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RESUMO 

 

A citricultura brasileira tem grande importância no agronegócio mundial, sendo que 
41% da produção mundial de laranja advém de pomares nacionais. Com a entrada 
do HLB nos pomares, são necessárias novas estratégias para não haver perda de 
produtividade, como o plantio adensado. Devido à alta demanda de plantas e baixa 
oferta de sementes, a micropropagação de porta-enxertos cítricos entra como 
alternativa na produção de mudas, pois permite a produção clonal em massa em um 
espaço reduzido, não dependendo de sementes e eliminando a necessidade do 
descarte de embriões zigóticos germinado. Entretanto após passar por estresse 
contínuo exercido pela cultura de tecidos e às altas concentrações de reguladores 
de crescimento, o material pode apresentar alterações (epi)genéticas e/ou 
fenotípicas, chamadas variação somaclonal. Essas alterações podem ser 
caracterizadas em morfológicas, fisiológicas e moleculares apresentando 
modificações no nível de ploidia que podem ser identificadas por marcadores 
moleculares e citometria de fluxo. O objetivo deste trabalho foi estudar a possível 
variação morfológica e fenotípica de plantas de 100 plantas de ‘Flying Dragon’ 
submetidas ao processo de micropropagação durante mais de dois anos e 25 
subcultivos em meio de cultura WPM e 100 plantas originárias de semente. Para a 
caracterização morfológica, foram executadas avaliações de coloração, margem 
foliar, presença de espinho, medição de altura e diâmetro de caule e área foliar. 
Para a caracterização genética foram utilizados marcadores moleculares SSR e 
citometria de fluxo. Foram utilizados 30 pares de primers microssatélites 
desenvolvidos previamente, em 100 plantas micropropagadas, 5 plantas produzidas 
por sementes e comparadas às 3 plantas FMVI. Para citometria foram utilizadas as 
mesmas 100 plantas micropropagadas, 10 plantas produzidas por sementes e 
comparadas às 3 plantas fornecedoras de material vegetal inicial. Os resultados 
morfológicos foram uniformes entre as amostras e entre as origens em comparação 
com a planta fornecedora de material inicial. Vinte e sete marcadores SSR 
amplificaram fragmentos, 19 (70%) permitiram a visualização de apenas um alelo 
(fragmento de DNA) e 8 amplificaram dois alelos. A análise de citometria de fluxo de 
100 plantas micropropagadas e 100 plantas de sementes apresentou valores médios 
de volume nuclear de 171,43±8,99 para as plantas vindas de sementes e 
189,47±7,03 para as micropropagadas. A conclusão com esses resultados é de que 
o processo de micropropagação por organogênese somática em plantas de ‘Flying 
Dragon’ após 25 subcultivos em meio de cultura WPM é estável. 
 

Palavras-chave: Micropropagação, SSR, citometria, Flying Dragon.
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ABSTRACT 

 

Brazilian citriculture is of great importance in world agribusiness since 41% world’s 
orange production comes from national orchards. With the entry of HLB into 
orchards, new strategies are needed to avoid loss of productivity, such as high 
density. Due to the high demand of plants and low supply of seeds, micropropagation 
of citrus rootstocks is an alternative in the production of seedlings, as it allows clonal 
mass production in a reduced space, not depending on seeds and eliminating the 
need to discard germinated zygotic embryos. However, after undergoing continuous 
stress exerted by tissue culture and high concentrations of growth regulators, the 
material may show (epi)genetic and/or phenotypic changes, called somaclonal 
variation. These changes can be characterized as morphological, physiological, and 
molecular, showing changes in the ploidy level that can be identified by molecular 
markers and flow cytometry. The objective of this work was to study the possible 
morphological and phenotypic plant variation of 100 'Flying Dragon' plants submitted 
to the micropropagation process for more than two years and 25 subcultures in WPM 
culture medium and 100 plants originating from seed. For the morphological 
characterization, evaluations of color, leaf margin, presence of thorn, measurement 
of height and diameter of stem and leaf area were performed. For the genetic 
characterization SSR molecular markers and flow cytometry were used. 30 pairs of 
microsatellite primers, previously developed, were used in 100 micropropagated 
plants, 5 plants produced by seeds and compared to 3 FMVI plants. For cytometry, 
were used 100 micropropagated plants, 100 plants produced by seeds and 
compared to the 3 plants that provided initial plant material according to the 
availability of leaf material. The morphological results were uniform between samples 
and between origins compared to the source plant. Twenty-seven SSR markers 
amplified fragments, 19 (70%) allowed the visualization of only one allele (DNA 
fragment) and 8 amplified two alleles. The size of the amplified fragments ranged 
from 100 to 200 bp. Flow cytometry analysis of 100 micropropagated plants and 100 
seed plants showed mean values of nuclear volume of 171.43±8.99 for seed plants 
and 189.47±7.03 for micropropagated ones. The conclusion with these results is that 
the process of micropropagation by somatic organogenesis in 'Flying Dragon' plants 
after 25 subcultures in WPM culture medium is stable. 
 
 
 
 
Keywords: Micropropagation, SSR, cytometry, Flying Dragon
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1 INTRODUÇÃO 

 A citricultura brasileira é uma importante cadeia produtiva do agronegócio do 

país por se mostrar um setor organizado e competitivo. A produção está 

concentrada principalmente na região sudeste, com destaque para o cinturão 

citrícola de São Paulo e Triângulo Mineiro e estima-se que a safra 23/24 deverá ser 

de 309,34 milhões de caixas de laranja de 40,8 kg (FUNDECITRUS, 2023). 

 Os citros, como a maioria das espécies de árvores frutíferas, são 

propagados vegetativamente pela enxertia da cultivar copa em cultivares de porta-

enxertos, multiplicados por sementes, que foram selecionados por seu desempenho 

em diferentes condições edafoclimáticas ou por sua tolerância a doenças.   

 Na citricultura, os porta-enxertos são utilizados pois proporcionam boas 

características agronômicas aos frutos produzidos. Pompeu Júnior (2008) destaca 

que estes, em geral, influenciam no desenvolvimento vegetativo da copa, 

precocidade de produção, época de maturação e peso dos frutos, capacidade de 

absorção, síntese e utilização de nutrientes, tolerância à salinidade, resistência à 

seca e ao frio, resistência ou tolerância às pragas e doenças. Portanto, a escolha do 

porta-enxerto é uma das decisões mais importantes para o estabelecimento de 

pomares comerciais de citros.  

 Apesar da grande diversidade e variedade de espécies de citros, a produção 

de porta-enxertos é restrita a um pequeno número de variedades. Segundo 

Conceição et al. (2019), citando dados não publicados da Coordenação de Defesa 

Agrícola, o limão ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) e citrumelo ‘Swingle’ [C. 

paradisi Macfad. cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] representaram, 
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respectivamente, 34,3% e 45% dos porta-enxertos utilizados para a produção de 

mudas de citros em São Paulo em 2017. 

 Com o surgimento e disseminação do Huanglongbing (HLB ou greening) 

novas estratégias de produção estão sendo avaliadas, entre elas, o plantio 

adensado pois é uma das doenças mais severas dos citros e que tem causado 

perdas econômicas substanciais em todo o mundo.  

 Para o cultivo adensado, é necessário que sejam utilizados porta-enxertos 

que induzam a cultivar copa a ter um porte menor. Plantas de menor vigor possuem 

maior eficiência produtiva por área de árvore, possibilitam elevadas densidades de 

plantio conduzindo à uma maior produção por unidade de área, facilitam a colheita, 

inspeção, pulverização e erradicação de plantas doentes, atendendo à demanda no 

controle de pragas, doenças e seus vetores (STUCHI et al., 2012). 

 O P. trifoliata var. monstrosa cv ‘Flying Dragon’ é o único porta-enxerto 

verdadeiramente ananicante comercial conhecido atualmente, com uma redução de 

tamanho de cerca de 30% do porte da variedade copa, muito utilizado com lima 

ácida ‘Tahiti’ e limão ‘Eureka’, porém é incompatível com laranja Pera (C. sinensis L. 

Osbeck.) e tangor Murcott (C. reticulata Blanco × C. sinensis L. Osb.), a cultivar mais 

produzida no Brasil. Sua origem genética é uma provável mutação de P. trifoliata, 

conhecidos como ‘Trifoliata’ (POMPEU JÚNIOR, 2005; STUCHI; DONADIO; 

SEMPIONATO, 2003). 

 As mudas de citros são enxertadas em porta-enxertos produzidos por 

sementes devido à alta disponibilidade no mercado e preço baixo, em contrapartida, 

as sementes de ‘Flying Dragon’ apresentam cerca de 50% de poliembrionia 

(RODRIGUES et al., 2015). Nos últimos anos, com a entrada da doença HLB, foi 

exigido o arranquio de plantas doentes, dentre elas, as sementeiras oficiais, 

havendo uma queda na oferta de sementes de todos os porta-enxertos no mercado, 

forçando o mercado citrícola a encontrar alternativas para produção de mudas. A 

micropropagação é uma possibilidade para o fornecimento de materiais vegetais 

(CARVALHO et al., 2019). 

 A micropropagação consiste em uma técnica do cultivo de tecido in vitro, 

utilizada na multiplicação de porta-enxertos e que permite a manutenção das 

características de relevância agrícola, eliminando necessidade de eliminação de 

materiais oriundos de embrião zigóticos pela poliembrionia das sementes de citros 

(CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006). 
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 Durante o processo de multiplicação in vitro, poderão ocorrer variações 

genéticas ou epigenéticas chamadas variações somaclonais. Essas alterações 

ocorrem por diversos motivos como composição do meio de cultivo, tempo em que o 

material é submetido ao processo in vitro, tipo do explante, rotas de regeneração do 

material, entre outras, além do genótipo, onde a cultura de ápices pode variar de 0 a 

70% de resultantes com alterações somaclonais (KAEPPLER; KAEPPLER; RHEE, 

2000; SMITH, 1988). 

 Consequentemente, a avaliação da estabilidade genética e epigenética das 

plantas micropropagadas é de extrema importância para garantir a eficiência do 

procedimento de micropropagação, confiabilidade e seu impacto na produção 

agrícola, para assim, poder representar uma alternativa mais eficiente e econômica 

à produção de mudas (DOBRÁNSKI; TEIXEIRA DA SILVA, 2010). 

 Existem diversas técnicas que podem ser utilizadas para o 

acompanhamento e garantir a estabilidade. Desde análises visuais da planta às 

análises moleculares. A análise molecular pode ser realizada por meio da técnica de 

amplificação de fragmentos de DNA (PCR) que utiliza marcadores moleculares para 

identificação de, por exemplo, fragmentos SSR (Simple Sequence Repeats) que são 

reprodutíveis, multialélicos e codominantes (BAYRAKTAR et al., 2020; TIKENDRA; 

AMOM; NONGDAM, 2019). 

 A variação somaclonal em plantas regeneradas a partir de cultura de 

tecidos, via organogênese ou embriogênese somática, está frequentemente 

associada a anormalidades no conteúdo de ácido desoxirribonucleico (DNA) como 

aneuploidia e poliploidia, que podem ser identificadas pela citometria de fluxo, 

usando fluorocromo específico do ácido nucleico (SILVA et al., 2004). 
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2 OBJETIVO 

 

2.1 Objetivo geral 

 Verificar, mediante utilização de marcadores moleculares microssatélites 

(SSR – Simple Sequence Repeats), citometria de fluxo e análise morfológica, se há 

diversidade genética e epigenética em plantas de porta-enxerto ‘Flying Dragon’ após 

passarem pelo processo de micropropagação com o intuito de produzir materiais 

estáveis comercialmente. 

 

2.2 Objetivos específicos para atender o objetivo geral 

a) Avaliar morfologicamente as plantas regeneradas por micropropagação e por 

sementes segundo o Descriptors of Citrus (1999); 

b) Analisar, através da utilização de 30 pares de primers microssatélites, a 

ocorrência de polimorfismos em 100 plantas oriundas de micropropagação;  

c) Analisar, através de citometria de fluxo, a ocorrência de aberrações 

cromossômicas nas plantas regeneradas por micropropagação e por sementes. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 Os citros 

 Os citros são plantas da família Rutaceae e contém 150 gêneros, 2.000 

espécies de laranjas, limões, tangerinas, pomelos entre outros, com poucas 

espécies verdadeiras, pois muitas são consideradas como híbridos interespecíficos, 

ou seja, possuem pouca variação genética, contudo apresentam muitas variações 

fenotípicas (BOWMAN; JOUBERT, 2020). 

 A maioria das espécies do gênero Citrus são diploides (2n=18) com número 

básico de cromossomos x=9. Há também plantas com um número diferente de 

cromossomos conhecidos como triploides (2n=3x=27) e tetraploides (2n=4x=36) de 

ocorrência natural, originadas tanto por fatores sexuais quanto somáticos. Os de 

origem sexual podem ser obtidos através da fusão de um gameta não reduzido com 

um haploide normal e de dois gametas não reduzidos.  

