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EMBRIOGENESE SOMATICA EM Citrus spp.

Autor: MARCIO LEANDRO TOMAZ
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RESUMO

O trabalho teve como objetivo o estudo ao estimulo a embriogénese
somatica em linhagens de calos de laranja ‘Seleta Vermelha’, laranja ‘Valéncia’,
laranja ‘Caipira’ , limado ‘Cravo’ e tangerina ‘Cleépatra’, linhagens 1 e 2, pela
utilizagéo de diferentes fontes de carboidratos. Nas linhagens de calos, com
baixo potencial embriogénico também estudou-se o efeito do inibidor de auxina
7- azaindole (AZl), e densidade de plaqueamento de calos. O meio de cultura
utilizado no estimulo a embriogénese somatica, foi descrito por Murashige &
Tucker (1969), substituindo-se a fonte de carboidrato por maltose, lactose,
galactose, sacarose, glicose, nas concentragcbes de 18; 37; 75; 110 ou 150 mM,
ou glicerol, nas conCentrag;ées de 6; 12; 24; 36 ou 50 mM. Os resultados
obtidos, demonstraram que a maior eficiéncia para o estimulo & embriogénese
somatica ocorreu em meio de cultura suplementado com maltose, galactose ou
lactose, para as linhagens de calo de laranjas ‘Valéncia’ e ‘Caipira’, e tangerina
‘Clet6patra’, linhagem 1. Para as linhagens de calos de limao ‘Cravo’ e tangerina
'Cleépatra’, linhagem 2, foram testados o inibidor de auxina, AZl, e a densidade
de plaqueamento de calo, os quais demonstraram estar na dependéncia do
agucar para induzir a formagdo dos embrides somadticos. Pela analise
histolégica, pode-se verificar que embrides somaticos de limao ‘Cravo’ e das
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tangerinas ‘Cle6patra’, linhagens 1 e 2, apresentaram auséncia de meristemas
caulinar e/ou radicular, ma formagdo da protoderme e do procambio. A
histodiferenciacdo dos embrides somaticos, e a conversdo em plantas foram
obtidos para as laranjas ‘Valéncia’ e ‘Seleta Vermelha', sendo observado um
maior nimero de plantas nos embrides somaticos que permaneceram em meio
de cultura de pré-germinagdo com 44 mM de sacarose. Com relagdo a
concentracao de acido giberélico no meio de cultura para a germinacéo, obteve-
se para a laranjas ‘Valénca’' e ‘Seleta Vermelha', 23% e 51,4% de plantas
germinadas em meio de cuitura com concentragéo de 1,4 uM acido giberélico,
17% e 60% de plantas germinadas € meio de cultura com concentrag¢éo de 2,8
uM acido giberélico, e 14% e 51,4% de plantas germinadas e meio de cultura

com concentragao de 1,4 uM acido giberélico.
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Summary:

This work aimed to study the induction somatic embryogenesis induction in
callus lines of ‘Seleta Vermelha', ‘Valéncia’ 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 (AZl) 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 or 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 lines of ‘Valencia’ and Caipira sweet
orange and Cleopatra mandarin, lines 1. For lines Rangpur lime and Cleopatra
mandarin line 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, lines1 and 2 had absence of shoot and/or root
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deformation of protoderm and procambium. Histodifferentiation of somatic
embryos and conversion 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 acid in the culture medium for germination resulted in
23% and 51.4% of germinated plants for ‘Valencia’ and ‘Seleta Vermeiha’ sweet
oranges in culture medium with 1,4 uM gibberellic acid, and 17% and 60% of
plants germinated in culture medium with 2,8 uM gibberellic acid, and 14% and

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



1 INTRODUGCAO

As plantas citricas, Cifrus spp., sdo originarias das regiées Umidas
tropicais e subtropicais do continente asiatico e ilhas adjacentes (Weber, 1967;
Gmitter Junior et al., 1992), tendo sido levadas para os paises europeus ha
séculos, antes da descoberta do novo continente, sendo hoje cultivadas no
mundo todo, em paises tropicais e subtropicais entre as latitudes 40° Ne 40° S
(Kunitake & Mii, 1995).

No Brasil, o desenvolvimento e a expansao inicial da citricultura ocorreu a
partir da década de 20, aproveitando as condi¢gbes de infra-estrutura deixadas
pelo complexo cafeeiro, recebendo um impulso maior, no ano de 1962, pela
queda na produgdo americana ocasionada pelas geadas na Flérida,
estimulando assim a instalagdo de industrias extratoras de suco no pais
(Kalatzis et al., 1996).

Hoje o Brasil € o maior produtor mundial de laranja, com
aproximadamente 18 milhdes de ton. métricas, seguidos pelos E.UA e
Espanha (FNP Consultoria & Comércio, 1999). Apesar desta producgao, existe a
necessidade do desenvolvimento e melhoramento das variedades porta-enxerto
e copa de interesse comercial, principalmente no que diz respeito a resisténcia
a doengas, 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 género, como o longo
periodo juvenil, a poliembrionia nucelar, a auto-incompatibilidade e esterilidade
sexual (Louzada, 1990; Gmitter Junior et al., 1992; Ollitrault et al., 1995;

Machado, 1997), que podem ser contornados pela utilizacdo de técnicas



modernas de biotecnologia como a hibridagdo somatica. O material basico
utilizado na hibridagdo somatica € o calo embriogénico, com capacidade de
regeneracgao de plantas via embriogénese somatica.

Embora a embriogénese somatica seja um processo natural em citros
(Ranga Swamy, 1958), onde a indugdo dos embrides somaticos, a partir de
calos cultivados in vitro, € muitas vezes relatada como sendo um processo que
ocorre espontaneamente (Grosser & Gmitter Junior, 1990), sabe-se que o
processo precisa ser melhor estudado, identificando caracteristicas especificas
de cada variedade, como o desenvolvimento de um sistema eficiente de
regeneragédo de plantas, que possa ser utilizado na manipulagdo genética de
gendtipos de citros.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar a embriogénese
somatica em linhagens de calos embriogénicos de citros, incluindo as etapas de
indugdo, desenvolvimento e regeneragdo de plantas, além da caracterizacéo

histolégica dos embrides somaticos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A Cultura dos Citros

O Brasil ocupa posigdo de destaque na citricultura mundial, por ser o
maior produtor de laranjas, com aproximadamente 18 milhbes de toneladas
métricas, e de suco concentrado, com 1258 milhdes de toneladas métricas,
sendo deste total de suco concentrado 96% exportado, gerando em torno de
1,3 bilhdes de dblares. Dentre as regides produtoras de citros, a regiao Sudeste
é considerada a maior produtora de laranja, contribuindo com 83% da producéo
nacional, sendo que o Estado de Sao Paulo produz 79% deste total, seguido
pela regidao Nordeste, a qual contribui com 9,87% da produgdo nacional (FNP
Consultoria & Comércio, 1999).

No Estado de Sao Paulo, a citricultura encontra-se entre as principais
atividades econdémicas, ocupando aproximadamente 850 mil hectares, sendo os
maiores municipios produtores, segundo estimativa dos escritérios de
desenvolvimento rural para o ano agricola 1999/2000, Araraquara, Barretos,
Catanduva, Jaboticabal, Limeira e Mogi Mirim (Instituto de Economia Agricola,
2000). A composigao varietal destes pomares, Estado de Sdo Paulo e Tridngulo
Mineiro, é dividida em 4 variedades de laranjas, ‘Péra’ (38%), ‘Natal’ (26%),
‘Valéncia' (17%) e ‘Hamlim’ (7%), cujo destino principal € o processamento
industrial (Gongalves et al., 1995; Amaro, et al.,1997). Estas variedades copa,
sdo apoiadas principalmente nos porta-enxertos limdo ‘Cravo’ e tangerina
‘Cledpatra’, os quais tem grande representagdo nos pomares comerciais.
Segundo as Divisdes Regionais Agricolas (DIRAS), o limdo ‘Cravo’ compée 80
a 90% dos porta-enxertos, a tangerina ‘Cledpatra’ de 5 a 10%, sendo o restante



distribuido em laranja azeda, tangerina ‘Sunki’, citranges ‘Troyer e ‘Carrizo’,
limao ‘Volkameriano’, cuja a escolha principal diz respeito a resisténcia a
doengas e a interagdo copa e porta-enxerto (Gonzalez, 1993).

Varios estudos tem sido realizados para avaliar o conjunto copa porta-
enxerto, e varias diferengas foram encontradas com relagdo a época de
maturacédo e precocidade na produgéo, resisténcia a seca, volume de copa e
qualidade de fruto (Pompeu Junior, 1991; Stuchi, 1996).

Com relagdo a doencas, a cultura de citros esta sujeita a uma série delas,
dentre as quais destacam-se a gomose, a tristeza, o declinio, o cancro citrico e
a clorose variegada dos citros, que tornaram-se fatores limitantes para o seu
desenvolvimento, e que vem modificando o cenario da citricultura desde o inicio
de sua exploragdo econdmica, momentoNo qual, as plantas enxertadas
comegaram a ser utilizadas.

