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RESUMO - Existem sérios obstáculos, como apomixia, esterilidade gamética e incompatibilidade ao me-
lhoramento genético das espécies cítricas. Õvulos abortivos da laranja 'Pera' (Citrus sinensis Osb.) foram ex-
traídos de (ratos em diferentes fases de desenvolvimento (desde antes da antese até o fruto com aproxima-
damente 3cm de diâmetro) e cultivados em meio "MS". Constatou-se tendência de maior número de em-
brióidesióvulo a partir da fase em que o fruto apresentou 1,62cm x 1,60 cm. Óvuios de frutos com 3cm de 
diâmetro e pseudobulbilhos obtidos a partir de óvulos abortivos foram inoculados em meio "MS", acrescido 
de inúmeras substâncias promotoras do crescimento. Os índices embriogênicos mais elevados em óvulos 
abortivos foram observados na presença de substâncias orgânicas complexas (caseína hidrolizada, extrato de 
malte, água de coco e extrato de, levedura). O desenvolvimento de pseudobulbilhos não foi influenciado pela 
adição de substâncias de crescimento ao meio "MS" 

Tennos para indexação: cultura de tecidos, embriogênese somática, calos, citros 

NUCELLAR EMBRYOGENESIS IN IN VITRO CULTURE OF ABORTIVE OVULES OF PERA' SWEET ORANGE 

ABSTRACT - The breeding of cilrus species is limited by apomixis, gametic slerility and incompalibility. 
Aborlive ovules were exacted from various slages ot developing lruits o? 'Pera' sweetorange (Citrus sinensis 
Osb.) and cultured in vitro on "MS" medium. Embryogenesis was increased froni the lime of lruit sol up to 
1,62 mix 1,60 mi. Aborlive ovules and pseudobulbils obtained Irom abortive ovules were cultured on "MS" 
media supplemented wilh differont growlh subslances. The best results were observed with cornplex organic 
substances (casein hydrolysate, malt exlracl, coconut milk and yeast extract). The development of 
pseudobulbils were not affected by growlh substances. 

lndexlerms: tissuesculture, somalicembryogenesis, callus, cilrus. 

INTRODUÇÃO 

A obtenção de embriões nucelares em citros atra-
vés da cultura de nucelos in visTo, extraídos de se-
mentes fertilizantes de frutos em desenvolvimento, 
constitui técnica conhecida. Recentemente, segundo 
observações de Pasqual et aI. (1988), foram obtidos, 
em média, até 6,6 embriões de um único nucelo cul-
tivado em meio "MS" de cultura, com melhores re-
sultados para culturas mantidas no escuro. 

A cultura de óvulos não fertilizados ou abortivos 
constitui outra alternativa para a obtenção de plân-
talas nucelares, principalmente em cultivares que não 
produzem sementes, através de óvulos excisados de 
ovários de flores e frutos em qualquer estádio de 
desenvolvimento. 

A embriogênese in visTo tem sido obtida a partir 
de óvulos não fertilizados ou abortivos com diversas 
cultivares desde a polinização (Bitters et ai. 1970, 
Navarro et ai. 1979, Tusa et aI. 1983), algumas se-
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manas após a antese, e até três a cinco meses mais 
tarde (Button & Bornman 1971, Kochba et ai. 1972, 
Deidda 1973, Esan 1973, Juarez et ai. 1976). Índices 
ótimos têm sido registrados em óvulos, seis semanas 
após a polinização, para a cultivar Robertson, dez a 

doze semanas para 'Temple' (Bitters et ai. 1970), seis 
a oito semanas para 'Valência' e 'Marsh' com 44% e 
68% de sucesso, respectivaniente (Kochba et ai. 
1972), e duas a dez semanas com 68% - 80% de su-
cesso (Navarro et ai. 1979). 

A evolução do óvulo in vitro normalmente é mais 
lenta que a do nucelo, obtendo-se embrióides até 15 
semanas em cultura, sem qualquer crescimento pré-
vio (Navarro et ai, 1979). 