 Os poliploides (indivíduos com mais de um conjunto de cromossomos) de 

origem somática, ou ‘poliploides espontâneos’, podem aparecer através processos 

naturais de mutação através da duplicação de cromossomos em células nucelares e 

a falta de divisão durante a mitose, originando plantas tetraploides (CAMERON; 

FROST 1968, LEE, 1988; ZENG et al. 2006). A frequência de plantas poliploides 

espontâneas em citros é variável e parece estar sob controle genético e ambiental 

(BARRETT; HUTCHISON, 1978). No entanto, o fator ou fatores que influenciam a 

frequência de eventos de poliploidização permanecem desconhecidos, pois poucos 

estudos sobre o assunto têm sido publicados. Segundo Aleza et al. (2011), Guerra et 

al. (2016), Hussain et al. (2011), Otto e Whitton (2000), Saleh et al. (2008) a 
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duplicação dos cromossomos pode ser afetada por condições ambientais em campo 

tais como a temperatura ou em cultivo in vitro de tecidos, tais como a concentração 

de fitorreguladores. 

 

3.2 Porta-enxerto ‘Flying Dragon’ 

 Na última década ocorreu uma mudança significativa na citricultura na 

tentativa de diminuir os efeitos negativos da grande incidência de greening nos 

pomares. As combinações copa/porta-enxerto utilizadas hoje, visam principalmente, 

a possibilidade do adensamento do pomar para a redução da necessidade de mão-

de-obra necessária, aumento da produção, aumento da competitividade e retorno 

financeiro (FUNDECITRUS, 2023; STUCHI; DONADIO; SEMPIONATO, 2003).  

 Variedades que permitam o adensamento devem ter características 

ananicantes e que não prejudiquem a produtividade por área. O porta-enxerto ‘Flying 

Dragon’ (Poncirus trifoliata (L.) Raf. var. monstrosa) entrou em evidência por atender 

os atributos desejados, otimizando tratos culturais pelo menor vigor e ter diminuído 

as taxas sintomas de HLB em plantas enxertadas sobre esse porta-enxerto (STUCHI 

et al., 2012; STUCHI; DONADIO; SEMPIONATO, 2003). 

 Além do porte ananicante, a variedade apresenta caule com crescimento 

tortuoso característico, espinhos curtos, pontiagudos e voltados para baixo. É 

caducifólia trifoliada com folíolos estreitos, pecíolo longo e de coloração verde-

escura. Produz frutos pequenos, com casca grossa e rugosos (GIRARDI et al., 

2021). 

 É cultivar resistente ao frio, ao vírus da tristeza e morte súbita dos citros e 

nematoides, tolerante à gomose de Phytophthora e confere qualidade ao fruto 

enxertado, principalmente para limeira ácida ‘Tahiti’, porém é incompatível com 

laranjeira ‘Pera’ e tangor ‘Murcott’, limitando seu uso (MATTOS JUNIOR, et al., 

2005; MEDINA et al., 2000), entretanto, a interenxertia pode ser utilizada para 

superar essa limitação. 

 O método mais comum de propagação do porta-enxerto ‘Flying Dragon’ é 

por sementes. As sementes podem ser coletadas de frutas maduras e semeadas em 

recipientes ou diretamente no solo. São de tamanho médio a grande, com taxa de 

poliembrionia chegando a 76% e uma média de 50%, de germinação irregular, 

variando de 4 a 6 semanas e de desenvolvimento lento em viveiro (CHENG; 



 7 

ROOSE, 1995; GIRARDI, et al., 2021; MADEMBA-SY, F., LEBEGIN, S., & 

DESPREZ, Z. L, 1999; PORTELLA et al., 2015; PRAKASH; SHARMA, 2018). 

 

3.3. Métodos de propagação de mudas cítricas 

 A adoção de novas tecnologias para a produção de variedades mais 

adaptadas aos diversos estresses ambientais como disponibilidade de água, 

mantendo rendimento de fruto e suco e o uso de práticas culturais avançadas 

relacionadas ao manejo nutricional das árvores, manejo de pomares com irrigação, 

controle pragas e doenças foram essenciais para a expansão da citricultura no Brasil 

(BOTEON; NEVES, 2005). 

 Os recentes avanços nas práticas culturais utilizadas para a produção de 

materiais básicos de propagação de porta-enxerto e mudas também foram 

essenciais para garantir o acompanhamento e aplicabilidade dessas novas 

tecnologias, garantindo a competitividade, a sustentabilidade e a eficiência da 

citricultura brasileira garantindo agregação de valor e superando dificuldades na 

colheita e automação (STUCHI, et al., 2020) 

 

3.3.1 Propagação por sementes 

 A multiplicação de citros por sementes tem sido de grande importância na 

evolução e dispersão dos citros em todo o mundo pela facilidade de transporte e 

durabilidade (MOREIRA; SALIBE, 1966). 

 A propagação sexuada por sementes foi inicialmente o método preferido 

para a produção comercial de mudas de citros. Até meados do século XIX, a maioria 

dos pomares cítricos brasileiros se originava de árvores derivadas da germinação 

direta de sementes (POMPEU JÚNIOR, 2005). 

 Atualmente, a propagação por sementes está limitada à produção de porta-

enxertos. O alto grau de poliembrionia facilita a propagação e a taxa de germinação 

e da quantidade de embriões é influenciada pelo tempo e condições de 

armazenamento das sementes e cultivar (CASTLE et al., 1993; CARVALHO; SILVA, 

2013; SOARES FILHO et al., 2014).  

 Segundo Greve et al. (1991), as características desejáveis nos materiais a 

serem multiplicados são as características identificadas da ‘planta-mãe’ fornecedora 

de sementes, o que torna imprescindível e oneroso o processo de seleção de 

embriões nucelares após o desenvolvimento das plantas (Figura 1).  
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Figura 1. Produção comercial de porta-enxerto cítrico poliembriônico como 
resultante da propagação via semente. 
 

3.3.2 Propagação por estaquia 

 Estacas são mudas propagadas vegetativamente e são clonais, ou seja, 

possuem a mesma identidade genética de suas árvores parentais, sendo seu uso 

considerado um método de propagação vegetativa (ANDRADE; MARTINS, 2003; 

ARAÚJO et al., 1999). 

 A utilização de estacas para a produção de mudas de citros ainda é limitada. 

Webber (1948) relatou seu uso na produção de cidra (C. medica L.) na Sicília, Itália. 

Pompeu Júnior (2005) indicou que a técnica foi utilizada na Flórida, Estados Unidos 

da América (EUA), para obtenção de plantas de lima ácida ‘Tahiti’ (C. latifolia 

Tanaka), induzindo uma produção mais precoce em relação às plantas enxertadas. 

Estacas de lima ácida ‘Tahiti’ apresentaram sucesso de enraizamento superior a 

90% sob nebulização (ARAÚJO et al., 1999; PRATI et al., 1999). 

 A produção de raízes adventícias por estacas enraizadas leva à formação de 

plantas com sistema radicular mais superficial do que o observado em plantas 

cultivadas a partir de sementes (CASTLE; YOUTSEY, 1977). As árvores enraizadas 

também podem ser semelhantes às árvores não enxertadas em termos de sua má 

adaptação a diferentes condições de solo e apresentam resistência ou tolerância 

variável a fatores abióticos e bióticos, como estresse hídrico, salinidade e gomose 

(WEBBER, 1948). 
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 Por outro lado, estacas podem ser uma boa opção para a propagação de 

porta-enxertos em variedades com baixo número de sementes por fruto, como a 

tangerineira ‘Sunki’ (C. sunki (Hayata) hort. ex Tanaka) (OLIVEIRA et al., 2014; 

SARMIENTO; SCHWARZ; SOUZA, 2016). Estacas semilenhosas de citrumelo 

‘Swingle’ (C. paradisi Macfad. × P. trifoliata (L.) Raf.) derivadas de material juvenil 

podem ser utilizadas para obtenção de porta-enxertos para produção de árvores 

enxertadas (MOURÃO FILHO; GIRARDI; COUTO, 2009).  

 Recentemente, procedimentos para aumentar a propagação de porta-

enxertos por estacas de raízes foram avaliados na Flórida, visando propagar 

materiais sem sementes ou com baixa contagem de sementes para acelerar a 

produção de certos porta-enxertos e mudas para viveiros (BEESON JR.; SILVA, 

2017a; 2017 b). 

 

3.3.3 Enxertia 

 A enxertia é propagação vegetativa de mudas cítricas através da união de 

tecidos de duas plantas diferentes que continuam crescendo e se desenvolvendo 

como um único indivíduo, unindo características de interesse de ambas as plantas 

(MATTOS JUNIOR, et al., 2005). 

 A grande maioria dos pomares comerciais de citros plantados no mundo é 

propagada por enxertia, havendo registros de enxertia ocorrendo em viveiros 

paulistas desde 1912. As vantagens do uso da enxertia em relação ao uso de mudas 

“pé-franco” são muitas, destacando-se a redução do período juvenil, a produção de 

árvores mais compactas que facilitam a colheita e o manejo e a adaptação da planta 

a condições desfavoráveis de solo e clima (DAVIES; ALBRIGO, 1994). 

 A rápida evolução da limpeza clonal dos citros com o uso da embrionia 

nucelar foi alcançada com o desenvolvimento e aprimoramento da técnica de 

enxertia de caule, que permite a recuperação de plantas sadias sem a indesejável 

juvenilidade e tem sido utilizado com sucesso para a recuperação ou prevenção da 

doença da morte súbita dos citros (GIRARDI; MOURÃO FILHO; PIEDADE, 2007; 

MURASHIGE et al., 1972; NAVARRO; ROISTACHER; MURASHIGE, 1975; 

RIBEIRO et al., 2014; PAIVA; CARVALHO, 1993).  

 Embora a enxertia tenha promovido o avanço da citricultura comercial no 

Brasil, poucos avanços na técnica foram relatados nos últimos anos (POMPEU 

JÚNIOR, 2005). De maneira geral, a enxertia em citros resulta em alta produtividade, 
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com praticamente 100% de sucesso quando realizada pela muda de gema em forma 

de “T invertido” (Figura 2).  

 

 
Figura 2. Muda comercial enxertada via “T-invertido” em fase de crescimento. 
 

 Apesar de alguns estudos tenham avaliado alternativas de propagação, 

como a microenxertia de gemas (SKARIA, 2000), enxertia apical de caules 

(OLIVEIRA; DAMIÃO-FILHO; CARVALHO, 2002) e até enxertia de sementes (BAR-

JOSEPH, et al., 2011), a alta produtividade observada na enxertia tradicional pode 

ser um dos motivos pelos quais outros métodos foram desenvolvidos e/ou não são 

amplamente utilizados (HAYASHI et al., 2012; OLIVEIRA; SCIVITTARO; VARGAS, 

2004). 

 

3.3.4 Interenxertia 

 Esta técnica de propagação vegetativa é necessária quando há 

incompatibilidade entre a copa e o porta-enxerto e consiste na utilização de um 

fragmento de uma cultivar-copa compatível com as duas variedades unindo ambas 

(Figura 3) que além de diminuir o vigor, pode aumentar a eficiência produtiva e 

melhorar a qualidade dos frutos (MATTOS JUNIOR, et al., 2005).  

 É o caso da enxertia da laranjeira ‘Pera’ (C. sinensis (L.) Osbeck) sobre 

limão 'Volkameriano' (C. volkameriana V. Ten. e Pasq.), ou seleções de trifoliata 

(Poncirus trifoliata (L.) Raf.) e alguns de seus híbridos, como o citrumelo 'Swingle ' 
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(POMPEU JÚNIOR, 2005), porta-enxerto mais produzido no estado de São Paulo 

em 2022 (FUNDECITRUS, 2022). Quando essas combinações de copa/porta-

enxerto são necessárias, é possível a fixação de um primeiro enxerto de laranja 

doce, por exemplo um enxerto de 'Valência' entre o 'Pera' e ' Swingle' (CARVALHO 

et al., 2011; GIRARDI; MOURÃO FILHO, 2006).  

 Embora o custo de produção de mudas interenxertadas seja maior do que o 

das mudas convencionais, essa técnica tem possibilitado a produção de laranjeira 

'Pera' em regiões com alto risco de morte súbita dos citros, como no norte do estado 

de São Paulo e no sul do Triângulo Mineiro em Minas Gerais (JESUS JUNIOR; 

BASSANEZI, 2004). 

 

 
Figura 3. Muda comercial interenxertada em fase de crescimento ainda com porta-
enxerto presente (caule curvado). 
 

3.3.5 Subenxertia 

 É uma técnica de unificar tecidos por encostia de árvores já estabelecidas 

em campo (ou não) para atribuir à copa maneira de substituir o porta-enxerto 

danificado por algum trauma físico ou biológico, ou na produção de mudas em 

viveiro para superar a baixa adaptabilidade de um porta-enxerto às condições de 

umidade do solo do produtor (SETIN et al., 2005; 2009).  
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Figura 4. Muda subenxertada em fase de crescimento em teste com dois porta 
enxertos adicionados pelo método de encostia. 
 

3.3.6 Micropropagação 

  O uso da micropropagação teve início na década de 1980 com a 

propagação de plantas ornamentais, hortaliças e outras árvores frutíferas (KITTO, 

1997; WINKELMANN; GEIER; PREIL, 2006). O cultivo de tecido in vitro tem sido 

utilizada na citricultura como uma importante ferramenta biotecnológica auxiliar e 

para a rápida multiplicação de novos materiais com características de interesse 

(CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006). 

 A propagação in vitro de porta-enxertos cítricos vem ganhando cada vez 

mais importância devido à tendência dos produtores em utilizar plantas mais 

compactas em densidades de plantio mais altas (AZEVEDO et al., 2015). 

