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DESEMPENHO DE DIFERENTES ESTÁDIOS EMBRIONÁRIOS NO CULTIVO in vitro DE
EMBRIÕES DE ‘PÊRA RIO’ x ‘PONCÃ’1

EDVAN ALVES CHAGAS2 , MOACIR PASQUAL3 , LEONARDO FERREIRA DUTRA3, ADRIANO BORTOLOTTI DA
SILVA3,4, JAIRO OSVALDO CAZETTA2, FLÁVIA CARVALHO SANTOS3, POLLYANA CARDOSO3

RESUMO - Objetivou-se verificar qual o melhor estádio embrionário para o cultivo de embriões imaturos oriundos de frutos provenientes de
hibridação entre ‘Pêra Rio’ x ‘Poncã’, bem como o efeito de diferentes concentrações do meio de cultura MT. Os embriões em diferentes estádios de
desenvolvimento (globulares, torpedo e cordiforme) foram excisados e inoculados em tubos de ensaio contendo 15 mL do meio MT com diferentes
concentrações (0; 50; 100 e 150% da composição original e acrescido de 50 g.L-1  de sacarose). Após a inoculação, os embriões foram incubados à
27±1ºC, fotoperíodo de 16 horas e irradiância de 32 µmol.m -2.s-1. Após 90 dias, avaliou-se o comprimento da parte aérea e do sistema radicular, massa
fresca e número de folhas das plântulas. Melhor desenvolvimento dos embriões imaturos foi obtido em estádio cotiledonar e com a concentração de
150% do meio MT.
Termos para indexação: Citrus sinensis,  Citrus reticulata, meio de cultura, cultura de embriões

PERFOMANCE OF DIFFERENT EMBRYO STAGE OF SWEET ORANGE x MANDARIN CULTIVATED in vitro

ABSTRACT – Embryos obtained from Citrus sinensis Osbeck ‘Pêra Rio’ x Citrus reticulata Blanco ‘Poncã’ crossings were excised in diverse phases
of development and cultivated in different medium concentrations. Embryos in globular, torped and cotiledonary stage were excised and inoculated
individually in test tubes with 15 mL in distinct MT medium concentrations (0; 50; 100 and 150% of original composition and added sucrose (50 g.L-

1). After inoculation, the embryos were maintained in growth room at 27±1ºC, 16 hour photoperiod and 32 umol.m-2.s-1 irradiance. After 90 days, the
length of the aerial part and roots system, fresh mass and number of leaves, were evaluated. The best results were obtained by incubating embryos
in the cotiledonary stage, in MT medium with concentrations of 150%.
Index terms: Citrus sinensis,  Citrus reticulata, culture medium, embryos culture

1 (Trabalho 066/2003). Recebido: 10/06/2003. Aceito para publicação: 01/10/2003. Parte da dissertação apresentada a Universidade Federal de Lavras (UFLA) para
obtenção do título de mestre.

2 FCAV/UNESP - Departamento de Tecnologia, Rod. Prof. Paulo Donato Castellane, s/n, 14884-900. Jaboticabal, SP. E-mail: cazetta@fcav.unesp.br,
edyvanchagas@bol.com.br.

3 Departamento de Agricultura, Universidade Federal de Lavras (UFLA). Cx. Postal, 37, 37200-000. Lavras, MG. E-mail: mpasqual@ufla.br
4 Bolsista BAT/FAPEMIG.

Os métodos clássicos de melhoramento, utilizados na obten-
ção de novos híbridos em Citrus e gêneros afins, estão limitados por
problemas como apomixia, elevadas taxas de heterozigose, incompatibi-
lidade sexual, esterilidade masculina e feminina, além de longo período
de juvenilidade (Cameron & Frost, 1968; Soost & Cameron, 1975). A
elevada taxa de poliembrionia, generalizada entre as espécies de Citrus,
resulta normalmente em elevada taxa de aborto do embrião zigótico,
devido à competição exercida sobre ele pelos embriões nucelares, geral-
mente mais vigorosos (Soost & Cameron, 1975). Entretanto, esses em-
briões podem ser resgatados via cultivo in vitro em meio de cultura
adequado (Sharma et al., 1996).