A laranja ‘Caipira’ foi o primeiro porta-enxerto a constituir os pomares
comerciais de citros, no entanto, sua baixa resisténcia a seca e a gomose,
levaram a sua substituicdo pela laranja azeda. A gomose, causada por
Phythophytora, € responsavel por lesbes no colo do tronco, ramos e raizes,
provocando o amarelecimento da planta, queda das folhas, chegando a seca e
morte das plantas (Pompeu Junior, 1990).

Em 1937, surgiu o virus 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
limao ‘Cravo’. O ressurgimento da citricultura, baseada no porta-enxerto limao
‘Cravo’, comegou a enfrentar problemas com doengas, como a xiloporose e
exocorte, que até entdo permaneciam latentes nas arvores enxertadas em
laranja azeda (Salibe, 1987).

~ Por volta de 1970, uma outra doenga é detectada nos pomares, o declinio,
passando a atingir todos os Estados produtores de citros (Paguio & Santos
Filho, 1993). Trata-se de uma doenga de causa desconhecida, que afeta o
sistema vascular, sendo o liméo ‘Cravo’ altamente sensivel a ela, tornando-se



um risco para a citricultura nacional, devido a sua predominancia como porta-
enxerto (Beretta, et al., 1988).

O cancro citrico, doenga de grande impacto na citricultura, foi detectada
no final da décatla de 70, em Ribeirdo Preto, onde de imediato foram tomadas
providéncias««fgara evitar a sua disseminagao, como pulverizagdes a base de
substancias clpricas, ado¢ao de quebra-ventos no pomar, e em casos mais
graves a erradicagéo das plantas (Pessenda, 1990).

Atualmente a citricultura vem enfrentando uma nova doenga, conhecida
como clorose variegada do citros (CVC) ou amarelinho, cujo relato data de
1987, a qual trata-se de uma bactéria, Xylela fastidiosa, limitada ao xilema,
que afeta as principais variedades de valor comercial da citricultura nacional,
causando clorose internerval nas folhas semelhante a deficiéncia de zinco,
reducdo do tamanho do fruto e maior resisténcia da casca, sendo as
cigarrinhas, o principal vetor de disseminagao desta doenca (Lee & Derrick,
1991).

2.2 Cultura de calos e embriogénese somatica 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 producéo de plantas livres de patégenos, pelo cultivo
de tecido nucelar (Rangan et al.,1969), que apés, foi substituido pela técnica de
microenxertia de meristema apical, a qual tem a vantagem em relagdo ao
cultivo de nucelos, no que diz respeito a juvenilidade das plantulas (Navarro,
1984).

Atualmente, encontram-se descritas na literatura varias técnicas de cultura
de tecidos em citros, o cultivo de calos (Mourao Filho & Grosser, 1992; Oliveira
et al., 1994a), células em suspenséo (Oliveira et al., 1994b; Cabasson et al.,
1995) e protoplastos (Kobayashi & Ohgawara, 1988; Grosser & Gmitter Junior,



1990; Mendes-da-Gldria et al., 1997) principalmente com o objetivo de facilitar a
manipulagao genética pela hibridacdo somatica (Grosser & Gmitter Junior,
1990; Grosser, 1993; Ling & Iwamasa, 1994; 1997) e transformacédo genética
(Kobayashi & Uchimiya, 1989; Hiramatsu et al.; 1994; Pena et al., 1995; Pena
‘et al., 1997).

Em citros, a formagéo de calos foi inicialmente observada em cultivos de
nucelos em meios de cultura sem auxina, os quais apresentaram a formagao de
pequenas massas celulares, que davam origem a embrides somaticos,
demonstrando assim, a capacidade embriogénica do material (RangaSwamy,
1961; Kochba et al.,1972; Button et al., 1974)./ Morfologicamente, os calos
podem apresentar-se como nédulos esféricos, compactos e pequenos, ou de
textura friavel, de coloragdo branca a creme, sendo internamente
caracterizados por células com citoplasma denso, contendo numerosas
mitocondrias, ligagdes lipidicas, com nucleo grande e nucléolo proeminente
(Button et al., 1974)

Dentre os explantes utilizados para obtengdo de calos, pode-se citar,
ovulos, anteras, endosperma, embrides, hipocétilos, tecido nucelar e 6évulos ndo
desenvolvidos (Kochba et al.,1972; Kochba & Button, 1974; Kobayashi et al.,
1878; Spiegel-Roy & Saad, 1982; Rangan, 1984; Moore, 1985; Gmitter Junior &
Moore, 1986; Pasqual et al., 1988; Handro & Floh, 1990), os quais, geralmente,
sdo cultivados em meio de cultura MT (Murashige & Tucker, 1969),
suplementado com auxinas, citocininas ou extrato de malte (Kunitake & Mii,
1995).

A eficiéncia na obtencao de calos, normalmente é baixa, existindo uma
forte influéncia do gendtipo, dos explantes utilizados e da composi¢do do meio
de cultura. Segundo estudos realizados por Kochba et al. (1972), a produgéo de
calos a partir de nucelos foi considerada baixa, 2%, quando comparada a
produgdo de calos a partir de 6vulos nao fertilizados, 16%, para a laranja
‘Shamouti’, sendo que para os outros genotipos testados, ‘Valéncia’ e ‘Marsh’,

néo ocorreu a produgao de calos. Em contrapartida, para a laranja ‘Péra’, a



producéo de calos ocorreu em maior porcentagem quando foi utilizado como
explante inicial os nucelos (Goldman, 1988). Nas variedades de tangerina
'Cledpatra’ e limao 'Cravo’, a porcentagem de obtengéo de calos, foi de 48,8 e
3,8 % respectivamente, enquanto que para o genoétipo Poncirus trifoliata ndo
ocorreu a formagao de calos, mesmo naqueles meios de cultura que utilizaram
acido indolacético ou cinetina (Oliveira et al.,, 1994a), evidenciando forte
influéncia do genétipo e do explante utilizado.

A utilizagdo de meio de cultura suplementado com diferentes combinacgbes
de reguladores vegetais, como NAA e BAP para a laranja ‘Bahia‘, tem
demonstrado efeito negativo na formagéo de calos (Kobayashi et al., 1984),
enquanto que a combinagéo de cinetina e IAA foi eficiente na obtengao de calos
de laranja ‘Péra’ (Cristofani, 1991). A combinagcdo 2,4-D e BAP tem sido
utilizada também, para a obteng¢do de calos embriogénicos a partir de embrides
zigoticos de diferentes variedades monoembribnicas (Ling & Ilwamasa, 1997),
no entanto, a utilizagdo de 2,4-D, para obten¢cdo de calos, tem sido evitado
devido a possibilidade de promover alteragbes cromossémicas e a perda do
potencial embriogénico dos calos cultivados (Vardi et al., 1982). Pasqual et al.
(1988), observaram, que a adicdo de auxina e citocinina, promoveu uma
redugdo no processo embriogénico dos nucelos de laranja ‘Valéncia’, sendo a
produgéo de calo independente da suplementacdo destes reguladores vegetais
indicando que o material vegetal poderia conter um nivel endégeno alto de
auxina. Ling & lwamasa (1997), comparando a efiéncia de obtengdo de calos,
observaram crescimento vigoroso de calos em meios de cultura suplementados
com adenina ou acido giberélico e extrato de malte, em relagdo ao meio de
cultura suplementado com 2,4-D, confirmando a capacidade do tecido utilizado
em formar calos sem o uso de auxinas.

Uma vez obtidos os calos, eles sdo geralmente subcultivados em meio de
cultura sélido ou liquido, rico em sacarose (Murashige & Tucker, 1969; Kochba
& Button, 1974; Hidaka & Omura, 1989) ou suplementado com BAP e extrato de
malte (Oliveira, et al., 1994a; Ling & lwamasa, 1997), para aumentar a



disponibilidade de material. Na maioria das vezes, apdés um determinado
nimero de subcultivos, que pode variar de 8 a 12 (Kochba & Button, 1974), os
calos adquirem habilidade para divisdao e crescimento, habituacéo, devido a
uma possivel sintese de reguladores vegetais pelas células (Kerbauy, 1999).

A regeneragdo de plantas em citros, a partir de calos, ocorre via
embriogénese somatica, isto €, com a formacao de embrides semelhantes aos
embrides zigéticos os quais se desenvolvem e germinam dando origem a
plantas normais (Kunitake et al., 1991; Ling & lwamasa, 1997; Cabasson et al.,
1997).

A embriogénese somatica, constitui-se numa via de regeneragdo de
plantas no cultivo in vitro, na qual células somaticas desenvolvem-se formando
estruturas semelhantes ao embrido zigético, porém, sem a ocorréncia de fusdo
de gametas. Estas estruturas caracterizam-se pela bipolaridade, ou seja,
presenca de meristemas caulinar e radicular, e um sistema vascular fechado,
sem conexao com o explante (Guerra et al., 1999).

