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RESUMO 
 

A cultura de embriões é de grande importância no 
melhoramento de citros por proporcionar o resgate de embriões 
híbridos imaturos oriundos de cruzamentos interespecíficos. 
Objetivou-se estudar a influência do pH e da concentração do ágar no 
cultivo in vitro de embriões imaturos de tangerineira ‘Poncã’. 
Embriões foram excisados e inoculados individualmente em tubos de 
ensaio contendo 15 mL do meio de cultura MS modificado em relação 
à concentração do ágar (0; 3,5; 7; 10,5 e 14 g.L-1), ajustado a 
diferentes pHs (3,7; 4,7; 5,7 e 6,7) e posteriormente esterilizado (121 
oC, 20 min.). Os embriões permaneceram por 48 horas no escuro e 60 
dias em sala de crescimento a 27 ± 1 ºC, fotoperíodo de 16 horas e 
intensidade luminosa de 35 µM.m-2.s-1. A utilização de meio de cultura 
líquido e pH ácido, entre 3,7 e 5,7, proporciona melhor 
desenvolvimento de embriões de tangerineira ‘Poncã’. 
 

Palavras-chave: Citrus reticulata, cultura de embriões, 
melhoramento genético, meio de cultura MS. 
 
 

INTRODUÇÃO 
 

Os métodos de melhoramento clássico utilizados no 
desenvolvimento de novas variedades de citros estão 
limitados a problemas peculiares, tais como embrionia nucelar, 
elevadas taxas de heterozigose, incompatibilidade sexual, 
esterilidade masculina e feminina, além do longo período 
juvenil (SOOST & CAMERON, 1975). 

A cultura de embriões é de grande importância no 
melhoramento dos citros por proporcionar o resgate de 
embriões híbridos imaturos, oriundos de cruzamentos 
interespecíficos e intergenéricos. Incompatibilidades são, 
muitas vezes, encontradas em tais cruzamentos, o que resulta 
em sementes com embriões abortivos (HU & FERREIRA, 
1998). Estes embriões geralmente abortam sem germinar, 
mas podem, em muitos casos, ser resgatados mediante um 
apropriado procedimento in vitro (SHARMA et al., 1996) e 
postos a se desenvolver em meio de cultura adequado. 
Trabalhos têm sido realizados objetivando elucidar os efeitos 
dos diversos fatores no cultivo in vitro de embriões de citros 
(RIBEIRO et al., 1997, 1998, 1999 e 2000). 

Os meios de cultura sólidos ou semi-sólidos 
normalmente são solidificados com ágar. A consistência do 
meio de cultura depende da concentração e qualidade de ágar 
utilizada, do pH, do tipo de explante, da concentração de sais 

e da presença de outras substâncias como o carvão ativado, 
os quais interferem na gelificação (CALDAS et al., 1998; 
MURASHIGE, 1974). Existem várias marcas comerciais 
disponíveis de ágar, que usualmente são utilizadas em 
concentrações que variam de 0,4 a 1 % (CALDAS et al., 
1998). Entretanto, recomenda-se minimizá-lo ou otimizá-lo no 
preparo do meio de cultura, pelo fato do ágar ser considerado 
o componente de maior custo do meio de cultura (SINGHA, 
1984; GEORGE, 1993; PEIXOTO & PASQUAL, 1995). 

O pH é um fator crítico e muito importante do meio de 
cultura, influenciando na disponibilidade de nutrientes, 
fitorreguladores e no grau de solidificação do ágar. Se bem 
ajustado, o pH pode promover maior e melhor aproveitamento 
dos nutrientes pelo explante. Os efeitos do pH podem ser 
diretos ou indiretos, influindo, por exemplo, na utilização das 
fontes de nitrogênio. Valores de pH mais baixos (meios de 
cultura mais ácidos) dificultam a utilização do amônio, 
enquanto valores mais altos de pH diminuem a utilização do 
nitrato (STREET & SHEAT, 1958; MARTIN & ROSE, 1976). 
Para um crescimento adequado da maioria das espécies, a 
faixa de 5 a 6,5 revela o melhor ajuste de pH (PIERIK, 1987). 
Se os níveis de pH forem inferiores a 4,5 e superiores a 7, 
poderá ocorrer paralisação do crescimento e do 
desenvolvimento in vitro (MURASHIGE, 1974). 

A variação de pH no meio de cultura pode ser devida à 
absorção diferencial do amônio e do nitrato (SINGHA et al., 
1987). Durante o crescimento das células, o pH do meio de 
cultura se altera à medida que diferentes íons são absorvidos 
e os produtos metabólicos são excretados para o meio. O 
processo de autoclavagem e a estocagem também acidificam 
os meios de cultura (SKIRVIN et al., 1986). 