A técnica da cultura de óvulos não fertilizados foi 
utilizada por Starrantino & Russo (1983) para intro-
duzir as cultivares 'Newhal', 'Robertson' e 'Gillets' 
da Califórnia para a Itália. Os óvulos foram removi-
dos em condições ass4ticas e remetidos em frascos 
de vidro com gase. 

Muitos autores têm reportado o surgimento es-
porádico de pequenos calos em cultura de nucelos e 
óvulos, além dos embrióides diferenciados direta-
mente (Maheshwari & Rangaswamy 1958, Sabhar-
wal 1963, Button & Bornrnan 1971, Mitra & Cha-
turvedi 1972, Kochba et ai. 1972, Deidda 1973). 
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Na primeira tentativa de cultura de óvulos com 
sucesso, Rangaswamy (1958) obteve uma massa de 
pseudobulbilhos, termo empregado pela primeira vez 
por La Rue (1954), citado por Rangaswamy (1958), 
para designar as curiosas bolas de tecidos obtidas em 
cultura de gametófitos femininos de Zamia. Estes 
calos de citros compreendem nódulos compactos e 
esféricos de 0,1 mm a 1,0 mm de diâmetro, que va-
riam de cor branca a creme, e que livremente unidos 
entre si dão ao calo uma estrutura porosa e friável. 

Estudos de anatomia e desenvolvimento (Button 
et ai. 1974e aspectos fisiológicos (Kochba & Spie-
gel-Roy 1973, Kochba & Button 1974) nestes teci-
dos evidenciaram que praticamente qualquer célula é 
naturalmente embriogênica e que os embrióides se 
originam de células individuais. Estes pseudobulbi-
lhos, quando em condições adequadas, podem evo-
luir formando proembrióides e posteriormente 
plântulas (Button et aI. 1974). 

Maior quantidade de embrióides foi obtida de 
óvuios com 40 a 60 dias após a antese (Tusa et ai. 
1983). 

Estudos em microscopia eletrônica de calos de 
Shamouti (Button et ai. 1974) mostraram que estes 
tecidos compreendem pequenos proembrióides glo-
bulares ou meristemóides em vários estádios de de-
senvolvimento e são desprovidos de tecido paren-
quimatoso desorganizado. 

Culturas de óvulos não desenvolvidos, extraídos 
de frutos maduros de algumas cultivares de citros, 
foram efetuadas por Starrantino & Russo (1980). 
Embrióides foram obtidos de calos oriundos da pa-
rede do ovário não polinizado de duas espécies p0-
liembriônicas de citros (Mitra & Chaturvedi 1972) e 
de pedaços de óvulo não fertilizado de C. aura ntifo-
lia. 

Observou-se a diferenciação de pseudobulbilhos 
proembrióides e regeneração completa de planta a 
partir de células isoladas de calos formados em meio 
"MT" (Murashige & Tucker 1969), por maceração 
em agitador na presença das enzimas "macerase" e 
"macerozyme" - 3% a 4% (l3utton & Botha 1975). 

Desde que é difícil excisar proembrióides jovens, 
métodos que permitem uma cultura com crescimento 
contínuo de pseudobulbilhos adquirem especial in-
teresse, fornecendo uma fonte especial de embriói-
des em qualquer época do ano. Graças à capacidade 
de reproduzirem o genótipo, estes tecidos são de 
grande valor aos melhoristas de citros. 

Objetivou-se, neste trabalho, a determinação de 
uma metodologia de regeneração de embrióides a 
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partir de óvulos abortivos para posterior uso em 
programas de melhoramento. 

MATERIAL E MÊTODOS 

Os experimentos foram conduzidos no Centro de Energia 
Nuclear na Agricultura (CENA), órgão da Universidade de 
São Paulo (USP), em Piracicaba, SP. 

As flores e os frutos da cultivar Pera (CftnissfrrnsiçOsb.) 
foram obtidos junto à Estação Experimental Sylvio Moreira, 
unidade do Instituto Agronômico de Campinas (IAC), em 
Cordeirópolis, SP, esterilizados em hipoclorito de sódio 2%, 
e, em condições assépticas, foram extraídos os óvulos aborti-
vos. 

