchicina. 

Concentração (%) 
Tempo (dias) 0 0,025 0,05 0,1 Média 

0 0,40 Aa - - - 0,40 A 
1 - 0,42 Bb 0,14 Bc 0,06 Bc 0,20 B 
2 - 0,18 BCb 0,07 BCc 0,04 BCc   0,10 BC 
3 - 0,15 Cb 0,01 Cc 0,00 Cc 0,05 C 

Média 0,40   a 0,24   b 0,07   c 0,03   c  
Médias seguidas de mesma letra não diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na 
horizontal, as letras maiúsculas representam o efeito do tempo de cultivo e na vertical, as letras minúsculas 
representam o efeito da concentração de colchicina. 

 

 

5.1.2 Microenxertia in vitro e cultivo das plantas até a aclimatização 

 

Todas as brotações regeneradas, obtidas nos vários experimentos de cultivo de explantes 

em meio contendo colchicina, foram microenxertadas in vitro, utilizando-se sempre como porta-

enxertos plântulas estioladas de citrumelo ‘Swingle’ ou citrange ‘Troyer’.  

O sucesso na realização da microenxertia in vitro provou ser dependente do tamanho da 

brotação regenerada a ser microenxertada e também, da habilidade do enxertador. Neste estudo, 

observou-se que a porcentagem média de pegamento dos microenxertos foi considerada como 

alta (acima de 50%). 

Após 40 a 60 dias de cultivo in vitro foram realizadas avaliações visuais para a 

identificação das plântulas (conjunto enxerto/porta-enxerto) que apresentavam desenvolvimento 

adequado e eram passíveis de serem aclimatizadas. 

Os conjuntos enxerto/porta-enxerto selecionados foram então aclimatizados em estufa, 

por meio de uma nova enxertia sobre plantas de limão ‘Cravo’. As plantas enxertadas eram 

mantidas inicialmente em ambiente de alta umidade relativa do ar, seguido de transferência para 
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local com menor umidade relativa, até a aclimatização completa das plantas às condições 

ambientais.  

Apesar de sempre ter sido verificada a perda de plantas não-desenvolvidas nas fases de 

microenxertia in vitro e enxertia em estufas, é importante relatar que estes métodos facilitaram 

enormemente a obtenção e o cultivo de plântulas in vitro, pois as brotações cresceram mais 

rapidamente e não necessitaram emitir raízes in vitro, o que possibilitou obter uma freqüência 

muito mais elevada de plantas aclimatizadas por experimento e num menor período de tempo. 

As plantas aclimatizadas foram avaliadas visualmente e algumas foram identificadas 

como sendo poliplóides putativas, com base em características morfológicas. A seguir, as plantas 

selecionadas foram avaliadas em experimentos de determinação de ploidia por meio de 

citometria de fluxo ou em experimentos de avaliação da densidade estomática em folhas. 

 

5.2 Seleção de plantas poliplóides putativas, em função de características morfológicas 

 

Todas as plantas aclimatizadas e mantidas em estufas, obtidas de experimentos de cultivo 

de segmentos de epicótilo com colchicina, foram avaliadas visualmente em busca de 

características morfológicas distintas das respectivas plantas-controle de cada variedade: folhas 

mais espessas, com a presença de glândulas de óleo mais protuberantes; folhas com formato 

diferente e com coloração verde mais intensa. Características citadas em vários trabalhos que 

relatam a obtenção de plantas autotetraplóides de citros (GMITTER JUNIOR; LING, 1991; WU; 

MONEY, 2002; WAKANA et al., 2005; LATADO et al., 2007). 

No total, 27 plantas foram selecionadas com base nestas características morfológicas. 

Dentre estas, seis plantas foram utilizadas nos experimentos seguintes de confirmação da ploidia 
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e de caracterização morfológica, molecular e fisiológica. Enquanto que as demais foram somente 

avaliadas quanto à densidade estomática nas folhas. 

 

5.3 Confirmação da ploidia de seis plantas poliplóides putativas por citometria de fluxo 

 

A metodologia de citometria de fluxo possibilitou a identificação rápida e precisa da 

ploidia das plantas amostradas. Os resultados obtidos com estas análises estão citados na Tabela 

10 e na Figura 1. 

 

Tabela 10 – Leituras de suspensões celulares de folhas plantas poliplóides e dos controles, 
coradas com o fluorocromo DAPI e avaliadas por citometria de fluxo. 

Genótipo Leituras (G1) Média Ploidia 
estimada 

Tangerina ‘Sunki’ controle 1 100 100 100 100 2x 
Tangerina ‘Sunki’ (1) 100:202 100:228 100:210 100:213 2x:4x 
Tangerina ‘Sunki’ (2) 194 202 200 199 4x 
Limão ‘Cravo’ controle 1 100 100 100 100 2x 
Limão ‘Cravo’ (1) 179 202 192 191 4x 
Limão ‘Cravo’ (2) 186 186 190 187 4x 
Tangerina ‘Cleópatra’ controle 1 100 100 100 100 2x 
Tangerina ‘Cleópatra’ (1) 149 145 157 150 3x * 
Tangerina ‘Cleópatra’ (2) 194 195 193 194 4x 
1 Planta diplóide da variedade controle. 
* Padrão semelhante ao de uma planta triplóide 

 

As duas plantas selecionadas de limão ‘Cravo’ demonstraram ser autotetraplóides (Tabela 

10), ambas obtidas a partir do tratamento de segmentos de epicótilo em meio contendo 0,05% de 

colchicina, durante três dias (Tabela 1). Na Figura 1E está o histograma da amostra composta por 

folhas da planta-controle de limão ‘Cravo’ e da planta 1. Neste histograma pode-se perfeitamente 

verificar a existência de dois picos, um representando a planta diplóide (controle) e o outro, 

representando a planta tetraplóide. 
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Uma planta de tangerina ‘Sunki’ e uma de tangerina ‘Cleópatra’ (plantas número 2) 

também apresentaram perfil de planta autotetraplóide (Tabela 10). Ambas foram obtidas a partir 

do tratamento em meio contendo 0,05% de colchicina, sendo que a ‘Cleópatra’ foi cultivada 

durante um dia neste meio e a ‘Sunki’, não se pôde definir o tempo de cultivo, pois a marcação 

foi perdida (Tabela 1).  

Na Figura 1A está o histograma da amostra composta por folhas da planta-controle de 

tangerina ‘Sunki’ e da planta 2, enquanto que o histograma da Figura 1D contém a amostra de 

folha da planta 2 de tangerina ‘Cleópatra’. Em ambos os casos, pode-se comprovar a existência 

de células com núcleos tetraplóides. 