Objetivou-se avaliar a influência do pH e da 
concentração de ágar no cultivo in vitro de embriões imaturos 
de frutos de tangerineira ‘Poncã’. 

 
 

MATERIAL E MÉTODOS 
 

Frutos de tangerineira ‘Poncã’ provenientes de 
polinização natural, apresentando 3 a 4 cm de diâmetro, 
tiveram suas sementes removidas e tratadas com álcool (70 
%) por cinco minutos e posteriormente em hipoclorito de sódio 
(2 %), por 20 minutos, sendo em seguida lavadas três vezes 
em água destilada e autoclavada. 
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Com auxílio de microscópio estereoscópico, bisturi e 
pinça, os tegumentos das sementes foram separados 
longitudinalmente pela região oposta à micrópila, tomando-se 
o cuidado de não provocar danos aos embriões. Os embriões, 
independentemente dos estádios em que se encontravam, 
foram excisados e inoculados individualmente em tubos de 
ensaio contendo 15 mL do meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 
1962), modificado em relação à concentração de ágar (0; 3,5; 
7; 10,5 e 14 g.L-1), ajustado aos pHs 3,7; 4,7; 5,7 e 6,7 em 
todas as combinações possíveis. Esses tratamentos 
permaneceram por 48 horas no escuro e, após, em sala de 
crescimento, à temperatura de 27 ± 1 ºC, fotoperíodo de 16 
horas e 35 µMm-2s-1 de intensidade luminosa. O experimento 
foi conduzido em delineamento experimental inteiramente 
casualizado, em fatorial 5 x 4, com quatro repetições, cada 
uma constituída por três tubos de ensaio. Os dados foram 
submetidos à análise de variância e a comparação dos 
resultados por meio de regressão polinomial. 

Após 60 dias, as plântulas foram avaliadas com base na 
altura da parte aérea, número de folhas, massa da parte aérea 
fresca e seca, comprimento de raízes, massa das raízes 
frescas e secas. 
 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A análise de variância para as variáveis avaliadas em 

plântulas oriundas de embriões do cruzamento Citrus 
reticulata x Citrus sinensis cultivados em meio de cultura 
ajustado a diferentes pH e concentrações de ágar encontra-se 
na Tabela 1. 

Maior altura da parte aérea de plântulas (2,3 cm) foi 
obtida com pH ajustado em 4,7 e 9,3 g.L-1 de ágar (Figura 1). 
Posteriormente, verificou-se decréscimo nessa variável à 
medida em que se aumentou a concentração de ágar. 

O resultado obtido na ausência de ágar (1,58 cm), é 
pouco inferior ao obtido com a concentração máxima (2,3 cm). 
Desta forma, para altura da parte aérea de plântulas de 
tangerineira ‘Poncã’ oriundas de embriões, pode-se 
recomendar a utilização de meio de cultura MS com pH 
ajustado para 4,7 e ausência ou baixa concentração de ágar 
(3,5 g.L-1), inferior ao normalmente recomendado, entre 6 e 7 
g.L-1. Resultados similares foram obtidos por RIBEIRO et al. 
(1997) com laranjeira ‘Pêra’ e RIBEIRO et al. (1999) com 
laranjeira ‘Natal’, que observaram maior comprimento da parte 

aérea de plântulas, oriundas da cultura de embriões em meio 
ajustado para pH 4,7 e 8,5 g.L-1 de ágar. 

O pH ajustado para 3,7 e associado a 7,4 g.L-1 de ágar 
proporcionou maior número de folhas (10,06) por plântula 
(Figura 2). Quanto mais elevado o pH (5,7 e 6,7), menor a 
concentração de ágar a ser utilizada no meio de cultura para 
obtenção de maior número de folhas. Após atingir uma 
concentração máxima de ágar houve redução no número de 
folhas por explante, sendo que essa queda ocorreu antes nos 
pHs mais elevados. Além disso, o incremento no número de 
folhas nos meios com pH 5,7 e 6,7 foi pequeno, reafirmando 
que a cultura de embriões de tangerineira ‘Poncã’ pode ser 
realizada em meio de cultura com pH baixo. RIBEIRO et al. 
(1999) verificaram que o maior número de pares de folhas em 
explantes oriundos de embriões de laranja ‘Natal’ foi obtido em 
pH 4,7 associado a 8,4 g.L-1 de ágar.  