Experimento 1: Cultura de ávulos abortivos em dife-
rentes fases. 

Utilizaram-se flores imediatamente antes da antese, e 
frutos com as seguintes medidas médias (comprimento x es-
pessura em cm): 0,95 x 0,77; 1,25 x 1,02; 1,62 x 1,60; 2,55 x 
2,29; 3,38 x 3,02, colhidos na mesma época. O meio de cul-
tura foi o "MS" adicionado de (em mgll): tiamina HCI-1,0, 
piridoxina HCI-1,0, ácido nicotínico-1,0, meso-inosi-
tol-iOO, extrato de malte-500 e sacarose-50.000. O pH foi 
ajustado para 5,7, o meio solidificado com bacto ágar-8 g/l e 
autoclavado a 120 0C por 20 minutos. Usaram-se dez repeti-
ções à luz, e dez no escuro. O experimento foi avaliado pelo 
número de embridides por óvulo e % de óvulos com calos. 

Experimento 2: Cultura de óvulos abortivos em dife-
rentes meios. 

Óvulos foram extraídos de frutos com aproximadamente 
3cm de diâmetro e inoculados.no mesmo meio descrito para 
o experimento 1, porém acrescido de um dos seguintes trata-
mentos (em mg/l): a) AA-40; b) EM-500; c) EL-500; d) AC-
10%; e) CH-400; f) AD-40; g) AD-40 e EM-500; h)AD-40 
e NAA-0,25 e ACi.2,0; i) AD-40 e Cin-0,25; j) Cin-0,5 e 
2,4-1)2,0. As dez repetições foram mantidas à luz. Ava-
liou-se o número de embrióides por óvulo e a percentagem 
de embridides com plântulas e calos. 

Experimento 3: Desenvolvimento de pseudobulbilhos 

Calos friáveis formados em sua maioria por corpúsculos 
globulares (pseudobulbilhos) obtidos da cultura de óvulos 
foram subcultivados periodicamente no mesmo meio "MS" 
e mantidos à luz, até que se tivesse quantidade suficiente para 
o experimento. 

Foram testados os seguintes componentes adicionados ao 
meio "MS" (em mg/l): a) meio "MS"-testemunha; b) 
EM-2500; c) EM-2500 eADS-30; d) EM-2500 e BAP-20; e) 
ADS-40; O  GA-1; g) GArI eADS-30;h)GA,-IOeADS-
60; i) GA 3-10 j) Cin-0,1 e IAA-l; k) Cm-! e IAA-0,1; 1) 
AC-10%; m) CH-400 e EL-500. Em cada frasco contendo 
20 ml do meio foram colocados aproximadamente 20 pseu-
dobulbilhos e foram usadas dez repetições mantidas à luz. 

Após 50 dias da inoculação, o experimento foi avaliado 
quanto ao número de embrióides e proembridides diferencia-
dos, e a percentagem de culturas apresentando crescimento de 
calos. 

Para todos os casos usou-se o delineamento experimental 
inteiramente casualizado. As culturas mantidas à luz foram 
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subn'ttidas a um regime de dezesseis horas diárias de luz e 
oito horas de escuro, a 27 0C. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

a) Cultura de óvulos abortivos em diferentes 
fases 

Melhores resultados foram obtidos a partir de um 
determinado desenvolvimento do fruto (1.62 cm x 
1.60 cm) correspondendo a aproximadamente seis 
semanas após a polinização (Tabela 1). 

O número de embrióides obtidos com a cultivar 
Pera em cultura de óvulos abortivos é bem inferior 
ao observado em cultura de nucelos de 'Valência', 
nos mesmos meio e estádio de desenvolvimento. 
No estádio E 5  da cv. Pera, que corresponde à idade 
aproximada de doze semanas - fase normalmente 
utilizada para extração de nucelos de 'Valência' -, 
obteve-se um número médio de 1,0 embrióide por 
óvulo, quando com a cv. Valência foram obtidos até 
6,6 embrióides por nucelo. Outra observação é que 
com a cv. Pera nenhum óvulo diferenciou embrióides 
quando mantido no escuro, e sim, apenas calos, em 
até 100% dos explantes, contrariando observações 
feitas com 'Valência', onde o número de embrióides 
foi maior no escuro do que à luz. 