Os embrides somaticos podem ser formados a partir de dois padrées de
embriogénese, a direta ou indireta. A embriogénese somatica direta, envolve o
desenvolvimento de embrides sométicos ou embridides, a partir do explante, os
quais possuem ceélulas programadas para a diferenciacdo e formacédo dos
embrides somaticos, denominadas de “pre-embryogenic determined cells”
(PEDC), que necessitam apenas de estimulos externos para desencadear o
processo, enquanto que na embriogénese somatica indireta, & necessario a
desdiferenciagdo celular, sendo suas células denominadas de ‘“induced
embryogenic determined cell” (IEDC), que nas espécies vegetais, com excecao
de citros, a desdiferenciagdo e a indugdo a formagado dos embrides somaticos
ocorre pelo cultivo em meios de cultura suplementados com auxinas (Sharp,
1980; Williams & Maheswaram, 1986).

A embriogénese somatica em citros, tem sido observada principalmente a
partir de calos, originados do cultivo de 6vulos e nucelos (Button & Bornman,
1971; Mitra & Chaturvedi, 1972; Kochba et al., 1972), pelo emprego de



diferentes substancias como inibidores de auxinas (Kochba & Spiegel-Roy,
1977), giberelinas (Kobayashi et al., 1978) e diferentes fontes de carboidrato
(Spiegel-Roy et al., 1982; Sing et al., 1992; Cabasson et al., 1995), tendo uma
forte interagdo com o genétipo (Moore, 1995). O efeito do genétipo foi também
observado por Beloualy (1991) no estimulo de embrides somaticos, a partir de
calos originados de cotilédones, onde as melhores respostas foram obtidas em
meio de cultura suplementado com extrato de malte.

Ao contrario do que ocorre em outras culturas, a presenga de auxinas,
citocininas ou giberelinas suprimem a embriogénese somatica em citros
(Kochba et al.,1977; 1978; Kunitake & Mii, 1995). O efeito negativo das auxinas
enddgenas no processo embriogénico, tem sido evitado, pela utilizacdo de
inibidores de sua biossintese.

Das substancias inibidoras da biossintese de reguladores vegetais, tem-se
utilizados o 5 hidroxi nitrobenzilbromide (HNB) e o 7-azaindole (AZl), que sao
inibidores da sintese de auxinas, e demonstraram ter efeito positivo no estimulo
.a embriogénese somatica em calos de laranja ‘Shamouti’ (Kochba et al., 1977).
Moore (1985) avaliando diferentes aditivos de crescimento no meio de cultura,
para pomelo (C. paradisi Macf.), ndo observou efeito significativo do inibidor de
auxina, AZl, no processo de embriogénese somatica, podendo sugerir que o
nivel de auxina endégeno pode variar com o genétipo, uma vez que respostas
diferenciadas foram obtidas nos trabalhos que utilizaram esta substéancia.

Inibidores de giberelinas, como acido succinico 2,2-methilhidazide (Alar) e
2,2-cloroetil trimetilammonio cloride (CCC), também foram utilizados para esta
variedade, e foi verificado um efeito significativo no estimulo a embriogénese
somatica em relagcao ao nimero de embriées somaticos produzidos (Kochba, et
al., 1978). A combinagdo de agucar como a galactose, com os inibidores de
giberelinas, daminozide ou paclobutrazol, tem demonstrado ser eficiente no
estimulo a embriogénese somatica em calos de C. sinensis (Spiegel-Roy,
1986).
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Diferentes fontes de carboidrato, tém sido empregadas no estimulo a
embriogénese somatica. Agucares como a dalactose, e outros que a
metabolizam, como a lactose e rafinose, tém-se mostrado eficientes para a
embriogénese somatica, em relagdo a sacarose, frutose e glicerol (Spiegel-Roy
et al., )1982; Kochba et al.,1982; Sing, et al., 1992; Cabasson et al, 1995, Ling &
Iwamasa , 1997), sendo este efeito atribuido a inibigao da biosintese de auxina,
observada em coleoptilo decapitado de Avena, bem como pela redugcdo no
movimento de auxina e componentes da parede celular (Davies, 1995). Em
calos embriogénicos originados de fusdao de protoplastos, tem-se utilizado a
maltose como fonte de carboidrato, a qual mostrou-se eficiente no estimulo a
embriogénese somatica (Mendes-da-Gloria, 1998).

O conhecimento das estruturas internas do material, analise histolégica,
vem auxiliar no entendimento da organizagdo e mudangas que ocorrem no
desenvolvimento das plantas, bem como in vitro, permitindo distinguir a origem
das estruturas formadas, falhas durante o desenvolvimento, esclarecendo
algumas vezes problemas relativos a conversdo dos embrides somaticos em
plantas (Yeung, 1999).

Em calos de citros cultivados em meio de cultura com galactose as células
com potencial embriogénico, caracterizaram-se pela alta proporgdo nucleo-
citoplasma e pequenos granulos de amido, e os embribes somaticos
apresentaram polarizagao, a qual foi observada pelo acumulo de reservas de
amido na regido radicular (Cabasson et al., 1995). Em cultivo de calos de
algodao, foi possivel diferenciar os calos embriogénicos, caracterizados por
apresentarem forma compacta, citoplasma denso e atividade meristematica,
enquanto que os calos nao embriogénios demonstraram ser mais friaveis,
apresentando células altamente vacuoladas (Shoemaker et al., 1986).

As condigdes fisicas de cultivo e estimulo a embriogénese somatica
também podem exercer influéncia no  desenvolvimento dos embrides
somaticos. Em meio de cultura liquido embrides somaticos nao chegaram a

atingir o estadio cotiledonar de desenvolvimento, sendo que em sua estrutura



11

interna, nao houve a formagéo de procambio e de protoderme, em relagéo aos
cultivados em meio de cultura sélido (Cabasson et al.,, 1997). A condicédo de
luminosidade, pode ser considerada outro fator no processo de
desenvolvimento do embrido somatico, como observado por Gmitter Junior &
Moore (1986), onde o maior nimero de embrioes somaticos foram obtidos em
condigbes de auséncia de luz, com meio de cultura suplementado com 500 mg
I" de extrato de malte, sendo baixo o nimero de embrides somaticos que se
converteram em plantas.

Morfologicamente, foram observadas respostas diferenciadas nas
estruturas embriogénicas obtidas em meio de cultivo suplementado com lactose
ou maltose, como pseudobulbo, embrido globular e proliferagao de calos (Perez
et al., 1998), demonstrando assim, a falta de sincronismo no desenvolvimento
dos embrides somaticos. Moore (1985), observou que dos genétipos avaliados,
apenas o limao ‘Bears’ apresentou embrides somaticos fusionados ou com
cotilédones miuiltiplos, demonstrando que o aspecto morfolégico também
poderia ser influenciado pelo genétipo. O aparecimento de embrides somaticos
deformados em meio de cultura, como cotilédones de tamanhos e formas
variadas, pode ser atribuido, ao fato de nao existir barreiras fisicas que
delimitem o desenvolvimento dos embrides somaticos, como acontece in vivo
no interior da semente. A liberagdo de metabdlitos no meio de cultura durante o
crescimento das células, também pode prejudicar a formacdo e o
desenvolvimento das estruturas embriogénicas, segundo Fridborg et al.(1978),
estas células em crescimento, secretam acido fenilacético, e derivados de acido
benzéico, que possivelmente teriam~efeito negativo na diferenciacao celular, e
que poderiam ser evitado pela utilizagao de carvao ativado, o qual teria a
capacidade de adsorver estes componentes.

Outras substancias tém sido utilizadas para o estimulo a embriogénese
somatica como o extrato de malte (Lorenzo et al.,, 1994), adenina (Button &
Bornman, 1971), além da combinagcdo de suco de laranja, acido naftaleno
acético (NAA) e sulfato de adenina (Rangan et al., 1969).
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Em citros, apesar do grande nimero de embrides formados a partir de
caios embriogénicos, poucas sdo as plantas que se desenvolvem. Segundo
Gmitter Junior & Moore (1986) os requisitos basicos para aumentar a eficiéncia
de regeneragdo, sdo a obtengdo de embrides normais, a obtencdo de um
equilibrio entre o desenvolvimento do sistema radicular e brotos e a composicéo
do meio de cultura, com relagdo a presenga de reguladores vegetais,
quantidade e qualidade dos agulcares e o extrato de malte, onde os embrides
foram cultivados (Gindy, 1990; Avenido, 1991; Song et al., 1991).

In vivo, de maneira geral, a embriogénese zigética é dividida em fases
distintas, as quais abrangem a fecundacgao e fertilizagdo, o desenvolvimento do
embrido da fase globular a cotiledonar, um periodo denominado de maturagao,
dissecagdo e dorméncia, estando nesta fase apto para o processo de
germinacao (Goldberg et al., 1994).

Alguns trabalhos tém realizado tentativas positivas para melhorar o
desenvolvimento dos embrides somaticos em diversas espécies, simulando
algumas etapas do desenvolvimento dos embrides zigéticos, principalmente da
manipulagdo do meio de cultura. Uma das principais, é a etapa de maturagéo
dos embrides somaticos, que tem por finalidade a deposicao de reservas, como
proteinas, e a expansao celular, o que vai garantir ao embrido somatico
qualidade no momento da germinagdo (Roberts et al., 1990). Dentre as
substancias utilizadas tém-se o polietileno-glicol, a maltose ou a sacarose, os
guais sdo responsaveis por causar um estresse osmoético e simular assim, a
fase de maturagao (Anandarajah et al.,1990; Kong, et al., 1995; Li et al., 1998).