Maiores massas da parte aérea fresca são obtidas com 
pH ajustado para 4,7, 5,7 e 6,7, na ausência de ágar (Figura 
3). Quando o pH foi ajustado para 3,7, associado com 3,7 g.L-1 
de ágar, obteve-se também boa resposta (71,5 cm) para esta 
variável. À medida que se aumentou a concentração de ágar, 
houve redução nos valores desta variável. Tendência similar 
foi observada por RIBEIRO et al. (1999), que constataram 
queda na massa de embriões frescos de laranja ‘Natal’, à 
medida em que se aumentou a concentração de ágar no meio 
de cultura. 

Resultado semelhante foi encontrado para a massa da 
parte aérea seca (Figura 4), com maior valor (31,84 mg) obtido 
na ausência de ágar. Quando houve aumento nas 
concentrações de ágar, constatou-se redução na massa das 
brotações secas. O pH 3,7 tendeu a proporcionar maiores 
massas secas. 

O pH ajustado em 3,7, na ausência de ágar, 
proporcionou maior comprimento de raízes (9,08 cm), com 
posterior queda à medida em que se aumentou a 
concentração de ágar (Figura 5). Essa resposta assemelha-se 
à obtida por RIBEIRO et al. (1997), que verificaram maior 
comprimento do sistema radicular de embriões de laranjeira 
‘Pêra’ em pH 4,7 na ausência de ágar. Quando o pH do meio 
foi ajustado para 5,7 e 6,7, maior comprimento de raízes foi 
obtido com 5,1 e 4 g.L-1 de ágar, respectivamente, a partir do 
qual houve decréscimo com o aumento das concentrações. 
RIBEIRO et al. (1999), para os mesmos valores de pH, 
observaram que o maior comprimento do sistema radicular de 
embriões de laranja ‘Natal’ foi obtido com 8,5 g.L-1 de ágar. 

 
 
Tabela 1 -  Análise de variância para altura da parte aérea (APA), número de folhas (NF), massa da parte aérea fresca (MPAF), 

massa da parte aérea seca (MPAS), comprimento de raízes (CR), massa de raízes frescas (MRF), e massa de 
raízes secas (MRS), de plântulas oriundas de embriões imaturos de frutos de tangerineira ‘Poncã’ cultivados in vitro 
em diferentes concentrações de ágar e pH no meio MS. 

    QM    Causa de Variação 
GL APA NF MPAF MPAS CR MRF MRS 

Agar 4   3,29** 39,01** 14036,49** 3418,22** 69,27** 11068,28** 1640,34** 
PH 3   0,62** 36,34**     965,60**   199,66** 42,55**       56,95ns   203,60** 
Agar x pH 12   1,80** 14,55**     886,61**   162,93** 13,43**     139,91**   138,30** 
Resíduo 60 0,09       2,45       12,39       2,48   1,91       35,91       2,90 
 %      15,04     26,80       10,28     10,16 26,55       22,87     17,22 
**: significativo ao nível de 1% de probabilidade 
ns: não significativo 
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YpH3,7 = ns

YpH4,7 = 1,5829+0,1679X-0,009X2` R2=0,85
YpH5,7 = ns
YpH6,7 = ns
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Figura 1 -  Altura da parte aérea de plântulas oriundas de 

embriões imaturos de tangerineira ‘Poncã’ 
cultivados in vitro em diferentes concentrações 
de ágar e pHs do meio de cultura MS. 

 
 

YpH3,7 = 4,464+1,504X-0,101X2     R2 = 1
YpH4,7 = ns

YpH5,7 = 5,741+0,399X-0,043X2    R2 = 0,70

YpH6,7 = 5,120+0,178X-0,028X2   R2 = 0,71
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Figura 2 -  Número de folhas de plântulas oriundas de 

embriões imaturos de tangerineira ‘Poncã’ 
cultivados in vitro em diferentes concentrações 
de ágar e pHs do meio de cultura MS. 

 
 

YpH3,7 = 60,982+5,666X-0,762X2   R2 = 0,75

YpH4,7 = 67,476-7,689X+0,217X2   R2 = 0,99

YpH5,7 = 72,605-9,445X+0,349X2    R2 = 0,91

YpH6,7 = 75,753-9,175X+0,288X2   R2 = 0,98
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Figura 3 - Massa da parte aérea fresca de plântulas oriundas 

de embriões imaturos de tangerineira ‘Poncã’ 
cultivados in vitro em diferentes concentrações de 
ágar e pHs do meio de cultura MS. 

