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RESUMO

MEDEIROS, M.R. de. Citogenética do 'Citravo' [Citrus limonia Osbeck cv.
Cravo x Poncirus trifoliata (L.) Raf)] e seus genitores e anilise
isoenzimitica de poliembrides. Lavras: UFLA, 1998. 73p. (Dissertagdo -
Mestrado em Genética e Melhoramento de Plantas).

O presente estudo foi desenvolvido no campus da Universidade Federal de
Lavras, Minas Gerais, no periodo de margo a dezembro de 1997, objetivando a
utilizacdo de metodologias para analise citogenética do 'Citravo' [Citrus limonia
Osbeck cv. Cravo x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] e seus genitores, bem como a
identificagio precoce de seus poliembrides, mediante analise isoenzimatica.
Foram realizados dois experimentos, sendo a analise de isoenzimas conduzida no
Laboratorio de Analise de Sementes do Departamento de Agricultura e a anailise
citogenética no Laboratério de Citologia e Anatomia Vegetal do Departamento de
Biologia. No primeiro experimento, empregaram-se os sistemas isoenzimaticos
glutamato oxalacetato transaminase (GOT), esterase (EST) e enzima malica
(ME) em gel descontinuo 1D-PAGE com 7,5% de poliacrilamida no gel
separador e 4,5% no gel concentrador, utilizando o sistema tampao-eletrodo tris-
glicina pH 8,9. No segundo experimento, para a analise citogenética, foram
testadas: técnicas de pré-tratamentos (hidroxiquinoleina, colchicina e agua
gelada) e coloragio (Feulgen, Giemsa 1, 2 e 3%, orceina lacto-propidnica 1 e 2%
e carmim acético 1 e 2%). Raizes de 'Citravo' [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo
x Poncirus trifoliata (L.) Raf] e seus genitores foram submetidos a hidrdlise
utilizando-se HCl IN em banho-maria a 60°C por 30 a 45 minutos, para raizes
oriundas de sementes germinadas ou 15 minutos, nas mesmas condi¢des, para
raizes oriundas de cultura de tecidos 'in vitro’. A coloragdo com solugio de
Giemsa a 4% com tampido fosfato pH 6,8, por 45 a 60 minutos, apresentou
resultados satisfatorios. Concluiu-se que dos sistemas isoenzimaticos avaliados, a
GOT apresentou potencial como marcador bioquimico para o ‘Citravo’ e a
resolugdo alcan¢ada permitin a contagem dos cromossomas dos materiais em
estudo, todos apresentando 18 cromossomas (2n= 2x=18).

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientadora), Moacir
Pasqual - UFLA; Renata Silva Mann - UFLA



ABSTRACT

MEDEIROS, M.R. de. Cytogenetical study of 'Citrave' [Citrus limonia
Osbeck cv. Cravo X Poncirus trifoliata (L.) Raf.] and its parents and
isoenzymatic amalysis of polyembryos. Lavras: UFLA, 1998. 73p.
(Dissertation - Master Program in Genetic and Plant Breeding).

The present study was developed on the campus of the Universidade
Federal de Lavras, Minas Gerais, over period from March to December, 1997,
with a view to aiming at the utilization of methodologies for cytogenetical
analysis of 'Citravo' [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo x Poncirus trifoliata (L.)
Raf] and its parents, as well as the early identification of its polyembrios by
means of isoenzimatc analysis. Two experiments were undertaken, were
conducted, the isoenzymatic analysis, at the Analysis of Seeds Laboratory of the
Agriculture Department, and the cytogenetical analysis at the Cytology and
Vegetable Anatomy Laboratory of the Biology Departament. In the first
experiment, for confirmation of the hybrid character of 'Citravo' as well as for the
identication of zigotic embryos, the isoenzymatic systems glutamate oxalacetate
transaminase (GOT), sterase (EST), malate dehidrogenase (MDH) and malic
enzyme (ME) on interrupted gel 1D-PAGE with 7,5% of polyachrilamide on the
separator gel and 4,5% in the concentrating gel, utilizing the buffer-electrode tris-
glicine pH 8,9. In the second experiment, the staining technics (Feulgen, 1, 2 and
4% Giemsa, 1 and 2% lacto-propionic orcein and 1 and 2% acetic carmim) and
as pre-treatments hydroxiquinolein, colchicin and iced water were utilized. Roots
of [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo X Poncirus trifoliata (L.) Raf.] and their
parents were submetiled to the modified convencional smashing technics, being
that the hydrolisis was done by utilizing 1N HCI in water bath at 60°C for 30 to
45 minutes for roots from seeds germinated, or 15 minutes under the some
conditions for roots from 'in vitro' tissue culture. The coloration with 4% Giemsa
solution with phosphate buffer pH 6,8 for 45 to 60 minutes showed satisfatory
results. It follows that of the isoenzymatic systems evaluated, GOT presented a
potential as a biochemical marker for 'Citravo’, and the resolution achieved
enabled the count of the chromosomes of the materials under study, all presenting
2n=2x=18 chromosomes.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor), Moacir
Pasqual - UFLA and Renata Silva Mann - UFLA