Em citros, nao se encontram descritos tratamentos intermediarios para os
embrioes somaticos, os quais sao transferidos diretamente do meio de cultura
de estimulo a embriogénese somatica, pela individualizagdo dos embrides
somaticos, para 0 meio de cultura de germinagdo a qual normalmente é
suplementado com acido giberelico. Nestas condi¢des, os embrides somaticos
podem germinar normalmente, ou dar inicio novamente a formagao de calos
(Kochba et al., 1972; Kochba et al., 1974). Ling & lwamasa et al., (1997),
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trabalhando com satsumas, observaram o desenvolvimento normal dos
embrides somaticos, a formacdo de calos e de embrides somaticos nao
germinados. Beloualy (1991) avaliando o efeito do acido giberélico e acido
nafataleno acético (NAA), no processo de germinacao e enraizamento, obteve
a!ta taxa de germinacgao de plantulas completas, em média 23%, em meio de
cultura suplementado com acido giberélico, podendo estar relacionado ao fato
das giberelinas, como observado em sementes zigoticas de cevada, liberarem
fatores responsaveis pela conversdo do amido a glicose e a sua mobilizagao
para o crescimento dos embrides (Went & Thimann, 1995).

Em cultivo de embrides zigéticos de citros, Nieves et al.,(1998), utilizaram
meio de cultura suplementado com sacarose em combinagdo com ABA e GA;,
resultando em praticamente 100% de embrides germinados, demonstrando
assim, a necessidade de estudos de meios de cultura para o desenvolvimento
dos embrides, zigbtico ou somatico, para aumentar a eficiéncia na conversao
dos embries somaticos em plantas.



3 MATERIAL E METODOS

Material Vegetal: foram utilizadas linhagens de calos embriogénicos das
variedades de laranja ‘Seleta Vermelha’, ‘Valéncia’ e ‘Caipira’ (C. sinensis L.
Osbeck), de limao ‘Cravo’ (C. limonia L. Osbeck) e duas linhagens de tangerina
‘Cledpatra’ (C. reshni Hort. ex Tanaka) denominadas de tangerina ‘Cle6patra’,
linhagem 1 e tangerina ‘Cleépatra’, linhagem 2, mantidas no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal, do Centro de Energia Nuclear na Agricultura —
CENA/USP, em meio de cultura MT (Murashige & Tucker, 1969), suplementado
com §g I'" de extrato de malte e 146 mM de sacarose, incubadas em auséncia
de luz, a 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 distribuidos em placas de Petri de plastico

descartavel (100x15mm).

Analise Histolégica: para caracterizagdo morfolégica e histolégica dos
embrides somaticos desenvolvidos, utilizou-se amostras de embriées somaticos
de limdo 'Cravo', tangerina 'Cledpatra’, linhagem 1, tangerina ‘Cleépatra’
linhagem 2, laranja ‘Seleta Vermelha' , laranja ‘Valéncia' e laranja ‘Caipira’,
ap6s 30 dias de indugdo em meio de cultura MT, suplementado com 37 mM de
maltose. Os embrides somaticos foram fixados, por um periodo minimo de 8
horas em solugéo de paraformaldeido (6%) e glutaraldeido (2%), em tampao
cacodilato de s6dio (0,2M), com pH 7,2, sob refrigeragao.

Os tecidos fixados foram lentamente desidratados, a temperatura
ambiente, em uma série de 100% de metil celosolve, etanol, propanol e butanol,

com duragdo minima de 1 hora em cada substancia, seguido de imersdo em
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solugéo de butanol e meio de infiltragdo, na proporgéo de 1:1, durante a noite, a
temperatura de 4C. Apés este periodo as amostras foram transferidas para o
meio de infiltragdo a temperatura de 4C, por 72 horas. A infiltragédo e inclusédo
dos embrides somaticos foi realizada em Historesina (hidroxietiimetacrilato),
sendo que o processo de polimerizagao deu-se a temperatura ambiente, por 24
horas.

Foram realizados cortes seriados, com espessura de 0,4pm em micrétomo
rotativo automatico (LEICA RM2155), os quais foram corados com fucsina acida
por 2 minutos, e toluidina azul, por 5 minutos, para observagdes gerais, em
microscopio de luz transmitida (ZEISS, modelo AXIOVERT 35).

3.1 Efeito de diferentes agilicares no estimulo a embriogénese somatica

em calos embriogénicos de citros

Calos embriogénicos de limao 'Cravo’, tangerina 'Cle6patra’, linhagem 1 e
tangerina 'Cleépatra', linhagem 2, e laranjas 'Valéncia' e ‘Caipira’, foram
cultivados em meio de cultura MT suplementado com galactose, glicose,
lactote, maltose ou sacarose, nas concentragées de 18; 37; 75; 110 ou 150 mM,
ou glicerol nas concentragdes de 6; 12; 24, 36 ou 50 mM.

Foram distribuidos 50 mg de calo na superficie do meio de cultura, com
auxilio de 1 ml do mesmo meio de cultura liquido, para facilitar a desagregacao
e distribuicdo do calo na superficie do meio de cultura. Apdés a desagregacao
dos calos, realizou-se movimentos circulares da placa de Petri, para distribuigao
dos calos por toda a superficie do meio de cultura, e o material foi incubado sob
condig¢des de luz indireta (300 lux), com fotoperiodo de 16 hs., a temperatura de
27 + 2C.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramento ao acaso, com 3
repeticbes, sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri. As
avaliagées foram realizadas apds 4 semanas da incubagéo, determinando-se o

nimero de embriées somaticos no estadio globular, com auxilio de microscépio
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estereoscopico. Para os gendtipos ndo responsivos, realizou-se uma segunda

avaliagdo ap6s 6 semanas da incubacéo.

3.2 Efeito da densidade de plaqueamento dos calos no estimulo a

embriogénese somatica em calos embriogénicos de citros

Calos embriogénicos de tangerina ‘Cle6patra’, linhagem 2 e limao 'Cravo',
foram incubados em meio de cultura MT, suplementado com maitose ou
galactose nas concentragdes de 37; 75 ou 110 mM, ou glicerol, nas
concentragdes de 36 ou 50 mM.

Os calos embriogénicos foram distribuidos na superficie do meio de
cultura na densidade de 6; 12; 25 e 50 mg de calo por placa de Petri, com
auxilio de 1 ml do mesmo meio de cultura liquido, e incubados a temperatura de
27 + 2C, sob luz indireta (300 lux).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 4 repeticoes,
sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri. A avaliagao foi
realizada apés 4 semanas de incubagdo, determinando-se o numero de
embrides somaticos no estadio globular, com auxilio de microscépio

estereoscépico.

3.3 Efeito do inibidor de auxina 7-azaindole (AZl) no estimulo a

embriogénese somatica em calos embriogénicos de citros

Calos embriogénicos das variedades de tangerina ‘Cle6patra’ linhagem 1
e linhagem 2, e limdo 'Cravo’ foram incubados em meio de cultura MT,
suplementado com maltose nas concentragdes de 18 ou 37 mM, ou sacarose
nas concentragdes de 25 ou 50 mM, contendo o inibidor de auxina 7-azaindole
(AZl), nas concentragdes de 0,08; 0,8 e 25 uM.
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Os calos embriogénicos foram distribuidos na superficie do meio de
cultura com auxilio de 1 ml do mesmo meio de cultura liquido, e incubados a
temperatura de 27 + 2C, sob luz indireta (300 lux).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso, com 4 repeticoes,
sendo cada repeticdo constituida por uma placa de Petri. A avaliagao foi
realizada apdés 4 semanas de incubacgédo, determinando-se o numero de
embribes somaticos no estadio globular, com auxilio de microscépio

estereoscopico.
3.4 Pré-germinacgao e desenvolvimento dos embrides somaticos de citros

Embrides somaticos das laranjas 'Valéncia' e ‘Seleta Vermelha’, no
estadio cotiledonar, e tangerina ‘Cleépatra’ linhagem 1 e linhagem 2, no estadio
globular, obtidos ap6s 70 dias da indugao em meio de cultura MT suplementado
com 37 mM de maltose, foram utilizados para avaliar o efeito do tratamento de
pré-germinacao, na obtengao de plantulas de citros.

Os embrides somaticos foram transferidos com auxilio de uma pinga para
os tratamentos de pré-germinagdo, o0s quais constituiram-se de 4
concentragbes de sacarose, equivalentes a 15; 44; 73 ou 102 mM, em meio de
cultura MT na presenga ou auséncia de 0,5 g I'' de carvao ativado. O meio de
cultura MT com 37 mM de maltose foi mantido para verificar o efeito destes
tratamentos no processo de germinagdo. O delineamento experimental foi
inteiramente ao acaso, com 5 repeticées, sendo cada repeticdo constituida por
uma placa de Petri com 5 embrides somaticos.

