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RESUMO � (Morfologia de embriões nucelares de laranja 'Valência' (Citrus sinensis (L.) Osbeck). Esse trabalho
teve como objetivo avaliar a morfologia de embriões nucelares de laranja 'Valência' (Citrus sinensis (L.) Osbeck) a
fim de fornecer informações para estudos de embriogênese somática induzida in vitro visando o melhoramento de
citros que utilizem essa variedade. Para a realização dessas avaliações, embriões coletados de sementes provenien-
tes de frutos maduros (13 meses após o florescimento) foram fixados, desidratados e preparados para a realização
dos cortes histológicos seriados. Dos embriões avaliados, apenas um apresentou a morfologia de embrião zigótico.
Os demais mostraram cotilédones com angulações e formatos distintos. Foram observados embriões mal formados
com a não diferenciação de ápice caulinar e/ou ápice radicular, não desenvolvimento de um dos cotilédones, além
de eixo embrionário colapsado. Os dados obtidos poderão auxiliar na interpretação dos tipos morfológicos de
embriões somáticos obtidos in vitro e sua capacidade de conversão em plantas.

Palavras-chave � Citrus, anatomia, embriões nucelares

ABSTRACT � (Morphology of 'Valencia' sweet orange (Citrus sinensis (L.) Osbeck) nucellar embryos). This
research work evaluated the morphology of nucellar embryos of  'Valencia' sweet orange (Citrus sinensis (L.)
Osbeck), in  an effort to provide this information as a reference in somatic embryo induction experiments, for in
vitro breeding of this cultivar. Embryos were collected from mature fruits (13 months after blooming), and were
fixed, dehydrated and prepared for serial histological cuts. Among the embryos, only one presented similar
morphology to a zygotic embryo, whereas the others showed different shapes and angles in the cotyledons. Not well
formed embryos were also observed, mainly due to the lack of the differentiation of the shoot apex and/or root apex,
undevelopment of one of the cotyledons, or sometimes due to the collapsed embryo. The results may contribute to
a better understanding of different embryo morphologies of somatic embryos and their capacity to convert in plants.
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Introdução

As plantas cítricas ocupam o primeiro lu-
gar na produção mundial de frutos, sendo as la-
ranjas responsáveis por 64% do volume de pro-
dução (Neves & Boteon 1998). Por outro lado,
o Brasil é o maior produtor de laranja do mundo
(FAO 2000), sendo que o Estado de São Paulo
produz 82% do total produzido no Brasil (Ne-
ves & Boteon 1998) e 85% do suco concentra-
do comercializado no mercado internacional
(Neves & Neves 1996). Apesar da posição de
liderança de produção, a ocorrência de proble-
mas fitossanitários graves como a Clorose
Variegada dos Citros (CVC), o cancro cítrico, a
leprose, a lagarta minadora, a gomose, o declínio,
vêm ameaçando a posição mundial ocupada pela
citricultura brasileira (Neves & Boteon 1998) e
acarretando muitos gastos e prejuízos ao setor
citrícola. Diante dessa situação, demonstra-se a
grande importância da obtenção de variedades
melhoradas que apresentem tolerância a pragas
e doenças para que a citricultura apresente bom
desempenho, com elevada produtividade, fru-
tos de qualidade e diminuição dos custos de pro-
dução.

Programas de melhoramento em citros vêm
sendo desenvolvidos desde o século passado
(Davies & Albrigo 1994). Entretanto, os méto-
dos convencionais que utilizam a hibridação
sexual, têm apresentado pouco sucesso (Spiegel-
Roy & Vardi 1984), devido a aspectos da biolo-
gia reprodutiva dos citros, como alta
heterozigose, esterilidade de pólen e óvulo, in-
compatibilidade sexual, poliembrionia nucelar
e juvenilidade (Vardi et al. 1974; Ling et al.
1989; Grosser & Gmitter Junior 1990).

Técnicas biotecnológicas podem ser uma
opção para que as limitações relacionadas à
biologia reprodutiva dos citros, que dificultam
a obtenção de variedades melhoradas através de
métodos convencionais de melhoramento, sejam
superadas. Maiores possibilidades de sucesso no
melhoramento dos citros podem ser conseguidas
pelo desenvolvimento de programas que asso-

ciem métodos convencionais de melhoramento
a essas novas técnicas (Grosser & Gmitter Junior
1990).

A hibridação somática via fusão de
protoplastos de variedades com características
complementares tem se tornado muito impor-
tante em programas de melhoramento genético
de citros. Atualmente existem mais de 100 hí-
bridos somáticos de citros, sendo que a grande
maioria deles foi regenerado via embriogênese
somática (Grosser et al. 1996). Outra técnica
com grande potencial de utilização no melhora-
mento de citros é a transformação genética, para
a qual a embriogênese somática é muito impor-
tante para a regeneração de plantas a partir de
calo transformado (Grosser 1994).