CAPITULO 1

Citogenética do 'Citravo’ [Citrus limonia Qsbeck Cv. Cravo X Poncirus
trifoliata (L.) Raf.] e seus genitores e anilise isoenzimitica de poliembrides

1 Introducao Geral

O Brasil € o maior exportador de suco de laranja concentrado e congelado
(Panorama..., 1996). Apesar disso, a citricultura brasileira mostra-se muito
vulneravel a doengas e pragas, visto que cerca de 80% de suas plantas sio
enxertadas sobre um unico porta-enxerto, o limoeiro 'Cravo' (Citrus limonia
Osbeck cv. Cravo), muito susceptivel ao ‘Declinio dos Citros’ (Passos, 1980;
Pompeu Junior, 1991; Koller, 1994).

O aumento da variabilidade genética do porta-enxerto ‘Cravo’ pode ser
obtido através da introgressdo de genes, o que toma-se simples pela facilidade
com que algumas plantas se cruzam, permitindo as mais variadas combinagdes
intergenéricas, interespecificas e intraespecificas. Contudo, a dificuldade na
distingdo entre "seedlings" zigéticos e nucelares em cruzamentos que envolvem
mies poliembridnicas, tem se constituido em obstaculo consideravel ao trabalho
de methoramento genético dos citros, pois impedem a detecgdo de individuos que
possam conter combinagdes genéticas de interesse. Essa identificagio é ainda
mais complexa face a competigao desvantajosa destes "seedlings" com aqueles de
origem nucelar, os quais, além da superioridade numérica, sdo, em regra, mais
vigorosos (Soost e Cameron, 1975; Koller, 1994).

Por outro lado, caso um candidato a porta-enxerto seja aprovado, a
identificagdo dos "seedlings" nucelares serd de grande importincia para a
obtengdo de linhagens em programas de clones nucelares. As plantas adultas de

1



clones nucelares apresentam muitas vantagens em relagio s plantas matrizes,
destacando-se maior vigor, maior produtividade e sanidade, em relagdio a viroses
que nio possuem insetos vetores (Salibe e Rodrigues, 1971; Salibe, 1987).

Diversos estudos tém sido realizados buscando contornar este problema
de distingdo de "seedlings”. Marcadores genéticos, morfolégicos e bioquimicos ja
sdo utilizados para este fim (Iglesias, Lima e Simon, 1974; Torres, Soost e
Diedenhofen, 1978; Torres, Soost e Mau-Lastovicka, 1982; Ballve et al., 1991).

Um dos objetivos do programa de melhoramento de citros da -
Universidade Federal de Lavras é o aumento da variabilidade genética do limoeiro
‘Cravo', visando contomnar atuais e futuros problemas que a citricultura brasileira
possa apresentar.

Para atingir esse proposito foi realizado um cruzamento intergenérico, no
qual se utilizou, como genitor feminino, o Citrus limonia Osbeck cv. 'Crave’ e,
como genitor masculino, o Poncirus trifoliata (L.) Raf, objetivando a
transferéncia do gene de resisténcia ao Declinio. Deste cruzamento foi obtido o
'Citravo' (Ramos, 1990).

Os 'Citravos' obtidos apresentaram caracteristicas morfoldgicas de folhas,
flores e frutos muito contrastantes. Também foi observado que alguns exemplares
eram poliembriénicos e outros nio, sugerindo que os gendtipos dos genitores
eram heterozigéticos para esse cariter, indicando aumento da variabilidade. Por
isso, de sete plantas de 'Citravo', somente uma foi selecionada, o ‘Citravo 5°, pelo
fato desse exemplar ser poliembridnico e ter apresentado maior niimero de fiutos.

O presente estudo foi realizado objetivando a utilizagdo de metodologias
para analise citogenética do 'Citravo' [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo x
Poncirus trifoliata (L.) Raf.] e seus genitores, bem como a identificagdo precoce
de seus poliembrides, mediante analise isoenzimatica.



2 Referencial Teérico

Reconhece-se que a classificacio taxondmica das plantas cultivadas,
sobretudo daquelas propagadas vegetativamente, é extremamente complexa e
quando se trata de plantas que apresentam fertilidade interespecifica e que foram
submetidas a um intenso e longo periodo de hibridagdo natural, como é o caso dos
Citrus, a situagdo torna-se ainda mais complicada. A apomixia, que possibilita a
perpetuagdo dos hibridos considerados como espécies pelos taxonomistas,
evidentemente € outro fator de complicagio (Giacometti, 1991).

Segundo Amaral (1982) e Koller (1994), um outro fator que dificulta a
classificaciio taxondmica das plantas citricas é que estas apresentam mutagdes
genéticas com certa freqiiéncia, originando ramos e frutos com caracteristicas
diferentes dos restantes da mesma arvore.

Resultam disso as freqiientes modifica¢Ses verificadas na classificagiio,
ndo havendo ainda concordincia entre os taxonomistas com relagdo a um sistema
convincente para a sub-familia Aurantioideae e, particularmente, para o género
Citrus (Giacometti, 1973, citado por Koller, 1994; Giacometti, 1991).