Considerando a alta demanda por variedades que permitam essas aplicações, a 

produção comercial de porta-enxertos cítricos por micropropagação tem sido 

realizada com sucesso (BORDAS et al., 2016). 

 Avanços no desenvolvimento de protocolos de micropropagação para 

produzir porta-enxertos uniformes, de frutos com baixo número de sementes ou 

baixos percentuais de poliembrionia e germinação foram descritos por Carimi e De 

Pasquale (2003) e Tallón et al. (2012). Embora esse método aumente o custo de 

produção por árvore, ele pode garantir uniformidade e fidelidade genética, como em 

várias outras espécies já propagadas por esse método.  

 A técnica é um método de propagação vegetativa que permite a produção 

em larga escala de plantas geneticamente idênticas utilizando técnicas da cultura de 

tecidos vegetais e que elimina a necessidade de seleção de plantas devido à 
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poliembrionia e tornou-se uma importante ferramenta na produção de porta-enxertos 

de lenhosas frutíferas (CARVALHO; SILVA; MEDEIROS, 2006; GUPTA, et al., 

2020).  

 O sistema radicular das plantas produzidas sob esse sistema é constituído 

por uma ou mais raízes primárias e muitas raízes secundárias. Essas plantas 

caracterizam-se por apresentar sistema radicular ramificado e mais superficial, com 

maior suscetibilidade ao estresse hídrico, associando a técnica à pomares irrigados 

(CASTLE, 1980; XAVIER; COMÉRIO, 1997). 

 O método de propagação possui vantagens significativas como altas taxas 

de proliferação, redução do tempo de produção e garantia da qualidade genética das 

plantas e vantagem significativa para atender à crescente demanda por material 

vegetal de alta qualidade (ASADI, et al., 2021; BAYRAKTAR, et al., 2020; POMPEU 

JÚNIOR, 2005).  

 O início do processo de multiplicação é feito com a seleção de um explante 

adequado, como um pedaço de tecido vegetal (por exemplo, ponta de broto, broto 

axilar ou meristema) obtido de uma planta-mãe saudável (Figura 5). Os explantes 

são esterilizados e cultivados em meio estéril contendo nutrientes e reguladores que 

promovem o crescimento e desenvolvimento celular (CARVALHO; SILVA; 

MEDEIROS, 2006). 

 Depois que os explantes são estabelecidos in vitro, a etapa de propagação 

envolve a regeneração de brotos ou meristemas. O uso de reguladores de 

crescimento como citocininas e auxinas é essencial para induzir a proliferação 

celular e o desenvolvimento de novos brotos (Figura 6). Este processo permite a 

produção de várias plantas a partir de um único explante, dependendo da 

estabilidade genética no meio de cultura (POMPEU JÚNIOR, 2005). 

 Uma vez alcançada a multiplicação dos brotos, o próximo passo é o 

enraizamento e aclimatização das plantas in vitro ou ex vitro. Para promover a 

formação de raízes, o meio é modificado para incluir concentrações apropriadas de 

auxinas, como ácido indolbutírico (AIB) ou ácido naftalenoacético (ANA). O 

enraizamento bem-sucedido é crítico para a sobrevivência da planta (CARVALHO; 

SILVA; MEDEIROS, 2006). 

 Posterior ao enraizamento, inicia-se a fase de aclimatização que envolve a 

adaptação gradual das plantas às condições ambientais externas, como 

temperatura, umidade e intensidade luminosa em recipiente com substrato 
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adequado, onde continuam crescendo e se desenvolvendo (SIMONETTI et al., 

2015). 

 
Figura 5. Representação do processo de multiplicação in vitro: A) Escolha do tipo do 
explante (semente, meristema apical, gema axilar, folha, caule ou raiz); B) Explante 
introduzido in vitro; C) representação de algumas rotas de regeneração que podem 
ser escolhidas. 
 

 

 
Figura 6. Recipiente de vidro contendo meio de cultura e plantas de ‘Flying Dragon’ 
em multiplicação. 
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 O cultivo de tecidos oferece oportunidades para manipulação de materiais 

vegetais, permitindo a limpeza de materiais livre de doenças, introdução de 

características desejáveis por meio de técnicas de engenharia genética. Isso inclui a 

introdução de genes para resistência a doenças, tolerância ao estresse ambiental ou 

características agronômicas aprimoradas e conservação de banco de germoplasma 

(BAYRAKTAR, et al., 2020; POMPEU JÚNIOR, 2005). 

 

3.4. Variação Somaclonal 

 Após passar por estresse contínuo ou ter uma alta concentração de 

reguladores de crescimento no meio de cultivo, tempo no sistema in vitro, métodos 

de regeneração ou quantidade de subcultivos podem ocorrer alterações 

cromossômicas nas células vegetais e tecidos cultivados chamadas de variações 

somaclonais (BAYRAKTAR et al., 2020; LARKIN; SCOWCROFT, 1981; REUVENI; 

ISRAELI, 1989; TIKENDRA; AMOM; NONGDAM, 2019). 

 A variação somaclonal pode ser um fenômeno transitório ou persistente. Em 

algumas culturas de tecidos, alterações genéticas e epigenéticas podem ocorrer, 

serem instáveis e não herdáveis e revertem-se ao seu estado original ao longo do 

tempo. Em outros casos, essas mudanças podem se estabilizar e serem 

transmitidas às gerações futuras, não sendo de interessante para pomares 

comerciais já que pode haver perda das características de interesse agronômico 

como altura da planta, juvenilidade, produtividade e resistência à doenças 

(RANJITH; RAO, 2021; TIKENDRA; AMOM; NONGDAM, 2019). 

 As alterações podem ser mutações pontuais, deleções, duplicações 

cromossômicas ou rearranjos que afetam a expressão gênica, levando à variação 

fenotípica nas plantas como diferenças na morfologia, crescimento, produção de 

metabólitos secundários e resistência a estresses bióticos e abióticos e (PHILLIPS; 

KAEPLER; PESCHKE, 1990). 

 A suscetibilidade na micropropagação à variação somaclonal é influenciada 

pelo tipo do explante utilizado, pela rota de regeneração escolhida além da espécie 

e até mesmo da cultivar. Gemas axilares de segmento nodais são as mais utilizadas 

por sua estabilidade (ASADI et al., 2021; BAYRAKTAR et al., 2020; PRAKASH; 

SHARMA, 2018; SADAT-HOSSEINI; VAHDATI; LESLIE, 2019; TIKENDRA; AMOM; 

NONGDAM, 2019). Plantas regeneradas via embriogênese somática de embrião 

nucelares de citros, podem apresentar modificações morfológicas, nível de ploidia, 
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porém em taxas muito pequenas ou não permanentes. Novos estudos indicam que o 

uso de gemas axilares apresentou de 0 a 10% de variação somaclonal e ocorreram 

com reguladores de crescimento de diversos tipos (HENAO-RAMÍREZ et al., 2021).  

 O estudo da fidelidade genética é um pré-requisito para a manutenção da 

genética da planta-mãe em um pomar comercial e compreender os efeitos, 

diferenças e mecanismos da variação somaclonal é fundamental para o avanço da 

biotecnologia vegetal e a exploração desse fenômeno para o melhoramento das 

culturas (REUVENI; ISRAELI, 1989). 

 As variações somaclonais podem ser detectadas por várias técnicas que são 

amplamente categorizadas como morfológicas, fisiológicas/bioquímicas e 

moleculares. As técnicas moleculares, em particular, são uma ferramenta para 

detectar variação somaclonal de maneira rápida, ainda em fase inicial da produção, 

sem a necessidade de esperar a formação do pomar e início da produção de frutas 

(BAIRU; AREMU; VAN STADEN, 2011). 

 Segundo Lopes et al. (2016), as modificações genéticas que podem surgir 

durante a replicação do DNA são chamadas de polissomatia, endopoliploidia ou 

endoreplicação. A endopoliploidia ocorre em espécies com um genoma pequeno 

como modo de compensar pela falta de DNA, onde se divide o número de 

cromossomos sem haver divisão celular. A endoreplicação é um mecanismo para 

aumento de volume de tecido celular pela multiplicação de DNA. Polissomatia é a 

consequência da endoreplicação, são células somáticas encontradas por todo o 

organismo vegetal (OCHATT; PATAT-OCHATT; MOESSNER, 2011; SLIWINSKA; 

LUKASZEWSKA, 2004; TORRES-SILVA et al., 2020). 

 A poliploidia, natural ou não, é quando a planta apresenta mais de dois 

conjuntos de cromossomos. Como resultado, a célula vegetal apresenta um 

aumento de tamanho e pode induzir à um desenvolvimento mais lento o que pode 

auxiliar na identificação visual de plantas modificadas (TOUCHELL; PALMER; 

RANNEY, 2020; VELASCO et al., 2010; ZHANG; LIU; HU, 2016). 

 Os marcadores moleculares são comumente utilizados para estimar 

homogeneidade das plantas micropropagadas (ASADI et al., 2021; HENAO-

RAMÍREZ et al., 2021; SUWAL; LAMICHHANE; GAUCHAN, 2021; YADAV et al., 

2019). Em sua maioria são baseados na amplificação de sequências de DNA com a 

técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction: Reação em Cadeia da Polimerase), 

como marcadores RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA), AFLP (Amplified 
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fragment Length Polymorphism) e SSR (Simple Sequence Repeats). Os marcadores 

moleculares permitem a identificação de alterações genéticas e a avaliação da 

diversidade genética em diferentes estágios da cultura de tecidos (LARKIN; 

SCOWCROFT, 1981; RAI et al., 2012; SADAT-HOSSEINI; VAHDATI; LESLIE, 

2019). 

 Os marcadores SSR ou Microssatélites são sequências de DNA curtas, com 

um a seis pares de base, repetidas lado-a-lado (em tandem). São simples de serem 

usados, necessitam de pouca quantidade de DNA, são eficientes, codominantes, 

multialélicos, ou seja, em eletroforese permitem a visualização de ambos alelos e 

alta reprodutibilidade técnica para identificação de polimorfismo entre plantas 

(LAKSHMANAN; REDDAMPALLI VENKATARAMAREDDY; NEELWARNE, 2007; 

TOKGÖZ; ALTAN, 2020; SUWAL; LAMICHHANE; GAUCHAN, 2021). 

 Contagens cromossômicas, bem como a detecção de variação do conteúdo 

de DNA usando citometria de fluxo, pode fornecer informações complementares 

sobre variação somaclonal. O procedimento consiste em avaliar o conteúdo de DNA 

nuclear em dados quantitativos, através da dispersão da luz e fluorescência das 

partículas em suspensão líquida do núcleo celular de folhas degradado por enzimas, 

que diferem pelo tamanho e complexidade formando picos proporcionais à 

quantidade de DNA nuclear (SILVA et al., 2004; ESCOBEDO-GRACIA-MEDRANO 

et al., 2018). 

 Para a contagem da ploidia de maneira rápida, confiável e exata, a 

citometria de fluxo é o método mais utilizado, pois além dessas vantagens, ele não é 

destrutivo, utiliza pouco material de amostra e é relativamente fácil (LOPES et al., 

2016; OLLITRAULT-SAMMARCELLI et al., 1994; POLATÖZ; SEKER; KAYA, 2021). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 O projeto foi realizado em espaço privado cedido por uma empresa 

especializada em produção in vitro de porta-enxertos de frutíferas lenhosas, sitiada 

na cidade de Brotas, interior do Estado de São Paulo, na latitude -22.3009 e 

longitude -48.0936, a uma altitude de 645 m, com clima subtropical úmido, Cfa 

segundo a classificação de Köppen. 

 A instrução de trabalho e o procedimento operacional padrão de propagação 

in vitro comercial de porta-enxertos é de propriedade intelectual da empresa e já 

estabelecido, por isso, a eficiência do meio de cultivo e do procedimento de 

multiplicação não foram avaliados nesse projeto e sim a possibilidade de surgimento 

de alterações epigenéticas e genotípicas do material micropropagado.  

 

4.1 Micropropagação 

 

4.1.1 Fase 0: Planta fornecedora de material inicial 

 Plantas fornecedoras de material vegetal inicial (PFMVI), das quais são 

retiradas os explantes, foram estabelecidas em 2018, conforme normativa da Defesa 

Agropecuária do Estado de São Paulo em casa de vegetação com tela antiafídeo, 

isoladas de qualquer material comercial, sobre bancadas acima do solo, 

individualizadas em vasos de 20 L com 100% de substrato pasteurizado de fibra de 

coco ‘Golden Mix Granulado’ (Amafibra, Grupo Sococo, Brasil) de textura fina, 

enxertadas seguindo mesmo protocolo de mudas cítricas comerciais, utilizando 

gemas axilares (borbulhas) do próprio porta-enxerto ‘Flying Dragon’ originárias do 
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Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto Agronômico de Campinas (IAC) 

(Figura 7).  

 Após seu crescimento e emissão de novos ramos em 2019, cada muda foi 

analisada fitossanitariamente para HLB, CVC e Phytophthora e classificada como 

true-to-type por laboratórios oficiais e as primeiras introduções em cultura de tecidos 

foram feitas no mês de dezembro do mesmo ano. 

 

 
Figura 7. Plantas fornecedoras de material vegetal inicial (PFMVI) de citros. 
 

