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RESUMO 

O trabalho teve como objetivo o estudo ao estímulo à embriogênese 

somática em linhagens de calos de laranja 'Seleta Vermelha', laranja 'Valência', 

laranja 'Caipira' , limão 'Cravo' e tangerina 'Cleópatra', linhagens 1 e 2, pela 

utilização de diferentes fontes de carboidratos. Nas linhagens de calos, com 

baixo potencial embriogênico também estudou-se o efeito do inibidor de auxina 

7 - azaindole (Ali), e densidade de plaqueamento de calos. O meio de cultura 

utilizado no estímulo à embriogênese somática, foi descrito por Murashige & 

Tucker (1969), substituindo-se a fonte de carboidrato por maltose, lactose, 

galactose, sacarose, glicose, nas concentrações de 18; 37; 75; 110 ou 150 mM, 

ou glicerol, nas concentrações de 6; 12; 24; 36 ou 50 mM. Os resultados 

obtidos, demonstraram que a maior eficiência para o estímulo à embriogênese 

somática ocorreu em meio de cultura suplementado com maltose, galactose ou 

lactose, para as linhagens de calo de laranjas 'Valência' e 'Caipira', e tangerina 

'Cleópatra', linhagem 1. Para as linhagens de calos de limão 'Cravo' e tangerina 

'Cleópatra', linhagem 2, foram testados o inibidor de auxina, Ali, e a densidade 

de plaqueamento de calo, os quais demonstraram estar na dependência do 

açúcar para induzir a formação dos embriões somáticos. Pela análise 

histológica, pôde-se verificar que embriões somáticos de limão 'Cravo' e das 
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tangerinas 'Cleópatra', linhagens 1 e 2, apresentaram ausência de meristemas 

caulinar e/ou radicular, má formação da protoderme e do procâmbio. A 

histodiferenciação dos embriões somáticos, e a conversão em plantas foram 

obtidos para as laranjas 'Valência' e 'Seleta Vermelha', sendo observado um 

maior número de plantas nos embriões somáticos que permaneceram em meio 

de cultura de pré-germinação com 44 mM de sacarose. Com relação a 

concentração de ácido giberélico no meio de cultura para a germinação, obteve­

se para a laranjas 'Valênca' e 'Seleta Vermelha', 23% e 51,4% de plantas 

germinadas em meio de cultura com concentração de 1,4 J-lM ácido giberélico. 

17% e 60% de plantas germinadas e meio de cultura com concentração de 2.8 

J-lM ácido giberélico, e 14% e 51,4% de plantas germinadas e meio de cultura 

com concentração de 1,4 J-lM ácido giberélico. 



Summary: 

SOMATIC EMBRYOGENESIS IN Citrus spp. 

Author: MÁRCIO LEANDRO TOMAZ 
Adviser: Dr. BEATRIZ MADALENA JANUZZI MENDES 

This work aimed to study the induction somatic embryogenesis induction in 

callus lines of 'Seleta Vermelha', 'Valência' and Caipira sweet oranges, 

Rangpur lime and Cleopatra mandarin, lines 1 and 2, using different 

carbohydrate sources. In callus lines with low embryogenic potential, the effect 

of the auxin inhibitor 7 -azaindole (AZI) and callus platting density were studied 

as well. The culture medium used for induction of somatic embryogenesis was 

described by Murashige & Tucker (1969), exchanging the carbohydrate source 

by maltose, lactose, galactose, sucrose ar glucose at concentrations of 18; 37; 

75; 110 ou 150 mM, or glycerol, at concentrations of 6; 12; 24; 36 ou 50 mM. 

The results obtained showed that the highest efficiency for somatic 

embryogenesis stimulation occurred in the culture medium supplemented with 

maltose, galactose or lactose, for callus !ines of 'Valencia' and Caipira sweet 

orange and Cleopatra mandarin, !ines 1. For lines Rangpur lime and Cleopatra 

mandarin !ine 2, the auxin inhibitor AZI and the callus platting density were 

tested, demonstrating that the stimulation of somatic embryogenesis depends 

on the sugar. Histological analysis verified that somatic embryos of Rangpur 

lime and Cleopatra mandarin, !ines1 and 2 had absence of shoot and/or root 
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deformatíon of protoderm and procambium. Histodifferentiation of somatic 

embryos and conversíon in plants were obtained for 'Seleta Vermelha' and 

'Valencia' sweet oranges, with a higher number of plants from somatic embryos 

which were maintained in pre-germination culture medium whit 44 mM sucrose. 

The use of gibberellic acíd in the culture medium for germination resulted in 

23% and 51.4% of germinated plants for 'Valencia' and 'Seleta Vermelha' sweet 

oranges in culture medium with 1,4 JlM gibberellic acid, and 17% and 60% of 

plants germinated in culture medium with 2,8 JlM gibberellic acíd, and 14% and 

51,4% of plants germinated in culture medium with 1,4 JlM gibberellic acid. 



1 INTRODUÇÃO 

As plantas cítricas, Citrus spp., são originárias das regloes úmidas 

tropicais e subtropicais do continente asiático e ilhas adjacentes (Weber, 1967; 

Gmitler Junior et aI., 1992), tendo sido levadas para os países europeus há 

séculos, antes da descoberta do novo continente, sendo hoje cultivadas no 

mundo todo, em países tropicais e subtropicais entre as latitudes 40° N e 40° S 

(Kunitake & Mii, 1995). 

No Brasil, o desenvolvimento e a expansão inicial da citricultura ocorreu a 

partir da década de 20, aproveitando as condições de infra-estrutura deixadas 

pelo complexo cafeeiro, recebendo um impulso maior, no ano de 1962, pela 

queda na produção americana ocasionada pelas geadas na Flórida, 

estimulando assim a instalação de indústrias extratoras de suco no país 

(Kalatzis et aI., 1996). 

Hoje o Brasil é o maior produtor mundial de laranja, com 

aproximadamente 18 milhões de tono métricas, seguidos pelos E.U.A e 

Espanha (FNP Consultoria & Comércio, 1999). Apesar desta produção, existe a 

necessidade do desenvolvimento e melhoramento das variedades porta-enxerto 

e copa de interesse comercial, principalmente no que diz respeito a resistência 

a doenças, produtividade e qualidade dos frutos, para assim, ampliar a base 

genética dos pomares comerciais . 

Os métodos tradicionais de melhoramento genético, enfrentam uma série 

de barreiras decorrentes da biologia reprodutiva do gênero, como o longo 

período juvenil, a poliembrionia nucelar, a auto-incompatibilidade e esterilidade 

sexual (Louzada, 1990; Gmitler Junior et aI., 1992; Ollitrault et aI., 1995; 

Machado, 1997), que podem ser contornados pela utilização de técnicas 
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modernas de biotecnologia como a hibridação somática. O material básico 

utilizado na hibridação somática é o calo embriogênico, com capacidade de 

regeneração de plantas via embriogênese somática. 

Embora a embriogênese somática seja um processo natural em citros 

(Ranga Swamy, 1958), onde a indução dos embriões somáticos, a partir de 

calos cultivados in vitro, é muitas vezes relatada como sendo um processo que 

ocorre espontaneamente (Grosser & Gmitler Junior, 1990), sabe-se que o 

processo precisa ser melhor estudado, identificando características específicas 

de cada variedade, como o desenvolvimento de um sistema eficiente de 

regeneração de plantas, que possa ser utilizado na manipulação genética de 

genótipos de citros. 

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar a embriogênese 

somática em linhagens de calos embriogênicos de citros, incluindo as etapas de 

indução, desenvolvimento e regeneração de plantas, além da caracterização 

histológica dos embriões somáticos. 



2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 A Cultura dos Citros 

o Brasil ocupa posição de destaque na citricultura mundial, por ser o 

maior produtor de laranjas, com aproximadamente 18 milhões de toneladas 

métricas, e de suco concentrado, com 1258 milhões de toneladas métricas, 

sendo deste total de suco concentrado 96% exportado, gerando em torno de 

1,3 bilhões de dólares. Dentre as regiões produtoras de citros, a região Sudeste 

é considerada a maior produtora de laranja, contribuindo com 83% da produção 

nacional, sendo que o Estado de São Paulo produz 79% deste total, seguido 

pela região Nordeste, a qual contribui com 9,87% da produção nacional (FNP 

Consultoria & Comércio, 1999). 

No Estado de São Paulo, a citricultura encontra-se entre as principais 

atividades econômicas, ocupando aproximadamente 850 mil hectares, sendo os 

maiores municípios produtores, segundo estimativa dos escritórios de 

desenvolvimento rural para o ano agrícola 1999/2000, Araraquara, Barretos, 

Catanduva, Jaboticabal, Limeira e Mogi Mirim (Instituto de Economia Agrícola, 

2000). A composição varietal destes pomares, Estado de São Paulo e Triângulo 

Mineiro, é dividida em 4 variedades de laranjas, 'Pêra' (38%), 'Natal' (26%), 

'Valência' (17%) e 'Hamlim' (7%), cujo destino principal é o processamento 

industrial (Gonçalves et aI., 1995; Amaro, et al.,1997). Estas variedades copa, 

são apoiadas principalmente nos porta-enxertos limão 'Cravo' e tangerina 

'Cleópatra', os quais tem grande representação nos pomares comerciais. 

Segundo as Divisões Regionais Agrícolas (DIRAS), o limão 'Cravo' compõe 80 

a 90% dos porta-enxertos, a tangerina 'Cleópatra' de 5 a 10%, sendo o restante 
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distribuído em laranja azeda, tangerina 'Sunki', citranges 'Troyer' e 'Carrizo', 

limão 'Volkameriano', cuja a escolha principal diz respeito a resistência à 

doenças e a interação copa e porta-enxerto (Gonzalez, 1993). 