Os citros, segundo Amaral (1982), pertencem a grande divisio
Angiospermas, classe Dicotiledfnea, subclasse Arquiclamidea, ordem das
Geraniales, subordem Geranedea, familia Rutacea e subfamilia Aurantioideae.

As espécies citricas podem pertencer aos géneros Citrus, Poncirus,
Fortunella, Clymenia ou Microcitrus, que apresentam uma grande variabilidade
e facilidade de hibridacGes naturais (Amaral, 1982). O género Poncirus possui
somente a espécie P. trifoliata (Linn.) Raf, sendo conhecida pelo nome de
‘limoeiro trifoliado’ devido & natureza das folhas (Amaral, 1982).



Diversas sdo as técnicas taxonGmicas atuais, segundo Giacometti (1991),
como a andlise de DNA através de enzimas de restriggio (RFLP): a
quimioctaxonomia, sendo os Oleos essenciais, incluindo os componentes
terpendides e ndo terpendides, preferivelmente mais indicados; a taxonomia
numérica, que expandiu-se gragas ao desenvolvimento dos computadores e do
processamento eletrdnico de dados, sendo menos intuitiva, procurando a
correlagdo de caracteres, permitindo a busca de relagdes evolutivas ¢ a
microscopia eletronica de varredura que possibilita a diferenciagio das espécies
de Citrus e géneros afins através da anilise das caracteristicas morfolégicas dos
grios de polen, os quais mostram considerdvel variabilidade em tamanho, forma e
nos padrdes esculturais da exina.

Nos ultimos 50 anos, os taxonomistas, tanto de animais como de plantas,
passaram a se preocupar com as relagoes evolutivas das espécies e desenvolveram
a classificacdo filogenética, que langa mio de técnicas mais seguras, pois
permitem a confirmagdo dos resultados obtidos através dos caracteres
morfolégicos usados pela classificaciio natural.

O estudo das relagSes genéticas, taxondmicas e filogenéticas entre
organismos pode ser facilitado por novos conhecimentos alcangados na molecula,
como a analise de isoenzimas separadas por eletroforese. A hipétese basica é de
que um gene e seu produto polipeptidico s3o colineares e que o total de variagio
nos padrdes de proteinas obtido por eletroforese pode oferecer uma estimativa da
variagio presente no genoma, possibilitando uma identificagiio precoce e segura
quanto a origem dos embriGes (Alfenas et al., 1991).

As técnicas de cultura de células, tecidos e érgdos 'in vitro' surgem como
op¢do promissora, tanto como meio para contornar problemas enfrentados na
aplicagdo das técnicas convencionais, quanto para substituicio de alguma destas
técnicas para solugdo destes problemas (Guimardes et al.,, 1989). O meio MS
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(Murashige e Skoog, 1962) é o mais utilizado na cultura de tecidos da grande
maioria das espécies estudadas. Entretanto, procurando otimizar o crescimento 'in
vitro' e obter a maximizacio da indugdo de sobrevivéncia e desenvolvimento de
poliembrides, a adequacdo do meio de cultivo 'in vitro' para embrides de citros em
diferentes estadios embrionarios torna-se muito importante.

A cultura dos citros, de relevante importiincia econémica, ha muito vem
sendo objeto de intensivos programas de melhoramento direcionados, entre outros
aspectos, para finalidades como precocidade de produgdo, qualidade dos frutos,
resisténcia a doengas e adaptagio a condigdes edafoclimaticas diversas.

No panorama mundial de producdo de frutas, a laranja ocupa o primeiro
lugar, oscilando entre 50,7 e 57,8 milhdes de toneladas por ano, seguida pela uva
com valores semelhantes e pela banana e magid com valores em tomo de 40
milhSes de toneladas anuais cada uma, segundo FAO (1995).

Os métodos cldssicos de melhoramento utilizados no desenvolvimento de
porta-enxertos estdo limitados a problemas peculiares a este grupo de plantas,
tais como apomixia do tipo embrionia nucelar, elevadas taxas de heterozigose,
esterilidade masculina e feminina, além do longo periodo juvenil (Cameron e
Frost, 1968; Heam, Hutchison e Barret, 1974; Soost ¢ Cameron, 1975; Soost,
Williams e Torres, 1980; Cunha e Soares Filho, 1988; Souza Junior, Cunha
Sobrinho e Soares Filho, 1994). Além destes problemas, os melhoristas de citros
deparam-se com dificuldades para a distingiio precoce de “seedlings” nucelares
daqueles de origem sexuada, havendo freqiientemente a necessidade de
desenvolver tais "seedlings” até a frutificagdo, compreendendo um periodo de 5
ou mais anos, para que os zigéticos possam ser identificados (Cameron e Frost,
1968; Soost ¢ Cameron, 1975; Cunha e Soares Filho, 1988; Ramos, 1990;
Ollitrault e Roca Serra, 1992; Souza Jiunior, Cunha Sobrinho e Soares Filho,
1994).