4.1.2 Fase I: Estabelecimento in vitro 

 Ramos em pleno desenvolvimento vegetativo com gemas axilares não 

totalmente maduras foram escolhidos para a introdução. Tiveram suas folhas e 

espinhos retirados in loco para diminuir a desidratação da gema e foram levados ao 

laboratório. 

 Os explantes foram lavados com detergente antisséptico e água corrente, 

cortados em pedaços menores e levados até à câmara de fluxo laminar unidirecional 

para o procedimento de ‘Estabelecimento in vitro’. Os materiais, passaram por uma 

nova desinfestação superficial com álcool 70% por 15 segundos e banho 

subsequente de água com hipoclorito de sódio a 1% e duas gotas de detergente 

Tween 20® por 10 minutos e tríplice lavagem em água deionizada e autoclavada. 

 Em seguida, as gemas axilares foram individualizadas com auxílio de lâmina 

de bisturi e colocadas em tubos de ensaio contendo meio de cultura WPM (Apêndice 

A; LLOYD; MCCOWN, 1980) utilizado em todas as fases da micropropagação, 

contendo fitorreguladores auxina e citocinina, conforme procedimento da empresa. 

O meio de cultura foi fabricado previamente e teve seu pH corrigido a 5,8 com KOH 
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e HCl e 8,0 g.L-1 de ágar como agente gelificante, autoclavado a 121ºC por 20 

minutos.  

 Os tubos de ensaio contendo as gemas individualizadas foram alocados em 

sala limpa para crescimento, com temperatura controlada a 25ºC e fotoperíodo de 16 

h de luz e 8 h de escuro, com lâmpadas LED. Quando os brotos se desenvolveram 

por completo, foram transferidos para um recipiente maior (Figura 8). 

 

 
Figura 8. Tubo de ensaio contendo gema axilar já desenvolvida para ser transferida 
para frasco de vidro. 
 

4.1.3 Fase II: Multiplicação 

 Frascos de vidro receberam o mesmo meio de cultura WPM para a 

multiplicação. Cada planta regenerada foi subdivida em pedaços menores como 

microestacas e novas brotações também foram individualizadas até completarem 25 

a 30 plantas dentro de cada frasco. O procedimento foi repetido a cada duas 

semanas até atingirem volume de interesse para a aclimatização. O material 

escolhido para análise teve esse ciclo repetido 25 vezes ao longo de 23 meses, já 

que por decisões comerciais, o material permaneceu em dormência em frio, sem o 

processo de multiplicação, durante 8 meses. 

 

4.1.4 Fase III: Aclimatização 

 Para a indução do enraizamento, foi acrescentado meio WPM sem agente 

gelificante e acrescentado carvão ativado em cada frasco com plantas e enviados 

para a casa de vegetação para iniciar o processo de aclimatização. 
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 Os frascos permaneceram na casa de vegetação até as microestacas 

atingirem o tamanho de cerca de 5 cm de altura. Foram individualizadas com auxílio 

de uma lâmina de bisturi e plantadas em containers de papel chamados de paper 

pot ou ‘Ellepot’ (Ellegard) com fibra de coco. 

 As bandejas permaneceram um túnel de aclimatização com malha de 

alumínio para controlar a luminosidade e umidade relativa manualmente. A irrigação 

por aspersão no túnel possibilitou o enraizamento e aclimatização completa das 

plantas em cerca de 4 semanas. 

 Após esse período, as bandejas foram transferidas fora dos túneis para o 

ambiente aberto da casa de vegetação para completar seu crescimento até sua 

comercialização. Quando atingiram seu desenvolvimento completo, as plantas 

escolhidas foram as que apresentaram maiores diferenças na tortuosidade do caule, 

para o aumento da probabilidade de ocorrência de variações somaclonais. 

 

4.2 Produção de porta-enxertos cítricos por semente 

 Os porta-enxertos produzidos por semente foram fornecidos por viveiro 

terceirizado na cidade de Engenheiro Coelho, Estado de São Paulo que segue as 

instruções normativas de produção de mudas cítricas da Defesa Agropecuária do 

Estado de São Paulo e do Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento, 

garantindo a qualidade fitossanitária. 

 A semeadura foi feita em tubetes plásticos contendo cerca de 3 ou 4 

sementes por recipiente com substrato de fibra de coco, em viveiro telado, acima do 

solo (Figura 9). Após sua germinação, as plantas foram selecionadas visualmente 

deixando apenas a planta nucelar, cópia idêntica da planta-mãe e descartando as 

plantas não desejadas. 
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Figura 9. Semeadura manual de porta-enxerto cítricos. 

 

 Atingindo o tamanho comercial, aos 4 meses, as plantas originárias de 

sementes foram levadas ao viveiro onde se encontravam as plantas 

micropropagadas e colocadas juntas para receberem todos os tratamentos 

fitossanitários e de crescimento iguais. 

 

4.3 Caracterização morfológica 

 Uma análise visual foi realizada em relação à margem e formato do limbo 

foliar, tortuosidade, presença e formato de espinhos conforme o Descriptors of Citrus 

(1999). Foram feitas medições de altura e diâmetro de caule e comprimento e 

largura dos três folíolos da maior folha de cada planta. que se deram-se com 

paquímetro e régua graduada. Quantificaram-se quantas folhas alternadas são 

necessárias para uma volta completa e encontrar-se na mesma posição da folha de 

referência (Figura 10; Apêndice D). 

    

Figura 10. Contagem de folhas entre a folha de referência e a de mesmo ângulo no 

caule de ‘Flying Dragon’. 

Folha 3 

Folha 4 

         Folha de referência (1) 

                       Folha 2 

Folha na mesma posição da Referência (5) 
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 Posteriormente à aclimatização, foram escolhidas aleatoriamente 100 

plantas oriundas da micropropagação e 100 plantas produzidas via semente de 

origem de viveiro comercial de porta-enxertos cítricos com 4 meses de idade. Todas 

as plantas foram comparadas à planta de referência (Tabela 1), chamadas de 

plantas fornecedoras de material inicial (FMVI). 

 

Tabela 1. Partes vegetais das plantas de referência para caracterização morfológica 
do ‘Flying Dragon’. 

Folha Caule 

- Coloração verde escuro 

- Trifoliada 

- Ovalada 

- Margem dentada 

- Alternadas 

- Pecíolo estreito e longo 

  

- Tronco fortemente 

tortuosos irregulares 

- Espinhos pequenos e 

curvos 

 

 

 

4.4 Caracterização genética 

 Para a caracterização genética foram utilizados marcadores moleculares 

SSR e citometria de fluxo. Os marcadores moleculares microssatélites foram 

utilizados em 100 plantas micropropagadas, 5 plantas produzidas por sementes e 

ambas as origens comparadas às três plantas FMVI. Para citometria foram utilizadas 

100 plantas micropropagadas, 100 plantas produzidas por sementes e comparadas 

às três plantas fornecedoras de MVI conforme a disponibilidade de material foliar 

para análise. 
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4.4.1 Marcadores moleculares SSR (Simple Sequence Repeats) 

 

i. Extração de DNA 

 O DNA foi extraído baseado no Protocolo de Extração de DNA e RNA de 

Alta Qualidade para Espécies Ricas em Compostos Secundários do Comunicado 

Técnico 204 da EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia (INGLIS; PAPPAS; 

GRATTAPAGLIA, 2016).  

 Foram preparadas, previamente, três fórmulas de soluções tampões para 

serem utilizadas durante a extração do DNA. A solução tampão de lavagem de 

sorbitol composta por 0,35 M de sorbitol, 100 mM TRIS pH 8,0, 5mM EDTA e 1% 

polivinilpirrolidona (PVP-40) e armazenada a 4ºC. Foi acrescido 1 mL de β-

mercaptoetanol a cada 100 mL da solução na hora do seu uso. Ao tampão de lise 

celular CTBA (brometo de cetil trimetilamônio) 3% foi acrescido com 0,2 mL β-

mercaptoetanol para cada 100 mL de TRIS pH 8,0 100mM, NaCl 3M, EDTA 20mM e 

PVP-40 1%. Por último, foi preparada a solução de clorofórmio e álcool isoamílico 

(CIA) na proporção de 24:1. 

 Para o preparado do material vegetal, foram retiradas entre 5 e 10 folhas 

maduras do terço médio das plantas e foram desidratas em sílica. O limbo foliar foi 

recortado em pedaços menores com auxílio de uma tesoura e colocadas em 

microtubo tipo eppendorf de 2 mL e foram maceradas através do TissueLyser II 

(QIAGEN, Hilden, Germany) com auxílio de esferas de aço inox de 5 mm de 

diâmetro até serem reduzidas à um pó fino. 

 Em cada tubo foi adicionado 1 mL da solução tampão de sorbitol para 

reduzir a quantidade de impurezas da amostra e misturado novamente por 10 

segundos no macerador e foram centrifugados no equipamento Centrifuge 5415R 

Eppendorf a 5000 rcf por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o processo 

de lavagem com sorbitol foi repetido mais uma vez. 

 Em seguida, foram adicionados 700 μL do tampão de extração CTAB 3% ao 

pellet de tecido vegetal e macerado novamente. Após a ressuspensão, os tubos 

foram incubados em banho-maria a 65ºC por 45 minutos, resfriados em temperatura 

ambiente por 5 minutos e colocados em centrífuga a 5000 rcf por 10 minutos. O 

sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf de 1,5 mL. Cada tubo 

recebeu 700 μL da solução CIA e agitada por inversão durante 2 minutos, 

centrifugada a 5000 rcf por 10 minutos. A primeira fase aquosa foi transferida para 
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novo tubo, acrescentada de 50 μL de acetato de sódio 5,2 M a 300 μL de 

isopropanol gelado e mantido overnight a -20ºC.  

 Após o período, o tubo foi descongelado, centrifugado por 10 minutos a 

13.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol 70%, 

centrifugado por 10 minutos a 13.000 rpm e o processo de descarte de 

sobrenadante e lavagem de pellet foi repetido mais uma vez e deixado em 

temperatura ambiente para evaporação do etanol por cerca de 1 hora. Após a 

secagem, foi feita a ressuspensão em 50 μL de tampão Tris EDTA (TE) em cada 

tubo eppendorf e incubados a 37ºC por 30 minutos. 

 A quantificação de DNA foi feita para garantir a integridade da amostra por 

comprimento de onda em Espectofotômetro Nanodrop ND-8000 (Thermo Scientific, 

Waltham, Massachusetts, EUA) com os resultados expressos no Apêndice B. 

 

ii. Marcadores moleculares SSR 

 Foram disponibilizados 30 pares de primers SSR (Tabela 2), desenvolvidos 

a partir de informações de sequências expressas EST (Expressed Sequence 

Tag‑polymerase) de citros – CitEST (PALMIERI et al., 2007), além das sequências 

genômicas (NOVELLI et al., 2006) selecionados a partir de 10 acessos de porta-

enxertos trifoliatas e híbridos, todos de loci polimórficos de 50 a 300pb.  

 As reações de amplificação (PCR) foram conduzidas usando 100 ng de DNA 

em um volume total de 15 μL contendo 0,3 μL de cada primer (forward e reverse), 

1,5 μL de tampão de reação (Buffer 10X contendo MgCl2), 0,3 μL de Taq-polimerase 

(5U/μL), 1,2 μL de dNTP, 3,0 μL do DNA e água estéril completando o volume final.  

 Os termocicladores utilizados para a amplificação do DNA foram do modelo 

Vereti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, California, EUA) seguindo o 

programa de amplificação para os primers SSR ESTs de 95ºC por 1 minuto, 94ºC 

por 30 segundos, 65ºC por 30 segundos, 72ºC por 30 segundos por 30 ciclos e 3 

ciclos de 94ºC por 30 segundos, 56ºC por 30 segundos, 72ºC por 30 segundos e 

72ºC por 7 minutos. Para primers genômicos foi utilizado as condições de 32 ciclos 

de 94ºC por 5 segundos, 94ºC por 1 minuto, 55ºC por 30 segundos, 72ºC por 1 

minutos e 72ºC por 4 minutos. Os produtos da PCR foram visualizados em gel de 

agarose 3% com 6 μL brometo de etídio a cada 100 mL do gel. Ao final, para a 

visualização do gel, foi utilizado fotodocumentador para as análises de polimorfismo.   
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4.4.2 Citometria de fluxo  

 Para a caracterização das plantas quanto à ploidia, utilizou-se da técnica de 

citometria de fluxo. Para isso, as plantas foram acondicionadas na mesma casa de 

vegetação e receberam os mesmos tratamentos fitossanitários, irrigação e 

fertilizantes durante a execução do projeto, seguindo as normas de produção de 

mudas cítricas da Coordenadoria de Defesa Agropecuária do Estado de São Paulo. 