O sucesso no resgate de embriões híbridos dependerá, princi-
palmente, do estádio em que o embrião está sendo excisado e da compo-
sição do meio de cultura utilizado no cultivo in vitro . De maneira geral,
o embrião, durante o seu desenvolvimento, passa pelas fases globular,
cordiforme, torpedo e cotiledonar, sendo que o cumprimento destas
fases é imprescindível para a perfeita formação da plântula. Ocorre, po-
rém, que embriões em estádios de desenvolvimento globular e cordiforme
são mais exigentes em relação ao meio de cultivo, pois quanto mais
jovens os embriões, mais difícil é o cultivo in vitro, devido ao seu pe-
queno tamanho e danos durante a excisão e, mais complexas são suas
exigências nutricionais (Hu & Ferreira, 1998).

Diversos meios de cultura ou suas modificações têm sido utili-
zados no cultivo in vitro de embriões em diferentes estádios de desen-
volvimento embrionário de acordo com o gênero, espécie ou varieda-
des. Entretanto, definir o meio de cultura e/ou sua composição, com
possibilidade de sustentar o crescimento e desenvolvimento de embri-
ões imaturos, se constitui no aspecto mais importante da cultura de
embriões in vitro (Pasqual et al., 2001). Em razão disso, têm sido realiza-
dos inúmeros trabalhos com o objetivo de elucidar os efeitos de diver-
sos fatores no cultivo in vitro de embriões de citros, dentre eles a con-
centração ótima de macro e micronutrientes, vitaminas e misturas com-
plexas do meio de cultura MT (Morais, 1997), além de estudos de iden-

tificação dos estádios de desenvolvimento embrionário (Ribeiro et al.,
1999).

Desta forma, objetivou-se estudar o cultivo de embriões
imaturos em diversos estádios embrionários oriundos de frutos
provenientes da hibridação entre laranjeira ‘Pêra Rio’ x tangerineira
‘Poncã’, bem como o comportamento destes em diferentes concentrações
do meio MT.

Utilizaram-se frutos com 3 a 4 cm de diâmetro, provenientes de
hibridações entre Citrus sinensis Osbeck ‘Pêra Rio’ x Citrus reticulata
Blanco ‘Poncã’. As sementes foram removidas e tratadas com álcool
70% por cinco minutos e, posteriormente, com hipoclorito de sódio 2%,
por 20 minutos, sendo em seguida lavadas três vezes com água destila-
da e autoclavada. Em condições assépticas, os embriões no estádio
globular, torpedo e cotiledonar foram excisados e inoculados individual-
mente em tubos de ensaio (25 x 150 mm), contendo 15 mL de meio de
cultura MT (Murashige e Tucker, 1969), modificado com diferentes con-
centrações de sais e vitaminas do próprio meio (0; 50; 100 e 150%),
acrescido de 50 g.L-1 de sacarose. Após a inoculação, os embriões foram
incubados em sala de crescimento a 27±1ºC, fotoperíodo de 16 horas e
irradiância de 32 µmol.m-2 .s-1 . O delineamento experimental foi inteira-
mente casualizado, com 4 repetições, sendo cada repetição constituída
por três tubos, em esquema fatorial 3 x 4. Após 90 dias, as plântulas
foram avaliadas com base no comprimento da parte aérea e do sistema
radicular, massa  fresca e número de folhas.

O maior comprimento da parte aérea (1,63 cm) foi obtido com
embriões no estádio cotiledonar, seguido por aqueles no estádio torpe-
do, independentemente da concentração do meio de cultura utilizado
(Tabela 1). O comprimento da parte aérea aumentou linearmente com o
incremento das concentrações do meio de cultura MT para todos os
estádios (Figura 1A). Embora a concentração de sais do meio MT seja
alta, o que poderia causar toxidez aos embriões, provavelmente a alta
concentração de sacarose (50 g.L-1 ) atua como um atenuador do meio,
evitando danos aos embriões. Hu & Ferreira (1998) citam que os
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carboidratos desempenham importante papel na manutenção da
osmolaridade adequada do meio de cultura. Os mesmos autores ainda
descrevem que quanto mais jovem for o embrião, mais alta deverá ser a
osmolaridade do meio.