Os embrides somaticos permaneceram nos tratamentos por 10 dias, a
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 uM de acido giberélico, em condigdes de fotoperiodo de 16 hs

(500 lux). As avaliagbes foram realizadas apdés 30 dias da transferéncia,
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observando-se o numero de plantulas formadas, embribes somaticos néo
germinados e plantulas anormais.

Apo6s a determinacgao do tratamento de pré-germinagdo que proporcionou
o maior numero de plantas, foram testados diferentes concentragdes de acido
giberélico, 1,4; 2,8 ou 4,3 uM, em meio de cultura MT com 73 mM de sacarose,

avaliando-se o numero de plantulas obtidas .



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estimulo a embriogénese somatica

Dos fatores avaliados no estimulo a embriogénese somatica, 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 influéncia do genétipo na resposta
obtida. Dos genétipos avaliados, pode-se observar respostas diferenciadas para
os diferentes aglcares testados, e para o desenvolvimento dos embrides
somaticos (Figura 1).

Das fontes de carbono utilizadas, a maltose, foi 0 aglcar que estimulou a
producdo do maior nimero de embrides somaticos para os genotipos testados,
seguidos pela lactose e galactose, com excegdo da linhagem de calo de limao
‘Cravo’, a qual demonstrou baixo potencial embriogénico, e da linhagem de calo
da laranja ‘Caipira’ onde o maior nimero de embrides somaticos foi obtido com
a galactose (Tabela 1). Este efeito positivo da maltose no estimulo a
embriogénese somatica, também tem sido observado em outros trabalhos, os
quais compararam outras fontes de carboidratos e suas combinagdes em calos
embriogénicos de citros originarios de 6vulos (Perez et al., 1998) ou de fusdo
de protoplastos (Mendes-da-Gléria et al., 1998).

Com relagdo aos agucares comumente utilizados no estimulo a
embriogénese somatica em citros, como lactose e galactose, os resultados
obtidos com maltose foram em média 50% superior na producdo de embrides
somaticos para os genotipos responsivos. Em outras cuituras, como em alfafa,
este efeito tem sido observado tanto no estimulo a embriogénese somatica
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como na conversdo dos embrides, seja pela utilizagdo somente da maltose, na
concentragao de 120 mM, ou em interacdo com a sacarose, podendo seu efeito
primario ser atribuido possivelmente a um fator nutricional do que osmético,
necessitando-se de estudos enzimaticos e com marcadores radioativos para
determinar o efeito dos carboidratos no metabolismo celular (Strickland et al.,
1987). A lactose e galactose, tém-se mostrado efetivas no estimulo a
embriogénese somatica de diversas espécies de citros, principalmente quando
comparadas ao glicerol, glicose e sacarose (Kochba et al., 1978a; Spiegel-Roy,
et al., 1982; Perez et al., 1998), sendo seu efeito atribuido possivelmente a
inibicdo da conversdo do indoleacetaldeido a acido indol acético (Kochba et al.,
1978a).

Quanto a sacarose, pode-se observar a formagcao de alguns embrides

s

somaticos nas linhagens de calos de laranja ‘Caipira’ e tangerina ‘Cleépatra’,
linhagem 1, em todas as concentragdes utilizadas, sendo que a formagédo de
embrides somaticos na linhagem de calo de tangerina ‘Cleépatra’, linhagem 1,
ocorreu nas concentragdes de 18 e 37 mM. Estes resultados, demonstram o
alto potencial embriogénico destas linhagens de calos, uma vez, que muitos
trabalhos em citros tem relatado a eficiéncia da sacarose no cultivo de calos e a
supressao da embriogénese somatica (Kochba et al., 1978b, Spiegel-Roy et al.,
1982).

Para laranja ‘Caipira’, os resultados demonstraram que o maior nimero de
embrides somaticos foi obtido em galactose, a partir de 110 mM, seguidos pela
lactose (Tabela 1). Resultados semelhantes foram obtidos por Sing et al.
(1992), quando comparou o glicerol e a galactose no estimulo & embriogénese
somatica em calos de limao ‘Meyer’ (C. meyeri Y. Tan.), onde a galactose foi o
. melhor agucar para estimular o processo.

Para o limao ‘Cravo’, onde foi observado baixa resposta aos tratamentos
de estimulo a embriogénese somatica, verificou-se que os poucos embrides
somaticos formados, foram totalmente encobertos pelo rapido crescimento de
calos, dados nao qu’éntiﬁcados, sugerindo assim, que a densidade de calo
utilizada, poderia contribuir com o gendtipo para a formagcdo dos embribes
somaticos.
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Tabela 1. Efeito de diferentes fontes de carboidratos no estimulo a
embriogénese somatica em 5 linhagens de calo embriogénico de
Citrus spp.

Linhagens de calo
Carboidrato mM laranja laranja tangerina tangerina limao
'Valéncia' 'Caipira’ 'Cledpatra’1 'Cledpatra’ 2 '‘Cravo'

18 376+48 62+29 127 +3 0 13+13
37 245+25 65+37 175+ 15 26+ 19 0
Maltose 75 369+99 25+16 57 +17 11+5 2+3
110 406+48 24+15 164 + 31 35+ 33 1+1
150 424 +22 13+ 15 60 + 26 57 + 19 0
18 8+13 50+ 8 4+3 5+9 0
37 3+2 78 +20 4+ 1 6+10 0
Glicose 75 0 17+ 10 3+5 3+5 0
110 0 61 + 34 1+1 8+33 0
150 0 39+24 0 0 0
18 47+14 32+16 3+2 6+ 10 0
37 219+36 30+25 25+2 37+37 0
Lactose 75 239+76 102+28 77 +28 2+3 0
110 174+ 35 99 + 46 145 + 32 31+ 35 0
150 173+54 22 +24 146 + 43 6+4 0
18 21+13 25+ 20 17 +18 7+4 0
37 14+8 39+24 87 + 32 2+2 0
Galactose 75 18+20 67 + 31 133+5 3+3 0
110 4+3 194 + 90 122 +19 0 0
150 75+22 124+ 25 114 +12 0 0
18 1+1 14+ 12 9+7 0 0
37 1+1 23+18 1+1 0 0
Sacarose 75 1+1 10+5 0 0 0
110 2+3 3+2 0 0 0
150 15+15 10+8 0 0 0
6 5+6 3+4 3+3 0 0
12 3+6 0 141 0 0
Glicerol 24  31+10 9+8 3+5 0 0
36 48 + 10 39+30 26 + 21 0 5+7
50 37+11 48 + 16 19+13 0 10+ 17
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Figura 1. Estimulo a embriogénese somatica, em diferentes linhagens de calos

de citros utilizando-se meio de cultura suplementado com maltose (37
mM). a) inicio da formagao de embrides somaticos (es), na linhagem
de calo de limao ‘Cravo’. b) embridées somaticos de laranja ‘Caipira’. c)
embrides somaticos de laranja ‘Seleta Vermelha’ em diferentes
estadios de desenvolvimento. d) embribes somaticos de laranja

‘Valéncia’ em diferentes estadios de desenvolvimento. e) Embrides

somaticos, no estadio globular, de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 1. f)
Embrides somaticos de morfologia irregular de tangerina ‘Cledpatra’,

linhagem 2. Barras = 1mm.
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Os resultados obtidos com a utilizagdo de diferentes densidades de
plaqueamento de calo, no estimulo a embriogénese somatica, encontram-se
nas Tabelas 2 e 3, onde verificou-se na densidade de 12 mg de calo uma
melhoria no numero de embrides somaticos de limdo ‘Cravo’ e tangerina
‘Cledpatra’, linhagem 2, podendo ser, mais um fator a considerar no processo,
para interagir com o genétipo e a fonte de carboidrato.

O maior nimero de embrides somaticos obtidos para tangerina
‘Cledpatra’, linhagem 2, foi na densidade de 12 mg de calo, quando utilizou-se a
maltose como fonte de carboidrato. Devido a grande variagdo que ocorreu no
nimero médio dos embrides somaticos nos diferentes tratamentos, nao pode-
se dizer que houve um efeito significativo no estimulo & embriogénese
somatica, no entanto, as condigbes de ambiente de cultivo foram melhoradas,
pela melhor distribuicdo dos calos no meio de cultura, e um baixo crescimento

de calo.

Tabela 2. Efeito da densidade de plaqueamento de calo no estimulo a
embriogénese somatica, na linhagem de calo embriogénico de
tangerina ‘Cledpatra’, 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 1+ 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 limdo ‘Cravo’, a embriogénese somatica 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 possivel influéncia na época de coleta do calo. De
maneira geral, com a diminuicdo da densidade de calo, observou-se um
aumento no numero de embrides somaticos, 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 estimulo a

embriogénese somatica, na linhagem de calo embriogénico de

limao '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 0 0 6+8

110 3+23 10+ 24 20+ 15 6113
Glicerol 36 2+2 2+2 3+4 2+3

50 3127 4+6 7+9 0

Este efeito na densidade de calo, tem sido observado geralmente em
cultura de células em suspensao, onde ha uma série de mudangas no meio de
cultura, devido a liberagdo de substancias quimicas como proteinas (Toonen et
al., 1997; Kobayashi et al.,1999), gases como etileno e acetaldeido (Theverot et
al.,1992), além de acidificacdo do meio de cultura e decréscimo da fonte de
carboidrato, pela elevada atividade metabdlica durante a embriogénese
somatica (Amino et al.,1988), o que poderia modificar a resposta ao estimulo a
embriogénese somatica. Alguns trabalhos de estimulo a embriogénese

somatica, em meio de cultura liquido, para citros, diminuem a quantidade de
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indculo no meio de cultura de estimulo & embriogénese somatica, no entanto,
sem comparar diferentes densidades de plagueamento dos calos. Cabasson et
al., (1995) em cultivo de células em suspenséo, para realizar indugdo a
embriogénese somatica, realizou a selegao do tamanho de células através de
peneiras de 100 a 500 um para homogeneizar a cultura, sendo a densidade de
células utilizadas de 4 g de peso fresco.