A planta 1 de tangerina ‘Cleópatra’, originada do tratamento com 0,025% de colchicina 

durante um dia (Tabela 1), apresentou histogramas com padrão semelhante ao de uma planta 

triplóide, nas três amostras avaliadas (Tabela 10 e Figura 1C).  

Como o explante inicial eram segmentos de epicótilo de plantas diplóides, a única 

explicação plausível para a ploidia verificada nesta planta seria a ocorrência de duplicação 

cromossômica completa da planta original, mas seguido de perda de parte destes cromossomos 

duplicados, durante fase final da mitose. Possivelmente, pela inibição parcial da formação dos 

fusos acromáticos, ocasionada pelo cultivo durante apenas um dia em meio contendo 0,025% de 

colchicina. Será necessário realizar avaliações citogenéticas mais completas para compreender 

melhor a composição cromossômica desta planta. Trata-se do primeiro caso relatado de obtenção 

de plantas cítricas contendo duplicação parcial do genoma após tratamento com colchicina. 
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Figura 1. Histogramas obtidos por análises de citometria de fluxo de suspensões nucleares de 
plantas poliplóides e dos controles. A – tangerinas ‘Sunki’ controle e planta 2; B – 
tangerina ‘Sunki’ planta 1; C – tangerinas ‘Cleópatra’ controle e planta 1, D – 
tangerina ‘Cleópatra’ planta 2; E – Limões ‘Cravo’ controle e planta 1. 
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A planta 1 de tangerina ‘Sunki’ foi originada do tratamento com 0,05% de colchicina 

durante um dia (Tabela 1) e apresentou-se como sendo uma planta quimérica, contendo dois 

tecidos geneticamente distintos numa mesma folha, tecidos com células tetraplóides e diplóides 

(Tabela 10 e Figura 1B), nas três avaliações realizadas por citometria de fluxo. Por isto, foi 

considerada como sendo uma planta mixoplóide. 

A exceção do relato de Wu e Mooney (2002), que afirmaram ter identificado uma planta 

mixoplóide de citros, em nenhum outro trabalho foi relatada a obtenção de plantas mixoplóides 

após tratamento com colchicina. 

A origem de plantas mixoplóides derivadas por embriogênese somática ou organogênese 

ainda é desconhecida. Uma possível explicação para tal fato pode ser devido a ocorrência de 

duplicação cromossômica das células somente após o início do processo de diferenciação celular 

(WU; MOONEY, 2002). De todo modo, os resultados obtidos no presente estudo, isto é, a 

produção de cinco plantas não quiméricas e apenas uma planta quimérica reforça a tese de que 

durante o cultivo in vitro de segmentos de epicótilo de citros, as brotações adventícias originam-

se de uma ou poucas células do tecido do câmbio, o que resulta numa menor probabilidade de 

haver quimerismo nas plantas regeneradas (ALMEIDA, 2002; LATADO et al., 2007).  

Pelo contrário, quando é realizado o tratamento com colchicina em propágulos contendo 

gemas multicelulares (apical ou axilar) tais como: sementes, estacas ou borbulhas, existe uma 

maior probabilidade de se obter plantas quiméricas mixoplóides, como foi citado por Barret 

(1974) e Wakana et al. (2005). 

Väinölä (2000), usando segmentos nodais de híbridos de Rhododendron para indução de 

poliploidização, obteve 10,1% de plantas mixoplóides e 4,8% de tetraplóides, sendo que o tempo 

de exposição dos explantes não causou efeito significativo na produção de mixoplóides ou 

tetraplóides. O grande número de plantas quiméricas obtidas foi atribuído ao tipo de tecido 
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usado, gemas axilares. Como se trata de meristema multicelular, apenas uma porção ou camada 

de células pode ser afetada pela colchicina, enquanto que as outras células ou tecidos adjacentes 

podem permanecer diplóides. 

 

5.4 Caracterização morfológica, molecular e fisiológica de seis plantas com ploidia 

identificada 

 

5.4.1 Caracterização morfológica do limbo foliar e do pecíolo de plantas 

 

As duas características comuns observadas nas seis plantas com maior ploidia avaliadas 

foi o menor comprimento e a maior espessura do limbo foliar (Tabela 11).  

A maior espessura do limbo foliar era uma característica já esperada, pois foi bastante 

utilizada na seleção visual das plantas poliplóides putativas.  

Com relação ao comprimento de limbo foliar, uma única observação interessante é a de 

que a planta mixoplóide (tangerina ‘Sunki’ planta 1) apresentou comprimento estatisticamente 

diferente, mas intermediário entre a planta-controle e a planta 2 - tetraplóide (Tabela 11). 

A planta tetraplóide de ‘Sunki’ (planta 2) foi a única que apresentou largura 

significativamente menor em relação ao controle da espécie, enquanto que a planta mixoplóide 

apresentou largura intermediária mas não significativa (Tabela 11 e Figura 2A). Isto resultou na 

obtenção de folhas menores nas duas plantas (tangerina ‘Sunki’ plantas 1 e 2), mas com mesma 

relação comprimento/largura em relação à planta-controle (Tabela 11). 

Já para as plantas poliplóides de ‘Cravo’ e de ‘ Cleópatra’, a existência de folhas contendo 

a mesma largura das observadas nas respectivas plantas-controle resultou na observação de folhas 

com formato mais arredondado, que pode ser observado pela relação comprimento/largura do 
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limbo foliar que foi significativamente menor, a exceção da planta 1 de ‘Cleópatra’ (Tabela 11, 

Figuras 2B e 2C). 

 

Tabela 11 – Médias de comprimento, largura, relação comprimento/largura e espessura do    
limbo foliar, de plantas poliplóides e dos controles. 

Tratamento Comprimento 
(cm) 

Largura 
(cm) 

Relação 
Comprim./Larg. 