Cultivares conhecidas pela nio produgio de embrides nucelares sio
geralmente usadas como progenitor feminino ou, no caso de programas dirigidos
para obtencio de porta-enxertos, o cariter dominante que determina o
aparecimento de folhas trilobadas, presente em Poncirus trifoliata, é empregado
como gene marcador. Tais medidas, apesar de apresentarem resultados
satisfatorios em alguns experimentos, nio sio confidveis devido a existéncia de
plantas heterozigéticas, além de limitarem as possibilidades de cruzamento que
poderiam ser realizados, o que implica na urgéncia de se obter um confiavel
conjunto de marcadores genéticos além dos poucos disponiveis.

Identificacio de embrides zigéticos e nucelares de citros por anilise
eletroforética isoenzimatica tem se mostrado muito eficiente em programas de
melhoramento genético (Iglesias, Lima e Simon, 1974; Esen e Soost, 1974a; Esen
e Soost, 1974b; Torres, Soost e Diedenhofen, 1978; Esen e Soost, 1976; Esen,
Soost e Geraci, 1979; Soost, Williams e Torres, 1980; Ollitrault ¢ Roca Serra,
1992; Cheng e Roose, 1995).

2.1 Melhoramento genético dos citros

Os primeiros trabalhos de melhoramento dos citros foram iniciados por
W.T Swingle & H.J. Weber, em 1883, objetivando inicialmente resisténcia a
doengas e, logo a seguir, resisténcia ao frio, mediante hibrida¢des com Poncirus
trifoliata (Soost e Cameron, 1975).

O melhoramento dos citros pode ter diversos objetivos, dependendo dos
problemas de cultivo existentes nas regies produtoras. No Brasil, os principais
objetivos s3o a resisténcia ao Cancro Citrico e ao Declinio, bem como a
tolerdncia a Tristeza. Diversas institui¢des de pesquisa, tanto nacionais como
internacionais, preocupam-se com a realizaciio de estudos que possam servir de

suporte ao desenvolvimento do melhoramento genético de citros. Entretanto,
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poucos sdo os conhecimentos disponiveis sobre o controle genético da grande
maioria dos caracteres relacionados a esse importante grupo de plantas (Santos
Filho, Dantas e Cabral, 1986; Cunha e Soares Filho, 1988; Machado, 1992;
Machado, 1997). Devido a elevada heterose observada em citros, nas progénies
de natureza zigética provenientes de hibridacdes, os caracteres fenotipicos nio
sdo uniformes, conforme se verifica por uma ampla variagio de fendtipos na
geragdo F, (Furr, 1969).

Atualmente, os projetos de pesquisa relacionados ao melhoramento de
citros sdo dirigidos a criacdio de novas variedades de copa e porta-enxerto melhor
adaptadas aos trépicos. Os maiores objetivos do melhoramento genético de citros
t8m sido: obtencdo de variedades porta-enxerto ananicantes com a finalidade de
diminuir os espacamentos e, conseqilentemente, aumentar o estande e a
produtividade; obten¢dio de variedades porta-enxerto resistentes ou tolerantes a
estresses ambientais como seca, salinidade, resisténcia a doengas e obtengio de
variedades copa precoces e de meia estagdo. (Salibe e Rodriguez, 1969; Salibe e
Rodriguez, 1971; Platt e Opitz, 1973; Hearn, Hutchison e Barret, 1974,
Hoffimann e Fachinello, 1980; Ieki, 1981; Pompeu Junior, Figueiredo e Pio, 1983;
Moore, 1986; Castle, 1987; Salibe, 1987; Ollitrault, 1992; Salibe et al., 1992;
Zekri, 1993; Koller, 1994).

A hibridagdo é um processo de melhoramento de citros que vem sendo
utilizado por técnicos de muitos paises hi bastante tempo, sem que grandes
resultados fossem obtidos. Isso deve-se, principalmente, ao fato de a maioria das
espécies e variedades apresentarem sementes altamente poliembriénicas e também
devido s formas poliembriénicas terem normalmente uma constituigio genética
extremamente heterozigota. A produgdo de hibridos com caracteristicas
superiores € sempre desejivel e alguns projetos nesse sentido estio em



desenvolvimento, tanto para copas como para porta-enxertos (Pompeu Junior,
Figueiredo e Pio, 1983).

A sele¢do massal é o método mais comum e também parece ser o mais
adequado para o melhoramento de plantas citricas. Nos citros é bastante
conhecida a ocorréncia de mutagdes, espontineas ou induzidas. E através da
selecfio desse material superior que tém sido obtidos os melhores resultados em
todo o mundo (Pompeu Jinior, Figueiredo e Pio, 1983).

Porém, devido a necessidade de intensificar esforgos para obter-se maior
variabilidade, principalmente com porta-enxertos, ja que o mais difundido, o
Citrus limonia Osbeck cv. Cravo, ocupa praticamente 80% dos pomares
brasileiros acarretando grande vulnerabilidade genética (Passos, 1980; Pompeu
Yimior, 1991; Koller, 1994) e também 3 relativa facilidade de cruzamentos entre
os citros, a hibridagdo pode ser uma boa alternativa para programas de

melhoramento dos citros.