O inibidor de auxina, AZl, empregado para estimular a embriogénese
somatica nos genétipos pouco responsivos, nhao demonstrou ser efetivo para o
processo de indugdo. A formagao de embrides somaticos foi praticamente nula
nos tratamentos que utilizaram a sacarose como fonte de carboidrato, enquanto
gue, nagueles em que o meio de cultura foi suplementado com maltose a
embriogénese somatica foi estimulada (Tabelas 4-6).

Para limado ‘Cravo’ (Tabela 4), altas concentragdes do inibidor de auxina
causaram amarelecimento do calo (Figura 2a), oxidagado, podendo os poucos
embrides somaticos desenvolvidos na concentragédo de 0,08 uM de AZl (Figura
2b), ser atribuido a presenga do agucar, maltose, uma vez que a testemunha
produziu um nimero equivalente de embrides. A oxidagao observada em altas
concentragdes do inibidor de auxina, ndo ocorreu para a tangerina ‘Cledpatra’
linhagem 1 (Figura 2d), sendo observado por Kochba & Spiegel-Roy (1977) em
laranja ‘Shamouti’ que esta concentracdo induziu o maior nimero de embrides
somaticos, conotando assim, uma resposta diferenciada para os genoétipos, seja
pelo baixo potencial embriogénico, ou por algum fator endégeno do material,
como o nivel de auxina.

Ao contrario do que ocorreu para a linhagem de calo de limao ‘Cravo’ e
tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 2 (Tabela 5), alguns embrides somaticos foram
induzidos nos tratamentos que utilizaram a sacarose para a tangerina
‘Cledpatra’, linhagem 1 (Tabela 6), no entanto, ndo superam o numero de
embrides somaticos obtidos naqueles tratamentos que foram suplementados
com a maltose, indicando assim, que este efeito na produgdo de embrides

somaticos poderia estar associado ao agucar. Morfologicamente, os embrides
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somaticos de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 1 (Figuras 2c-d), e tangerina
‘Cledpatra’, linhagem 2 (Figuras 2e-f), apresentaram-se no estadio globular,
com anormalidades, sendo que estadios mais avangados nao foram

observados.

Tabela 4. Efeito do 7-azaindole (AZl), no estimuio a embriogénese somatica na

linhagem de calo embriogénico de liméo 'Cravo'.

AZl (uM)
Carboidrato mM 0 0,08 0,8 8,5 25
73 0 0 0 0 0
Sacarose
146 0 0 0 0 0
18 0 44 + 32 0 0 0
Maltose
37 43+40 17 +13 0 0 0

Tabela 5. Efeito do 7-azaindole (AZl), no estimulo a embriogénese somatica na
linhagem de calo embriogénico de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 2.

AZl (uM)
Carboidrato @ mM 0 0,08 0,8 8,6 25
73 0 1+1 0 0 0
Sacarose
146 0 0 0 2 0
18 11+3 68 +31 14+8 28+20 6+5
Maltose

37 14+£3 19+13 31+12 105 12110
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Tabela 6. Efeito do 7-azaindole (AZl), no estimulo a embriogénese somatica na

linhagem de calo embriogénico de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 1.

AZl (uM)

Acgucar mM 0 0,08 0,8 8,5 25

73 2+2 11+3 3+2 0 0
Sacarose

146 2+1 0 0 5+0,5 0

18 37+13 43 + 21 59+9 64+57 20+18
Maltose

37 18 +13 15+5 19+11 130+91 2415




Figura 2. Efeito do inibidor de auxina, 7-azaindole, no estimulo & embriogénese

somatica de trés linhagens de calos de citros. a) calos de limao
‘Cravo’, apresentando oxidagéo (ox), em meio de cultura de estimulo
a embriogénese somatica suplementado com AZl (25 pM) e maltose
(37 mM). b) calos de liméo ‘Cravo’, iniciando a formagao de embrides
somaticos (es), em meio de cultura suplementado com AZI (0,08 uM)
e maltose (18 mM). c) embrides somaticos de tangerina ‘Cledpatra’,
linhagem 1, em meio de cultura suplementado com maltose (37 mM).
d) embrides somaticos de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 1, em meio
de cultura suplementado com AZl (25 uM) e maltose (37 mM). e)
embrides somaticos de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 2, em meio
de cultura de estimulo a embriogénese somatica, suplementado com
AZlI (0,08 puM) e maltose (18 mM). f) Embribes somaticos de
tangerina ‘Cleépatra’, linhagem 2, em meio de cultura suplementado
com AZI (0,8 uM) e maltose (18 mM). Barras = 0,4 mm.
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4.2 Desenvolvimento e germina¢ao dos embrides somaticos

A histodiferenciagdao e germinacdo dos embrides somaticos, ndo ocorreu
para todos os gendtipos estudados.

Os diferentes estadios de desenvolvimento de embribes somaticos , foram
obtidos para as laranjas ‘Seleta Vermelha' (Figura 3a), ‘Valéncia’ (Figura 4a) e
‘Caipira’, nos primeiros 30 dias da incubagéo dos calos, em meio de estimulo a
embriogénese, sendo é sequéncia de desenvolvimento obtida para estes
genotipos, consideradas como padréo para o cultivo in vitro (Zimermann, 1993).
Estas diferentes fases de desenvolvimento, foram relatadas em laranja
‘Valéncia’ (Kunitake & Mii, 1995), apos a transferéncia dos embrides somaticos,
em estadio globular, para meio de cultura contendo acido giberélico, sendo que
para os genoétipos testados esta pratica ndo foi requerida, como observado
também por Perez et al. (1998) em varios genétipos de citros.

Morfologicamente, os embrides somaticos apresentaram-se normais, com
alguns embrides de cotilédones multiplos, sendo as diferentes fases de
desenvolvimento observadas durante todo o ciclo de cultivo. Alguns trabalhos,
tem relatado diversas - conformagbes de embrides somaticos, dentre estas,
embrides com cotilédones miuiltiplos ou pluricotiledonares (Gmitter Jr. & Moore,
1986; Ranga Swany, 1958).

Internamente, os embrides somaticos apresentaram a formagdo de
protoderme, a presenca de faixas procambiais e a definicdo do meristema
radicular (Figuras 3b-f e 4b-e), semelhantes aos verificados em embribes
somaticos de Citrus deliciosa por Cabasson et al., (1977) em meio de cultura
suplementado com galactose.

Anormalidades no estimulo e desenvolvimento dos embrides somaticos
foram observadas para a linhagem de calo de limao ‘Cravo’ (Figura 5a) e para
as tangerinas ‘Cledpatra’, linhagem 1 (Figura 6a) e ‘Clebpatra’, linhagem 2
(Figura 7a), os quais inicialmente formaram embrides de formato globular e nao

desenvolveram durante o cultivo.



Figura 3. Morfologia e caracterizagdo histologica de embrides somaticos de

laranja ‘Seleta Vermelha', desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com maltose (37 mM). a) diferentes estadios de
desenvolvimento dos embrides somaticos (globular - cotiledonar). b)
corte longitudinal de embrides somaticos no estadio globular,
apresentando a formagdo da protoderme (pd) e regido
meristematica (rm). c-d) corte longitudinal de embrides somaticos,
no estadio de coragdo, apresentando a definicdo da simetria
bilateral, protoderme (pd), procambio (pc) e meristema radicular
(ar). e-f) corte longitudinal de embrides somaticos no estadio
cotiledonar, apresentando definicdo de protoderme (pd), procambio
(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 caracterizagéo histolégica de embrides somaticos de

laranja ‘Valéncia’, desenvolvidos em meio de cultura suplementado
com maltose (37 mM). a) diferentes estadios de desenvolvimento
dos embrides somaticos (globular - cotiledonar). b) corte
longitudinal de embrides somaticos no estadio globular, monstrando
a definicao de regiao meristematica (rm) e protoderme (pd). c) corte
longitudinal de embrides somaticos no estadio de coragao, iniciando
a simetria bilateral, apresentando cotilédones (ct), protoderme (pd),
procambio (pc) e meristema radicular (ar). d) corte longitudinal de
embrides somaticos no estadio cotiledonar, protoderme (pd) e
meristema radicular (ar). e) corte longitudinal de embrides
somaticos no estadio cotiledonar, definicdo de protoderme (pd),
procambio (pc) e meristema radicular (ar). Barras = Figura (a)
0,3mm; Figuras (b-e) 0,Tmm.
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Em limao ‘Cravo’, os embrides somaticos formados ndo apresentaram
morfologia normal, mesmo no estadio globular, mostrando conformagées
variadas (Figura 5a). Estas anormalidades, tem sido observadas em culturas in
vitro de citros e podem ser atribuidas ao genétipo, como observado por Moore
(1985), onde dos varios genétipos utilizados, apenas embrides somaticos de
limao ‘Bears’, apresentaram anormalidades (embrides somaticos fusionados).