Ambas as técnicas utilizam a embriogênese
somática na regeneração de plantas, sendo esse
processo relatado nos citros desde a década de
60 (Dunstan et al. 1995). Entretanto, a
embriogênese somática in vitro de citros não é
bem caracterizada, já que desde os primeiros tra-
balhos, como o de Rangan et al. (1968), a taxa
de sucesso no desenvolvimento de embriões era
baixa, chegando a 20-30% em alguns tratamen-
tos. Esse tipo de problema foi também mencio-
nado por Gmitter Junior & Moore (1986), que
relatam o aparecimento de grande número de
embriões somáticos obtidos in vitro com anor-
malidades de desenvolvimento, os quais, em
função do grau de má formação, não eram con-
vertidos em plantas. Mais recentemente, Ling
& Iwamasa (1997) relataram conversão de em-
briões em plantas de gêneros parentes dos Citrus
de apenas 23,4%. O problema de baixa taxa de
conversão em plantas foi observado também por
Mendes-da-Glória (1998) em trabalhos de
hibridação somática.

Estudos de embriogênese somática têm
mostrado uma relação positiva entre aberrações
morfológicas e a baixa conversão de embriões
somáticos em plantas, como amendoim
(Wetzstein & Baker 1993), cenoura (Nickle &
Yeung 1994), noz-pecan (Rodriguez & Wetzstein
1994), batata-doce (Padmanabhan et al. 1998),
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uva (Passos et al. 1999) e soja (Fernando 1999).
Com intuito de otimizar a embriogênese

somática em outras espécies, vem se tornando
cada vez mais comum a comparação da
embriogênese zigótica e somática. Em citros, a
possibilidade de se comparar o processo de
embriogênese somática nucelar e a
embriogênese somática induzida in vitro parece
ainda mais atraente, já que estão sendo compa-
radas morfologias de embriões obtidos a partir
de células somáticas.

Desta forma, esse trabalho teve como obje-
tivo avaliar características anatômicas de
morfologias distintas de embriões nucelares de
laranja 'Valência' (Citrus sinensis (L.) Osbeck),
a fim de gerar informações a serem utilizadas
na otimização de protocolos de embriogênese
somática de citros, através da seleção de tipos
morfológicos passíveis de conversão em plan-
tas, visando assim contribuir para a eficiência
de obtenção de plantas melhoradas via
hibridação somática e via transformação gené-
tica, já que esta última depende de um protoco-
lo altamente eficiente de regeneração de plan-
tas in vitro.

Material e métodos

Os embriões nucelares encontrados em
aproximadamente 40 sementes coletadas de fru-
tos maduros (13 meses após o florescimento) de
laranja 'Valência' (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
foram fixados na solução de Karnovsky
(Karnovsky 1965) e a desidratação foi feita em
série alcoólica-etílica. Os embriões foram
infiltrados com historesina glicol-metacrilato da
Reichert-Jung. Foram feitos cortes seriados dos
embriões com espessura de 5µm, e as seções
foram coradas com solução contendo 0,05% de
azul de toluidina em 0,15 M de K2PO4 (Sakai
1973).

As lâminas foram fotomicrografadas com
auxílio de fotomicroscópio NIKON AFX-DX,
utilizando-se filmes Kodak Gold ISO 100 e T-
MAX ISO 100.

Resultados e discussão

Embriões de citros, segundo Frost & Soost
(1968), apresentam cotilédones carnosos, que
constituem a maior parte do embrião maduro,
inseridos no hipocótilo pequeno. Na semente
monoembriônica de citros, geralmente o embrião
possui dois cotilédones com tamanho e formato
praticamente iguais. Durante a coleta de mate-
rial a ser analisado no presente estudo, encon-
trou-se uma semente que continha apenas um
embrião (Fig. 1 a 3). Acredita-se que esse em-
brião, pela morfologia dos cotilédones e do eixo
embrionário não anguloso, no qual estão dife-
renciados os ápices meristemáticos caulinar e
radicular, seja de origem zigótica. Entretanto, a
laranja 'Valência' é uma variedade poliem-
briônica, ou seja, que produz embriões extras,
derivados não de células do saco embrionário,
mas de células somáticas do nucelo, que desen-
volvem-se no óvulo lado a lado com o embrião
zigótico. Esses embriões são também chamados
de embriões nucelares (Frost & Soost 1968).

Os demais embriões coletados e avaliados
no presente estudo eram de origem nucelar, com
formas e tamanhos muito diferentes, caracterís-
ticas também encontradas em sementes
poliembriônicas de citros (Frost & Soost 1968)
e de Aspidosperma polyneuron M. Arg. (Souza
& Moscheta 1992).