Espessura 
(cm) 

SK - controle 103,4 a 57,9 a 1,8 0,27 b 
SK - planta 1 89,2 b 51,8 ab 1,7 0,38 a 
SK - planta 2 76,4 c 46,5 b 1,6 0,36 a 

Teste F 47,9 ** 5,6 * 1,6 ns 154,5 ** 
CV(%) 3,8 8,0 5,9 2,4 

LC - controle 110,4 a 48,5 2,3 a 0,25 b 
LC - planta 1 86,8 b 44,1 2,0 b 0,32 a 
LC - planta 2 88,9 b 46,1 1,9 b 0,32 a 

Teste F 26,0 ** 1,6 ns 7,7 * 40,4 ** 
CV(%) 4,6 6,4 5,8 3,7 

Cleópatra - controle 82,1 a 43,6 1,9 a 0,28 b 
Cleópatra - planta 1 73,4 b 45,1 1,6 b 0,35 a 
Cleópatra - planta 2 70,7 b 42,7 1,7 ab 0,35 a 

Teste F 8,9 * 0,9 ns 5,9 * 13,4 ** 
CV(%) 4,6 5,2 5,8 5,6 

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nível de significância de 5% de 
probabilidade, pelo teste de Tukey. 
* Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F. 
** Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste F. 
ns Não significativo 
Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’; LC - limão ‘Cravo’; Cleópatra - tangerina ‘Cleópatra’ 

 

Essas mesmas alterações no tamanho e no formato de folhas de plantas autotetraplóides 

também foram descritas por vários outros autores (GMITTER; LING, 1991; WAKANA et al., 

2005). Wu e Mooney (2002), observaram plantas autotetraplóides de tangor 'Umatilla' com folhas 

de menores, comprimento e largura, em relação às da cultivar original. 
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Figura 2. Folhas de plantas poliplóides e dos controles. A) Tangerina ‘Sunki’ controle (C), planta 
1 e planta 2; B) Limão ‘Cravo’ controle (C), planta 1 e planta 2; C) Tangerina 
‘Cleópatra’ controle (C), planta 1 e planta 2. 
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Já Romero-aranda et al. (1997), ao invés de tomar medidas de largura e de comprimento 

das folhas de plantas tetraplóides de citros, preferiram avaliar a área foliar total com o uso de 

equipamento específico e comprovaram que não havia diferenças entre plantas tetraplóides e as 

plantas diplóides de laranja Valência para este parâmetro. No entanto, para limão ‘Femminelo’, 

observou-se folhas com maior área durante o cultivo em condições de baixa irradiância luminosa. 

Wu et al. (2005), trabalhando com obtenção de plantas alotetraplóides de citros por fusão 

de protoplastos, verificou que estas apresentavam folhas com coloração verde mais intensa, maior 

largura e espessura do limbo foliar, em relação às plantas diplóides. 

Shao et al. (2003), trabalhando com indução de tetraplóides in vitro usando colchicina em 

romã (Punica granatum L.) também observou alterações nos padrões morfológicos foliares das 

plantas tetraplóides tais como: a diminuição do tamanho da folha e a presença de folhas mais 

escuras. 

Nas avaliações de comprimento de pecíolo pôde-se observar que houve alteração 

significativa no comprimento do pecíolo apenas para as plantas poliplóides de tangerina ‘Sunki’, 

o que resultou numa menor relação comprimento/largura do pecíolo das mesmas (Tabela 12). 

As duas plantas autotetraplóides de limão ‘Cravo’ e uma de ‘Cleópatra’ (planta 2) 

apresentaram pecíolo com largura significativamente maior, o que também resultou em 

modificação significativa na relação comprimento/largura (Tabela 12). 

Sobre a morfologia das folhas das plantas tetraplóides, Cameron e Frost (1968) e Moreira 

(1980) relatam que, comparando-se plantas tetraplóides com plantas diplóides, as primeiras 

geralmente apresentam folhas maiores em largura, do que em comprimento, mais espessas e com 

tendência a uma coloração mais escura. As asas dos pecíolos são normalmente mais largas e em 
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algumas variedades fundem-se freqüentemente com o limbo foliar. Essas características foram 

encontradas em várias plantas poliplóides no presente estudo.  

Gmitter Junior e Ling (1991), relataram que o desenvolvimento das plantas tetraplóides 

era mais lento, com a emissão de menor número de brotações orientadas para a posição vertical 

(cima) e maior número de brotações, orientadas para a posição horizontal.  

 

Tabela 12 - Médias de comprimento, largura, relação comprimento/largura e espessura de 
pecíolo, de plantas poliplóides e dos controles. 

Tratamento Comprimento 
(cm) 

Largura 
(cm) 

Relação 
comprimento/largura 

SK - controle 8,8 a 3,0 3,0 a 
SK - planta 1 7,2 ab 3,1 2,3 b 
SK - planta 2 5,9 b 3,5 1,7 c 

Teste F 10,1 * 1,0 ns 29,5 ** 
CV(%) 10,8 14,2 8,5 

LC - controle 8,6 3,2 b 2,7 a 
LC - planta 1 7,6 4,7 a 1,6 b 
LC - planta 2 8,4 4,8 a 1,8 b 

Teste F 0,6 ns 8,9 * 9,8 * 
CV(%) 15,1 12,0 15,38 

Cleópatra - controle 5,5 2,8 b 2,0 
Cleópatra - planta 1 6,6 3,0 b 2,2 
Cleópatra - planta 2 6,2 3,3 a 1,8 

Teste F 1,4 ns 23,4 ** 1,3 ns 
CV(%) 13,2 3,5 13,8 

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nível de significância de 5% de 
probabilidade, pelo teste de Tukey. 
* Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F. 
** Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste F. 
ns Não significativo 
Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’ e LC - limão ‘Cravo’; Cleópatra - tangerina ‘Cleópatra’ 

 

Quanto à influência da poliploidia sobre o número de sementes dos frutos, isto é bem 

variável, havendo tetraplóides que apresentaram reduções no número de sementes, enquanto 

outros não mostram alterações para esta característica, caso das laranjas doces ‘Ruby’ e 

‘Paperrind’. Outros ainda produziram frutos contendo mais sementes, caso do limão ‘Lisboa’ 
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(SOARES FILHO, 2008). No presente estudo, as plantas ainda não foram avaliadas para tal 

característica. 

O número de embriões por semente tende a ser menor nos tetraplóides, predispondo a um 

aumento no tamanho médio de cada embrião, observaram Cameron e Frost (1968). Estes autores 

citaram também que autotetraplóides de natureza espontânea parecem ocorrer quase que 

exclusivamente como seedlings nucelares e que os efeitos da tetraploidia em Citrus podem ser 

melhor avaliados em seleções nucelares, dado que nestes, a meiose e a segregação genética não 

estão envolvidas.  