Foram amostradas folhas jovens de cada planta retirados segmentos da lâmina foliar 

com tamanho aproximado de 1,0 cm², usando-se lâmina de aço para o corte. As 

suspensões nucleares das amostras foram isoladas a partir de e imersos de 1.000 

μL tampão de extração. Posteriormente as suspensões foram coradas com 50 μL da 

solução corante do mesmo kit Cy-Stain UV Precise T-DAPI (Partec Gmbh, 

Alemanha), que usa o 4-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) como fluorocromo, filtradas 

com uma malha de 30 μm CellTrics disposable filter (Partec Gmbh) e analisadas 

imediatamente com o equipamento Partec CyFlow Ploidy Analyzer DAPI (Partec 

Gmbh, Alemanha), equipado com lâmpada UV-LED (365 nm emission wavelenght) e 

um parâmetro ótico para detecção de fluorescência. As amostras foram avaliadas 

com o software CyView (Partex Gmbh, Alemanha) com calibração Gain = 520 e Low 

Level (LL) = 0,70, resultando em histogramas. As amostras cujos coeficientes de 

variação (CV) situaram-se acima de 10% foram descartadas.  

 

4.5 Análises estatísticas  

 O delineamento experimental para as análises morfológicas foi inteiramente 

casualizado e os dados submetidos à análise de variância e comparadas pelos 

testes de Scott Knott, com 5% de probabilidade de erro, utilizando-se o programa 

SASM-Agri. 
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Tabela 2. Relação dos 30 primers de microssatélite usados para estabelecer o perfil molecular dos genótipos. 

ID do loco Repetição 

Sequências do primer 
nº de 
alelos 

Tamanho 
estimado (bp) 

Heterozigosidade 

PIC 
Forward (5' - 3') Reverse (5' - 3') 

Observada 
(Ho) 

Esperada 
(Hexp) 

CCSM4 (AG)n ttctcctcatcttcgactcc ccgatcttacgacgtatcaa 3 80 a 100 0.333   0.553   0.460 
CCSM6 (AG)n atctgtgtgaggactgaa cctctattaatgtgcctg 4 200 a 250 0.625   0.699   0.621 
CCSM11 (AG)n tagaagctgtcttgtgatgt atctagtgtcactgaaccaa 3 100 a 200 0.125   0.481   0.378 
CCSM12 (AG)n gattgaatcttctgtagctc atcatcatctagtgtcactg 2 300 a 400 0.125   0.510   0.375 
CCSM18 (AG)n aacagttgatgaagaggaag gtgattgctggtgtcgtt 5 150 a 280 0.542   0.738   0.679 
CCSM24 (GA)26 attgacagaagtctg ccacttaatcactctcct 2 100 a 200 0.000   0.511   0.374 
CCSM29 (TGA)15(TTA)9 cgtgattgtgtccga cacacttcacaatgttgcac 4 100 a 200 0.833   0.703   0.639 
CCSM40 (GCAACA)10 acaagagtcgcaacaatc gacaacagtggcaatacc 2 100 a 200 0,046 0,098 0,093 
CCSM46 (GCA)6(CAA)8 ataccttatcaagtaacacg tcagaatgagtactagctcc 4 80 a 100 0.417   0.750   0.686 
CCSM49 (CAA)9 accgatcagcagaagagg ttgctgttgcttctgttg 2 80 a 100 0.167   0.156   0.141 
CCSM70 (AG)10 AA(AG)11 gcaaggagttagtaatgtgg ctcgtgtgcaagttgcat 4 120 a 150 0.571   0.599   0.498 

CCSM-EST-11 (TC)12 ttcatggcagcttgagtttc agtcatggaagccaaaatgg 3 200 a 300 0.583   0.443   0.369 
CCSM-EST-36 (TC)14 tgaagacggtgttaatgcca ggtttagttgccttgccaaa 4 200 a 300 0.542   0.717   0.654 
CCSM-EST-50 (ATAG)5 gttttgcttgctttgtgtcg caaacccatctaaagcccaa 4 100 a 200 0.500   0.606   0.547 
CCSM-EST-60 (ATC)8 cttggaggaaacagcagagg cgaattggaatcaaaggcat 3 100 a 200 0.542   0.657   0.567 
CCSM-EST-89 (ATA)7 acttatcttgcacccgacga gaggtctcgaagtcacggag 3 50 a 300 0.625   0.550   0.480 
CCSM-EST-42 (ATA)7 acttatcttgcacccgacga gaggtctcgaagtcacggag 4 200 a 400 0.500   0.642   0.579 

CCSM-EST-126 (GTG)6 gggcgaagtattgaactgga gctgctttcacgaagagacc 4 100 a 200 0.708   0.668   0.594 
CCSM-EST-140 (CTC)8 accatcgaagactccgtcac acgctttatcacgggttttg 2 100 a 200 0.292   0.311   0.258 
CCSM-EST-142 (CCA)8 tgaagtccctccaagaaagc agtcagagccagagccagag 2 100 a 200 0.458   0.503   0.371 
CCSM-EST-149 (TAA)8 ctgagccaaagggatgaaaa tgggtttattgttgggctgt 3 100 a 200 0.542   0.595   0.514 
CCSM-EST-159 (TTCTTG)4 tgggtcattgatgttgtgct cacagatgcagaaggggatt 3 50 a 150 0.333   0.290   0.254 
CCSM-EST-169 (ATGATC)4 acgtcgctagatcctgtgct catacaccaaacaccgtcca 2 200 a 300 0,244 0,215 0,191 
CCSM-EST-187 (CTCCAC)4 cagggactcaaaacacgaca tatgatgatggtggtggtcg 3 100 a 200 0.750   0.667   0.579 
CCSM-EST-191 (CAG)9 gagggagtggctatgcaaga tcgagattcaattgctgcac 3 100 a 200 0,388 0,468 0,402 
CCSM-EST-194 (TGC)7 ggggagtgcatttgtgagat tccagtggccattatacctg 4 80 a 200 0.583   0.596   0.530 
CCSM-EST-198 (CGG)7 aaaaagaacaggagcaggca agaacccacatgcagaaacc 2 100 a 200 0.625   0.439   0.337 
CCSM-EST-200 (TTA)8 gaaatccccatcttcccatt cttcacagtccgcagcatta 2 80 a 100 0.417   0.496   0.368 
CCSM-EST-201 (TA)15 agctagggttccccagattc ggcctccaagtacaaccaaa 3 100 a 200 0.167   0.584   0.509 
CCSM-EST-207 (TAA)9 gacgtggcatttctcttcg ccacaaaggctcctcaactt 3 200 a 300 0.417   0.439   0.388 
CCSM-EST-209 (AAT)12 gaagctcgcccataatcaaa gacgagaggtccagaaatcg 3 200 a 300 0.542   0.487   0.427 
CCSM-EST-210 (CTTCAA)4 aaccttcaacttccctctcca atgctacccatacagcaccc 2 100 a 200 0.000   0.511   0.375 
CCSM-EST-213 (TCC)8 gacgttgttcctcaccgttt cacgttattgtggcgatgac 3 100 a 200 0.625   0.616   0.530 

Fonte: NOVELLI et al., 2006.
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

5.1 Caracterização morfológica 

 Durante o presente estudo, não foram observadas modificações das 

características morfológica das plântulas obtidas in vitro por organogênese direta 

(Figura 11). As plantas analisadas não apresentaram diferenças na coloração, 

formato e borda de limbo foliar, pecíolo. Os espinhos e caules se mantiveram 

curvados e retorcidos (Apêndice D e E). 

 A eficiência da micropropagação do ‘Flying Dragon’ não foi o objetivo do 

trabalho, todavia os resultados de multiplicação, aclimatização e enraizamento são 

muito satisfatórios perante a produção comercial por sementes, pois mesmo após 25 

subcultivos, as plantas micropropagadas avaliadas confirmaram os resultados 

encontrados por Starrantino et al. (1998) de que mesmo após 14 anos em meio de 

cultura, não foram encontradas mudanças fenotípicas ou genéticas em plantas de 

‘Flying Dragon’. 

 Essa estabilidade morfológica é um dos fatores essenciais para assegurar a 

clonagem de porta-enxertos, pois mantém a produtividade e qualidade do fruto em 

campo (CARVALHO et al., 2019; DOMINGUES et al., 1999). Uma técnica de 

avaliação é a caracterização fenotípica que pode ser considerada uma análise 

simples e de baixo custo, segundo Oliveira et al. (2002).  

 Na caracterização de ocorrência de poliplóides em citros, é possível 

observar um aumento de cerca de 20 a 25% do tamanho ou volume de suas células 

em comparação à uma planta diplóide, além de folhas mais espessas com tendência 

à coloração mais escura conforme relados de Wright (1976), facilitando sua 
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identificação. Todavia, no presente trabalho, foram observadas diferenças apenas 

nas alturas das plântulas obtidas por micropropagação (25,49±9,46 cm) e as 

plântulas originadas de sementes (21,84±2,64 cm), sendo que a maior variação 

entre as plantas foi observada para as originadas por micropropagação. 

  

 

Figura 11. Etapas de produção de porta-enxerto ‘Flying Dragon’ micropropagado: A) 
Frasco de vidro contendo meio de cultura e microestacas em desenvolvimento; B) 
individualização de microestacas para multiplicação in vitro; C) início do processo de 
enraizamento ex vitro após o plantio em ‘paper pot’; D) muda finalizada. 

 

 Essa maior uniformidade das plantas oriundas de sementes pode ser 

explicada pela seleção inicial feita em porta-enxertos comerciais para descartar 

embriões zigóticos (CARVALHO et al., 2019; GARCÍA et al., 1999).  

 Não foi observada diferença estatística no diâmetro entre as plantas nas 

duas condições, entretanto, o número médio de folhas nas plantas originadas por 

sementes foi estatisticamente maior (5,43) (Tabela 3). As plantas micropropagadas 

apresentaram comprimento dos folíolos e pecíolo (1,42 cm folíolo esquerdo, 2,06 cm 

folíolo central, 0,90 cm folíolo direito e 1,36 cm no pecíolo) menores que os 

encontrados nas plantas de origem de sementes (1,65 cm folíolo esquerdo, 2,34 cm 

folíolo central, 1,25 cm folíolo direito e 1,63 cm no pecíolo). Não foi observada 
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diferença estatística das larguras dos folíolos e pecíolo, com exceção ao folíolo 

direito, de ambas as origens (Tabela 4; Apêndices F e G). 

 

Tabela 3. Tipo de propagação, altura, diâmetro de caule e número de folhas. 

Tipo de 
propagação 

Altura 
(cm) 

Desvio 
padrão 

Diâmetro 
(cm) 

Desvio 
padrão 

Número 
de 

folhas 

Desvio 
padrão 

Micropropagadas 25,50 a 9,47 3,40 a 0,55 4,00 b 0,00 
Sementes 21,84 b 2,64 3,45 a 0,33 5,43 a 0,93 

 Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p> 0,05). 

 

Tabela 4. Tipo de propagação, comprimento e largura dos folíolos e pecíolo. 

  Comprimento Largura 

Tipo de 
propagação 

Folíolo 
Esquerdo 

Folíolo 
Central 

Folíolo 
Direito 

Pecíolo 
Folíolo 

Esquerdo 
Folíolo 
Central 

Folíolo 
Direito 

Pecíolo 

(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) 

Micropropagadas 1,42b 2,06b 0,90b 1,36b 0,68 a 0,88 a 0,19 b 0,68a 

Sementes 1,65a 2,34a 1,25a 1,63a 0,76 a  1,28 a 0,30a 0,78a 

 Médias seguidas de mesma letra na coluna não diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p> 0,05). 

 

5.2. Caracterização genética 

 

5.2.1 Marcadores moleculares SSR 

 Foram avaliados 30 pares de primers SSR, analisados visualmente pela 

presença ou ausência de bandas no gel de agarose, dos quais três não amplificaram 

nenhum fragmento. Dos 27 pares de primers que amplificaram fragmentos, 19 (70%) 

permitiram a visualização de apenas um alelo (fragmento de DNA) e 8 amplificaram 

dois alelos. O tamanho dos fragmentos amplificados variou de 100 a 200 pb. 

 Pela composição do meio de cultura (WPM) e pelo número de subcultivos 

realizados in vitro (25 subcultivos), havia possibilidade de encontrar alterações no 

número de cromossomos como aneuploidia, seguindo relatos de Siragusa et al., 

2007, entretanto os perfis de bandas dos marcadores SSR utilizados revelaram o 

padrão de bandas igual ao das plantas fornecedoras de material inicial em todas as 

combinações de primers. O resultado pode ser observado em Figura 12, que 

representa algumas plantas da população avaliada. Com isso, pode-se concluir que 
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todas as 100 plantas micropropagadas apresentaram os mesmos padrões das 

plantas matrizes.  

 Os resultados de SSR obtidos não excluíram a ocorrência de outras 

alterações no genoma nuclear. No entanto, considerando a estabilidade morfológica 

das plantas propagadas in vitro, os resultados indicaram que o protocolo utilizado foi 

adequado e eficiente para a propagação true-to-type em larga escala dos genótipos 

estudados para fins comerciais. 

 

100pb   2      4       5    24    30    33     34    35    36    39     41    42   45    46     49     50    64    W2

100     66   68     70     81   84    85    86    87     89    90    91    92    93    94    95    96    CS W2  

100pb   98       99       100     S1        S2       S3       S5      mi1      mi2     mi3    W2

100pb   2         4       5      24      30   33     34    35      36     39     41      42     45     46     49 50      64    W2

100pb  66    68     70   81    84    85    86     87     89    90    91    92    93     94    95   96    CS W2

100pb   98       99      100     S1        S2        S3        S5      mi1      mi2  mi3     W2      H2O

100pb   2      4       5        24      30    33     34       35    36      39     41      42     45     46       49 50      64     W2

100pb    66    68     70     81     84    85    86     87    89    90     91    92    93     94     95     96    CS   W2

100pb     98        99      100      S1        S2       S3        S5       mi1      mi2     mi3     W2

A B

C D
 

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 3%. Amplificação de DNA de ‘Flying 
Dragon’: 2 a 100 são plantas microprogapadas, S1 a S5 são amostras de sementes, 
MI 1 a 3 são materiais iniciais, CS = citrumelo Swingle e W2 = citrumelo W2 
utilizando marcadores microssatélites (A) CCSM 154; (B) CCSME 11; (C) CCSME 
126 e (D) CCSME 50. Marcador de peso molecular = Ladder 100 pb. 