2.1.1 Dificuldades do melhoramento genético dos citros

Nos citros é relativamente facil a obten¢do de cruzamentos intervarietais
e interespecificos, bem como intergenéricos, que podem ocorrer naturalmente,
facilitados pelo proprio aspecto morfoldgico das suas flores.

Segundo Nassar (1991), citado por Koller (1994), cada flor dos citros
contém de quatro a cinco pétalas brancas ou avermelhadas e purpureas em
algumas espécies. O nimero de estames varia de vinte a quarenta e o pistilo é
unico. A receptividade do estigma das flores inicia-se dois dias antes da abertura
dos botdes florais, prolongando-se até dois dias apds a abertura das pétalas. A
deiscéncia das anteras ocorre apos a abertura das flores. O polen é pegajoso,

caracterizando polinizagdo entomofila que favorece cruzamentos, dai resultando



em elevada heterozigose. A autopolinizagio também é freqiiente devido a
proximidade das anteras com o estigma.

Assim sendo, seria relativamente ficil incorporar numa variedade as
caracteristicas desejaveis existentes em outras variedades, espécies e géneros.
Entretanto, a elevada heterozigose das plantas citricas e a complexidade dos
mecanismos genéticos tornam muito dificil a obtengiio dos resultados desejados,
de sorte que os sucessos até agora alcancados s3o muito raros (Koller, 1994).

A poliembrionia das sementes da maioria das espécies e variedades de
plantas citricas é outro empecilho ao melhoramento porque, segundo Koller
(1994), se, de um lado, a predominincia da germinagio dos embrides nucelares
tem possibilitado a perpetuagio natural de caracteristicas varietais, por outro lado
ela prejudicou a germinagio dos embrides zigéticos ou hibridos e a distingdio

precoce dos "seedlings” hibridos dos nucelares.

2.2 Poliembrionia: ocorréncia e importincia em citros

A poliembrionia é um fendmeno de ocorréncia fregiiente em sementes de
citros, caracterizada pelo deseavolvimento de dois ou mais embrides a partir de
uma unica semente.

Em programas de melhoramento via hibridagiio controlada objetivando
reunir em uma planta as caracteristicas desejadas de duas variedades ou
cultivares, sejam da mesma espécie e género ou de espécies e géneros diferentes, a
poliembrionia é desvantajosa. Isto porque, fregiientemente, o embrizo zigético no
melhoramento das sementes poliembridnicas de citros nio germina sob condi¢des
naturais, dificultando os programas de melhoramento de porta-enxertos e copas.
O que normalmente ocorre é o desenvolvimento de embries originados de células
nucelares localizadas ao redor do saco embrionario. Esses embrides, denominados

nucelares ou adventicios, de origem somaitica, inibem competitivamente o
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desenvolvimento do embridio zigético, sendo da mesma constituicdo genética da
planta mie. O nimero de embrides presentes em sementes poliembridnicas de
citros ¢ variavel, estando na dependéncia da cultivar em questio e até mesmo
variando em uma mesma planta (Frost e Soost, 1968).

s A vantagem da poliembrionia de sementes da maioria das cultivares de
citros ¢ a obten¢3o de clones nucelares, permitindo que, no Brasil, pela produgio,
selecdo e cultivo de embriGes nucelares, se conseguisse purificar de viroses as
principais cultivares plantadas, com um progresso marcante no aumento de
produtividade dos pomares de citros. Basicamente o processo consiste em
polinizar as flores de uma cultivar com pélen de Poncirus trifoliata. Os hibridos
resultantes apresentam folhas com trés foliolos, permitindo identificar os
“seedlings" nucelares, nio resultantes da fecundagio e, portanto, com
caracteristicas semelhantes as da planta mie (Koller,1994).

A poliembrionia em citros é normalmente conseqiiente da apomixia,
forma de propagagdo vegetativa por sementes, que tem por principio a formagio
de uma nova planta geneticamente idéntica aquela que lhe deu origem. A
apomixia responsavel pela poliembrionia dos citros é do tipo embrionia adventicia

ou nucelar (Cameron e Frost, 1968; Hanna, 1991; Naumova, 1993).

2.3 Embrionia adventicia

Muitas espécies e cultivares dos géneros Citrus, Poncirus, Fortunela,
Mangifera e Syzygium, tém a caracteristica de reproduzir-se por apomixia do tipo
agamospermia aposporica ou poliembrionia, formando varios embridides a partir
da diferencia¢io de células individuais do nucelo. Os embridides normalmente se
originam e se desenvolvem na extremidade micropilar do nucelo, projetando-se
para dentro do saco embrionario juntamente com o embrido de origem sexuada

(Wilms et al., 1983; Pasqual, 1985). Como os embrides adventicios sdo
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originados de células individuais do ovulo, extemas ao megagametofito, esse
processo é denominado apomixia esporofitica.