Plantas tetraplóides, quando na condição de pé-franco, freqüentemente apresentam menor 

desenvolvimento em comparação com plantas diplóides (CAMERON; FROST, 1968; SOARES 

FILHO, 2008). O mesmo afirmou Lee (1988), mas para plantas tetraplóides quando usadas como 

porta-enxerto. Segundo o autor, plantas enxertadas sobre porta-enxertos autotetraplóides 

geralmente apresentam nanismo. 

Nos genótipos obtidos no presente estudo, estas observações poderão ser realizadas 

somente quando as plantas atingirem um crescimento maior e/ou quando iniciarem a produção de 

frutos.  

 

5.4.2 Caracterização da estrutura do limbo foliar, por meio de microscopia 

 

A Figura 3 representa a estrutura do limbo foliar das plantas poliplóides e de plantas 

diplóides de citros. Nesta figura pode-se observar que as plantas poliplóides de tangerina 

‘Cleópatra’ e de limão ‘Cravo’ apresentaram menor número de células no parênquima paliçádico 

mas células com maior tamanho, em comparação as plantas-controle diplóides. Na variedade 

tangerina ‘Sunki’ não foram observadas tais alterações. 
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Figura 3. Imagens de corte transversal de lâmina foliar de plantas poliplóides e dos controles: a - 
tangerina ‘Cleópatra’ controle; b - planta 1 e c - planta 2; d - limão ‘Cravo’ controle; e - 
planta 1 e f - planta 2; g - tangerina ‘Sunki’ controle; h - planta 1 e i - planta 2. pp -
parênquima paliçádico e as setas, indicam o espaço intercelular do parênquima 
lacunoso. 

 

Romero-aranda et al. (1997), avaliaram por meio de microscopia e software de análise de 

imagens, a estrutura de limbo foliar de plantas autotetraplóides em comparação com plantas 

diplóides. Os autores observaram que as plantas autotetraplóides apresentavam folhas mais 

largas, com células com menor tamanho e com maior volume, menor número de células, o que 

resultou no maior volume e maior superfície de tecido de mesófilo por unidade de área foliar. Por 

último, observou-se que a densidade do tecido foliar foi menor nas plantas com maior ploidia. 
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Korondosi et al. (2000), revisaram os trabalhos relacionados ao controle de tamanho 

celular e concluíram que a ploidia exerce importante controle no tamanho das células. Para 

estes, a poliploidia resulta na formação de células de maior tamanho e volume. Resultado 

semelhante ao observado no presente estudo. 

 

5.4.3 Avaliação da densidade estomática em folhas e tamanho das células-guarda dos 

estômatos 

 

A exceção da planta mixoplóide de tangerina ‘Sunki’ (planta 1), todas as demais 

apresentaram folhas com número significativamente menor de estômatos por mm2 (Tabela 13 e 

Figura 4). Em alguns casos, a planta tetraplóide apresentou quase a metade da densidade 

estomática da planta-controle (plantas 2 de limão ‘Cravo’ e de tangerina ‘Cleópatra’). 

Com relação ao tamanho das células-guarda dos estômatos, pôde-se observar que a 

maioria das plantas poliplóides apresentou células significativamente maiores que as dos 

controles, representados por maiores comprimento, largura ou ambos (Tabela 13). 

Costa et al. (2004), compararam diferentes híbridos somáticos alotetraplóides de 

variedades de citros com os seus respectivos parentais diplóides e relataram terem encontrado a 

mesma característica nos híbridos somáticos, menor densidade estomática e células-guarda com 

maior tamanho. 

Kadota e Niimi (2002), induziram a tetraploidia em plantas de pêra (Pyrus pyrifolia N.) 

com uso de colchicina em meio de cultura e também observaram que os comprimentos dos 

estômatos das plantas tetraplóides aumentaram em relação aos das plantas diplóides.  

Yang et al. (2006), encontraram diferenças significativas nos tamanhos de estômatos e na 

densidade estomática entre plantas diplóides e tetraplóides de Vitis vinifera, regeneradas a partir 
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de embriões somáticos tratados com colchicina. A média da densidade estomática em 

tetraplóides foi significativamente menor que em diplóides, já o tamanho e largura dos 

estômatos foram significativamente maiores.  

 

Tabela 13 - Médias de densidade estomática, comprimento e largura das células-guarda dos 
estômatos de plantas poliplóides de citros e dos controles. 

Tratamento Densidade estomática 
(mm2)  

Comprimento 
(µm) 

Largura 
(µm) 

SK - controle 317,9 a 11,6 9,3 ab 
SK - planta 1 369,1 a 10,8 8,2 b 
SK - planta 2 230,4 b 11,6 9,4 a 

Teste F 18,0 ** 3,0 ns 4,2 * 
CV(%) 17,1 11,3 16,6 

LC - controle 526,9 a 10,5  b 8,1  c 
LC - planta 1 341,3 b 13,8 a 9,5  b 
LC - planta 2 247,5 c 14,2 a 11,1 a 

Teste F 103,0 ** 47,0 ** 35,3 ** 
CV(%) 11,9 10,2 11,8 

Cleópatra - controle 477,8 a 10,9 b 8,8 
Cleópatra - planta 1 317,9 b 12,0 a 9,6 
Cleópatra - planta 2 279,5 b 12,1 a 9,9 

Teste F 25,4 ** 6,1 ** 3,0 ns 
CV(%) 18,4 11,2 16,0 

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nível de significância de 5% de 
probabilidade, pelo teste de Tukey. 
* Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F. 
** Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste F. 

ns Não significativo 
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Figura 4. Imagens da superfície foliar contendo estômatos, de plantas poliplóides e dos controles: 

a - tangerina ‘Cleópatra’ controle; b - planta 1 e c - planta 2; d - limão ‘Cravo’ controle; 
e - planta 1 e f - planta 2; g - tangerina ‘Sunki’ controle; h - planta 1 e i - planta 2. 

 

Gao et al. (1996), usando colchicina em meio de cultura MS para induzir poliploidia em 

gemas de Salvia miltiorrhiza, relataram que as plantas tetraplóides eram vigorosas e com 

coloração de folha mais escura, os estômatos eram maiores e em menor densidade, em relação 

ao controle. 

Thao et al. (2003), usaram colchicina e oryzalina para conseguir plantas tetraplóides de 

Alocasia a partir de cultivo de brotos in vitro em diferentes concentrações dos alcalóides. Após a 

obtenção de plantas tetraplóides, os autores verificaram que estas possuíam características 

típicas, tais como menor densidade de estômatos e maior do tamanho dos estômatos.  
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Já Przywara et al. (1988), verificaram que plantas haplóides de Kiwi (Actinidia deliciosa) 

apresentavam folhas com estômatos com menor comprimento, quando comparados com a planta 

hexaplóide original. 