Vários estudos tem sido realizados para avaliar o conjunto copa porta­

enxerto, e várias diferenças foram encontradas com relação a época de 

maturação e precocidade na produção, resistência a seca, volume de copa e 

qualidade de fruto (Pompeu Junior, 1991; Stuchi, 1996). 

Com relação a doenças, a cultura de citros está sujeita a uma série delas, 

dentre as quais destacam-se a gomose, a tristeza, o declínio, o cancro cítrico e 

a clorose variegada dos citros, que tornaram-se fatores limitantes para o seu 

desenvolvimento, e que vem modificando o cenário da citricultura desde o início 

de sua exploração econômica, momento ~Jo qual, as plantas enxertadas 

começaram a ser utilizadas. 

A laranja 'Caipira' foi o primeiro porta-enxerto a constituir os pomares 

comerciais de citros, no entanto, sua baixa resistência a seca e a gomose, 

levaram a sua substituição pela laranja azeda. A gomose, causada por 

Phythophytora, é responsável por lesões no colo do tronco, ramos e raízes, 

provocando o amarelecimento da planta, queda das folhas, chegando a seca e 

morte das plantas (Pompeu Junior, 1990). 

Em 1937, surgiu o vírus da tristeza, que eliminou em poucos anos, todas 

as plantas enxertadas em laranja azeda, que representavam cerca de 80% dos 

pomares, restando apenas as de pé franco, ou enxertadas em laranja 'Caipira' e 

limão 'Cravo'. O ressurgimento da citricultura, baseada no porta-enxerto limão 

'Cravo', começou a enfrentar problemas com doenças, como a xiloporose e 

exocorte, que até então permaneciam latentes nas árvores enxertadas em 

laranja azeda (Salibe, 1987). 

Por volta de 1970, uma outra doença é detectada nos pomares, o declínio, 

passando a atingir todos os Estados produtores de citros (Paguio & Santos 

Filho, 1993). Trata-se de uma doença de causa desconhecida, que afeta o 

sistema vascular, sendo o limão 'Cravo' altamente sensível a ela, tornando-se 
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um risco para a citricultura nacional, devido a sua predominância como porta­

enxerto (Beretta, et aI., 1988). 

O cancro cítrico, doença de grande impacto na citricultura, foi detectada 

no final da déc de 70, em Ribeirão Preto, onde de imediato foram tomadas 

providências para evitar a sua disseminação, como pulverizações a base de 

substâncias cúpricas, adoção de quebra-ventos no pomar, e em casos mais 

graves a erradicação das plantas (Pessenda, 1990). 

Atualmente a citricultura vem enfrentando uma nova doença, conhecida 

como clorose variegada do citros (CVC) ou amarelinho, cujo relato data de 

1987, a qual trata-se de uma bactéria, Xy/e/a fastidiosa, limitada ao xilema, 

que afeta as principais variedades de valor comercial da citricultura nacional, 

causando clorose internerval nas folhas semelhante a deficiência de zinco, 

redução do tamanho do fruto e maior resistência da casca, sendo as 

cigarrinhas, o principal vetor de disseminação desta doença (Lee & Derrick, 

1991 ). 

2.2 Cultura de calos e embriogênese somática em Citrus 

Os trabalhos de cultura de tecidos em citros iniciaram-se em 1950 (Ranga 

Swany, 1961), intensificando-se com o desenvolvimento dos meios de culturas 

MS (Murashige & Skoog, 1962) e MT (Murashige & Tucker, 1969). Os trabalhos 

visavam principalmente a produção de plantas livres de pat6genos, pelo cultivo 

de tecido nucelar (Rangan et al.,1969), que após, foi substituído pela técnica de 

microenxertia de meristema apical, a qual tem a vantagem em relação ao 

cultivo de nucelos, no que diz respeito a juvenilidade das plântulas (Navarro, 

1984). 

Atualmente, encontram-se descritas na literatura várias técnicas de cultura 

de tecidos em citros, o cultivo de calos (Mourão Filho & Grosser, 1992; Oliveira 

et aI., 1994a), células em suspensão (Oliveira et aI., 1994b; Cabasson et aI., 

1995) e protoplastos (Kobayashi & Ohgawara, 1988; Grosser & Gmitter Junior, 
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1990; Mendes-da-Glória et alo, 1997) principalmente com o objetivo de facilitar a 

manipulação genética pela hibridação somática (Grosser & Gmitter Junior, 

1990; Grosser, 1993; Ling & Iwamasa, 1994; 1997) e transformação genética 

(Kobayashi & Uchimiya, 1989; Hiramatsu et alo; 1994; Penã et aI., 1995; Penã 

'et alo, 1997). 

Em citros, a formação de calos foi inicialmente observada em cultivos de 

nucelos em meios de cultura sem auxina, os quais apresentaram a formação de 

pequenas massas celulares, que davam origem a embriões somáticos, 

demonstrando assim, a capacidade embriogênica do material (RangaSwamy, 

1961; Kochba et al.,1972; Button et aI., 1974)1 Morfologicamente, os calos 

podem apresentar-se como nódulos esféricos, compactos e pequenos, ou de 

textura friável, de coloração branca a creme, sendo internamente 

caracterizados por células com citoplasma denso, contendo numerosas 

mitocôndrias, ligações lipídicas, com núcleo grande e nucléolo proeminente 

(Button et aI., 1974) 

Dentre os explantes utilizados para obtenção de calos, pode-se citar, 

óvulos, anteras, endosperma, embriões, hipocótilos, tecido nucelar e óvulos não 

desenvolvidos (Kochba et al.,1972; Kochba & Button, 1974; Kobayashi et aI., 

1878; Spiegel-Roy & Saad, 1982; Rangan, 1984; Moore, 1985; Gmitter Junior & 

Moore, 1986; Pasqual et alo, 1988; Handro & Floh, 1990), os quais, geralmente, 

são cultivados em meio de cultura MT (Murashige & Tucker, 1969), 

suplementado com auxinas, citocininas ou extrato de malte (Kunitake & Mii, 

1995). 

A eficiência na obtenção de calos, normalmente é baixa, existindo uma 

forte influência do genótipo, dos explantes utilizados e da composição do meio 

de cultura. Segundo estudos realizados por Kochba et aI. (1972), a produção de 

calos a partir de nucelos foi considerada baixa, 2%, quando comparada a 

produção de calos a partir de óvulos não fertilizados, 16%, para a laranja 

'Shamouti', sendo que para os outros genótipos testados, 'Valência' e 'Marsh', 

não ocorreu a produção de calos. Em contrapartida, para a laranja 'Pêra', a 
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produção de calos ocorreu em maior porcentagem quando foi utilizado como 

explante inicial os nucelos (Goldman, 1988). Nas variedades de tangerina 

'Cleópatra' e limão 'Cravo', a porcentagem de obtenção de calos, foi de 48,8 e 

3,8 % respectivamente, enquanto que para o genótipo Poncirus frifoliafa não 

ocorreu a formação de calos, mesmo naqueles meios de cultura que utilizaram 

ácido indolacético ou cinetina (Oliveira et aI., 1994a), evidenciando forte 

influência do genótipo e do explante utilizado. 

A utilização de meio de cultura suplementado com diferentes combinações 

de reguladores vegetais, como NAA e BAP para a laranja 'Bahia', tem 

demonstrado efeito negativo na formação de calos (Kobayashi et aI., 1984), 

enquanto que a combinação de cinetina e IAA foi eficiente na obtenção de calos 

de laranja 'Pêra' (Cristofani, 1991). A combinação 2,4-D e BAP tem sido 

utilizada também, para a obtenção de calos embriogênicos a partir de embriões 

zigóticos de diferentes variedades monoembriônicas (Ling & Iwamasa, 1997), 

no entanto, a utilização de 2,4-D, para obtenção de calos, tem sido evitado 

devido a possibilidade de promover alterações cromossômicas e a perda do 

potencial embriogênico dos calos cultivados (Vardi et aI., 1982). Pasqual et aI. 

(1988), observaram, que a adição de auxina e citocinina, promoveu uma 

redução no processo embriogênico dos nucelos de laranja 'Valência', sendo a 

produção de calo independente da suplementação destes reguladores vegetais 

indicando que o material vegetal poderia conter um nível endógeno alto de 

auxina. Ling & Iwamasa (1997), comparando a efiência de obtenção de calos, 

observaram crescimento vigoroso de calos em meios de cultura suplementados 

com adenina ou ácido giberélico e extrato de malte, em relação ao meio de 

cultura suplementado com 2,4-0, confirmando a capacidade do tecido utilizado 

em formar calos sem o uso de auxinas. 

Uma vez obtidos os calos, eles são geralmente subcultivados em meio de 

cultura sólido ou líquido, rico em sacarose (Murashige & Tucker, 1969; Kochba 

& Button, 1974; Hidaka & Omura, 1989) ou suplementado com BAP e extrato de 

malte (Oliveira, et aI., 1994a; Ling & Iwamasa, 1997), para aumentar a 
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disponibilidade de material. Na maioria das vezes, após um determinado 

número de subcultivos, que pode variar de 8 a 12 (Kochba & Button, 1974), os 

calos adquirem habilidade para divisão e crescimento, habituação, devido a 

uma possível síntese de reguladores vegetais pelas células (Kerbauy, 1999). 

A regeneração de plantas em citros, a partir de calos, ocorre via 

embriogênese somática, isto é, com a formação de embriões semelhantes aos 

embriões zigóticos os quais se desenvolvem e germinam dando origem a 

plantas normais (Kunitake et aI., 1991; Ling & Iwamasa, 1997; Cabasson et aI., 

1997). 