Estes resultados mostram a exigência diferencial 
com relação às condições de cultura para as diferen-
tes cultivares, o que está de acordo com citações de 
outros autores (Bitters et ai. 1970, Kochba et al. 
1972, Navarro et ai. 1979), que identificaram varia-
ções significativas na percentagem de sucesso entre 
cultivares. 

Verificou-se a presença de embrióides após sete 
semanas de cultura, o que está de acordo com obser- 

TABELA 1. Número de embrióides e percentagem de 
calos obtidos a partir de cultura de óvulos 
abortivos de laranja 'Pera' em diferentes 
rases de desenvolvimento. 

N 9  médio de % de frascos 
embriôides com 

Tratamento por frasco calos 

Luz Escuro Luz Escuro 

E 1  - Botãofloral 0,0 0,0 0,0 O 
E2  - Frutos com 0,95 x 0,77cm 0,4 0,0 0,0 30 
E3 - Frutos com 1,25 x 1,02cm 0,7 0,0 0,0 60 
E4 - Frutoscoml,62x 1,60cm 1,0 0,0 0,0 100 
E5  - Frutos com 2,55 x 2,29cm 1.8 0,0 0,0 80 
E6  - Frutos com 3,38 x 3,02cm 1,0 0,0 0,0 80 

vaçóes anteriores (Navarro et al. 1979), de que os 
óvulos em cultura demoram mais para mostrar dife-
renciação (até quinze semanas sem nenhum sinal) do 
que os nucelos. O meio para este experimento só foi 
inoculado um mês após sua preparação. Isto eviden-
cia a presença de um determinado balanço de subs-
tâncias, como exemplo auxinas e citocininas no meio, 
que estariam inibindo os processos de embriogênese 
e formação de calos. Com  o envelhecimento do 
meio, é possível que os níveis destas substâncias se 
aproximassem mais do átimo, tendo sido degradadas 
principalmente pela luz. 

Sucessos na cultura de óvulos abortivos têm sido 
verificados desde a época da polinização até cinco 
meses depois, porém com índices ótimos em tomo de 
seis a oito semanas para 'Robertson', 'Valência' e 
'Marsh' e até dez a doze semanas para 'Temple' 
(Bitters et ai. 1970, Kochba et ai. 1972). 

b) Cultura de óvulos abortivos em diferentes 
meios 

Número significativamente baixo de embrióides 
foi também obtido com a cv. Pera, quando diversas 
substâncias orgânicas reguladoras de crescimento 
foram adicionadas ao meio de cultura (Tabela 2). Os 
índices mais elevados foram observados na presença 
de CH, EM, AC e EL, os quais não diferiram signi-
flcativamente pelo teste de Tukey a 5%, enquanto 

TABELA 2. Número de embrióides e percentagem de 
plantas e calos obtidos em cultura de 
óvulos de laranja 'Pera' em meio "MS" 
adicionado de diferentes substâncias de 
crescimento. 

Percentagem de Número 
nédio de embrióides 

Tratamento (mg/l) 	embrióides/ produzidos 

óvulo Plantas 	Calos 

M-40 0,11d O O 
EM-Soa 1,20a 20 O 
EL-500 0,66 ate 80 O 
AC-10% 1,00ab 50 20 
CH-400 1,50 a 65 O 
AD-40 022 cd 20 O 
AD-40 + EM-SOO 0,40 bcd 50 O 
AD-40 + Cin-0,25 0,20 cd 60 O 
AD-40 + NM-0,25 + ACi-2 0,25 cd 20 O 
Cin-0,5 + 2,4-0-2 0,00d O 100 

As médias seguidas da mesma letra não diferem entre si pelo 
teste Tukey - 5%. 

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 24(12): 1507-1511, dez. 1989. 



1510 
	

M. PASQUAL et ai. 

níveis inexpressivos se observaram com a adição de 
AD, Cin e 2,4-D. 