Em resumo, Kadota e Niimi (2002) e Thao et al. (2003), citam que os parâmetros 

estomáticos são freqüentemente usados como indicadores do nível de ploidia em plantas. Já 

Masterson (1994), afirma que as informações sobre os parâmetros estomáticos podem se 

constituir num forte indicador para a mudança do nível de ploidia.  

 

5.4.4 Confirmação da natureza nucelar das plantas poliplóides com uso de marcadores 

moleculares 

 

A etapa inicial do experimento consistiu da extração de DNA genômico das plantas. 

Com o método utilizado foi possível obter DNA genômico com pureza adequada, a realização de 

experimentos com a técnica de PCR. 

Em seguida foram realizados os experimentos de seleção das seis combinações de 

primers TRAP´s. De um modo geral, as amplificações resultantes destes experimentos resultaram 

em géis com número de bandas variando entre 20 e 30, em cada gel. Como seria esperado, cada 

par de primers produziu um padrão de bandamento distinto dos demais e as melhores 

combinações de primers foram as seguintes: F1P3, F1P5, F2P2, F2P4, F2P5 E F2P6.  

A seguir, foram realizados experimentos com amplificações utilizando-se os seis pares 

de primers TRAP´s, em experimentos com os DNA´s das seis plantas poliplóides avaliadas e dos 

seus respectivos controles (Tabela 1). A Figura 5 representa um gel de poliacrilamida denaturante 

(a 5%) contendo os resultados obtidos (padrão de bandamento) com o uso de duas combinações 

de primers de marcadores moleculares TRAP´s: F2P5 e F2P6.  
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Por esta figura, e também nos outros géis obtidos com as diferentes combinações de 

primers TRAP´s testadas, pode-se observar que não foi possível detectar diferenças entre o 

padrão de bandamento das plantas controles e o das plantas poliplóides. Diante de tais resultados, 

é possível afirmar de que as seis plantas poliplóides obtidas e avaliadas com marcadores 

moleculares se tratam de plantas originadas de embriões nucelares, pois apresentam padrão 

molecular idêntico ao das respectivas variedades originais. 

Este resultado é de grande importância pois facilita os trabalhos posteriores de avaliação 

agronômica destes respectivos genótipos poliplóides. Isto porque o desejado neste estudo seria a 

obtenção de plantas autotetraplóides nucelares das três variedades de porta-enxertos de citros, de 

forma que se espera que estes genótipos produzam plantas enxertadas com porte reduzido, mas 

sem alterar nenhuma outra característica agronômica. Isto seria praticamente impossível se 

fossem obtidas plantas autotetraplóides com origem híbrida, já que, nos embriões zigóticos, 

sempre ocorrem segregações genéticas devido a união dos dois gametas originados de processo 

meiótico. 
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Figura 5. Gel de poliacrilamida (5%) denaturante contendo o padrão de bandamento resultante da 
amplificação com primers F2P5 e F2P6 de TRAP´s. Amostras: 1- limão ‘Cravo’ controle; 2- 
planta 1; 3- planta 2; 4- tangerina ‘Sunki’ controle; 5- planta 1; 6- planta 2; 7- tangerina 
‘Cleópatra’ controle; 8- planta 1 e 9- planta 2. 
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Trata-se de um dos primeiros trabalhos em que se relata o uso de marcadores 

moleculares TRAP´s em citros. Apesar de se tratar de um marcador molecular dominante, os 

marcadores TRAP´s apresentam vantagens por ser de fácil uso, ser multi-loci, produzir géis 

contendo grande número de bandas, possuir boa repetibilidade e reproducibilidade, bem como 

apresenta baixo custo para o desenvolvimento dos primers e nas fases posteriores. 

Trabalhos recentes relatam o emprego de marcadores moleculares TRAP´s na avaliação 

da diversidade genética em cana-de-açucar e para a identificação de possíveis genes candidatos 

associados à tolerância ao frio ou envolvidos na rota metabólica da síntese da sacarose 

(ALWALA et al., 2006).  

Os marcadores TRAP’s também foram empregados com sucesso para avaliar a dispersão 

de pólen de organismos geneticamente modificados em plantação de Lolium perenne 

(GIDDINGS et al., 1997). 

 

5.4.5 Caracterização fisiológica 

 

Na Tabela 14 estão dispostos os dados obtidos com as avaliações de parâmetros 

fisiológicos das plantas poliplóides e das respectivas plantas-controle. 
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Tabela 14 - Médias da taxa de assimilação de CO2 por área de folha (A), taxa de assimilação de CO2 por massa seca de folha (A’), 
condutância estomática (gs), concentração intercelular de CO2 (Ci), transpiração (E), eficiência de uso da água (EUA), 
eficiência quântica potencial do fotossistema II (Fv/Fm), eficiência quântica efetiva do fotossistema II (∆F/Fm’), 
coeficiente de extinção fotoquímica da fluorescência (qP), coeficiente de extinção não-fotoquímica da fluorescência 
(NPQ), transporte aparente de elétrons (ETR) e massa específica de plantas poliplóides de citros e dos controles. 

 

Genótipo A 
(µmol m-2 s-

1) 

A´ 
(µmol g-1 

s-1) 

gs 
(mol m-

2s-1) 

Ci 
(µL L-

1) 

E 
(mol m-

2s-1) 

EUA Fv/Fm ∆F/Fm’ qP NPQ ETR 
(µmol 
m-2 s-1) 

Massa 
Específica 

(g m-2) 
SK-
Controle 

9,3 ab 0,09 0,10 207,5 1,66 5,71 0,82 0,12 0,27 0,54 60,0 108,0 ab 

SK-1 6,8 b 0,07 0,08 229,2 1,49 4,56 0,83 0,10 0,23 0,51 50,0 102,0 b 
SK-2 11,0 a 0,09 0,13 229,2 2,04 5,45 0,84 0,14 0,35 0,57 73,7 123,3 a 
Teste F 6,78 ** 1,23 ns 3,91 ns 1,33 ns 2,81 ns 1,95 ns 0,48 ns 2,43 ns 1,40 

ns 
0,37 ns 2,42 ns 9,95 ** 

CV(%) 18,0 17,85 27,5 9,8 19,4 16,38 2,54 24,8 34,1 20,1 245,0 10,30 
LC-
Controle 

10,8 0,09 0,13 b 229,0 b 2,10 5,18 a 0,83 0,13 0,36 0,66 68,0 116,6 

LC-1 9,5 0,08 0,11 b 217,0 b 1,90 5,03 
ab 

0,84 0,13 0,37 0,64 67,5 121,3 

LC-2 11,6 0,09 0,18 a 261,7 a 2,74 4,27 b 0,83 0,13 0,32 0,58 67,8 129,5 
Teste F 1,45 ns 1,03 ns 9,45 ** 23,94 

** 
3,77 ns 4,58 0,24 ns 0 ns 0,49 

ns 
1,14 ns 0 ns 2,78 ns 

CV(%) 16,1 16,45 18,6 4,0 20,0 9,39 0,85 13,5 21,2 11,7 13,6 6,35 
Cleo-
Contr. 