A embriogênese somática, constitui-se numa via de regeneração de 

plantas no cultivo in vitro, na qual células somáticas desenvolvem-se formando 

estruturas semelhantes ao embrião zigótico, porém, sem a ocorrência de fusão 

de gametas. Estas estruturas caracterizam-se pela bipolaridade, ou seja, 

presença de meristemas caulinar e radicular, e um sistema vascular fechado, 

sem conexão com o explante (Guerra et aI., 1999). 

Os embriões somáticos podem ser formados a partir de dois padrões de 

embriogênese, a direta ou indireta. A embriogênese somática direta, envolve o 

desenvolvimento de embriões somáticos ou embrióides, a partir do explante, os 

quais possuem células programadas para a diferenciação e formação dos 

embriões somáticos, denominadas de "pre-embryogenic determined cells" 

(PEDC), que necessitam apenas de estímulos externos para desencadear o 

processo, enquanto que na embriogênese somática indireta, é necessário a 

desdiferenciação celular, sendo suas células denominadas de "induced 

embryogenic determined cel/" (IEDC), que nas espécies vegetais, com exceção 

de citros, a desdiferenciação e a indução a formação dos embriões somáticos 

ocorre pelo cultivo em meios de cultura suplementados com auxinas (Sharp, 

1980; Williams & Maheswaram, 1986). 

A embriogênese somática em citros, tem sido observada principalmente a 

partir de calos, originados do cultivo de óvulos e nucelos (Button & Bornman, 

1971; Mitra & Chaturvedi, 1972; Kochba et aI., 1972), pelo emprego de 
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diferentes substâncias como inibidores de auxinas (Kochba & Spiegel-Roy, 

1977), giberelinas (Kobayashi et aI., 1978) e diferentes fontes de carboidrato 

(Spiegel-Roy et aI., 1982; Sing et aI., 1992; Cabasson et aI., 1995), tendo uma 

forte interação com o genótipo (Moore, 1995). O efeito do genótipo foi também 

observado por Beloualy (1991) no estímulo de embriões somáticos, a partir de 

calos originados de cotilédones, onde as melhores respostas foram obtidas em 

meio de cultura suplementado com extrato de malte. 

Ao contrário do que ocorre em outras culturas, a presença de auxinas. 

citocininas ou giberelinas suprimem a embriogênese somática em citros 

(Kochba et aI., 1977; 1978; Kunitake & Mii, 1995). O efeito negativo das auxinas 

endógenas no processo embriogênico, tem sido evitado, pela utilização de 

inibidores de sua biossíntese. 

Das substâncias inibidoras da biossíntese de reguladores vegetais, tem-se 

utilizados o 5 hidroxi nitrobenzilbromide (HNB) e o 7-azaindole (Ali), que são 

inibidores da síntese de auxinas, e demonstraram ter efeito positivo no estímulo 

. a embriogênese somática em calos de laranja 'Shamouti' (Kochba et aI., 1977). 

Moore (1985) avaliando diferentes aditivos de crescimento no meio de cultura, 

para pomelo (C. paradisi Macf.), não observou efeito significativo do inibidor de 

auxina, AZI, no processo de embriogênese somática, podendo sugerir que o 

nível de auxina endógeno pode variar com o genótipo, uma vez que respostas 

diferenciadas foram obtidas nos trabalhos que utilizaram esta substância. 

Inibidores de giberelinas, como ácido succínico 2,2-methilhidazide (Alar) e 

2,2-cloroetil trimetilammônio cloride (CCC), também foram utilizados para esta 

variedade, e foi verificado um efeito significativo no estímulo à embriogênese 

somática em relação ao número de embriões somáticos produzidos (Kochba, et 

aI., 1978). A combinação de açúcar como a galactose, com os inibidores de 

giberelinas, daminozide ou paclobutrazol, tem demonstrado ser eficiente no 

estímulo à embriogênese somática em calos de C. sinensis (Spiegel-Roy, 

1986). 
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Diferentes fontes de carboidrato, têm sido empregadas no estímulo à 

embriogênese somática. Açúcares como a galactose, e outros que a 

metabolizam, como a lactose e rafinose, têm-se mostrado eficientes para a 

embriogênese somática, em relação a sacarose, frutose e glicerol (Spiegel-Roy 

et aI., ,1982; Kochba et aI., 1982; Sing, et aI., 1992; Cabasson et aI, 1995, Ling & 

Iwamasa , 1997), sendo este efeito atribuído a inibição da biosíntese de auxina, 

observada em coleoptilo decapitado de Avena, bem como pela redução no 

movimento de auxina e componentes da parede celular (Davies, 1995). Em 

calos embriogênicos originados de fusão de protoplastos, tem-se utilizado a 

maltose como fonte de carboidrato, a qual mostrou-se eficiente no estímulo a 

embriogênese somática (Mendes-da-Glória, 1998). 

O conhecimento das estruturas internas do material, análise histológica, 

vem auxiliar no entendimento da organização e mudanças que ocorrem no 

desenvolvimento das plantas, bem como in vitra, permitindo distinguir a origem 

das estruturas formadas, falhas durante o desenvolvimento, esclarecendo 

algumas vezes problemas relativos a conversão dos embriões somáticos em 

plantas (Yeung, 1999). 

Em calos de citros cultivados em meio de cultura com galactose as células 

com potencial embriogênico, caracterizaram-se pela alta proporção núcleo­

citoplasma e pequenos grânulos de amido, e os embriões somáticos 

apresentaram polarização, a qual foi observada pelo acúmulo de reservas de 

amido na região radicular (Cabasson et aI., 1995). Em cultivo de calos de 

algodão, foi possível diferenciar os calos embriogênicos, caracterizados por 

apresentarem forma compacta, citoplasma denso e atividade meristemática, 

enquanto que os calos não embriogênios demonstraram ser mais friáveis, 

apresentando células altamente vacuoladas (Shoemaker et aI., 1986). 

As condições físicas de cultivo e estímulo a embriogênese somática 

também podem exercer influência no desenvolvimento dos embriões 

somáticos. Em meio de cultura líquido embriões somáticos não chegaram a 

atingir o estádio cotiledonar de desenvolvimento, sendo que em sua estrutura 
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interna, não houve a formação de procâmbio e de protoderme, em relação aos 

cultivados em meio de cultura sólido (Cabasson et aI., 1997). A condição de 

luminosidade, pode ser considerada outro fator no processo de 

desenvolvimento do embrião somático, como observado por Gmitter Junior & 

Moore (1986), onde o maior número de embriões somáticos foram obtidos em 

condições de ausência de luz, com meio de cultura suplementado com 500 mg 

r1 de extrato de malte, sendo baixo o número de embriões somáticos que se 

converteram em plantas. 

Morfologicamente, foram observadas respostas diferenciadas nas 

estruturas embriogênicas obtidas em meio de cultivo suplementado com lactose 

ou maltose, como pseudobulbo, embrião globular e proliferação de calos (Perez 

et aI., 1998), demonstrando assim, a falta de sincronismo no desenvolvimento 

dos embriões somáticos. Moore (1985), observou que dos genótipos avaliados, 

apenas o limão 'Bears' apresentou embriões somáticos fusionados ou com 

cotilédones múltiplos, demonstrando que o aspecto morfológico também 

poderia ser influenciado pelo genótipo. O aparecimento de embriões somáticos 

deformados em meio de cultura, como cotilédones de tamanhos e formas 

variadas, pode ser atribuído, ao fato de não existir barreiras físicas que 

delimitem o desenvolvimento dos embriões somáticos, como acontece in vivo 

no interior da semente. A liberação de metabólitos no meio de cultura durante o 

crescimento das células, também pode prejudicar a formação e o 

desenvolvimento das estruturas embriogênicas, segundo Fridborg et al.(1978), 

estas células em crescimento, secretam ácido fenilacético, e derivados de ácido 

benzóico, que possivelmente teriam""9feito negativo na diferenciação celular, e 

que poderiam ser evitado pela utilização de carvão ativado, o qual teria a 

capacidade de adsorver estes componentes. 

Outras substâncias têm sido utilizadas para o estímulo a embriogênese 

somática como o extrato de malte (Lorenzo et aI., 1994), adenina (Button & 

Bornman, 1971), além da combinação de suco de laranja, ácido naftaleno 

acético (NAA) e sulfato de adenina (Rangan et aI., 1969). 
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Em citros, apesar do grande número de embriões formados a partir de 

caios embriogênicos, poucas são as plantas que se desenvolvem. Segundo 

Gmitler Junior & Moore (1986) os requisitos básicos para aumentar a eficiência 

de regeneração, são a obtenção de embriões normais, a obtenção de um 

equilíbrio entre o desenvolvimento do sistema radicular e brotos e a composição 

do meio de cultura, com relação a presença de reguladores vegetais, 

quantidade e qualidade dos açúcares e o extrato de malte, onde os embriões 

foram cultivados (Gindy, 1990; Avenido, 1991; Song et aI., 1991). 

In vivo, de maneira geral, a embriogênese zigótica é dividida em fases 

distintas, as quais abrangem a fecundação e fertilização, o desenvolvimento do 

embrião da fase globular a cotiledonar, um período denominado de maturação, 

dissecação e dormência, estando nesta fase apto para o processo de 

germinação (Goldberg et aI., 1994). 

Alguns trabalhos têm realizado tentativas positivas para melhorar o 

desenvolvimento dos embriões somáticos em diversas espécies, simulando 

algumas etapas do desenvolvimento dos embriões zigóticos, principalmente da 

manipulação do meio de cultura. Uma das principais, é a etapa de maturação 

dos embriões somáticos, que tem por finalidade a deposição de reservas, como 

proteínas, e a expansão celular, o que vai garantir ao embrião somático 

qualidade no momento da germinação (Roberts et aI., 1990). Dentre as 

substâncias utilizadas têm-se o polietileno-glicol, a maltose ou a sacarose, os 

quais são responsáveis por causar um estresse osmótico e simular assim, a 

fase de maturação (Anandarajah et al.,1990; Kong, et aI., 1995; Li et aI., 1998). 