 

 Um fator crítico na micropropagação e regeneração de plantas in vitro é 

avaliar sua fidelidade genética. Durante as condições de cultivo in vitro por períodos 

prolongados, as plantas regeneradas podem apresentar variação somaclonal, 

particularmente em plântulas regeneradas de calos (BAIRU; AREMU; VAN STADEN, 
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2011). Este fenômeno desperta maior preocupação na produção em larga escala de 

plantas cultivadas economicamente importantes ou na conservação de recursos 

genéticos. A variação somaclonal pode limitar a eficácia de qualquer programa de 

micropropagação onde é importante produzir material vegetal true-to-type 

(CARDOSO; GERALD; DA SILVA, 2018).  

 Assim, é fundamental avaliar a uniformidade genética de mudas propagadas 

in vitro. Isso pode ser obtido pela análise de DNA, sem a necessidade de 

informações das sequências de DNA, com a finalidade de confirmar se as plântulas 

são geneticamente idênticas à planta doadora de material vegetal (PALOMBI; 

DAMIANO, 2002).  

 No presente trabalho, todos os perfis SSR das plantas micropropagadas e 

regeneradas aclimatadas foram idênticos, ou seja, fiéis ao tipo das plantas 

doadoras, indicando sua homogeneidade genética. No entanto, deve-se enfatizar 

que, usando vários marcadores moleculares, incluindo SSRs, não é possível 

detectar efetivamente toda a variabilidade clonal originada por todas as possíveis 

mutações aleatórias ocorridas genoma de Citrus. As espécies de Citrus têm 

genomas pequenos. Os Citrus, normalmente, são diplóides com nove pares de 

cromossomos. Ollitrault et al. (1994) encontraram variação significativa no tamanho 

do genoma entre as espécies de citros. Os maiores e menores genomas foram 

respectivamente C. medica L. (cidra, com valor médio de 398 Mb/genoma haploide) 

e C. reticulata Blanco (tangerina, com valor médio de 360 Mb/genoma haploide). 

Para C. maxima (Burm.) Merrill, a toranja, o valor foi intermediário com um genoma 

médio de 383 Mb/haploide.  

 

5.2.2 Citometria de fluxo 

 A análise de citometria de fluxo de 100 plantas micropropagadas e 100 

plantas de sementes apresentou valores médios de volume nuclear de 171,43±8,99 

para as plantas vindas de sementes e 189,47±7,03 para as micropropagadas 

(Apêndice C). 

 Para efeito de comparação, foram incluídas amostras de folha de Citrumelo 

Swingle diplóide (Figura 13A) e tetraplóide (Figura 13B) cujos valores de volume 

nuclear foram por volta de 170 na planta diplóide e de 340 para tetraplóide. 

Amostras de Citrumelo Swingle foram utilizadas pois não havia disponibilidade de 
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plantas tetraplóides da variedade trifoliada ‘Flying Dragon’. A metodologia 

empregada foi a mesma para as duas variedades. 

 Dessa forma, com base na comparação com o Citrumelo Swingle, os 

histogramas de ‘Flying Dragon’ (Figura 13C) revelaram os mesmos padrões de 

volume nuclear de plantas diplóides. Assim, podemos concluir que todas as plantas 

avaliadas oriundas de micropropagação era diplóides (POLATÖZ; SEKER; KAYA, 

2021). 

 

 

Figura 13. Histogramas de amostras de folhas de plantas de: A) citrumelo Swingle 
diplóide (2x); B) citrumelo Swingle tetraplóide (4X); C) amostras de trifoliata ‘Flying 
Dragon’. 

 

 As plantas originárias de sementes, apresentaram valores menores nos 

histogramas. Isso pode ser explicado ao fato delas terem permanecido em outro 

local durante os primeiros 4 meses de desenvolvimento. Isso está de acordo com 

Domingues et al. (1999). A poliploidia ocorre de maneira espontânea em sementes 
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de citros e a variação das leituras do volume nuclear podem se dar por esse motivo, 

corroborando com o estudo de Vijayakumari et al., 2022. 

 Os cromossomos dos citros têm tamanho reduzido, não possibilitando 

afirmar se há plantas aneuplóides, pois para tal afirmação seria necessário repetir os 

experimentos com maior número de amostras das plantas mais distintas, pois essa 

variação é mais sutil (VIJAYAKUMARI et al., 2022.; POLATÖZ; SEKER; KAYA, 

2021). 

 A produção de plantas true-to-type por meio da propagação in vitro é um dos 

critérios mais importantes para qualquer protocolo de micropropagação para plantas 

de cultivos economicamente importantes. As técnicas de cultura de tecidos vegetais 

podem causar instabilidade genética devido a variações no nível de ploidia, 

mutações pontuais ou translocações, levando à variação somaclonal, que ocorre 

pelo uso de vários reguladores de crescimento no meio de cultivo (AZIZI et al., 

2020). Plantas regeneradas tendo como explantes gemas axilares e tecido 

meristemático têm mostrado menor variação genética com frequências entre 0-10% 

(SHERIF et al., 2018; VINOTH E RAVINDHRAN, 2016).  

 No entanto, muitos autores relataram que as plantas regeneradas por meio 

da embriogênese somática mostraram uniformidade e integridade genética (Rai et 

al., 2012). Por outro lado, Viehmannova et al. (2014) relataram a presença de 

modificação genética em plantas derivadas de embriões somáticos. A ocorrência da 

fase de calos durante a embriogênese somática indireta pode ser uma importante 

fonte de variação. De acordo com Bairu et al. (2011), uma fase de crescimento 

desorganizado na cultura de tecidos, o uso de reguladores de crescimento, o 

número e a duração de uma subcultura, o estresse e genótipo são fatores que 

aumentam a frequência de ocorrência de variação somaclonal.  

 Devido ao exposto acima, avaliar a estabilidade genética de plantas 

cultivadas in vitro é um requisito para a micropropagação de plantas. Na literatura, 

são encontrados vários trabalhos em que foram utilizados marcadores SSR, 

citometria de fluxo e caracterização morfológica para avaliar a homogeneidade 

genética e a estabilidade morfológica de plantas regeneradas in vitro. Henao-

Ramírez et al. (2021), regeneraram plantas de cacau através da embriogênese 

somática a partir de calos e observaram estabilidade morfológica nas plantas 

regeneradas. Os autores utilizaram 13 pares de primers SSR. Os resultados de SSR 

obtidos não excluíram a ocorrência de outras alterações no genoma nuclear. No 
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entanto, considerando a estabilidade morfológica das plantas propagadas in vitro, os 

resultados indicaram que o protocolo utilizado foi adequado e eficiente para a 

propagação true-to-type em larga escala dos genótipos estudados para fins 

comerciais. 

 Prado et al. (2010) detectaram variantes somaclonais em plantas de Vitis 

vinifera L. regeneradas pela embriogênese somática por citometria de fluxo e 

marcadores microssatélites. Citometria de fluxo e análises de microssatélites foram 

usadas para avaliar a fidelidade ao tipo de plantas regeneradas pela embriogênese 

somática de seis importantes cultivares de videira. Plantas tetraploides e octoplóides  

foram regeneradas por embriogênese somática de todas as cultivares testadas. 

Portanto, é provável que esses poliploides tenham se originado da variação 

somaclonal. A análise de microssatélites de plantas regeneradas pela embriogênese 

somática mostrou genótipos true-to-type para todas as plantas, exceto seis plantas 

da variedade ‘Torrontés’. Não houve uma relação clara entre a ocorrência das 

plantas regeneradas mutantes observadas e a composição do meio de indução de 

calos, o estágio de desenvolvimento das inflorescências, o tipo de explante utilizado 

para iniciar as culturas ou o tipo de germinação (precoce em meio de diferenciação 

ou normal em meio de germinação) em qualquer uma das cultivares testadas, 

exceto 'Torrontés'.  

 O processo de organogênese direta de plantas já é aplicado para outras 

espécies cítricas com resultados similares para ‘Swingle’, ‘Limão Cravo’, citrandarins 

e outros híbridos que têm alto êxito em todas as fases da produção apresentadas 

nesse trabalho, apresentado a produção in vitro como um método de propagação 

vegetativa alternativa à convencional pela larga escala (HENAO-RAMÍREZ et al., 

2021; NANDHAKUMAR et al., 2017. 

 Ioannidis et al. (2022), avaliaram a estabilidade genética de plantas de 

Cannabis sativa L., regeneradas e obtidas por organogênese indireta a partir de 

calos, usando doze pares de primers SSR que produziram bandas reprodutíveis e 

claras, variando de 90 a 330 bp de tamanho, e resultaram na amplificação de um ou 

dois alelos, correspondendo a indivíduos homozigotos ou heterozigotos. Os produtos 

de amplificação SSR foram monomórficos em todas as plantas regeneradas e 

comparáveis às plantas-mães. O padrão monomórfico confirmou a homogeneidade 

genética das plantas cultivadas in vitro já que nenhuma variação somaclonal foi 

detectada nos 9 clones de cada uma das oito variedades para esses SSRs 
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específicos. Além disso, a morfologia geral das plantas aclimatadas também foi 

semelhante à das plantas-mães.  

 Marcadores SSR foram empregados para avaliar a uniformidade genética de 

plantas micropropagadas de Helianthus verticillatus, e sua estabilidade genética foi 

confirmada entre os regenerantes e suas respectivas plantas doadoras. 

Kakimzhanova et al. (2023) e Nowakowska et al. (2020) relataram que a análise de 

SSR confirmaram a homogeneidade genética de seu protocolo para 

micropropagação de Malus sieversii. Em outra espécie de Malus, Malus 

niedzwetzkyana, Nurtaza et al. (2021) usando primers SSR, não detectaram 

variação somaclonal entre a planta mãe e os clones micropropagados dessa 

espécie. Bandupriya et al. (2017) usando marcadores SSR, afirmaram que não 

houve variação somaclonal ou instabilidade genética nas plântulas que foram 

regeneradas de explantes de ovário de Cocos nucifera L. 

 Wanmei et al. (2009), avaliando a fidelidade genética de mudas regeneradas 

de videira, não detectou polimorfismo, indicando também a fidelidade de plantas 

regeneradas. Além disso, Pandey et al. (2012) avaliando a fidelidade genética em 

cana-de-açúcar (Saccharum officinarum), descobriu que os padrões SSR das mudas 

regeneradas através da organogênese direta, eram idênticos aos da planta-mãe, 

indicando que organogênese adventícia direta não induziu variação somaclonal. Rai 

et al. (2012), avaliaram a fidelidade genética de plantas de Psidium guajava L. 

(goiabeira) desenvolvidas a partir de embriogênese somática usando seis pares de 

primers SSR, relataram que os produtos de amplificação foram monomórficos em 

todas as plantas regeneradas. Além disso, Wanmei et al. (2014), usando 

marcadores SSR, descobriram que todos os perfis de bandas de plântulas 

regeneradas de Malus hupehensis var. pinyiensis eram monomórficos e idênticos 

aos da planta doadora, mostrando a uniformidade genética das mudas cultivadas in 

vitro.  
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6. CONCLUSÕES 

 Durante mais de dois anos em meio de cultivo e com 25 subcultivos, a 

variedade ‘Flying Dragon’ se apresentou estável morfologicamente e geneticamente 

sem apresentar nenhuma alteração para os testes realizados. 

 Os 30 marcadores SSR no material utilizado no processo de 

micropropagação indicaram estabilidade genética, porém não descartam outros SSR 

modificados. 

 As técnicas de marcadores e citometria de fluxo são ferramentas úteis para 

análises de ploidia tanto em projetos de melhoramento, pesquisa quanto comercial. 

 Não houve possibilidade de garantir de ausência de aneuploidia pela 

citometria de fluxo e novas análises devem ser repetidas para excluir erros.  

 A técnica de micropropagação para porta-enxertos é necessária perante as 

altas demandas de plantas e escassez de sementes no mercado e segura perante 

as avaliações feitas. 
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APÊNDICES 
 
Apêndice A. Composição básica do meio de cultura WPM utilizado para a 
micropropagação do porta-enxerto ‘Flying Dragon’ adaptado segundo Lloyd & 
McCown (1980). 

Macronutrientes mg.L-1 

NH4NO3 400 
CaCl2 72,5 
Ca (NO3)2 386 
MgSO4 180,5 
KH2PO4 170 
K2SO4 990 

Micronutrientes mg.L-1 

FeNaEDTA 36,7 
H3BO3 6,2 
MnSO4.H2O 16,9 
Na2MoO4.2H2O 0,25 
CuSO4.5H2O 0,25 
ZnSO4.7H2O 8,6 

Vitaminas mg.L-1 

Myo-Inositol 100 
Tiamina 1,0 
Piridoxina 1,0 
Ácido nicotínico 1,0 
Glicina 1,0 
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Apêndice B. Resultados de quantificação de DNA em Espectofotômetro Nanodrop 
ND-8000 (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA) das amostras. 