11,5 0,11 0,13 214,2 2,07 5,65 0,82 0,16 0,39 0,64 79,6 104,9 b 

Cleo-1 11,5 0,11 0,12 210,7 2,12 5,44 0,83 0,15 0,37 0,64 78,9 104,1 b 
Cleo-2 11,1 0,09 0,11 200,0 1,97 5,83 0,84 0,16 0,41 0,65 81,8 128,9 a 
Teste F 0,03 ns 1,60 ns 0,12 ns 0,53 ns 0,07 ns 0,30 ns 2,14 ns 0,06 ns 0,40 

ns 
0,06 ns 0,05 ns 12,48 ** 

CV(%) 21,2 21,21 32,1 9,8 27,8 12,48 1,02 16,1 18,1 10,0 16,0 7,58 
Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nível de significância de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey. 
* Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F. 
** Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F. 

ns Não significativo 
Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’; LC - limão ‘Cravo’; Cleo - tangerina ‘Cleópatra’ 
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Para a tangerina ‘Sunki’ pode-se observar que a planta autotetraplóide (planta 2) 

apresentou a taxa de assimilação de CO2 por área de folha (A) e a massa específica 

significativamente maiores que a da planta 1 (mixoplóide), mas não diferindo do controle. 

Como ambos os parâmetros tiveram mesmo padrão e juntos, eles compõem a taxa de 

assimilação de CO2 por massa seca de folha (A´), esta última não apresentou alteração 

significativa entre os genótipos de tangerina ‘Sunki’. Os outros parâmetros avaliados não 

apresentaram alterações significativas.  

Por estes resultados pode-se concluir que a maior taxa fotossintética (A) das folhas da 

planta autotetraplóide de tangerina ‘Sunki’ (planta 2) em relação a planta 1 deve estar 

correlacionada com a produção de folhas com maior massa específica (Tabela 14), já que 

ambas apresentaram folhas mais espessas que o controle, mas com medidas bem próximas 

(Tabela 11 e Figura 3) Assim, a produção de folhas com maior quantidade de células e tecidos 

por unidade de área pode ter possibilitado a planta possuir maior eficiência fotossintética. Por 

outro lado, não há nenhum indício de que a alteração da ploidia da planta tenha ocasionado 

outra alteração nos processos fotossintéticos (difusivos ou fotoquímicos) da folha. 

Após um extenso estudo, Romero-aranda et al. (1997), observaram que plantas 

autotetraplóides de laranja ‘Valência’ apresentaram menor taxa de assimilação de CO2 por 

área, por peso e por células, do que as plantas diplóides. Segundo os autores, isto ocorreu 

devido ao aumento das barreiras à difusão do CO2, possivelmente por causa de modificações 

físicas e estruturais, ocorridas nas folhas, o que ocasionou uma redução da capacidade 

fotossintética por unidade de área.  

Já Syvertsen et al. (2000), não observaram efeitos significativos da tetraploidia na taxa 

de assimilação de CO2 de plantas de três variedades de porta-enxerto. 

As plantas poliplóides de tangerina ‘Cleópatra’ não apresentaram alterações 

significativas em relação às características fisiológicas avaliadas (Tabela 14). A exceção foi a 
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planta 2 (autotetraplóide), que apresentou uma massa específica significativamente maior 

(128,9 g m-2) que o controle e que a outra planta poliplóide, a planta 1 (Tabela 14).  

Neste caso, a maior espessura e massa específica das folhas não foram suficientes para 

induzir a planta a uma maior taxa de assimilação de CO2. Certamente, deve ter ocorrido 

alguma outra limitação nos processos fotossintéticos que impediu a maior eficiência 

fotossintética das folhas mais espessas. Fato semelhante ao observado por Romero-aranda et 

al. (1997). 

A planta 2 de tangerina ‘Cleópatra’ também apresentou outras alterações mas somente 

em relação a planta 1, folhas com conteúdos significativamente menores de clorofila a, b e 

total (Tabela 15).  

 

 
Tabela 15 – Médias dos teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e relação entre 

clorofila a/b de plantas poliplóides de citros e dos controles. 
 clorofila a 

(mg g-1 PF) 
clorofila b 
(mg g-1 PF) 

clorofila total 
(mg g-1 PF) 

Relação 
clorofila a/b 

SK – controle 0,88 0,33 1,22 2,67 
SK - planta 1 0,89 0,32 1,21 2,82 
SK - planta 2 0,81 0,29 1,10 2,81 

Teste F 0,23 ns 0,34 ns 0,26 ns 1,18 ns 
CV(%) 28,25 31,47 29,03 6,76 

LC – controle 0,96 0,37 1,33 2,62 b 
LC - planta 1 0,73 0,24 0,98 2,96 a 
LC - planta 2 0,76 0,25 1,01 3,09 a 

Teste F 0,93 ns 2,75 ns 1,28 ns 16,44 ** 
CV(%) 32,62 31,09 32,20 4,11 

Cleópatra - controle 0,80 ab 0,31 ab 1,11 ab 2,65 
Cleópatra - planta 1 0,96 a 0,39 a 1,35 a 2,44 
Cleópatra - planta 2 0,70 b 0,27 b 0,97 b 2,61 

Teste F 3,55 * 4,55 * 3,99 * 1,09 ns 
CV(%) 24,41 26,58 24,53 12,03 

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nível de significância de 5% de probabilidade, pelo 
teste de Tukey. 
* Significativo ao nível de 5% de probabilidade, pelo teste F. 
** Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste F. 

ns Não significativo 
Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’; LC - limão ‘Cravo’; Cleo - tangerina ‘Cleópatra’ 

Dentre as duas plantas autotetraplóides de limão’Cravo’, apenas a planta 2 apresentou 

alterações significativas nos parâmetros fisiológicos, em relação à planta-controle: folhas com 
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maior condutância estomática (gs), maior concentração intercelular de CO2 (Ci) e menor 

eficiência do uso da água (EUA). 