Em citros, não se encontram descritos tratamentos intermediários para os 

embriões somáticos, os quais são transferidos diretamente do meio de cultura 

de estímulo à embriogênese somática, pela individualização dos embriões 

somáticos, para o meio de cultura de germinação a qual normalmente é 

suplementado com ácido giberélico. Nestas condições, os embriões somáticos 

podem germinar normalmente, ou dar início novamente a formação de calos 

(Kochba et aI., 1972; Kochba et aI., 1974). Ling & Iwamasa et aI., (1997), 
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trabalhando com satsumas, observaram o desenvolvimento normal dos 

embriões somáticos, a formação de calos e de embriões somáticos não 

germinados. Beloualy (1991) avaliando o efeito do ácido giberélico e ácido 

nafataleno acético (NAA) , no processo de germinação e enraizamento, obteve 

alta taxa de germinação de plântulas completas, em média 23%, em meio de 

cultura suplementado com ácido giberélico, podendo estar relacionado ao fato 

das giberelinas, como observado em sementes zigóticas de cevada, liberarem 

fatores responsáveis pela conversão do amido a glicose e a sua mobilização 

para o crescimento dos embriões (Went & Thimann, 1995). 

Em cultivo de embriões zigóticos de citros, Nieves et al.,(1998), utilizaram 

meio de cultura suplementado com sacarose em combinação com ABA e GA3 , 

resultando em praticamente 100% de embriões germinados, demonstrando 

assim, a necessidade de estudos de meios de cultura para o desenvolvimento 

dos embriões, zigótico ou somático, para aumentar a eficiência na conversão 

dos embriões somáticos em plantas. 



3 MATERIAL E MÉTODOS 

Material Vegetal: foram utilizadas linhagens de calos embriogênicos das 

variedades de laranja 'Seleta Vermelha', 'Valência' e 'Caipira' ( C. sinensis L. 

Osbeck), de limão 'Cravo' (C. limonia L. Osbeck) e duas linhagens de tangerina 

'Cleópatra' (C. reshni Hort. ex Tanaka) denominadas de tangerina 'Cleópatra', 

linhagem 1 e tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, mantidas no Laboratório de 

Biotecnologia Vegetal, do Centro de Energia Nuclear na Agricultura -

CENA/USP, em meio de cultura MT (Murashige & Tucker, 1969), suplementado 

com 5 g r1 de extrato de malte e 146 mM de sacarose, incubadas em ausência 

de luz, à temperatura de 27 ± 2C, e subcultivadas em intervalos de 4 semanas. 

Todos os meios de cultura foram utilizados com pH 5,8, esterilizados em 

autoclave (120C/20 minutos) e distribuídos em placas de Petri de plástico 

descartável (100x15mm). 

Análise Histológica: para caracterização morfológica e histológica dos 

embriões somáticos desenvolvidos, utilizou-se amostras de embriões somáticos 

�e limão 'Cravo', tangerina 'Cleópatra', linhagem 1, tangerina 'Cleópatra' 

linhagem 2, laranja 'Seleta Vermelha' , laranja 'Valência' e laranja 'Caipira', 

após 30 dias de indução em meio de cultura MT, suplementado com 37 mM de 

maltose. Os embriões somáticos foram fixados, por um período mínimo de 8 

horas em solução de paraformaldeído (6%) e glutaraldeído (2%), em tampão 

cacodilato de sódio (0,2M), com pH 7 ,2, sob refrigeração. 

Os tecidos fixados foram lentamente desidratados, à temperatura 

ambiente, em uma série de 100% de metil celosolve, etanol, propano! e butano!, 

com duração mínima de 1 hora em cada substância, seguido de imersão em 
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solução de butano! e meio de infiltração, na proporção de 1: 1, durante a noite, à 

temperatura de 4C. Após este período as amostras foram transferidas para o 

meio de infiltração à temperatura de 4C, por 72 horas. A infiltração e inclusão 

dos embriões somáticos foi realizada em Historesina (hidroxietilmetacrilato), 

sendo que o processo de polimerização deu-se à temperatura ambiente, por 24 

horas. 

Foram realizados cortes seriados, com espessura de 0,4µm em micrótomo 

rotativo automático (LEIGA RM2155), os quais foram corados com fucsina ácida 

por 2 minutos, e toluidina azul, por 5 minutos, para observações gerais, em 

microscópio de luz transmitida (ZEISS, modelo AXIOVERT 35). 

3.1 Efeito de diferentes açúcares no estímulo à embriogênese somática 

em calos embriogênicos de citros 

Calos embriogênicos de limão 'Cravo', tangerina 'Cleópatra', linhagem 1 e 

tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, e laranjas 'Valência' e 'Caipira', foram 

cultivados em meio de cultura MT suplementado com galactose, glicose, 

lactote, maltose ou sacarose, nas concentrações de 18; 37; 75; 110 ou 150 mM, 

ou glicerol nas concentrações de 6; 12; 24; 36 ou 50 mM. 

Foram distribuídos 50 mg de calo na superfície do meio de cultura, com 

auxílio de 1 mi do mesmo meio de cultura líquido, para facilitar a desagregação 

e distribuição do calo na superfície do meio de cultura. Após a desagregação 

dos calos, realizou-se movimentos circulares da placa de Petri, para distribuição 

dos calos por toda a superfície do meio de cultura, e o material foi incubado sob 

condições de luz indireta (300 lux), com fotoperíodo de 16 hs., à temperatura de 

27 ± 2C. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramento ao acaso, com 3 

repetições, sendo cada repetição constituída por uma placa de Petri. As 

avaliações foram realizadas após 4 semanas da incubação, determinando-se o 

número de embriões somáticos no estádio globular, com auxílio de microscópio 
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estereoscópico. Para os genótipos não responsivos, realizou-se uma segunda 

avaliação após 6 semanas da incubação. 

3.2 Efeito da densidade de plaqueamento dos calos no estímulo à 

embriogênese somática em calos embriogênicos de citros 

Calos embriogênicos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 2 e limão 'Cravo', 

foram incubados em meio de cultura MT, suplementado com maltose ou 

galactose nas concentrações de 37; 75 ou 110 mM, ou glicerol, nas 

concentrações de 36 ou 50 mM. 

Os calos embriogênicos foram distribuídos na superfície do meio de 

cultura na densidade de 6; 12; 25 e 50 mg de calo por placa de Petri, com 

auxílio de 1 ml do mesmo meio de cultura líquido, e incubados à temperatura de 

27 ± 2C, sob luz indireta (300 lux). 

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 4 repetições, 

sendo cada repetição constituída por uma placa de Petri. A avaliação foi 

realizada após 4 semanas de incubação, determinando-se o número de 

embriões somáticos no estádio globular, com auxílio de microscópio 

estereoscópico. 

3.3 Efeito do inibidor de auxina 7 -azaindole (AZI) no estímulo à 

embriogênese somática em calos embriogênicos de citros 

Calos embriogênicos das variedades de tangerina 'Cleópatra' linhagem 1 

e linhagem 2, e limão 'Cravo' foram incubados em meio de cultura MT, 

suplementado com maltose nas concentrações de 18 ou 37 mM, ou sacarose 

nas concentrações de 25 ou 50 mM, contendo o inibidor de auxina 7-azaindole 

(AZI), nas concentrações de 0,08; 0,8 e 25 ~M. 
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Os calos embriogênicos foram distribuídos na superfície do meio de 

cultura com auxílio de 1 ml do mesmo meio de cultura líquido, e incubados à 

temperatura de 27 ± 2C, sob luz indireta (300 lux). 

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 4 repetições, 

sendo cada repetição constituída por uma placa de Petri. A avaliação foi 

realizada após 4 semanas de incubação, determinando-se o número de 

embriões somáticos no estádio globular, com auxílio de microscópio 

estereoscópico. 

3.4 Pré-germinação e desenvolvimento dos embriões somáticos de citros 

Embriões somáticos das laranjas 'Valência' e 'Seleta Vermelha', no 

estádio cotiledonar, e tangerina 'Cleópatra' linhagem 1 e linhagem 2, no estádio 

globular, obtidos após 70 dias da indução em meio de cultura MT suplementado 

com 37 mM de maltose, foram utilizados para avaliar o efeito do tratamento de 

pré-germinação, na obtenção de plântulas de citros. 

Os embriões somáticos foram transferidos com auxílio de uma pinça para 

os tratamentos de pré-germinação, os quais constituíram-se de 4 

concentrações de sacarose, equivalentes a 15; 44; 73 ou 102 mM, em meio de 

cultura MT na presença ou ausência de 0,5 9 r1 de carvão ativado. O meio de 

cultura MT com 37 mM de maltose foi mantido para verificar o efeito destes 

tratamentos no processo de germinação. O delineamento experimental foi 

inteiramente ao acaso, com 5 repetições, sendo cada repetição constituída por 

uma placa de Petri com 5 embriões somáticos. 

Os embriões somáticos permaneceram nos tratamentos por 10 dias, à 

temperatura de 27 ± 2C sob luz indireta (300 lux), e foram transferidos para 

placas de Petri contendo meio de cultura MT, suplementado com 73 mM de 

sacarose e 1,4 flM de ácido giberélico, em condições de fotoperíodo de 16 hs 

(500 lux). As avaliações foram realizadas após 30 dias da transferência, 
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observando-se o número de plântulas formadas, embriões somáticos não 

germinados e plântulas anormais. 

Após a determinação do tratamento de pré-germinação que proporcionou 

o maior número de plantas, foram testados diferentes concentrações de ácido 

giberélico, 1,4; 2,8 ou 4,3 J-lM, em meio de cultura MT com 73 mM de sacarose, 

avaliando-se o número de plântulas obtidas. 