O comprimento do sistema radicular, massa fresca e número de
folhas por plântula aumentou linearmente com o incremento das con-
centrações do meio MT para os embriões nos estádios globular, torpedo
e cotiledonar. Os maiores valores para as variáveis analisadas foram
obtidos com embriões no estádio cotiledonar, seguidos por aqueles no
estádio torpedo e globular (Figuras 1B, 1C e 1D).

De maneira geral, o maior desenvolvimento de embriões foi
obtido no estádio cotiledonar, seguido pelo estádio torpedo. Indepen-
dentemente do estádio em que foram excisados, houve desenvolvimen-
to significativo dos embriões com o incremento das concentrações do
meio de cultura MT (Figuras 1A, 1B, 1C e 1D). Esse maior potencial de
desenvolvimento dos embriões nos estádios cotiledonar e torpedo, jun-
tamente com a disponibilidade de nutrientes do meio de cultura, prova-
velmente induziu o maior desenvolvimento destes tipos de embriões no
presente trabalho.

Carimi et al. (1998) verificaram que a germinação dos embriões
de citros foi máxima naqueles que se encontravam no estádio cotiledonar.
Em contrapartida, aqueles no estádio globular tiveram baixa germinação
e desenvolvimento lento. Quando os embriões estão em fases mais de-
senvolvidas adquirem uma capacidade autotrófica e, por vezes, podem
responder melhor às condições do meio de cultura (Rhagavan, 1976 &
1980). Devido ao fato de apresentarem maior tamanho (≥ 5 mm), estes
embriões germinam mais facilmente provavelmente pela maior quantida-
de de reservas nutritivas presente em seus cotilédones. Ribeiro et al.
(1999), trabalhando com estádios de desenvolvimento embrionário e
localização do embrião zigótico em sementes de citros, também observa-
ram que embriões zigóticos que alcançaram o pleno desenvolvimento
encontravam-se no estádio cotiledonar, caracterizando menor depen-
dência de suprimentos exógenos para germinar e desenvolver.

Os embriões no estádio globular tenderam a apresentar menor
desenvolvimento, resultados estes que concordam com o afirmado por
Bruck & Walker (1985) ao mencionarem que o cultivo de embriões é
dependente do genótipo e estádio de desenvolvimento, sendo a taxa de
germinação inversamente proporcional à idade do embrião. Rhagavan
(1976 & 1980) descreve que embriões em fase inicial de desenvolvimen-
to são heterotróficos e, muitas vezes, as condições ideais de nutrição
são desconhecidas. Entretanto, é interessante que se estude as condi-
ções que viabilizem o cultivo de embriões globulares, pois, devido à
depressão endogâmica, bastante comum no gênero Citrus, quanto mais
cedo resgatá-los, maior a possibilidade de sobrevivência e melhor de-
senvolvimento dos embriões zigóticos que são os mais importantes nos
programas de melhoramento.

O melhor desenvolvimento de embriões imaturos dos cruza-
mentos ‘Pêra Rio’ x ‘Poncã’ é obtido quando os mesmos são excisados
no estádio cotiledonar e incubados na concentração de 150% do meio
de cultura MT.

TABELA 1 - Comprimento da parte aérea (CPA) de plântulas oriundas de
embriões imaturos em diferentes estádios embrionários
provenientes do cruzamento controlado entre laranjeira
‘Pêra Rio’ x tangerineira ‘Poncã’ quando cultivados em
diferentes concentrações do meio MT. UFLA, Lavras, MG,
2002.

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 1% de probabilidade,
segundo o teste de Tukey.

FIGURA 1 - Comprimento da parte aérea (A) e do sistema radicular (B), massa fresca (C) e número de folhas (D) de plântulas oriundas de embriões em
diferentes estádios embrionários provenientes de hibridação entre laranjeira ‘Pêra Rio’ x tangerineira ‘Poncã’, cultivados em diferentes
concentrações do meio MT. UFLA, Lavras, MG, 2002.
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