Amostra Conc.  260/280  260/230  Amostra Conc.  260/280  260/230  

1 1258 1,91 1,85 55 725,5 1,37 0,94 
2 2303 1,94 1,92 56 661,8 1,48 0,88 
3 1355 1,92 1,85 57 1898 1,46 0,66 
4 852,3 1,81 1,64 58 1052 1,44 0,53 
5 793,4 1,88 2,21 59 1575 1,33 0,52 
6 1009 1,92 1,95 60 1675 1,35 0,89 
7 1131 1,97 1,94 61 1295 1,6 1,01 
8 1187 1,95 1,93 62 236,6 1,99 2,11 
9 1525 1,95 2,05 63 548,6 1,91 1,02 

10 305,6 1,93 2,27 64 989,5 1,75 0,97 
11 1010 1,94 2,33 65 1891 1,37 0,64 
12 718,5 1,89 2,02 66 1087 1,71 1,15 
13 1141 1,96 2,19 67 1457 1,83 1,22 
14 1177 1,94 1,98 68 1190 1,67 0,91 
15 939,1 1,96 2 69 997,6 1,87 1,52 
16 1078 1,86 1,71 70 1686 1,87 1,52 
17 1803 1,92 1,94 71 882,5 1,57 0,74 
18 2050 1,97 2,29 72 1178 1,91 1,55 
19 931,1 1,96 1,9 73 410,6 1,65 0,9 
20 626,3 1,88 1,84 74 829,4 1,46 0,57 
21 1198 1,93 2,07 75 881,5 1,78 0,95 
22 1290 1,92 2,15 76 603,5 1,5 0,92 
23 2186 1,96 2,1 77 326,4 1,89 1,28 
24 1053 1,91 1,77 78 952,4 1,78 1,17 
25 943,2 1,97 2,2 79 447,3 1,63 0,85 
26 1779 1,92 1,72 80 846,6 1,6 0,76 
27 2285 1,96 2,03 81 173,3 1,94 1,6 
28 1271 2,03 2,1 82 793,6 1,33 0,48 
29 1380 1,87 1,49 83 685,6 1,71 1,05 
30 1050 1,91 1,84 84 665,4 1,98 1,7 
31 1359 1,91 1,54 85 915,8 1,71 0,88 
32 1056 1,9 1,4 86 870,1 1,94 1,7 
33 2179 1,94 1,97 87 815,3 1,77 0,97 
34 903,1 1,96 1,78 88 308,1 1,65 0,8 
35 1121 1,94 2 89 699 1,71 1,06 
36 1505 1,92 1,68 90 758,9 1,51 0,61 
37 1789 1,74 1,04 91 657,9 1,75 1,08 
38 1987 1,53 0,71 92 1113 2,04 1,61 
39 926,1 1,94 1,92 93 957,6 1,65 0,77 
40 843,3 1,79 1,08 94 680,9 1,67 1 
41 1456 1,94 1,87 95 472,3 1,88 1,34 
42 730,1 1,98 2,13 96 464,5 1,97 1,73 
43 1988 1,49 0,72 97 1279 1,11 0,4 
44 1690 1,69 1 98 1266 1,09 0,38 
45 1432 1,64 0,79 99 1367 1,29 0,45 
46 1551 1,94 1,96 100 795 1,61 0,7 
47 666,3 1,82 1,48 MVI1 1581 1,82 1,34 
48 1525 1,93 1,72 MVI2 742,5 1,82 1,43 
49 997,8 1,95 1,9 MVI3 1549 1,41 0,58 
50 1854 1,48 0,7 Semente 1 492,1 2 2,06 
51 1451 1,95 1,72 Semente 2 632,3 1,59 0,91 
52 1409 1,83 1,32 Semente 3 589,6 1,55 0,82 
53 1203 1,57 0,76 Semente 4 393 1,23 0,56 
54 1278 1,76 1,09 Semente 5 575,4 1,83 1,22 
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Apêndice C. Resultados da citometria de fluxo Partec CyFlow Ploidy Analyzer DAPI 
(Partec Gmbh, Alemanha). 

Plantas micropropagadas Plantas por sementes 

Amostra Resultado Amostra Resultado Amostra Resultado Amostra Resultado 

Planta 1 186,39 Planta 46 190,84 Planta 1 162,01 Planta 48 160,74 

Planta 2 183,71 Planta 47 183,48 Planta 2 163,28 Planta 49 161,81 

Planta 3 187,62 Planta 49 183.44 Planta 3 159,33 Planta 51 173,76 

Planta 4 186,73 Planta 50 197,73 Planta 4 167,00 Planta 52 163,88 

Planta 5 185,79 Planta 51 190,85 Planta 5 171,89 Planta 53 161,80 

Planta 6 183,11 Planta 54 186,28 Planta 6 186,18 Planta 54 170,14 

Planta 7 190,66 Planta 55 184,84 Planta 7 166,59 Planta 55 166,32 

Planta 8 185,83 Planta 56 188,39 Planta 8 181,62 Planta 58 162,58 

Planta 9 190,94 Planta 57 186,48 Planta 11 171,45 Planta 59 173,19 

Planta 10 191,12 Planta 58 196,13 Planta 12 164,56 Planta 60 166,60 

Planta 11 181,49 Planta 59 197,44 Planta 13 181,52 Planta 61 162,07 

Planta 13 189,72 Planta 60 196,65 Planta 14 171,05 Planta 62 162,55 

Planta 14 182,71 Planta 61 188,40 Planta 15 178,09 Planta 66 173,27 

Planta 15 189,90 Planta 69 195,49 Planta 16 167,78 Planta 69 167,29 

Planta 16 191,35 Planta 70 181,52 Planta 17 179,54 Planta 71 163,15 

Planta 19 186,84 Planta 73 178,62 Planta 18 173,06 Planta 72 167,63 

Planta 20 186,92 Planta 74 183,73 Planta 19 162,21 Planta 73 175,51 

Planta 23 186,89 Planta 75 181,18 Planta 20 171,34 Planta 74 162,96 

Planta 24 183,96 Planta 76 181,95 Planta 22 160,64 Planta 75 165,98 

Planta 25 186,76 Planta 77 182,88 Planta 23 193,11 Planta 76 170,79 

Planta 26 160,34 Planta 78 178,22 Planta 25 164,26 Planta 77 173,48 

Planta 27 183,90 Planta 79 178,04 Planta 26 193,95 Planta 78 169,97 

Planta 28 189,62 Planta 80 182,40 Planta 27 177,68 Planta 81 159,16 

Planta 29 160,56 Planta 81 189,76 Planta 28 181,38 Planta 83 162,71 

Planta 30 183,27 Planta 82 182,40 Planta 29 163,50 Planta 84 175,39 

Planta 31 185,92 Planta 84 178,99 Planta 30 163,77 Planta 85 162,03 

Planta 32 196,42 Planta 85 186,70 Planta 31 177,10 Planta 86 165,26 

Planta 35 185,83 Planta 86 191,91 Planta 32 161,57 Planta 89 160,92 

Planta 36 182,74 Planta 87 182,41 Planta 34 160,43 Planta 90 164,32 

Planta 37 191,86 Planta 89 184,15 Planta 37 181,93 Planta 91 173,87 

Planta 38 203,04 Planta 90 196,53 Planta 38 164,63 Planta 93 162,31 

Planta 39 187,82 Planta 92 186,52 Planta 39 163,20 Planta 96 186,23 

Planta 42 183,36 Planta 94 191,22 Planta 41 169,82 Planta 97 166,30 

Planta 44 191,36 Planta 96 195,08 Planta 44 178,25 Planta 98 161,69 

Planta 45 203,95 Planta 97 183,86 Planta 46 162,24 Planta 99 162,93 

    Planta 47 162,70 
Planta 

100 
179,99 

        

Material Inicial       

Amostra Resultado       

MI1 187,02       

MI2 188,17       

MI3 191,94       

 



 55 

Apêndice D. Levantamento de dados morfológicos de caule de plantas micropropagadas. 

Amostra 
Altura 
(cm) 

Diâmetro 
(mm) Espinhos 

Tortuos. 
anormal 

Número de 
folhas Amostra 

Altura 
(cm) 

Diâmetro 
(mm) Espinhos 

Tortuos. 
anormal 

Número de 
folhas 

Planta 1 39,0 3,6 Presente  - 4 Planta 52 41,8 3,5 Presente - 4 

Planta 2 34,5 3,8 Presente - 4 Planta 53 31,6 3,8 Presente - 4 

Planta 3 31,9 2,1 Presente - 4 Planta 54 24,4 3,1 Presente - 4 

Planta 4 33,0 3,6 Presente - 4 Planta 55 13,9 3,8 Presente - 4 

Planta 5 35,6 3,3 Presente - 4 Planta 56 22,0 3,3 Presente Sim 4 

Planta 6 26,2 2,9 Presente - 4 Planta 57 12,9 3,0 Presente - 4 

Planta 7 21,1 3,0 Presente - 4 Planta 58 15,8 2,9 Presente - 4 

Planta 8 22,4 3,0 Presente - 4 Planta 59 13,4 2,7 Presente - 4 

Planta 9 19,2 3,0 Presente - 4 Planta 60 41,4 3,8 Presente - 4 

Planta 10 15,5 2,6 Presente - 4 Planta 61 37,8 3,1 Presente - 4 

Planta 11 22,1 2,3 Presente - 4 Planta 62 15,4 3,1 Presente - 4 

Planta 12 23,4 3,3 Presente Sim 4 Planta 63 17,5 2,2 Presente - 4 

Planta 13 26,6 3,1 Presente - 4 Planta 64 40,8 3,8 Presente - 4 

Planta 14 26,2 3,3 Presente - 4 Planta 65 19,6 3,6 Presente - 4 

Planta 15 16,2 2,5 Presente - 4 Planta 66 28,0 4,2 Presente - 4 

Planta 16 15,1 2,7 Presente - 4 Planta 67 34,6 3,6 Presente - 4 

Planta 17 30,5 3,4 Presente - 4 Planta 68 43,4 4,0 Presente - 4 

Planta 18 26,0 3,1 Presente - 4 Planta 69 38,0 4,2 Presente - 4 

Planta 19 30,0 2,5 Presente - 4 Planta 70 46,8 4,1 Presente - 4 

Planta 20 19,0 3,2 Presente - 4 Planta 71 12,4 3,4 Presente - 4 

Planta 21 29,5 3,1 Presente Sim 4 Planta 72 38,6 4,5 Presente - 4 

Planta 22 34,0 3,4 Presente - 4 Planta 73 14,6 3,2 Presente - 4 

Planta 23 20,5 2,5 Presente - 4 Planta 74 22,5 4,2 Presente Sim 4 

Planta 24 26,0 4,1 Presente - 4 Planta 75 28,4 4,2 Presente - 4 

Planta 25 23,0 2,7 Presente Sim 4 Planta 76 39,9 3,9 Presente - 4 

Planta 26 23,0 2,7 Presente - 4 Planta 77 15,8 3,1 Presente - 4 

Planta 27 13,5 2,8 Presente - 4 Planta 78 35,8 4,0 Presente - 4 

Planta 28 10,0 3,0 Presente - 4 Planta 79 37,9 4,1 Presente - 4 
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Planta 29 16,0 2,8 Presente - 4 Planta 80 15,0 3,4 Presente - 4 

Planta 30 22,5 3,0 Presente - 4 Planta 81 37,7 4,2 Presente - 4 

Planta 31 11,0 2,7 Presente - 4 Planta 82 12,5 4,0 Presente - 4 

Planta 32 10,0 2,3 Presente - 4 Planta 83 13,9 3,3 Presente - 4 

Planta 33 33,0 3,8 Presente - 4 Planta 84 32,4 4,0 Presente - 4 

Planta 34 29,5 3,7 Presente - 4 Planta 83 13,9 3,3 Presente - 4 

Planta 35 29,5 3,1 Presente - 4 Planta 84 32,4 4,0 Presente - 4 

Planta 36 35,0 4,2 Presente Sim 4 Planta 85 16,9 3,7 Presente - 4 

Planta 37 29,0 3,5 Presente Sim 4 Planta 86 37,8 3,8 Presente - 4 

Planta 38 12,0 2,8 Presente Sim 4 Planta 87 14,4 3,1 Presente - 4 

Planta 39 32,0 4,0 Presente - 4 Planta 88 14,7 3,4 Presente - 4 

Planta 40 24,0 3,0 Presente - 4 Planta 89 22,3 4,0 Presente - 4 

Planta 41 32,5 3,5 Presente - 4 Planta 90 15,9 3,6 Presente - 4 

Planta 42 26,5 2,7 Presente - 4 Planta 91 25,4 3,3 Presente - 4 

Planta 43 14,0 3,7 Presente - 4 Planta 92 25,9 3,5 Presente - 4 

Planta 44 10,0 2,7 Presente Sim 4 Planta 93 15,2 4,4 Presente - 4 

Planta 45 30,0 3,8 Presente Sim 4 Planta 94 26,3 3,8 Presente - 4 

Planta 46 38,0 4,1 Presente - 4 Planta 95 37,5 3,9 Presente - 4 

Planta 47 33,0 3,5 Presente - 4 Planta 96 15,0 3,4 Presente - 4 

Planta 48 40,0 4,2 Presente - 4 Planta 97 20,5 3,3 Presente - 4 

Planta 49 30,8 3,3 Presente - 4 Planta 98 35,6 4,1 Presente Sim 4 

Planta 50 31,5 4,0 Presente - 4 Planta 99 16,0 3,5 Presente - 4 

Planta 51 35,7 3,8 Presente - 4 Planta 100 15,3 3,2 Presente - 4 

Legenda: Tortuos. = tortuosidade do caule mais acentuada que o normal esperado da planta ‘Flying Dragon 
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Apêndice E. Levantamento de dados morfológicos de caule de plantas originárias de semente. 