4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Estímulo à embriogênese somática 

Dos fatores avaliados no estímulo à embriogênese somática, o método 

menos efetivo foi aquele que utilizou o inibidor de auxina, AZI, quando 

comparado ao emprego de diferentes fontes de carboidratos e da densidade de 

plaqueamento dos calos, sendo observado a influência do genótipo na resposta 

obtida. Dos genótipos avaliados, pode-se observar respostas diferenciadas para 

os diferentes açúcares testados, e para o desenvolvimento dos embriões 

somáticos (Figura 1). 

Das fontes de carbono utilizadas, a maltose, foi o açúcar que estimulou a 

produção do maior número de embriões somáticos para os genótipos testados, 

seguidos pela lactose e galactose, com exceção da linhagem de calo de limão 

'Cravo', a qual demonstrou baixo potencial embriogênico, e da linhagem de calo 

da laranja 'Caipira' onde o maior número de embriões somáticos foi obtido com 

a galactose (Tabela 1). Este efeito positivo da maltose no estímulo à 

embriogênese somática, também tem sido observado em outros trabalhos, os 

quais compararam outras fontes de carboidratos e suas combinações em calos 

embriogênicos de citros originários de óvulos (Perez et aI., 1998) ou de fusão 

de protoplastos (Mendes-da-Glória et aI., 1998). 

Com relação aos açúcares comumente utilizados no estímulo à 

embriogênese somática em citras, como lactose e galactose, os resultados 

obtidos com maltose foram em média 50% superior na produção de embriões 

somáticos para os genótipos responsivos. Em outras culturas, como em alfafa, 
.j1 

este efeito tem sido observado tanto no estímulo à embriogênese somática 
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como na conversão dos embriões, seja pela utilização somente da maltose, na 

concentração de 120 mM, ou em interação com a sacarose, podendo seu efeito 

primário ser atribuído possivelmente a um fator nutricional do que osmótico, 

necessitando-se de estudos enzimáticos e com marcadores radioativos para 

determinar o efeito dos carboidratos no metabolismo celular (Strickland et aI., 

1987). A lactose e galactose, têm-se mostrado efetivas no estímulo à 

embriogênese somática de diversas espécies de citros, principalmente quando 

comparadas ao glicerol, glicose e sacarose (Kochba et aI., 1978a; Spiegel-Roy, 

et aI., 1982; Perez et aI., 1998), sendo seu efeito atribuído possivelmente a 

inibição da conversão do indoleacetaldeido a ácido indol acético (Kochba et aI., 

1978a). 

Quanto a sacarose, pode-se observar a formação de alguns embriões 

somáticos nas linhagens de calos de laranja 'Caipira' e tangerina 'Cleópatra', 

linhagem 1, em todas as concentrações utilizadas, sendo que a formação de 

embriões somáticos na linhagem de calo de tangerina 'Cleópatra', linhagem 1, 

ocorreu nas concentrações de 18 e 37 mM. Estes resultados, demonstram o 

alto potencial embriogênico destas linhagens de calos, uma vez, que muitos 

trabalhos em citros tem relatado a eficiência da sacarose no cultivo de calos e a 

supressão da embriogênese somática (Kochba et aI., 1978b, Spiegel-Roy et aI., 

1982). 

Para laranja 'Caipira', os resultados demonstraram que o maior número de 

embriões somáticos foi obtido em galactose, a partir de 110 mM, seguidos pela 

lactose (Tabela 1). Resultados semelhantes foram obtidos por Sing et aI. 

(1992), quando comparou o glicerol e a galactose no estímulo à embriogênese 

somática em calos de limão 'Meyer' (C. meyeri Y. Tan.), onde a galactose foi o 

melhor açúcar para estimular o processo. 

Para o limão 'Cravo', onde foi observado baixa resposta aos tratamentos 

de estímulo à embriogênese somática, verificou-se que os poucos embriões 

somáticos formados, foram totalmente encobertos pelo rápido crescimento de 

calos, dados não quantificados, sugerindo assim, que a densidade de calo 

utilizada, poderia contribuir com o genótipo para a formação dos embriões 

somáticos. 
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Tabela 1. Efeito de diferentes fontes de carboidratos no estímulo à 

embriogênese somática em 5 linhagens de calo embriogênico de 

Citrus spp. 

Carboidrato mM laranja 

'Valência' 
laranja 

'Caipira' 

18 376 ± 48 62 ± 29 
37 245 ± 25 65 ± 37 

Maltose 75 369 ± 99 25 ± 16 
11 O 406 ± 48 24 ± 15 
150 424 ± 22 13 ± 15 

18 8 ± 13 50 ± 8 

37 3 ± 2 78 ± 20 

Glicose 75 o 17 ± 10
110 O 61 ± 34 

150 O 39 ± 24 

18 47±14 32±16 

37 219±36 30±25 

Lactose 75 239 ± 76 102 ± 28 
11 O 17 4 ± 35 99 ± 46 
150 173 ± 54 

18 21±13 

37 14 ± 8 

Galactose 75 18 ± 20 
110 4 ± 3 

150 75±22 

18 1 ± 1 
37 1 ± 1 

Sacarose 75 1 ± 1 
110 2±3 

150 15 ± 15 

6 5±6 

12 3 ± 6 

Glicerol 24 31 ± 10 
36 48 ± 10 

50 37 ± 11 

22±24 

25 ±20 

39 ± 24 

67 ± 31 

194 ± 90 

124 ± 25 

14 ± 12 

23 ± 18 

10 ± 5 

3±2 

10 ± 8 

3±4 

o 

9±8 

39 ± 30 

48 ± 16 

Linhagens de calo 

�ngerina tangerina 
'Cleópatra' 1 'Cleópatra' 2 

127 ± 3 

175 ± 15 

57 ± 17 

164 ± 31 

60±26 

4±3 

4±1 

3±5 

1 ± 1 

o 

3±2 

25±2 

77±28 

145 ± 32 

146 ± 43 

17 ± 18 

87±32 

133 ± 5 

122 ± 19 

114 ± 12 

9±7 

1 ± 1 

o 

o 

o 

3±3 

1 ± 1 

3±5 

26 ± 21 

19 ± 13 

o 

26 ± 19 

11 ± 5 

35±33 

57 ± 19 

5±9 

6 ± 10 

3±5 

8±33 

o 

6 ± 10 

37 ± 37 

2±3 

31 ± 35 

6±4 

7±4 

2±2 

3±3 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

limão 
'Cravo' 

13 ± 13 

o 

2±3 

1 ± 1 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

5±7 

10 ± 17 



Figura 1. Estímulo à embriogênese somática, em diferentes linhagens de calos 

de citros utilizando-se meio de cultura suplementado com maltose (37 

mM). a) início da formação de embriões somáticos (es), na linhagem 

de calo de limão 'Cravo'. b) embriões somáticos de laranja 'Caipira'. c) 

embriões somáticos de laranja 'Seleta Vermelha' em diferentes 

estádios de desenvolvimento. d) embriões somáticos de laranja 

'Valência' em diferentes estádios de desenvolvimento. e) Embriões 

somáticos, no estádio globular, de tangerina 'Cleópatra', linhagem 1. f) 

Embriões somáticos de morfologia irregular de tangerina 'Cleópatra', 

linhagem 2. Barras = 1 mm. 
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Os resultados obtidos com a utilização de diferentes densidades de 

plaqueamento de calo, no estímulo à embriogênese somática, encontram-se 

nas Tabelas 2 e 3, onde verificou-se na densidade de 12 mg de calo uma 

melhoria no número de embriões somáticos de limão 'Cravo' e tangerina 

'Cleópatra', linhagem 2, podendo ser, mais um fator a considerar no processo, 

para interagir com o genótipo e a fonte de carboidrato. 

O maior número de embriões somáticos obtidos para tangerina 

'Cleópatra', linhagem 2, foi na densidade de 12 mg de calo, quando utilizou-se a 

maltose como fonte de carboidrato. Devido a grande variação que ocorreu no 

número médio dos embriões somáticos nos diferentes tratamentos, não pode­

se dizer que houve um efeito significativo no estímulo à embriogênese 

somática, no entanto, as condições de ambiente de cultivo foram melhoradas, 

pela melhor distribuição dos calos no meio de cultura, e um baixo crescimento 

de calo. 

Tabela 2. Efeito da densidade de plaqueamento de calo no estímulo à 

embriogênese somática, na linhagem de calo embriogênico de 

tangerina 'Cleópatra', linhagem 2. 

Densidade de plaqueamento (mg) 
Carboidrato mM 6 12 25 50 

37 261 ± 88 217 ± 31 259 ± 58 331 ± 136 
Maltose 75 142 ± 65 369 ± 55 186 ± 144 175 ± 138 

110 261 ±44 304 ± 143 275 ± 82 108 ± 74 

37 21 ±34 28 ±20 101 ±84 128 ± 49 
Lactose 75 3±5 49±23 82±49 121 ± 63 

110 35±35 130 ± 71 64±70 133 ± 58 

Glicerol 36 12 ± 10 5±4 9 ± 12 20 ±24 
50 22±5 8±8 6±4 9 ± 15 

Para o limão 'Cravo', a embriogênese somática foi estimulada mesmo na 

densidade de 50 mg de calo (Tabela 3), diferindo dos resultados obtidos 
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anteriormente, quando se utilizou diferentes fontes de carboidratos (Tabela 1), 

podendo indicar uma possível influência na época de coleta do calo. De 

maneira geral, com a diminuição da densidade de calo, observou-se um 

aumento no número de embriões somáticos, principalmente na densidade de 12 

mg de calo, em meio de cultura suplementado com 37 mM de maltose. 