Apesar destas duas alterações observadas no processo difusivo da fotossíntese das 

folhas (CO2), não se pôde observar nenhum incremento significativo na taxa de assimilação 

de CO2 por unidade de área (A) e nem por unidade de massa (A’). Deste modo considera-se 

que esta alteração pode ser considerada como deletéria para a planta pois indica que a mesma 

apresenta uma menor eficiência do uso da água, necessitando de maior volume de água para a 

realização de mesma quantidade de fotossíntese (quantidade de CO2 assimilado). 

Segundo Machado et al. (2008), acréscimos na concentração intercelular de CO2 (Ci) 

podem causar um aumento na taxa de assimilação de CO2 (A), devido ao aumento da 

concentração de CO2 para atividade da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase 

(Rubisco). 

Syvertsen et al. (2000), observaram que as plantas autotetraplóides produziram raízes 

maiores do que as plantas diplóides, mas com tendência a produzir raízes mais curtas e com 

menor número de raízes fibrosas, que são as responsáveis pela maior absorção de água e de 

nutrientes. Deste modo, pôde-se observar menor absorção de água, de nitrogênio e menores 

respostas de crescimento, após o cultivo das plantas autotetraplóides em ambientes com maior 

concentração de CO2. Em suma, os autores observaram que este padrão de raízes produzidas 

pelas plantas tetraplóides resultou em menores taxas de crescimento. 

Outra característica alterada significativamente nas plantas autotetraplóides de limão 

‘Cravo’ foi a relação entre clorofila a e b, que aumentou nas duas plantas (Tabela 15). 

Romero-aranda et al. (1997), pelo contrário, observaram valores 25% menores da relação de 

clorofila a/b nas plantas tetraplóides, apesar de verificarem incremento na concentração total 

de clorofila nas mesmas plantas. 
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As clorofilas são grupos de pigmentos verdes absorventes de luz, ativos na 

fotossíntese. A luz absorvida por carotenóides ou pela clorofila b é rapidamente transferida 

para a clorofila a dando continuidade à cadeia de produção de energia (TAIZ; ZEIGER, 

2004). Portanto, os teores de clorofilas e as suas proporções equilibradas, são fundamentais 

para que as plantas apresentem uma maior eficiência fotossintética. Provavelmente, quanto 

maior o teor de clorofila total, maior será a eficiência de produção de energia para a planta, 

desde que outros fatores que contribuem para realização da fotossíntese também estejam em 

proporções adequadas. 

É conhecido que na poliploidização há um incremento no tamanho das células em 

todos os tecidos: raiz, caule, folha, flores e grãos de pólen, entretanto, o tamanho do 

cloroplasto normalmente não é alterado pelo fator ploidia (LADYGIN, 2004).  

 

5.5 Experimentos adicionais 

 

5.5.1 Avaliação de densidade estomática, de outras plantas poliplóides putativas 

 

Os resultados obtidos com as avaliações de densidade estomática das plantas 

selecionadas e das respectivas plantas-controle estão citados na Tabela 16. 

Para tangerina ‘Sunki’, foram selecionadas 15 plantas pelo método de seleção visual e 

dentre estas, 11 foram consideradas como sendo poliplóides (tetraplóides ou outra poliploidia) 

utilizando-se o método de avaliação da densidade estomática (SK - plantas 1, 2, 4, 5, 6, 9, 10, 

13, 14, 16 e 18). Isto porque apresentaram valores de densidade estomática iguais ou 

inferiores aos da planta-controle tetraplóide (Tabela 16). 
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Diante de tal resultado, considera-se que o método de identificação de plantas 

poliplóides de tangerina ‘Sunki’ com base em características morfológicas de folhas foi 

eficiente em identificar plantas poliplóides. 

 
Tabela 16 - Médias de densidade estomática de plantas poliplóides putativas selecionadas por 

características morfológicas e dos controles. 
Genótipos Densidade estomática 

(mm2) 
Tratamento  

(concentração/tempo em 
colchicina) 

SK-Controle 2X 317,9  b  
SK-Controle 4X 230,4   cd 0,05%/* 
SK - planta 1 213,0    de 0,05%/* 
SK - planta 2 183,9    de 005%/1 dia 
SK - planta 4 165,7    de 0,025%/2 dias 
SK - planta 5 160,2    e 0,05%/1 dia 
SK - planta 6 156,6    e 0,1%/1 dia 
SK - planta 9 233,0   cd 0,05%/1 dia 
SK - planta 10 223,9   cde 0,05%/* 
SK - planta 11 293,1  bc 0,025%/2 dias 
SK - planta 12 318,6  b 0,1%/1 dia 
SK - planta 13 214,8    de 0,025%/2 dias 
SK - planta 14 163,8    de 0,05%/1 dia 
SK - planta 16 152,9    e 0,05%/3 dias 
SK - planta 17 418,7 a 0,025%/2 dias 
SK - planta 18 162,0    de 0,025%/1 dia 
SK - planta 19 344,1  b 0,025%/2 dias 

Teste F 32,7 **  
CV (%) 14,7  

LC - Controle 2X 529,9 a  
LC - Controle 4X 247,5   c 0,05%/3 dias 
LC - planta 3 391,4  b 0,05%/2 dia 
LC - planta 15 458,7 ab 0,1%/1 dia 
LC - planta 20 402,3  b 0,025%/1 dia 
LC - planta 21 442,4  b 0,1%/1 dia 

Teste F 43,1 **  
CV (%) 10,9  

Cleo - Controle 2X 477,8 a  
Cleo - Controle 4X  265,5  b 0,05%/1 dia 
Cleo - planta 7 320,4  b 0,1%/1 dia 
Cleo - planta 8 189,3   c 0,05%/2 dias 

Teste F 83,5 **  
CV (%) 11,7  

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nível de significância de 5% de 
probabilidade, pelo teste de Tukey. 
* tempo de tratamento em colchicina desconhecido. 
** Significativo ao nível de 1% de probabilidade, pelo teste F. 
Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’; LC - limão ‘Cravo’; Cleo - tangerina ‘Cleópatra’ 
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Dentre as quatro plantas poliplóides putativas de limão ‘Cravo’ avaliadas, uma foi 

considerada como sendo diplóide (LC – planta 15), por apresentar ploidia idêntica ao da 

planta-controle diplóide (Tabela 16). As demais plantas avaliadas apresentaram densidades 

estomáticas intermediárias entre as duas plantas controles (2x e 4x) e, portanto, não puderam 

ter a sua ploidia confirmada. Para isto, seria necessária a realização de análises mais precisas, 

pela metodologia de citometria de fluxo ou contagem de número de cromossomos. 