Amostra 
Altura 
(cm) 

Diâmetro 
(mm) 

Número de 
folhas Espinhos Amostra 

Altura 
(cm) 

Diâmetro 
(mm) Espinhos 

Número de 
folhas 

Planta 1 25,5 4,0 6 Presente Planta 52 21,9 3,6 Presente 6 

Planta 2 21,1 4,1 6 Presente Planta 53 22,4 3,5 Presente 6 

Planta 3 23,6 4,2 6 Presente Planta 54 19,8 3,2 Presente 5 

Planta 4 22,1 4,1 6 Presente Planta 55 21,8 3,6 Presente 4 

Planta 5 30,1 3,7 4 Presente Planta 56 23,1 3,5 Presente 4 

Planta 6 20,3 3,7 4 Presente Planta 57 22,1 3,4 Presente 6 

Planta 7 19,6 3,0 6 Presente Planta 58 21,2 3,5 Presente 5 

Planta 8 22,2 3,5 5 Presente Planta 59 22,0 3,6 Presente 6 

Planta 9 21,4 3,4 6 Presente Planta 60 22,3 3,6 Presente 6 

Planta 10 22,1 3,1 6 Presente Planta 61 20,9 3,1 Presente 6 

Planta 11 21,5 3,8 6 Presente Planta 62 19,5 3,0 Presente 6 

Planta 12 21,9 3,0 6 Presente Planta 63 21,9 3,2 Presente 6 

Planta 13 21,9 3,8 6 Presente Planta 64 19,3 3,1 Presente 3 

Planta 14 19,5 3,5 6 Presente Planta 65 21,0 3,8 Presente 6 

Planta 15 19,3 3,5 4 Presente Planta 66 20,5 3,3 Presente 6 

Planta 16 20,8 3,9 5 Presente Planta 67 19,4 3,8 Presente 6 

Planta 17 21,4 3,6 5 Presente Planta 68 20,5 3 Presente 6 

Planta 18 21,4 3,3 4 Presente Planta 69 19,2 3,1 Presente 3 

Planta 19 21,9 3,3 6 Presente Planta 70 18,5 3,3 Presente 6 

Planta 20 22,5 4,0 6 Presente Planta 71 21,0 3,3 Presente 6 

Planta 21 27,0 4,1 6 Presente Planta 72 21,5 3,7 Presente 6 

Planta 22 21,4 3,7 6 Presente Planta 73 20,0 3,1 Presente 6 

Planta 23 21,5 3,5 4 Presente Planta 74 20,6 3,4 Presente 6 

Planta 24 22,9 3,7 6 Presente Planta 75 22,5 3,7 Presente 6 

Planta 25 22,0 3,5 6 Presente Planta 76 20,6 3,3 Presente 6 

Planta 26 19,5 2,7 5 Presente Planta 77 20,6 3,5 Presente 6 

Planta 27 22,0 3,2 6 Presente Planta 78 21,3 3,7 Presente 6 

Planta 28 23,2 3,5 6 Presente Planta 79 27,7 3,4 Presente 6 
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Planta 29 25,2 3,4 4 Presente Planta 80 32,3 2,4 Presente 6 

Planta 30 21,3 3,6 3 Presente Planta 81 18,0 3,6 Presente 5 

Planta 31 19,2 3,5 5 Presente Planta 82 19,9 3,8 Presente 4 

Planta 32 21,5 3,2 4 Presente Planta 83 19,0 3,0 Presente 6 

Planta 33 19,5 3,5 4 Presente Planta 84 22,5 3,7 Presente 6 

Planta 34 21,3 4,1 6 Presente Planta 83 21,4 3,3 Presente 3 

Planta 35 18,4 3,3 4 Presente Planta 84 20,5 3,6 Presente 6 

Planta 36 20,3 3,7 6 Presente Planta 85 28,8 3,4 Presente 4 

Planta 37 22,1 3,2 6 Presente Planta 86 19,1 3,0 Presente 4 

Planta 38 20,6 3,0 6 Presente Planta 87 22,2 3,4 Presente 3 

Planta 39 19,4 3,4 6 Presente Planta 88 26,0 3,3 Presente 6 

Planta 40 20,3 3,4 6 Presente Planta 89 21,2 3,4 Presente 6 

Planta 41 19,0 3,8 6 Presente Planta 90 28,1 3,2 Presente 6 

Planta 42 20,6 3,3 6 Presente Planta 91 26,9 3,0 Presente 6 

Planta 43 19,6 3,3 5 Presente Planta 92 27,9 3,5 Presente 6 

Planta 44 21,4 3,9 6 Presente Planta 93 19,8 3,3 Presente 5 

Planta 45 27,0 3,1 4 Presente Planta 94 28,4 2,7 Presente 6 

Planta 46 22,6 3,8 6 Presente Planta 95 20,4 3,1 Presente 6 

Planta 47 22,9 3,6 6 Presente Planta 96 21,2 3,3 Presente 6 

Planta 48 19,6 3,1 6 Presente Planta 97 21,7 3,7 Presente 6 

Planta 49 20,4 3,3 6 Presente Planta 98 22,6 3,9 Presente 6 

Planta 50 18,9 3,2 4 Presente Planta 99 21,9 3,6 Presente 6 

Planta 51 22,5 3,7 6 Presente Planta 100 22,4 3,5 Presente 6 

Legenda: Tortuos. = tortuosidade do caule mais acentuada que o normal esperado da planta ‘Flying Dragon. 
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Apêndice F. Levantamento de dados morfológicos de folhas de plantas 
micropropagadas. 

Amostra Cor* Margem Formato 

Comprimento (cm) Largura (cm) 

Folíolo 
Esquerdo 

Folíolo 
Central 

Folíolo 
Direito Pecíolo 

Folíolo 
Esquerdo 

Folíolo 
Central 

Folíolo 
Direito Pecíolo 

Planta 1 VE Dentada Ovalada 2 2,7 1,1 1,9 0,9 1,2 0,4 0,9 

Planta 2 VE Dentada Ovalada 1,7 2,3 1 1,2 0,9 1,1 0,3 0,9 

Planta 6 VE Dentada Ovalada 1,5 2,4 0,8 1,5 0,9 1,1 0,2 0,9 

Planta 7 VE Dentada Ovalada 1,9 2,8 1,5 2,0 1,0 1,2 0,4 1,1 

Planta 14 VE Dentada Ovalada 1,4 2,0 0,7 1,4 0,7 1,0 0,1 0,7 

Planta 24 VE Dentada Ovalada 1,0 1,7 0,7 1,0 0,5 0,6 0,1 0,5 

Planta 25 VE Dentada Ovalada 1,0 1,2 0,7 1,0 0,5 0,5 0,1 0,5 

Planta 28 VE Dentada Ovalada 1,0 0,9 0,5 0,8 0,4 0,4 0,1 0,3 

Planta 32 VE Dentada Ovalada 1,8 2,5 1,2 1,7 1,1 1,2 0,3 1,1 

Planta 33 VE Dentada Ovalada 1,2 2,0 0,7 1,2 0,5 0,9 0,2 0,5 

Planta 35 VE Dentada Ovalada 1,5 2,2 1,0 1,6 0,7 1,0 0,1 0,9 

Planta 36 VE Dentada Ovalada 1,7 2,5 1,0 1,8 0,8 1,1 0,2 0,9 

Planta 37 VE Dentada Ovalada 1,9 2,1 0,8 1,5 0,5 0,9 0,1 0,6 

Planta 38 VE Dentada Ovalada 1,4 2,4 1,2 1,5 0,9 1,2 0,2 0,9 

Planta 39 VE Dentada Ovalada 1,4 2,5 0,9 1,4 0,9 1,1 0,2 0,8 

Planta 40 VE Dentada Ovalada 1,6 2,1 1,1 1,1 0,5 0,8 0,2 0,6 

Planta 41 VE Dentada Ovalada 2,0 2,2 1,1 2,0 0,8 1,1 0,3 0,9 

Planta 42 VE Dentada Ovalada 1,5 2,3 0,9 1,1 0,6 0,9 0,2 0,6 

Planta 45 VE Dentada Ovalada 0,9 1,4 0,9 1,3 0,5 0,6 0,3 0,5 

Planta 46 VE Dentada Ovalada 1,1 1,7 0,8 1,0 0,6 0,6 0,1 0,5 

Planta 47 VE Dentada Ovalada 1,0 1,6 0,6 1,0 0,4 0,5 0,1 0,4 

Planta 88 VE Dentada Ovalada 0,9 1,4 0,8 0,9 0,4 0,5 0,1 0,4 

Planta 89 VE Dentada Ovalada 1,0 1,5 0,6 0,8 0,5 0,5 0,1 0,3 

Planta 93 VE Dentada Ovalada 1,1 2,2 0,9 1,5 0,6 0,8 0,1 0,6 

Planta 94 VE Dentada Ovalada 2,0 2,9 1,0 2,0 0,9 1,3 0,3 0,8 

*Legenda: VE = Verde Escuro 
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Apêndice G. Levantamento de dados morfológicos de folhas de plantas originárias 
de semente. 

Amostra Cor* Margem Formato 

Comprimento (cm) Largura (cm) 

Folíolo 
Esquerdo 

Folíolo 
Central 

Folíolo 
Direito Pecíolo 

Folíolo 
Esquer

do 
Folíolo 
Central 

Folíolo 
Direito Pecíolo 

Planta 1 VE Dentada Ovalada 1,9 2,3 1,2 2,0 0,8 1,0 0,3 0,9 

Planta 2 VE Dentada Ovalada 1,8 2,2 1,3 1,7 0,6 1,0 0,3 0,7 

Planta 6 VE Dentada Ovalada 1,8 2,5 1,5 1,9 0,8 1,1 0,4 0,8 

Planta 7 VE Dentada Ovalada 1,9 2,4 1,2 1,1 0,8 1,0 0,4 0,8 

Planta 14 VE Dentada Ovalada 2,1 2,9 1,0 2,0 1,0 1,2 0,3 1,0 

Planta 24 VE Dentada Ovalada 1,6 2,1 1,3 1,0 0,8 0,9 0,3 0,7 

Planta 25 VE Dentada Ovalada 1,7 2,4 1,4 1,8 0,8 1,0 0,3 0,8 

Planta 28 VE Dentada Ovalada 1,7 2,3 1,2 1,8 0,8 0,9 0,3 0,8 

Planta 32 VE Dentada Ovalada 1,8 2,1 1,0 1,9 0,8 1,1 0,4 0,8 

Planta 33 VE Dentada Ovalada 2,0 2,8 0,9 2,0 0,8 1,1 0,4 1,0 

Planta 35 VE Dentada Ovalada 2,0 2,5 1,3 1,8 0,7 0,9 0,4 0,8 

Planta 36 VE Dentada Ovalada 1,1 2,3 1,2 1,2 0,8 0,9 0,3 0,7 

Planta 37 VE Dentada Ovalada 1,9 2,1 1,8 1,9 0,8 1,0 0,3 0,8 

Planta 38 VE Dentada Ovalada 1,7 2,4 1,2 1,7 0,7 1,0 0,3 0,8 

Planta 39 VE Dentada Ovalada 1,8 2,3 1,4 1,8 0,7 0,9 0,3 0,7 

Planta 40 VE Dentada Ovalada 1,2 2,3 1,4 1,6 0,8 9,0 0,3 0,7 

Planta 41 VE Dentada Ovalada 1,6 2,2 1,9 1,9 0,7 0,8 0,3 0,8 

Planta 42 VE Dentada Ovalada 1,1 2,3 1,3 1,2 0,7 1,0 0,3 0,8 

Planta 45 VE Dentada Ovalada 1,6 2,1 1,2 1,1 0,8 0,8 0,3 0,7 

Planta 46 VE Dentada Ovalada 1,1 2,3 1,1 1,1 0,7 0,8 0,2 0,6 

Planta 47 VE Dentada Ovalada 1,4 2,1 1,2 1,5 0,7 0,9 0,3 0,7 

Planta 88 VE Dentada Ovalada 1,5 2,1 0,8 1,5 0,7 0,8 0,2 0,7 

Planta 89 VE Dentada Ovalada 1,7 2,3 1,2 1,7 0,8 1,0 0,3 0,8 

Planta 93 VE Dentada Ovalada 1,5 2,6 1,1 1,7 0,8 1,0 0,2 0,8 

Planta 94 VE Dentada Ovalada 1,8 2,5 1,2 1,9 0,8 1,0 0,3 0,9 

*Legenda: VE = Verde Escuro 

 
 
 
 
 