Tabela 3. Efeito da densidade de plaqueamento dos calos no estímulo à 

embriogênese somática, na linhagem de calo embriogênico de 

limão 'Cravo'. 

Densidade de plaqueamento (mg) 

carboidrato mM 6 12 25 50 

37 79±65 100 ± 31 74±43 73±28 
Maltose 75 10 ±6 20 ± 16 18 ± 17 10 ± 11 

110 39±50 4±5 16 ± 14 18 ± 13 

37 14 ± 19 64±50 26 ±29 10 ± 10 
Lactose 75 2±3 O O 6±8 

110 3±23 10±24 20 ± 15 6 ± 13 

Glicerol 36 2±2 2±2 3±4 2±3 
50 3±27 4±6 7±9 O 

Este efeito na densidade de calo, tem sido observado geralmente em 

cultura de células em suspensão, onde há uma série de mudanças no meio de 

cultura, devido a liberação de substâncias químicas como proteínas (Toonen et 

aI., 1997; Kobayashi et al.,1999), gases como etileno e acetaldeído (Theverot et 

al.,1992), além de acidificação do meio de cultura e decréscimo da fonte de 

carboidrato, pela elevada atividade metabólica durante à embriogênese 

somática (Amino et aI., 1988), o que poderia modificar a resposta ao estímulo à 

embriogênese somática. Alguns trabalhos de estímulo à embriogênese 

somática, em meio de cultura líquido, para citros, diminuem a quantidade de 
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inóculo no meio de cultura de estímulo à embriogênese somática, no entanto, 

sem comparar diferentes densidades de plaqueamento dos calos. Cabasson et 

aI., (1995) em cultivo de células em suspensão, para realizar indução a 

embriogênese somática, realizou a seleção do tamanho de células através de 

peneiras de 100 a 500 Ilm para homogeneizar a cultura, sendo a densidade de 

células utilizadas de 4 9 de peso fresco. 

O inibidor de auxina, AZI, empregado para estimular a embriogênese 

somática nos genótipos pouco responsivos, não demonstrou ser efetivo para o 

processo de indução. A formação de embriões somáticos foi praticamente nula 

nos tratamentos que utilizaram a sacarose como fonte de carboidrato, enquanto 

que, naqueles em que o meio de cultura foi suplementado com maltose a 

embriogênese somática foi estimulada (Tabelas 4-6). 

Para limão 'Cravo' (Tabela 4), altas concentrações do inibidor de auxina 

causaram amarelecimento do calo (Figura 2a), oxidação, podendo os poucos 

embriões somáticos desenvolvidos na concentração de 0,08 IlM de AZI (Figura 

2b), ser atribuído a presença do açúcar, maltose, uma vez que a testemunha 

produziu um número equivalente de embriões. A oxidação observada em altas 

concentrações do inibidor de auxina, não ocorreu para a tangerina 'Cleópatra' 

linhagem 1 (Figura 2d), sendo observado por Kochba & Spiegel-Roy (1977) em 

laranja 'Shamouti' que esta concentração induziu o maior número de embriões 

somáticos, conotando assim, uma resposta diferenciada para os genótipos, seja 

pelo baixo potencial embriogênico, ou por algum fator endógeno do material, 

como o nível de auxina. 

Ao contrário do que ocorreu para a linhagem de calo de limão 'Cravo' e 

tangerina 'Cleópatra', linhagem 2 (Tabela 5), alguns embriões somáticos foram 

induzidos nos tratamentos que utilizaram a sacarose para a tangerina 

'Cleópatra', linhagem 1 (Tabela 6), no entanto, não superam o número de 

embriões somáticos obtidos naqueles tratamentos que foram suplementados 

com a maltose, indicando assim, que este efeito na produção de embriões 

somáticos poderia estar associado ao açúcar. Morfologicamente, os embriões 
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somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 1 (Figuras 2c-d), e tangerina 

'Cleópatra', linhagem 2 (Figuras 2e-f) , apresentaram-se no estádio globular, 

com anormalidades, sendo que estádios mais avançados não foram 

observados. 

Tabela 4. Efeito do 7-azaindole (AZI), no estímulo à embriogênese somática na 

linhagem de calo embriogênico de limão 'Cravo'. 

Ali (flM) 
Carboidrato mM O 0,08 0,8 8,5 25 

73 O ° O O O 
Sacarose 

146 O ° O O O 

18 O 44 ±32 O O O 
Maltose 

37 43±40 17 ± 13 O O O 

Tabela 5. Efeito do 7-azaindole (Ali), no estímulo à embriogênese somática na 

linhagem de calo embriogênico de tangerina 'Cleópatra', linhagem 2. 

AZI (flM) 
Carboidrato mM O 0,08 0,8 8,5 25 

73 O 1 ± 1 O O O 
Sacarose 

146 O ° O 2 O 

18 11 ± 3 68 ±31 14 ± 8 28±20 6±5 
Maltose 

37 14 ± 3 19 ± 13 31 ± 12 10± 5 12 ± 10 
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Tabela 6. Efeito do 7-azaindole (Ali), no estímulo à embriogênese somática na 

linhagem de calo embriogênico de tangerina 'Cleópatra', linhagem 1. 

Ali (f.lM) 
Açúcar mM ° 0,08 0,8 8,5 25 

73 2±2 11 ± 3 3±2 ° ° Sacarose 
146 2±1 ° ° 5±0,5 ° 
18 37 ± 13 43 ±21 59 ±9 64 ±57 20 ± 18 

Maltose 
37 18 ± 13 15 ±5 19 ± 11 130 ± 91 24 ±1 5 
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Figura 2. Efeito do inibidor de auxina, 7-azaindole, no estímulo à embriogênese 

somática de três linhagens de calos de citros. a) calos de limão 

'Cravo', apresentando oxidação (ox), em meio de cultura de estímulo 

à embriogênese somática suplementado com AZI (25 11M) e maltose 

(37 mM). b) calos de limão 'Cravo', iniciando a formação de embriões 

somáticos (es), em meio de cultura suplementado com AZI (0,08 11M) 

e maltose (18 mM). c) embriões somáticos de tangerina 'Cleópatra', 

linhagem 1, .em meio de cultura suplementado com maltose (37 mM). 

d) embriões somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 1, em meio 

de cultura suplementado com AZI (25 11M) e maltose (37 mM). e) 

embriões somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, em meio 

de cultura de estímulo à embriogênese somática, suplementado com 

AZI (0,08 11M) e maltose (18 mM). f) Embriões somáticos de 

tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, em meio de cultura suplementado 

com AZI (0,8 11M) e maltose (18 mM). Barras = 0,4 mm. 
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4.2 Desenvolvimento e germinação dos embriões somáticos 

A histodiferenciação e germinação dos embriões somáticos. não ocorreu 

para todos os genótipos estudados. 

Os diferentes estádios de desenvolvimento de embriões somáticos, foram 

obtidos para as laranjas 'Seleta Vermelha' (Figura 3a), 'Valência' (Figura 4a) e 

'Caipira', nos primeiros 30 dias da incubação dos calos, em meio de estímulo à 

embriogênese, sendo a sequência de desenvolvimento obtida para estes 

genótipos, consideradas como padrão para o cultivo in vitro (Zimermann, 1993). 

Estas diferentes fases de desenvolvimento, foram relatadas em laranja 

'Valência' (Kunitake & Mii, 1995), após a transferência dos embriões somáticos, 

em estádio globular, para meio de cultura contendo ácido giberélico, sendo que 

para os genótipos testados esta prática não foi requerida, como observado 

também por Perez et aI. (1998) em vários genótipos de citros. 

Morfologicamente, os embriões somáticos apresentaram-se normais, com 

alguns embriões de cotilédones múltiplos, sendo as diferentes fases de 

desenvolvimento observadas durante todo o ciclo de cultivo. Alguns trabalhos, 

tem relatado diversas' conformações de embriões somáticos, dentre estas, 

embriões com cotilédones múltiplos ou pluricotiledonares (Gmitter Jr. & Moore, 

1986; Ranga Swany, 1958). 

Internamente, os embriões somáticos apresentaram a formação de 

protoderme, a presença de faixas procambiais e a definição do meristema 

radicular (Figuras 3b-f e 4b-e), semelhantes aos verificados em embriões 

somáticos de Citrus deliciosa por Cabasson et aI., (1977) em meio de cultura 

suplementado com galactose. 

Anormalidades no estímulo e desenvolvimento dos embriões somáticos 

foram observadas para a linhagem de calo de limão 'Cravo' (Figura 5a) e para 

as tangerinas 'Cleópatra', linhagem 1 (Figura 6a) e 'Cleópatra', linhagem 2 

(Figura 7a), os quais inicialmente formaram embriões de formato globular e não 

desenvolveram durante o cultivo. 
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Figura 3. Morfologia e caracterização histológica de embriões somáticos de 

laranja 'Seleta Vermelha', desenvolvidos em meio de cultura 

suplementado com maltose (37 mM). a) diferentes estádios de 

desenvolvimento dos embriões somáticos (globular - cotiledonar). b) 

corte longitudinal de embriões somáticos no estádio globular, 

apresentando a formação da protoderme (pd) e região 

meristemática (rm). c-d) corte longitudinal de embriões somáticos, 

no estádio de coração, apresentando a definição da simetria 

bilateral, protoderme (pd), procâmbio (pc) e meristema radicular 

(ar). e-f) corte longitudinal de embriões somáticos no estádio 

cotiledonar, apresentando definição de protoderme (pd), procâmbio 

(pc), cotilédones (ct) e meristema radicular (ar) . Barras = Figura (a) 

0,2mm; Figuras (b-f) 0,1 mm. 
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Figura 4. Morfologia e caracterização histológica de embriões somáticos de 

laranja 'Valência', desenvolvidos em meio de cultura suplementado 

com maltose (37 mM). a) diferentes estádios de desenvolvimento 

dos embriões somáticos (globular - cotiledonar). b) corte 

longitudinal de embriões somáticos no estádio globular, monstrando 

a definição de região meristemática (rm) e protoderme (pd). c) corte 

longitudinal de embriões somáticos no estádio de coração, iniciando 

a simetria bilateral, apresentando cotilédones (ct) , protoderme (pd), 

procâmbio (pc) e meristema radicular (ar). d) corte longitudinal de 

embriões somáticos no estádio cotiledonar, protoderme (pd) e 

meristema radicular (ar). e) corte longitudinal de embriões 

somáticos no estádio cotiledonar, definição de protoderme (pd), 

procâmbio (pc) e meristema radicular (ar) . Barras = Figura (a) 

O,3mm; Figuras (b-e) O,1mm. 
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Em limão 'Cravo', os embriões somáticos formados não apresentaram 

morfologia normal, mesmo no estádio globular, mostrando conformações 

variadas (Figura 5a). Estas anormalidades, tem sido observadas em culturas in 

vitro de citros e podem ser atribuídas ao genótipo, como observado por Moore 

(1985), onde dos vários genótipos utilizados, apenas embriões somáticos de 

limão 'Bears', apresentaram anormalidades (embriões somáticos fusionados). 