Internamente os embrides somaticos, apresentaram o desenvolvimento de
protoderme e procambio, sendo observado a auséncia de meristema caulinar e
deformacgdes da protoderme (Figuras 5b-f).

Para a tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 1, alguns embriées somaticos no
estadio cotiledonar foram obtidés (Figura 6a), no entanto, a sua conformagéo
ndo foi normal, quando comparada a de laranja ‘Seleta Vermelha’ e laranja
‘Valéncia’, 0 mesmo ocorrendo para a tangerina ‘Cleépatra’, linhagem 2 (Figura
7a). Perez et al., (1998), observaram em diversos genoétipos de citros, inclusive
em tangerina ‘Cledpatra’, alta frequéncia de embrides somaticos no estadio
cotiledonar, utilizando-se altas concentra¢cdes de maltose, superiores a 40 mg
I, o que poderia desencadear a histodiferenciagao dos embrides somaticos.

Nestes genétipos, 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 suspensdo de laranja ‘Shamouti’, foram observados falhas na
formagao de protoderme, e auséncia de histodiferenciagdo dos embrides
somaticos (Cabasson et al., 1995). |

O completo desenvolvimento dos embrides somaticos, e consequente
germinagéao, desenvolvimento de raiz e brotos, foi alcangado para as laranjas

‘Valéncia' e Seleta vermelha, apds 100 dias da incubagdo dos calos no meio de

cultura de estimulo a embriogénese somatica.



Figura 5. Embrides somaticos de limdo ‘Cravo’, desenvolvidos em meio de
cultura suplementado com maltose (37 mM). a) embrides
somaticos, demonstrando diferentes morfologias. b) corte
longitudinal de embrido somatico, apresentando a formacgéao
irregular da protoderme (pd) e definicdo do procambio (pc). c-f)
corte de embrides somaticos anormais, apresentando a definicdo
de procambio (pc), protoderme (pd) e auséncia de meristema

radicular e caulinar. Barras = 0,1mm.
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Figura 6.

Embrides somaticos de tangerina ‘Cle6patra’, linhagem 1,
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com maltose (37
mM). a) embrides somaticos em estadio globular e de morofologia
anormal. b) corte longitudinal de embrides somaticos no estadio
globular, apresentando regido meristematica (rm) e protoderme
deformada (pd). c-d) corte de embrides somaticos anormais, com
deformagédo de protoderme e meristema radicular e caulinar, e
formacado de procadmbio (pc). e) corte de embrido somatico
anormal, apresentando protoderme irregular (pd), definicdo de
procambio (pc) e meristema radicular (ar). Barras = Figura (a)
0,2mm; Figuras (b-e) 0,1mm.
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Figura 7. Embrides somaticos de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 2,
desenvolvidos em meio de cultura suplementado com maltose (37
mM). a) diferentes morfologias de embrides somaticos. b-c) corte
longitudinal de embrido somatico, apresentando deformacao de
protoderme (pd) e procambio (pc). d) corte longitudinal de embrido
somatico, apresentando procambio (pc) , protoderme deformada
(pd) e meristema radicular (ar). Barras = Figura (a) 0,5mm; Figuras
(b-d) 0,1mm.
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Dos resultados obtidos, foi possivel observar o aumento na eficiéncia de
germinagdo dos embribes somaticos, utilizando tratamentos intermediarios ou
pré-germinativos, os quais tem sido empregados em diferentes espécies de
plantas.

- Para a laranja ‘Valéncia’, os embrides somaticos que permaneceram em
meio de cultura com 44 uM de sacarose, quando foram transferidos para o meio
de cultura de germinagdo, proporcionaram a maior percentagem, 52%, de
embrides germinados, em relagdo aos embrides somaticos que desenvolveram
no meio de cultura com 37mM de maltose (Tabela 7). Morfologicamente, estes
embrides mostraram cotilédones bem desenvolvidos e de coloragao uniforme,
com hipocoétilo alongado, semelhantes aos obtidos em meio de cultura
suplementados com carvao ativado (Figura 8a). Os embribes somaticos
desenvolvidos em meio de cultura com outras concentracbes de sacarose,
independente da adi¢do de carvao ativado, mostraram menor desenvolvimento,
principalmente dos cotilédones (Figura 8b) e deformagéo cotiledonar (Figuras 8
c-d), enquanto que aqueles transferidos para 0 mesmo meio de cultura de
estimulo a embriogénese somatica, apresentaram coloragéo irregular dos
cotiédones, desenvolvimento inicial de raiz e a presenga de pequena massa de
calo (Figura 8e). Em trabalho realizado por Kochba et al. (1972), a laranja
‘Valéncia' 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 maximo de
sincronia no desenvolvimento dos embrides somaticos.

Em relagéo a laranja ‘Seleta Vermelha', o maior numero de plantas foi
obtido em meio de cultura com 44 uM de sacarose, sendo observado uma
superioridade de 16% no numero de embrides somaticos germinados, em
comparagao ao meio de cultura com 37 mM de maltose (Tabela 8). Durante a
permanéncia dos embrides somaticos, nos tratamentos de pré-germinacgao,
verificou-se o inicio de formacgao de raiz e primoérdios foliares (Figura 9a), o que

pode ser considerado como o processo de germinagao.
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Tabela 7. Efeito de diferentes concentragbes de sacarose, na germinagao de
embrides somaticos de laranja ‘Valéncia’'.

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 0 2 4 3 5 0 0 0
Cotiledonar 10 1 8 8 9 10 10 9 13 9

Parte aérea = primordio foliar  Cotiledonar = embrido somatico ndo germinado  c.a = carvio ativado

Para os outros tratamentos que utilizaram sacarose, os embrides
somaticos, desenvolveram cotilédones multiplos (Figura 9b) ou deformados
(Figura 9d), e alguns desenvolveram-se pouco (Figura 9c), enquanto que no
meio de cultura suplementado com maltose os embrides somaticos mostraram
coloragao intensa dos primérdios foliares, os quais apresentaram pontos de
oxidacao (Figura 9e).

Nesta linhagem de calo, o niimero de embrides somaticos ndo germinados
em tratamentos que utilizaram o carvao ativado, foi muito maior que o ntimero
de plantas obtidas, podendo sugerir que este elemento estaria adsorvendo
substancias responsaveis pelo processo de germinacgao.

Os embrides somaticos de tangerina ‘Cleépatra’, linhagem 1 e ‘Cle6patra’
linhagem, 2, os quais nao histodiferenciaram, foram submetidos aos
tratamentos com sacarose para observar a possibilidade de alguma mudanga
na fase de desenvolvimento, no entanto, isto ndo ocorreu.

Durante o periodo que os embrides somaticos permaneceram em
sacarose, foram observados o desenvolvimento de calos, deformacbes no
embrido somatico e alguns permaneceram no estadio globular (Figuras 10a e
10d).
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Tabela 8. Efeito de diferentes concentragbes de sacarose, na germinagdo de
embrides somaticos 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 0 O 3 4 10 5
Parte aérea 12 11 13 16 12 12 10 13 15 5
Raiz 0 0 O 0O 0 O 0 5 0 0
Cotiledonar 1 0 O 1 13 7 9 3 0 15

Parte aérea = primoérdio foliar  Cotiledonar = embri&o somatico no germinado  c.a = carvio ativado

Para tangerina ‘Cleépatra’, linhagem 1 os embrides somaticos,
transferidos para meio de cultura com acido giberélico, ndo apresentaram
desenvolvimento normal, sendo observados inicio de formacgéao de raiz (Figuras
10e-f). Para a tangerina ‘Clebpatra’, linhagem 2, ndo ocorreu o desenvolvimento
da parte aérea (Figuras 10b-c), sendo os cotilédones deformados em relacao
aos das laranjas ‘Seleta Vermelha' e ‘Valéncia', e a iniciagdo da raiz, foi
observado em aproximadamente 23% dos embrides somaticos.

Os resultados obtidos na utilizagdo de diferentes concentragdes de acido
giberélico, para promover a derminagdo dos embrides somaticos,
demonstraram a formacgao de plantulas em todas as concentragdes utilizadas
(Tabelas 9 e 10), sendo observado variagdes nas respostas, quando comparou-
se os genotipos.

Para a laranja ‘Seleta Vermelha', 60% do embrides somaticos
desenvolveram-se em plantas, na concentragédo de 2,8 uM de acido giberélico,
enquanto que nas demais concentragdes, a conversao foi de 51% dos embrides

somaticos (Figuras 11a-c-e).