As células que formardo o embridio nucelar comecam a se desenvolver
primeiramente na regido da chalaza, em seguida na regifio da micrépila e ao longo
da lateral do saco embrionario. Entretanto, o crescimento dos embrides
adventicios ou nucelares ndo ocorre na chalaza, mas quase que exclusivamente
nas proximidades da micrépila (Esen e Soost, 1977; Bruck e Walker, 1985a,
1985b). Tais caracteristicas parecem ser decorrentes da restricio de nutrientes na
regido da chalaza ou mesmo algum mecanismo promovido pelo saco embrionério
para inibir a divisdo das células iniciais ai localizadas (Wakana e Uemoto, 1987 ¢
1988). Para Esen e Soost (1977), ocasionalmente pode ocorrer a formacdo de
embriGes nucelares até mesmo na regido da chalaza.

As células que dardo origem ao embrifo adventicio ndo sdo circundadas
por uma estrutura megagametofitica, mas sim pelas células nucelares. Em suma,
a embriogénese nucelar gera um espordfito independente da estrutura do saco
embrionario (Esan, 1973; Esen e Soost, 1977; Bruck e Walker, 1985a, 1985b;
Koltunow, 1993) sendo que este se desenvolve diretamente de uma célula do
nucelo (Cameron e Frost, 1968; Starrantino e Russo, 1980; Hanna, 1991;
Naumova, 1993).

O grau de poliembrionia ou o niamero total de embrides por semente pode
ser influenciado pela cultivar, por condigdes ambientais, estado nutritivo do fruto,
cultivar polinizadora. Para uma mesma espécie do género Citrus, tem sido
encontrados de 1 a 40 embridides por nucelo (Cameron e Frost, 1968; Frost e
Soost, 1968; Esen e Soost, 1977).

Polinizag3o e fertilizagdo sdo consideradas pré-requisito essencial para a
embriogénese de citros (Frost e Soost, 1968; Kochba, Spiegel-Roy e Safran,
1972, Dobzhansky, 1973; Esen e Soost, 1977) visto que a fecundagio é
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necessaria por estar diretamente ligada 4 formagdo do endosperma que alimentara
© novo embrido. Porém, ja tem sido registrada a formagdio de sementes em C.
sinensis Osb. e C. paradisi Macf. (pomelo) e de embridides ‘in vitro’ sem
poliniza¢do em meio de cultura rico em nutrientes (Pasqual, 1985). Ha evidéncias
de que, com certos hibridos interespecificos, a polinizagio é definitivamente
requerida, ao passo que algo menos claro é a necessidade de fertilizagio da
célula-ovo que deve ocorrer de 3 dias a 4 semanas apés a polinizagdo, sendo que
a divisdo do zigoto inicia-se logo a seguir (Pasqual, 1985).

Em experimento com variedades citricas poliembridnicas, Starrantino e
Russo (1980) e Moore (1985 e 1986) também obtiveram, em condigdes de cultivo
'm vitro' de 6vulos ndo fertilizados, embrides nucelares sem a ocorréncia da
fertilizacdo, reforgando a hipétese de que a dupla fertilizagdo, caracteristica das
angiospermas para a embrionia nucelar, seria desnecessaria, sendo importante
apenas a fecundagdo do niicleo espermitico com os dois niicleos polares para a
formagdo do endosperma e conseqiiente suprimento dos embrides.

Como existe em citros um elevado grau de heterozigose devido a
polinizacdo cruzada, facilidade de mutages espontineas e prevalecimento da
poliembricnia, alelos recessivos s3o acumulados, tendo a embrionia adventicia
um importante papel na diferenciagdo evolucionaria (Cameron e Frost 1968).

Além disso, por essas peculiaridades pode ser percebido o grande impacto
da apomixia na agricultura dos paises pobres, onde o agricultor pouco utiliza
sementes hibridas, mas sim suas préprias sementes (Hanna, 1995).

2.3.1 Expressdo da embrionia adventicia

No género em estudo, somente duas espécies (Citrus medica e Citrus
grandis) apresentam cultivares monoembriénicas. Para as outras espécies, o grau

de poliembrionia pode variar de acordo com as variedades. A poliembrionia tem

12



cardter genético dominante e seu grau ¢ determinado por pequeno numero de
genes dentro do género Cifrus (Cameron e Soost, 1980).

Nas semeaduras de cultivares poliembridnicas, as proporgdes de
descendentes zigdticos e nucelares variam em fingdo das condigSes ambientais e
segundo os polinizadores (Khan e Roose, 1988; Ollitrault ¢ Rocca Serra, 1992).
Devido as dificuldades na identificagio precoce de “seedlings" zigbticos dos
nucelares, muitas técnicas foram utilizadas para tentar elevar a proporgdo de
zigéticos. Por isso, uma rigorosa escolha das condigdes ambientais, dos
tratamentos quimicos, a cultura 'in vitro' de embrides imaturos ou de évulos,
assim como irradiagdo de botdes florais um més antes da antese, permitem
melhorar, sensivelmente, a obten¢fio de plantas hibridas. Segundo Ollitrault e
Roccea Serra (1992), ainda é possivel, para cultivares monoembridnicas, induzir a

producio de clones nucelares, por meio de cultura 'in vitro' de nucelos separados.