Internamente os embriões somáticos, apresentaram o desenvolvimento de 

protoderme e procâmbio, sendo observado a ausência de meristema caulinar e 

deformações da protoderme (Figuras 5b-f). 

Para a tangerina 'Cleópatra', linhagem 1, alguns embriões somáticos no 

estádio cotiledonar foram obtidos (Figura 6a), no entanto, a sua conformação 

não foi normal, quando comparada a de laranja 'Seleta Vermelha' e laranja 

'Valência', o mesmo ocorrendo para a tangerina 'Cleópatra', linhagem 2 (Figura 

7a). Perez et aI., (1998), observaram em diversos genótipos de citros, inclusive 

em tangerina 'Cleópatra', alta frequência de embriões somáticos no estádio 

cotiledonar, utilizando-se altas concentrações de maltose, superiores a 40 mg 

r1
, o que poderia desencadear a histodiferenciação dos embriões somáticos. 

Nestes genótipos, estruturas internas como a faixa procambial e a 

protoderme foram observadas, entretanto o meristema caulinar e radicular 

encontraram-se ausentes (Figuras 6b-e e 7b-d). Em estudo realizado com 

células em suspensão de laranja 'Shamouti', foram observados falhas na 

formação de protoderme, e ausência de histodiferenciação dos embriões 

~ somáticos (Cabasson et ar., 1995). 

O completo desenvolvimento dos embriões somáticos, e consequente 

germinação, desenvolvimento de raiz e brotos, foi alcançado para as laranjas 

'Valência' e Seleta vermelha, após 100 dias da incubação dos calos no meio de 

cultura de estímulo à embriogênese somática. 
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Figura 5. Embriões somáticos de limão 'Cravo', desenvolvidos em meio de 

cultura suplementado com maltose (37 mM). a) embriões 

somáticos, demonstrando diferentes morfologias. b) corte 

longitudinal de embrião somático, apresentando a formação 

irregular da protoderme (pd) e definição do procâmbio (pc). c-f) 

corte de embriões somáticos anormais, apresentando a definição 

de procâmbio (pc), protoderme (pd) e ausência de meristema 

radicular e caulinar. Barras = 0,1 mm. 
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Figura 6. Embriões somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 1, 

desenvolvidos em meio de cultura suplementado com maltose (37 

mM). a) embriões somáticos em estádio globular e de morofologia 

anormal. b) corte longitudinal de embriões somáticos no estádio 

globular, apresentando região meristemática (rm) e protoderme 

deformada (pd). c-d) corte de embriões somáticos anormais, com 

deformação de protoderme e meristema radicular e caulinar, e 

formação de procâmbio (pc). e) corte de embrião somático 

anormal, apresentando protoderme irregular (pd) , definição de 

procâmbio (pc) e meristema radicular (ar) . Barras = Figura (a) 

O,2mm; Figuras (b-e) 0,1 mm. 
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Figura 7. Embriões somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, 

desenvolvidos em meio de cultura suplementado com maltose (37 

mM). a) diferentes morfologias de embriões somáticos. b-c) corte 

longitudinal de embrião somático, apresentando deformação de 

protoderme (pd) e procâmbio (pc). d) corte longitudinal de embrião 

somático, apresentando procâmbio (pc) , protoderme deformada 

(pd) e meristema radicular (ar). Barras = Figura (a) O,5mm; Figuras 

(b-d) 0,1 mm. 
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Dos resultados obtidos, foi possível observar o aumento na eficiência de 

germinação dos embriões somáticos, utilizando tratamentos intermediários ou 

pré-germinativos, os quais tem sido empregados em diferentes espécies de 

plantas. 

Para a laranja 'Valência', os embriões somáticos que permaneceram em 

meio de cultura com 44 IlM de sacarose, quando foram transferidos para o meio 

de cultura de germinação, proporcionaram a maior percentagem, 52%, de 

embriões germinados, em relação aos embriões somáticos que desenvolveram 

no meio de cultura com 37mM de maltose (Tabela 7). Morfologicamente, estes 

embriões mostraram cotilédones bem desenvolvidos e de coloração uniforme, 

com hipocótilo alongado, semelhantes aos obtidos em meio de cultura 

suplementados com carvão ativado (Figura 8a). Os embriões somáticos 

desenvolvidos em meio de cultura com outras concentrações de sacarose, 

independente da adição de carvão ativado, mostraram menor desenvolvimento, 

principalmente dos cotilédones (Figura 8b) e deformação cotiledonar (Figuras 8 

c-d), enquanto que aqueles transferidos para o mesmo meio de cultura de 

estímulo à embriogênese somática, apresentaram coloração irregular dos 

cotiédones, desenvolvimento inicial de raiz e a presença de pequena massa de 

calo (Figura 8e). Em trabalho realizado por Kochba et aI. (1972), a laranja 

'Valência' respondeu diferenciadamente para o desenvolvimento de raiz e 

caule, quando considerou-se um mesmo meio de cultura, evidenciando a 

necessidade de um meio de acondicionamento, onde possa haver o máximo de 

sincronia no desenvolvimento dos embriões somáticos. 

Em relação a laranja 'Seleta Vermelha', o maior número de plantas foi 

obtido em meio de cultura com 44 IlM de sacarose, sendo observado uma 

superioridade de 16% no número de embriões somáticos germinados, em 

comparação ao meio de cultura com 37 mM de maltose (Tabela 8). Durante a 

permanência dos embriões somáticos, nos tratamentos de pré-germinação, 

verificou-se o inicio de formação de raiz e primórdios foliares (Figura 9a), o que 

pode ser considerado como o processo de germinação. 
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Tabela 7. Efeito de diferentes concentrações de sacarose, na germinação de 

embriões somáticos de laranja 'Valência'. 

sacarose Sacarose + c.a maltose maltose + 
c.a 

mM mM mM mM 
15 44 73 102 15 44 73 102 37 37 

Planta 2 13 5 5 4 3 2 6 5 7 

Parte aérea 10 10 12 10 8 9 8 10 7 9 

Raiz 3 1 O 2 4 3 5 O O O 

Cotiledonar 10 1 8 8 9 10 10 9 13 9 

Parte aérea - primórdio foliar Cotiledonar = embrião somático não germinado c.a = carvão ativado 

Para os outros tratamentos que utilizaram sacarose, os embriões 

somáticos, desenvolveram cotilédones múltiplos (Figura 9b) ou deformados 

(Figura 9d), e alguns desenvolveram-se pouco (Figura 9c), enquanto que no 

meio de cultura suplementado com maltose os embriões somáticos mostraram 

coloração intensa dos primórdios foliares, os quais apresentaram pontos de 

oxidação (Figura ge). 

Nesta linhagem de calo, o número de embriões somáticos não germinados 

em tratamentos que utilizaram o carvão ativado, foi muito maior que o número 

de plantas obtidas, podendo sugerir que este elemento estaria adsorvendo 

substâncias responsáveis pelo processo de germinação. 

Os embriões somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 1 e 'Cleópatra' 

linhagem, 2, os quais não histodiferenciaram, foram submetidos aos 

tratamentos com sacarose para observar a possibilidade de alguma mudança 

na fase de desenvolvimento, no entanto, isto não ocorreu. 

Durante o período que os embriões somáticos permaneceram em 

sacarose, foram observados o desenvolvimento de calos, deformações no 

embrião somático e alguns permaneceram no estádio globular (Figuras 10a e 

10d). 
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Tabela 8. Efeito de diferentes concentrações de sacarose, na germinação de 

embriões somáticos de laranja 'Seleta Vermelha'. 

sacarose Sacarose + c.a maltose maltose + 
c.a 

mM mM mM mM 
15 44 73 102 15 44 73 102 37 37 

Planta 12 14 12 8 O O 3 4 10 5 

Parte aérea 12 11 13 16 12 12 10 13 15 5 

Raiz O O O O O O O 5 O O 

Cotiledonar 1 O O 1 13 7 9 3 O 15 

Parte aérea - primórdio foliar Cotiledonar = embrião somático não germinado c.a = carvão ativado 

Para tangerina 'Cleópatra', linhagem 1 os embriões somáticos, 

transferidos para meio de cultura com ácido giberélico, não apresentaram 

desenvolvimento normal, sendo observados início de formação de raiz (Figuras 

10e-f). Para a tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, não ocorreu o desenvolvimento 

da parte aérea (Figuras 10b-c), sendo os cotilédones deformados em relação 

aos das laranjas 'Seleta Vermelha' e 'Valência', e a iniciação da raiz, foi 

observado em aproximadamente 23% dos embriões somáticos. 