A planta 8 de tangerina ‘Cleópatra’ foi confirmada como sendo tetraplóide, com base 

na avaliação da densidade estomática. Já a planta 7, apresentou densidade estomática 

intermediária ao das duas plantas-controle, mas com valor estatisticamente semelhante ao da 

planta tetraplóide. Diante de tal fato, pode-se supor de que se trata de uma planta poliplóide, 

mas para a confirmação desta hipótese seria necessária a realização de análises mais precisas. 

 

5.5.2 Estimativa da porcentagem de plantas nucelares, obtidas de sementes 

germinadas in vitro de variedades de porta-enxertos, pelo método de marcadores 

moleculares TRAP´s 

 

Os resultados obtidos com as amplificações realizadas com os três pares de primers 

TRAP´s, nos DNA´s de plantas de tangerina ‘Sunki’ demonstraram que 10% das plantas 

avaliadas apresentavam bandas distintas das observadas na planta-controle. Estas plantas 

foram então consideradas como sendo plantas zigóticas. 

A Figura 6 representa uma região de um gel de poliacrilamida denaturante (a 5%) 

contendo os resultados obtidos (padrão de bandamento) com o uso da combinação de primers 

F2P5 de marcadores moleculares TRAP´s. Nesta figura pode-se observar a existência de 

polimorfismos no DNA de algumas plantas obtidas por germinação de sementes. Os 

polimorfismos podem ser representados pela ausência de bandas, no padrão da planta 
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avaliada, ou então, pela presença de bandas adicionais no padrão destas mesmas plantas 

(Figura 6). 

 

 

 
Figura 6. Gel de poliacrilamida (5%) denaturante contendo o padrão de bandamento resultante 

da amplificação com primers F2P5 de TRAP´s. Amostras: P- tangerina ‘Sunki’ 
controle; amostras das plantas 1, 2, 11, 13 e 14. Setas indicam região com 
polimorfismo de DNA. 
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Os resultados obtidos com as amplificações realizadas com os três pares de primers 

TRAP´s, nos DNA´s de plantas de tangerina ‘Cléópatra’ demonstraram que todas as plantas 

apresentavam o mesmo padrão de bandamento da planta-controle, demonstrando que a 

tangerina ‘Cleópatra’ não produziu plantas zigóticas a partir da germinação de sementes. 

Já o limão ‘Cravo’ foi a espécie que apresentou a maior porcentagem de plantas 

zigóticas, nas avaliações dos três pares de primers de marcadores moleculares TRAP´s. Esta 

porcentagem foi estimada em 55% de plantas zigóticas, obtidas a partir da germinação in vitro 

de sementes. 

Na Figura 7 pode-se ter uma idéia do padrão de polimorfismo, observado nas amostras 

de DNA de limão ‘Cravo’. 

 

 

Figura 7. Gel de poliacrilamida (5%) denaturante contendo o padrão de bandamento resultante 
da amplificação com primers F2P4 de TRAP´s. Amostras: P- limão ‘Cravo’ 
controle; amostras das plantas 1 a 19. Setas indicam região com polimorfismo de 
DNA. 

 

A poliembrionia é caracterizada pela presença de dois ou mais embriões na mesma 

semente.  Geralmente apenas um é de origem sexual, sendo os demais de natureza agâmica, 

provenientes do desenvolvimento de células do nucelo. Portanto, com genoma idêntico a 

planta-mãe (ANDRADE et al., 2007). A grande maioria das variedades cítricas produz 

sementes poliembriônicas devido ao seu forte potencial embriogênico do tecido nucelar do 
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ovário, que normalmente origina de um a múltiplos embriões adventícios ao redor do 

embrião sexual, denominado de embrionia adventícia (KOLTUNOW, 1993). 

Andrade (2007), usando a técnica de AFLP na detecção de polimorfismos em 

plântulas originadas de semente de diferentes variedades de citros, observou dissimilaridade 

de 22% para limão ‘Cravo’ (Citrus limonia), 17% para tangerina ‘Sunki’ (Citrussunki), 12% 

para tangerina ‘Cleópatra’ (Citrus reshni) e 18% para o citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradise 

x Poncirus trifoliata), sendo que no total de plântulas avaliadas apenas 47% das plântulas 

mostraram-se nucelares.  

Cristofani e Machado (1998), usando marcadores moleculares do tipo RAPD para a 

identificação e determinação de embriões zigóticos, encontraram uma freqüência de 6% de 

plantas zigóticas em sementeira de limão ‘Cravo’. Resultado bem inferior ao observado no 

presente estudo. No entanto, sabe-se que a taxa de polimebrionia é variável de ano para ano e 

que nas condições de germinação das sementes in vivo, como foi o caso das sementeiras, as 

plântulas híbridas possuem maior desvantagem em comparação com as nucelares, pois as 

últimas geralmente possuem maior vigor e não sofrem problemas genéticos. Assim, é 

realmente esperada uma estimativa mais baixa para a porcentagem de plantas zigóticas em 

populações de plantas obtidas de sementeiras, em comparação com populações originadas de 

germinação in vitro.  
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6 CONCLUSÕES 

 

- O cultivo temporário em meio contendo colchicina causa toxidez aos explantes de citros 

(segmentos de epicótilo), e esta toxidez é maior em função do aumento da concentração de 

colchicina e do tempo de cultivo no meio contendo o alcalóide. 

 

- As plantas autotetraplóides, em geral, apresentaram folhas com maior espessura do limbo e 

alteração na relação comprimento/largura do limbo foliar e aumento do espaço intercelular. 

 

- A exceção da planta mixoplóide de tangerina ‘Sunki’, as demais plantas poliplóides 

avaliadas de tangerina ‘Ceópatra’, limão ‘Cravo’ e tangerina ‘Sunki’ apresentaram folhas 

com número significativamente menor de estômatos por mm2. 

 

- Todas as plantas autopoliplóides avaliadas demonstraram ter origem nucelar, em avaliações 

com uso de marcadores moleculares TRAP´s. 

 

- As plantas autopoliplóides apresentaram diferentes alterações nas características fisiológicas 

avaliadas. 
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