 
 
O fato da maioria dos resultados terem sido observados 

na ausência ou em baixas concentrações de ágar está 
relacionado ao potencial osmótico. Desta forma, o aumento 

das concentrações de ágar promove a elevação do potencial 
osmótico do meio de cultura, dificultando a difusão dos 
nutrientes para os embriões e, consequentemente, reduzindo 
seu desenvolvimento. Altas concentrações de ágar, ou meios 
muito consistentes, podem limitar a difusão de nutrientes até o 
explante (ROMBERGER & TABOR, 1971). O meio de cultura 
sem adição de ágar possui consistência líquida ou um pouco 
mais consistente em baixas concentrações desse solidificante. 
Há maior absorção de água pelos tecidos dos explantes 
quando cultivados em meio mais aquoso (WILLIANS & 
LEOPOLD, 1989). Além disso, meios líquidos são mais 
homogêneos, visto que não se estabelece um gradiente de 
nutrientes, que normalmente ocorre nos meios sólidos. 

Embora para um crescimento adequado da maioria das 
espécies o melhor valor de pH esteja entre 5 e 6,5 e que em 
valores inferiores a 4,5 pode ocorrer paralisação do 
crescimento e do desenvolvimento in vitro, esse resultado não 
foi verificado neste trabalho nem nos de RIBEIRO et al. (1997 
e 1999). Tal comportamento pode indicar que embriões de 
citros não encontram dificuldade para se desenvolver em pHs 
baixos. 

 
YpH3,7 = 29,888-0,695X-0,037X2   R2 = 0,82

YpH4,7 = 31,837-1,446X-0,069X2   R2 = 0,72

YpH5,7 = 22,256-2,052X+0,044X2  R2 = 0,77

YpH6,7 = 31,066-1,345X-0,066X2   R2 = 0,73
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Figura 4 -  Massa da parte aérea seca de plântulas oriundas 

de embriões imaturos de tangerineira ‘Poncã’ 
cultivados in vitro em diferentes concentrações 
de ágar e pHs do meio de cultura MS. 

 
 

YpH3,7 = 9,079-0,295X+0,002X2   R2 = 0,86
YpH4,7 = ns

YpH5,7 = 4,261+0,763X-0,075X2   R2 = 0,79

YpH6,7 = 4,425+0,348x-0,043X2   R2 = 0,73
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Figura 5 -  Comprimento de raízes de plântulas oriundas de 

embriões imaturos de tangerineira ‘Poncã’ 
cultivados in vitro em diferentes concentrações 
de ágar e pHs do meio de cultura MS. 
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YpH3,7 = 58,212-4,739X+0,048X2     R2 = 0,80

YpH4,7 = 63,732-7,172X+0,195X2    R2 = 0,97

YpH5,7 = 63,493-7,615X+0,246X2   R2 = 0,97

YpH6,7 = 65,207-9,067X+0,347X2   R2 = 0,96
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Figura 6 - Massa de raízes frescas de plântulas oriundas 

de embriões imaturos de tangerineira ‘Poncã’ 
cultivados in vitro em diferentes concentrações 
de ágar e pHs do meio de cultura MS. 

 

YpH3,7 = 14,034-0,875X-0,008X2    R2 = 0,80

YpH4,7 = 42,048-7,152X+0,304X2  R2 = 1

YpH5,7 = 21,573-2,383X+0,070X2  R2 = 0,94

YpH6,7 = 1,026-1,812X+0,047X2      R2 = 0,82
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Figura 7 - Massa de raízes secas de plântulas oriundas de 

embriões imaturos de tangerineira ‘Poncã’ 
cultivados in vitro em diferentes concentrações de 
ágar e pHs do meio de cultura MS. 

 
 
 

CONCLUSÃO 
 

A utilização de meio de cultura líquido e pH ácido, entre 
3,7 e 5,7, proporciona melhor desenvolvimento de embriões 
de tangerineira ‘Poncã’. 

 
 
 
ABSTRACT 

 
The culture of embryos is of great importance in the citrus 

improvement for providing the rescue of hybrid immature embryos from 
inter-specific crossings. The influence of pH and agar in the in vitro 
culture of immature embryos of ‘Poncã’ mandarin was evaluated. 
Embryos were removed and inoculated individually in test tubes 
containing 15 mL of MS culture medium modified in relation to the agar 
(0; 3.5; 7; 10.5 and 14 g.L-1), adjusted to different pHs (3.7; 4.7; 5.7 
and 6.7) and later sterilized (121 ºC, 20 min.). The embryos were 
maintained for 48 hours in the darkness and 60 days in the growth 
room, to 27 ± 1 ºC, 16 hours photoperiod and of 35 µM.m-2.s-1 light 
intensity. Liquid medium culture and acid pH, between 3.7 and 5.7, 
provides better development of embryos 'Poncã' mandarin. 
 

Key words: Citrus reticulata, embryo culture, genetic 
improvement, MS culture medium. 
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