Os resultados obtidos na utilização de diferentes concentrações de ácido 

giberélico, para promover a germinação dos embriões somáticos, 

demonstraram a formação de plântulas em todas as concentrações utilizadas 

(Tabelas 9 e 10), sendo observado variações nas respostas, quando comparou­

se os genótipos. 

Para a laranja 'Seleta Vermelha', 60% do embriões somáticos 

desenvolveram-se em plantas, na concentração de 2,8 JlM de ácido giberélico, 

enquanto que nas demais concentrações, a conversão foi de 51 % dos embriões 

somáticos (Figuras 11a-c-e). 
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Figura 8. Aspecto geral de embriões somáticos de laranja 'Valência', 

germinados em meio de cultura suplementado com GA3 (1,4 f.!M), 

após o período de 10 dias em tratamento de pré-germinação. a) 

embrião somático cultivado em meio de cultura suplementado com 

sacarose (44 mM) adicionado de carvão ativado (0,5 g r\ 
apresentando cotilédones verdes (ct) , hipocótilo alongado e início 

de emissão de raiz (r). b) embrião somático cultivado em meio de 

cultura suplementado com sacarose (15 mM), apresentando 

cotilédones pequenos e eixo embrionário alongado. c) embrião 

somático cultivado em meio de cultura suplementado com 

sacarose (73 mM), na presença de carvão ativado (0,5 g r1
), com 

cotilédones múltiplos e ausência de emergência de raiz. d) 

embrião somático cultivado em meio de cultura suplementado com 

sacarose (102 mM), na presença de carvão ativado (0,5 g r\ 
apresentando deformação do hipocótilo. e) embrião somático 

cultivado em meio de cultura suplementado com maltose (37 mM), 

mostrando irregularidade na coloração dos cotilédones, início de 

emergência de raiz e pequena massa de calo. f) plântulas obtidas 

em meio de cultura, utilizando como substrato ágar, apresentando 

desenvolvimento restrito de raiz. Barras = 0,5 mm. 
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Figura 9. Aspecto geral dos embriões somáticos de laranja 'Seleta Vermelha', 

germinados em meio de cultura suplementado com GA3 (1,4 11M), 

após o período de 10 dias em diferentes tratamentos de pré­

germinação. a) embrião somático cultivado em meio de cultura 

suplementado com sacarose (44 mM), apresentando 

desenvolvimento de raiz (r) e primórdios foliares (pf). b) embrião 

somático cultivado em meio de cultura com sacarose (15 mM), na 

presença de carvão ativado (0,5 g r1
) . c) embrião somático cultivado 

em meio de cultura suplementado com sacarose (73 mM) , 

apresentando cotilédones pequenos e bem formados. d) embrião 

somático cultivado em meio de cultura suplementado com sacarose 

(102 mM), apresentando deformação dos cotilédones. e) embrião 

somático, cultivados em meio de cultura suplementados com maltose 

(37 mM), apresentando coloração intensa dos cotilédones e pontos 

de oxidação. f) plântulas obtidas em meio de cultura, utilizando como 

substrato vermiculita, apresentando ramificações da raiz. Barras = 

O,5mm. 



Figura 1 O. Efeito do tratamento de pré-germinação, no desenvolvimento de 

embriões somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagens 1 e 2. a) 

embriões somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, cultivados 

em meio de cultura suplementado com sacarose (44 mM), com 

deformação no desenvolvimento. b-c) embriões somáticos de 

tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, germinados em meio de cultura 

com ácido giberélico, após tratamento em meio de cultura de pré­

germinação com sacarose (102 mM) ou maltose (37 mM), 

apresentando desenvolvimento irregular, com emergência de raiz e 

ausência de parte aérea. d) embriões somáticos de tangerina 

'Cleópatra', linhagem 1 cultivados em meio de cultura suplementado 

com maltose (37 mM), com a formação de calos e embriões 

somáticos deformados. e) embriões somáticos de tangerina 

'Cleópatra', linhagem 1, germinados em meio de cultura com ácido 

giberélico, após tratamento em meio de cultura de pré-germinação 

com sacarose (73 mM), com o desenvolvimento de raiz. f) embriões 

somáticos de tangerina 'Cleópatra', linhagem 1, germinados em 

meio de cultura com ácido giberélico, após tratamento em meio de 

cultura de pré-germinação com sacarose (15 mM), com o 

desenvolvimento irregular. Barras = 1 mm. 
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A morfologia das plântulas não diferiram em relação aos tratamentos, 

sendo observado o desenvolvimento de raiz e do caule principal, o qual 

apresentou algumas ramificações. Em trabalho realizado por Moore (1985), dos 

embriões somáticos transferidos para o meio de cultura suplementado com 2,8 

~M de ácido giberélico, a taxa de germinação foi de 94% de plântulas 

completas, raiz e primórdio foliar, enquanto que para Citrus deliciosa, a 

regeneração de plantas, variou entre 19 e 35%. 

Tabela 9. Efeito de diferentes concentrações de ácido giberélico, na germinação 

de embriões somáticos de laranja 'Seleta Vermelha'. 

GA3 (~M) 

1,4 2,8 4,3 

Planta 18 21 18 
Parte aérea O O O 
Raiz 4 O O 
Cotiledonar 13 14 17 

Cotiledonar - embrião somático não germinado 

Para a laranja 'Valência' (Tabela 10), 23% dos embriões somáticos, 

formaram plântulas na concentração de 1,4 ~M de ácido giberélico, o que pode 

ser considerado baixo, quando comparados aos resultados obtidos para a 

laranja 'Seleta Vermelha', sendo observado um grande número de plântulas 

apresentando apenas o desenvolvimento da parte aérea (Figuras 11b-d-f), 

demonstrando a possível necessidade de suplementação do meio de cultura 

com aditivos que favoreçam o processo de enraizamento. Em trabalho realizado 

por Kochba et aI., (1974), com embrióides de laranja 'Shamouti', demonstraram 

a eficiência no desenvolvimento de plantas com início de raiz, em meio de 

cultura suplementado com sulfato de adenina, ácido giberélico e sacarose em 



43 

concentrações de 5 a 6%, os quais segundo o autor, seria responsável por 

iniciar a região meristemática ou estimular o seu desenvolvimento. A 

importância da sacarose, foi verificada em trabalho realizado por Carrier et aI., 

(1997), onde 25% da sacarose disponível no meio de cultura foi consumida, 

podendo estar envolvida na disponibilização de lípidos para o consumo, durante 

o processo de germinação. 

Tabela 10. Efeito de diferentes concentrações de ácido giberélico, na 
germinação de embriões somáticos de laranja 'Valência'. 

GA3 (J.lM) 
1.4 2.8 4.3 

Planta 8 6 5 
Parte aérea 12 19 13 
Raiz O O O 
Cotiledonar 15 10 17 
Cotiledonar - embrião somático não germinado 
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Figura 11. Efeito de diferentes concentrações de ácido giberélico na 

germinação de embriões somáticos de laranja 'Seleta Vermelha' 

e 'Valência'. a) embriões de laranja 'Seleta Vermelha', cultivados 

em meio de germinação com ácido giberélico (1,4 ~M.) . b) 

embriões somáticos de laranja 'Valência', cultivados em meio de 

germinação com ácido giberélico (1,4 ~M), com o 

desenvolvimento de plantas completas, primórdios foliares, ou 

sem desenvolvimento. c) embriões somáticos de laranja 'Seleta 

Vermelha', cultivados em meio de germinação com ácido 

giberélico (2,8 ~M). d) embriões somáticos de laranja 'Valência', 

cultivados em meio de germinação com ácido giberélico (2 ,8 ~M) 

com o desenvolvimento de plantas completas ou plantas 

incompletas com primórdios foliares. e) embriões somáticos de 

laranja 'Seleta Vermelha', cultivados em meio de germinação, 

com ácido giberélico (4,3 ~M) . f) embriões somáticos de laranja 

'Valência', cultivados em meio de germinação com ácido 

giberélico (4,3 ~M), com o desenvolvimento de plantas completas 

e embriões somáticos não germinados. 



5 CONCLUSÕES 

Com base nos resultado obtidos, pode-se concluir que: 

a) A formação de embriões somáticos nas diferentes linhagens de calos, foi 

dependente do genótipo estudado, sendo as melhores fontes de carboidratos, a 

maltose, seguidas pela galactose e lactose. 

b) As linhagens de calo de limão Cravo' e tangerina 'Cleópatra', linhagem 2, 

demonstraram baixo potencial embriogênico, nos diferentes tratamentos 

utilizados. 

c) A utilização de inibidor de auxina, AZI, não produziu um número médio de 

embriões somáticos satisfatório, quando comparados as fontes de carboidratos, 

necessitando de melhores estudos com relação à estimativa do nível endógeno 

de auxina para cada genótipo. 

d) A densidade de plaqueamento, em conjunto com a fonte de carboidrato, 

pode contribuir para aumentar a eficiência no estímulo à embriogênese 

somática. 

e) A caracterização histológica dos embriões somáticos, permitiu atribuir o fato 

de não ocorrer o desenvolvimento do embrião somático, principalmente para 

tangerina 'Cleópatra', linhagens 1 e 2, e limão 'Cravo', pela ausência de 

estruturas como os meristemas caulinar e radicular, protoderme e/ou 

procâmbio. 

f) A histodiferenciação ocorreu de maneira completa para as laranjas 'Valência', 

'Seleta Vermelha' e 'Caipira', sendo suas estruturas internas compostas por 

regiões meristemáticas, procâmbio e protoderme. 
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g) Tratamentos intermediários, para a conversão dos embriões somáticos em 

plantas, mostraram-se satisfatórios, sendo melhores resultados obtidos para a 

laranja 'Valência' e 'Seleta Vermelha'. 
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