2.4 Métodos de identificagio dos embriGes apomiticos

Um dos principais obsticulos ao melhoramento dos Citrus, via hibridagio
controlada, é a apomixia e a poliembrionia, por isso é desejavel ao fitomelhorista
0 quanto antes identifica-las. A utilizagio de isoenzimas como marcadores
moleculares visa identificar precocemente (aos dois meses) o tipo de embrido
resultante (Iglesias, Lima e Simon, 1974; Torres, Soost e Diedenhofen, 1978;
Torres, Soost e Mau-Lastovicka, 1982; Wilms et al., 1983; Wakana e Uemoto,
1987, 1988).

O teste de progénie para alogamas pode ser utilizado como forma de
identificacdo de plantas apomiticas, através da morfologia da descendéncia de
plantas heterozigotas ou de polinizagio aberta, indicando o tipo de reprodugdo
predominante e a sua freqgiiéncia, se é facultativa ou obrigatoria (Schulz-
Schaeffer, 1980). Também podem ser identificadas pela produgdo de progénie
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maternal de m3e homozigota recessiva, ou mesmo pelo alto mimero de sementes
vidveis e/ou progénie maternal uniforme, em plantas com ndmero de
cromossomas irregular (Schulz-Schaeffer, 1980).

Ha tendéncia de utilizagdo de marcadores moleculares para os genes que
controlam a apomixia ja no estado de ‘seedlings’, entretanto, a técmica nio
identifica se esta apomixia é facultativa ou obrigatéria (Hanna, 1995).

Os testes citologicos sdo mais rapidos que as técnicas convencionais para
identificagdo do tipo de reprodugio podendo-se, inclusive, no caso da reprodugio
assexuada, detectar a forma existente. Técnicas de clareamento do évulo e sua
observagao possibilitam melhor descri¢io dos sacos embrionarios formados, com
apenas dois a trés dias apos a coleta desses évulos (Young, Sherwood e Bashaw,
1979), o que pode possibilitar a identificagio da embrionia adventicia ainda na
antese. As células do nucelo que vio originar os embrides adventicios ja mostram
uma estrutura diferenciada (citoplasma denso) antes da polinizagdo; sdo as
células denominadas “iniciais” ou “primordiais” (Wilms et al., 1983). Nas
cultivares monoembridnicas de citros nio ha forma¢io destas células iniciais
(Moore, 1985).

As variedades citricas monoembridnicas produzem somente o embrido
sexual, a ndo ser que haja uma ocasional duplicagio ou triplicagdo do embrido

(Cameron e Soost, 1980).

2.4.1 Utilizacdo da espécie Poncirus trifoliata

A utilizag3o do Poncirus trifoliata como polinizador de 'Citravos' tem
sido empregada para, além da transferéncia de resisténcia ao Declinio, a
identificagdio de "seedlings” zigéticos, j&4 que o carater trifoliado deste mostra
completa dominéncia sobre a condigio monofoliada presente no género Citrus.
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O uso de P. trifoliata como marcador morfologico apresenta, apesar de
ser uma técnica simples, resultados duvidosos, visto que padrdes de segregagiio
em geragdes avangadas sugerem que dois genes principais, ou talvez um gene
duplicado, estejam envolvidos na heran¢a do cariter (Cameron e Frost, 1968;
Iglesias, Lima e Simon, 1974; Soost ¢ Cameron, 1975; Cunha e Soares Filho,
1988; Pio, 1993; Souza Junior, Cunha Sobrinho e Soares Filho, 1994).

0 erﬁprego de P. rrifoliata como parental cbrigatorio, estreita a base
genética para a obtencdo de hibridos (Iglesias, Lima e Simon, 1974), além de ser
incompativel com a principal variedade copa utilizada no Brasil, a laranjeira
‘Pera’ (C. sinensis), segundo Souza Jinior, Cunha Sobrinho e Soares Filho
(1994).

Toxopeus (1962) observou que em alguns hibridos de C. grandis com
limdo ‘Meyer’ C. meyeri Tan. houve uma tendéncia em apresentar pequeno
nimero de folhas trilobadas. De forma semelhante, este autor verificou que
cruzamentos entre C. grandis e C. hystrix deram origem a algumas plantas
trifoliadas, percebendo-se, apesar do reduzido mimero de ‘seedlings’ Fy, uma
relagdio de 3 plantas monofoliadas: 1 planta trifoliada. Com base nestes
resultados, Toxopeus (1962) propde que o caréter trifoliado seja govemnado por
dois genes, C e D, de agdo complementar, sugerindo para C. grandis o genétipo
Cedd (ou ccDd) e para C. hystrix ccDd (ou Cedd), de modo que cruzando essas
espécies obteria-se uma populagio F, segregando para a presenca de folhas
trilobadas na relag@o dada. Considerando-se a dominancia do carater trifoliado de
Poncirus sobre o monofoliado de Citrus, o referido pesquisador sugere também
que P. trifoliata seja homozigoto para os genes C e D.