Estes resultados estão de acordo com observações 
de que o EM (Bitters et ai. 1970, Kochba & Spiegel-
Roy 1973, Navarro et ai. 1979), CII (Sabharwal 
1963) e AC (Button & Bornman 1971, Mitra & 
Chaturvedi 1972) promovem embriogônese em teci-
do nucelar de citros, e que auxinas e citocininas a 
inibem (Esan 1973). O EL pareceu exercer influên-
cia significativa sobre a evolução dos embrióides em 
plantas; segundo Esan (1973), apesar de o EL não ter 
efeito sobre a embriogênese, aumenta o desenvolvi-
mento dos órgãos em cultura de nucelos. 

c) Desenvolvimento de pseudobulbílhos 

A evolução de pseudobulbilhos para proembriói-
des e mesmo para embrióides não foi significativa-
mente estimulada pela adição de substâncias orgâni-
cas complexas e de vários reguladores de cresci-
mento, cujo comportamento se mostrou estatistica-
mente igual ao do tratamento-testemunha (Tabela 3). 
A proliferação de novos pseudobulbilhos ou calos 
globulares também apresentou valores elevados na 
testemunha, em comparação com os demais trata-
mentos. Isto mostra que o meio básico "MS", acres-
cido de EM-500 mg/l, fornece as condições neces-
sárias tanto para a evolução dos pseudobulbilhos em 
proembrióides e embridides, como para proliferação 
de calos. 

TABELA 3. Desenvolvimento de pseudobulbilhos cul-
tivados em meio "MS" adicionado de dife-
rentes substâncias decrescimento. 

Tratamento (ng/l) 
N2  nédio/frasco de 

Embrióides 	Proembrióides 

Frascos 
de calos 

(%) 

Testemunha ('MS") 29,4 a 34,9 ab 55,6 
EM-2500 19,4ab 34,1 ab 71,4 
EM-2500 + ADS-30 17,6 ab 46,2 a 63,6 
EM-2500 + BAP-20 4,1 b 25,4 ab 37,5 
ADS-40 8,8 ab 32,7 ab 30,0 
GA,-1 20,1 ab 28,2ab 45,5 
0A3 - 1 +ADS-30 26,7ab 23,0ab 28,5 
GA3 -10+ADS-60 16,5ab 20Mb 48,6 
GA3-10 17,7ab 39,4ab 50,0 
Cin-0,1 + I&A-1 11,7 ab 32,6 ab 34,6 
Cin-1 +IAA-0,1 17,9ab 26,9ab 68,3 
ÂC-10% 13,3ab 21,6ab 30,1 
CH-400 + EL-500 17,7 ab 20,3 b 47,7 

As médias seguidas da mesma letra não diferem entre si, pelo 
leste Tukey - 5%. 

Pesq. agropec. bras., Brasilia, 24(12):1507- 1511, dez. 1989, 

Estes resultados discordam, em parte, das obser-
vações feitas por vários autores, segundo as quais 
a formação de pseudobulbilhos com posterior 
transformação em embriões e plantas é estimulada 
por EM e AD (Button & Bornman 1971, Starrantino 
et aI, 1978), por CII (Rangaswamy 1961, Sabharwal 
1963) e por outras citocininas (Rangaswamy 1958, 
Kochba & Spiegel-Roy 1976a). 

As citocininas, embora não essenciais à embrio-
gênese, estimulam a formação de calos (Starrantino 
et aI. 1978), o que foi comprovado pela adição de 
Cin-1,0 mg/l e IAA-0,1 mg/l, cuja combinaçâ6d ti-
da como padrão para cultura de calos nucelares de 
citros (Kochba & Spiegel-Roy 1973a). 

CONCLUSÕES 

1.Óvulos abortivos de laranja 'Pera' dão origem a 
embrióides à luz, e a calos altamente embriogênicos, 
no escuro. 

2. Obteve-se maior número de embrióides por 
ónilo abortivo com adição de substâncias complexas 
(CH, EM, AC e EL) ao meio de cultura. 

3. A adição de diferentes substâncias de cresci-
ntnto ao meio "MS" não exerce influência sobre o 
desenvolvimento de pseudobulbilhos. 
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