Segundo Koltunow (1993), o desenvolvi-
mento de embriões nucelares é morfologi-
camente similar, se não idêntico, aos estágios de
desenvolvimento de embriões sexuais em Citrus,
podendo-se esperar embriões nucelares
morfologicamente parecidos. Porém, no presen-
te estudo foram encontrados embriões nucelares
morfologicamente distintos em uma mesma se-
mente e em diferentes sementes de laranja
'Valência'. Parte desta variação morfológica po-
deria ser explicada pela competição por espaço
no interior da semente, por exemplo, cotilédones
com angulações (Fig. 5 e 8), eixo embrionário
colapsado (Fig. 8 e 9) e embriões anisoco-
tiledonares (Fig. 11).
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Figuras 1-3. 1. Morfologia externa de um embrião de laranja 'Valência' (barra = 870µm); 2-3. cortes longitudinais do
embrião da fig. 1; 2. visão geral do embrião, mostrando os cotilédones e o eixo embrionário não angulosos (barra =
1,5mm); 3. detalhe do eixo embrionário (barra = 552µm).
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Figuras 4-7. 4. Morfologia externa de um embrião nucelar de laranja 'Valência' (barra = 870µm); 5-7. cortes longitudinais
do embrião nucelar da fig. 4; 5. visão geral do embrião, mostrando o eixo embrionário e cotilédones com angulações
(barra = 552µm). 6-7. detalhes dos cotilédones e eixo embrionário, mostrando os meristemas apicais caulinar e radicular
bem diferenciados (barras = 205µm e 102µm, respectivamente).
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Figuras 8-11. 8-10. Cortes longitudinais de embriões nucelares mal-formados de laranja 'Valência'; 8. visão geral de um
embrião com o eixo embrionário colapsado (barra = 205µm); 9. detalhe do eixo embrionário colapsado, mostrando as
células obliteradas (barra = 53µm); 10. visão geral de um embrião nucelar desprovido de ápice radicular, porém com
cotilédones e ápice caulinar bem diferenciados (barra = 552µm); 11. embrião com um dos cotilédones atrofiados  (seta)
(barra = 552µm).
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Figuras 12-16. 12. Morfologia externa de um embrião nucelar de laranja 'Valência' com estrutura atípica (barra = 238µm);
13-14. cortes longitudinais do embrião nucelar mostrado na fig. 12, cujo eixo embrionário apresenta o ápice caulinar não
diferenciado (barras = 552 e 205µm, respectivamente); 15. morfologia externa de um embrião nucelar de laranja 'Valência'
com estrutura atípica (barra = 870µm); 16. corte longitudinal do embrião que não apresenta a diferenciação dos pólos
caulinar e radicular (barra = 205µm).
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Outra alteração morfológica encontrada foi
a falta de desenvolvimento do ápice caulinar e/
ou radicular. Na Fig. 10, observa-se um embrião
com cotilédones e ápice caulinar bem desenvol-
vidos. Entretanto, não ocorreu a diferenciação
da região radicular desse embrião. Por outro
lado, nas Fig. 12 a 14, o embrião nucelar, embo-
ra apresente o ápice radicular bem diferencia-
do, o ápice caulinar é do tipo juvenil (Liu et al.
1993). As análises seriadas de um embrião
morfologicamente similar ao mostrado na Fig.
15, permitiram observar a ausência de diferen-
ciação dos ápices caulinar e radicular. Um des-
tes cortes está representado na Fig. 16.

Estudos envolvendo a regeneração de plan-
tas via embriogênese somática in vitro em dife-
rentes culturas têm apontado o surgimento de
embriões somáticos com anormalidades de de-
senvolvimento e más-formações, que variam
bastante em função do gênero e espécie estuda-
dos, além da influência exercida também pelo
tratamento in vitro. Dentre as alterações obser-
vadas, os embriões somáticos diferem principal-
mente em relação à morfologia do meristema
apical caulinar e dos cotilédones. Trabalhos en-
volvendo o cultivo e conversão de embriões
somáticos em plantas em diferentes culturas
(Wetzstein & Baker 1993; Nickle & Yeung 1994;
Rodriguez & Wetzstein 1994; Padmanabhan
et al. 1998; Passos et al. 1999; Fernando 1999)
têm relacionado a baixa taxa de conversão com
as anormalidades presentes no meristema apical
caulinar dos embriões.

Dentre as más-formações observadas nos
embriões do presente estudo, as que poderiam
estar relacionadas à baixa taxa de conversão em
plantas, são o eixo embrionário colapsado (Fig.
8 e 9) e o não desenvolvimento do meristema
apical caulinar (Fig. 12 a 16).

A partir de sementes germinadas, foram ob-
servadas plântulas com cotilédones de tamanhos
bastante diferentes (dados não mostrados), in-
dicando que a presença de embriões com
cotilédones angulosos e de tamanhos distintos

são características morfológicas que não afetam
a conversão destes em plantas.

No caso de variedades poliembriônicas do
gênero Citrus, a presença de embriões nucelares
com problemas de desenvolvimento descritos
neste trabalho poderia explicar porque o núme-
ro médio de plântulas germinadas por semente
(2-3) é comumente bem inferior ao número to-
tal de embriões (Frost & Soost 1968).

Com os resultados obtidos neste trabalho,
foi possível observar a morfologia de um em-
brião típico de laranja 'Valência' e as variações
morfológicas encontradas em embriões
nucelares desta mesma variedade. Deste modo,
estes dados poderão ser úteis na avaliação da
morfologia de embriões somáticos e da sua ca-
pacidade de conversão em plantas.
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