Figura 8. Aspecto geral de embrides somaticos de laranja ‘Valéncia’,

germinados em meio de cultura suplementado com GA; (1,4 uM),
apos o periodo de 10 dias em tratamento de pré-germinagéo. a)
embrido somatico cultivado em meio de cultura suplementado com
sacarose (44 mM) adicionado de carvdo ativado (0,5 g I7),
apresentando cotilédones verdes (ct), hipocétilo alongado e inicio
de emissao de raiz (r). b) embrido somatico cultivado em meio de
cultura suplementado com sacarose (15 mM), apresentando
cotilédones pequenos e eixo embrionario alongado. ¢) embrido
somatico cultivado em meio de cultura suplementado com
sacarose (73 mM), na presenca de carvao ativado (0,5 g I'"), com
cotilédones multiplos e auséncia de emergéncia de raiz. d)
embrido somatico cultivado em meio de cultura suplementado com
sacarose (102 mM), na presenca de carvao ativado (0,5 g I),
apresentando deformagao do hipocétilo. e) embrido somatico
cultivado em meio de cultura suplementado com maltose (37 mM),
mostrando irregularidade na coloragéo dos cotilédones, inicio de
emergéncia de raiz e pequena massa de calo. f) plantulas obtidas
em meio de cultura, utilizando como substrato agar, apresentando

desenvolvimento restrito de raiz. Barras = 0,5 mm.
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Figura 9. Aspecto geral dos embrioes somaticos de laranja ‘Seleta Vermelha’,
germinados em meio de cultura suplementado com GA; (1,4 uM),
ap6s o periodo de 10 dias em diferentes tratamentos de pré-
germinagao. a) embrido somatico cultivado em meio de cultura
suplementado @ com  sacarose (44 mM), apresentando
desenvolvimento de raiz (r) e primérdios foliares (pf). b) embrido
somatico cultivado em meio de cultura com sacarose (15 mM), na
presenca de carvao ativado (0,5 g I'"). ¢) embrido somatico cultivado
em meio de cultura suplementado com sacarose (73 mM),

apresentando cotilédones pequenos e bem formados. d) embrido

somatico cultivado em meio de cultura suplementado com sacarose
(102 mM), apresentando deformacgdo dos cotilédones. e) embrido
somatico, cultivados em meio de cultura suplementados com maltose
(37 mM), apresentando coloragéo intensa dos cotilédones e pontos
de oxidagao. f) plantulas obtidas em meio de cultura, utilizando como
substrato vermiculita, apresentando ramificagbes da raiz. Barras =

0,5 mm.




Figura 10. Efeito do tratamento de pré-germinagdo, no desenvolvimento de

embrides somaticos de tangerina ‘Cledpatra’, linhagens 1 e 2. a)
embrides somaticos de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 2, cultivados
em meio de cultura suplementado com sacarose (44 mM), com
deformagao no desenvolvimento. b-c) embribes somaticos de
tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 2, germinados em meio de cultura
com acido giberélico, apds tratamento em meio de cultura de pré-
germinacdo com sacarose (102 mM) ou maltose (37 mM),
apresentando desenvolvimento irregular, com emergéncia de raiz e
auséncia de parte aérea. d) embribes somaticos de tangerina
‘Cledpatra’, linhagem 1 cultivados em meio de cultura suplementado
com maltose (37 mM), com a formagdo de calos e embrides
somaticos deformados. e) embribes somaticos de tangerina
‘Cledpatra’, linhagem 1, germinados em meio de cultura com acido
giberélico, apos tratamento em meio de cultura de pré-germinagao
com sacarose (73 mM), com o desenvolvimento de raiz. f) embrides
somaticos de tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 1, germinados em
meio de cultura com acido giberélico, apds tratamento em meio de
cultura de pré-germinagcdo com sacarose (15 mM), com o

desenvolvimento irregular. Barras = 1mm.
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A morfologia das plantulas ndo diferiram em relagdo aos tratamentos,
sendo observado o desenvolvimento de raiz e do caule principal, o qual
apresentou algumas ramificagdes. Em trabalho realizado por Moore (1985), dos
embrides somaticos transferidos para o meio de cultura suplementado com 2,8
pM de acido giberélico, a taxa de germinacédo foi de 94% de plantulas
completas, raiz e primérdio foliar, enquanto que para Citrus deliciosa, a
regeneracao de plantas, variou entre 19 e 35%.

Tabela 9. Efeito de diferentes concentragdes de acido giberélico, na germinacao
de embrides somaticos de laranja ‘Seleta Vermelha'.

GAs (1M)
1.4 2.8 4,3
Planta 18 21 18
Parte aérea 0 0 0
Raiz 4 0 0
Cotiledonar 13 14 17

Cotiledonar = embrido somatico ndo germinado

Para a laranja ‘Valéncia’ (Tabela 10), 23% dos embrides somaticos,
formaram pléntulas na concentragdo de 1,4 uM de acido giberélico, o que pode
ser considerado baixo, quando comparados aos resultados obtidos para a
laranja ‘Seleta Vermelha’, sendo observado um grande numero de plantulas
apresentando apenas o desenvolvimento da parte aérea (Figuras 11b-d-f),
demonstrando a possivel necessidade de suplementagido do meio de cultura
com aditivos que favoregam o processo de enraizamento. Em trabalho realizado
por Kochba et al., (1974), com embridides de laranja ‘Shamouti’, demonstraram
a eficiéncia no desenvolvimento de plantas com inicio de raiz, em meio de

cultura suplementado com sulfato de adenina, acido giberélico e sacarose em
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concentragdes de 5 a 6%, os quais segundo o autor, seria responsavel por
iniciar a regido meristematica ou estimular o seu desenvolvimento. A
importancia da sacarose, foi verificada em trabalho realizado por Carrier et al.,
(1997), onde 25% da sacarose disponivel no meio de cultura foi consumida,
podendo estar envolvida na disponibilizagao de lipidos para o consumo, durante
0 processo de germinagao.

Tabela 10. Efeito de diferentes concentragbes de acido giberélico, na
germinacgao de embrides somaticos de laranja ‘Valéncia’'.

GA; (uM)
14 2.8 4.3
Planta 8 6 5
Parte aérea 12 19 13
Raiz 0 0 0
Cotiledonar 15 10 17

Cotiledonar = embriao somatico ndo germinado



Figura 11.

Efeito de diferentes concentragbes de acido giberélico na
germinagao de embrides somaticos de laranja ‘Seleta Vermelha’
e ‘Valéncia'. a) embriées de laranja ‘Seleta Vermelha’, cultivados
em meio de germinagdao com acido giberélico (1,4 pM.). b)
embrides somaticos de laranja ‘Valéncia’, cultivados em meio de
germinagdo com 4acido giberélico (1,4 pM), com o
desenvolvimento de plantas completas, primérdios foliares, ou
sem desenvolvimento. c) embrides somaticos de laranja ‘Seleta
Vermelha', cultivados em meio de germinagdo com acido
giberélico (2,8 uM). d) embrides somaticos de laranja ‘Valéncia’,
cultivados em meio de germinagao com acido giberélico (2,8 uM)
com o desenvolvimento de plantas completas ou plantas
incompletas com primérdios foliares. e) embrides somaticos de
laranja ‘Seleta Vermelha’, cultivados em meio de germinagéo,
com 4acido giberélico (4,3 uM). f) embrides somaticos de laranja
‘Valéncia’, cultivados em meio de germinagdo com &cido
giberélico (4,3 M), com o desenvolvimento de plantas completas

e embrides somaticos ndo germinados.
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5 CONCLUSOES

Com base nos resultado obtidos, pode-se concluir que:
a) A formagao de embrides somaticos nas diferentes linhagens de calos, foi
dependente do genétipo estudado, sendo as melhores fontes de carboidratos, a
maltose, seguidas pela galactose e lactose.
b) As linhagens de calo de limao Cravo’ e tangerina ‘Cledpatra’, linhagem 2,
demonstraram baixo potencial embriogénico, nos diferentes tratamentos
utilizados.
c) A utilizagdo de inibidor de auxina, AZIl, ndao produziu um niamero médio de
embrides somaticos satisfatério, quando comparados as fontes de carboidratos,
necessitando de melhores estudos com relagao a estimativa do nivel endégeno
de auxina para cada genétipo.
d) A densidade de plaqueamento, em conjunto com a fonte de carboidrato,
pode contribuir para aumentar a eficiéncia no estimulo a embriogénese
somatica.
e) A caracterizagao histolégica dos embrides somaticos, permitiu afribuir o fato
de ndo ocorrer o desenvolvimento do embridao somatico, principalmente para
tangerina ‘Cledpatra’, linhagens 1 e 2, e limdo ‘Cravo’, pela auséncia de
estruturas como os meristemas caulinar e radicular, protoderme e/ou
procambio.
f) A histodiferenciagdo ocorreu de maneira completa para as laranjas ‘Valéncia’,
‘Seleta Vermelha' e ‘Caipira’, sendo suas estruturas internas compostas por
regides meristematicas, procadmbio e protoderme.
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g) Tratamentos intermediarios, para a conversao dos embrides somaticos em
plantas, mostraram-se satisfatorios, sendo melhores resultados obtidos para a
laranja ‘Valéncia’ e ‘Seleta Vermelha'.
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