Existem, porém, evidéncias indicativas de que muitas plantas de
Poncirus, que ¢ um género monotipico, sejam heterozigotas para esse cariter,

sendo por isso um marcador morfologico pouco confiavel (Iglesias, Lima e
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Simon, 1974; Torres, Soost e Diedenhofen, 1978, Torres, Soost e Mau-
Lastovicka, 1982; Cunha e Soares Filho, 1988; Souza Jimior, Cunha Sobrinho e
Soares Filho, 1994; Cheng e Roose, 1995). Além disso, o emprego de P.
trifoliata como progenitor obrigatorio estreita a base genética para a obtengdo de
hibridos.

2.4.2 Anailise de isoenzimas

Marcadores genéticos sdo quaisquer caracteristicas, processos
bioquimicos ou fragmentos de DNA que permitam a distingio de individuos
geneticamente diferentes.

O sucesso de um programa de melhoramento genético depende, em parte,
da variabilidade genética dos progenitores. Portanto, a sua avaliagio é
extremamente importante em programas envolvendo hibridagdes, por fornecer
parametros para identificagio de progénies que, quando cruzados, possibilitam
maior efeito heterético na progénie e a maior probabilidade de obter gendtipos
superiores nas geragdes segregantes (Price et al., 1984; Bordignon, Medina Fitho
e Ballve, 1990; Amaral Junior et al., 1996).

Um dos mais dificeis problemas no melhoramento genético de plantas ¢ a
identificacdio de progénies que contém a recombinagio génica desejavel para as
caracteristicas de interesse. Do ponto de vista do melhorista, dois fatores estio
envolvidos nesse processo: a criagio da variabilidade e a selegio. Para a maioria
das espécies de importincia agrondmica, a criagdo de variabilidade é obtida pela
hibridac3o entre genitores contrastantes. A identificacdo de recombinantes
superiores dentro das populacdes segregantes requer a utilizagdo de sistemas de
avaliacdo das caracteristicas de interesse (Borém, 1997).

Em caso de plantas apomiticas, a identificagdo das progénies é também
de suma importincia para o sucesso do melhoramento. Em conseqiéncia da
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poliembrionia, surge a dificuldade de identificagdo das plantas hibridas originadas
de cruzamentos controlados. As progénies, por via de regra, constituem-se numa
mistura de hibridos e de clones nucelares idénticas ao progenitor feminino (Frost
¢ Soost, 1968; Iglesias, Lima e Simon, 1974; Torres et al., 1978; Torres, Soost e
Diedenhofen, 1978; Torres, Soost ¢ Mau-Lastovicka, 1982, Torres et al., 1985;
Moore e Castle, 1988; Roose e Traugh, 1988; Abdullah et al., 1990; Ballve et al.,
1991; Ollitrault, Ollitrault e Cabasson, 1992; Koller, 1994).

Um dos sistemas tradicionalmente usados na determinagio da
variabilidade t8m sido os marcadores morfologicos. No entanto, tais marcadores,
na maioria das vezes, necessitam de muitos anos para serem eficientemente .
avaliados, implicando no alto custo de implantagio de pomares que nem sempre
se mostram fteis, por erros na identidade das plantas devido a falhas na
identificacdo e/ou misturas de gemas, plintulas, sementes, estacas, pélen e
cruzamentos ndo efetivos durante as fases do programa de melhoramento. Além
disso, nem sempre é possivel encontrar um bom marcador morfolégico que nio
sofra influéncias ambientais ou que apresente correlagio juvenil-adulto.

Atualmente, o método mais promissor na identificagio precoce de
hibridos de citros a andlise de padrdes isoenzimaticos obtidos por eletroforese
(Iglesias, Lima e Simon, 1974; Torres et al., 1978; Torres, Soost e Diedenhofen,
1978; Torres, Soost e Mau-Lastovicka, 1982, Torres et al., 1985; Moore ¢
Castle, 1988, Roose e Traugh, 1988; Hidaka e Omura, 1989; Ballve et al., 1991).
Essa técnica também tem se mostrado promissora em estudos de outras espécies
frutiferas, como a identificagio de hibridos de péssego e mamio, como
marcadores isoenzimiticos em abacate, noz e uva, e para caracterizagio de
cultivares de damasco, morango, magi, améndoa e ameixa (Tanskley e Orton,
1987).
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Muitas técnicas bioquimicas foram experimentadas para distinguir
precocemente “seedlings" zigéticos de nucelares, como analise de éleo essencial
das folhas (Pieringer e Edwards, 1967) e anilises isoenzimaticas, sendo que estas
iltimas sdo mais uma performance para anilise de rotina (Iglesias, Lima e Simon,
1974; Torres et al., 1978; Torres, Soost e Diedenhofen, 1978; Torres, Soost e
Mau-Lastovicka, 1982; Torres et al., 1985; Moore e Castle, 1988, Roose e
Traugh, 1988; Hidaka e Omura, 1989; Ballve et al., 1991).

Pela relativa simplicidade, baixo custo e a possibilidade de analisar varios
locos simuitaneamente, o que permite a diferenciagfio de individuos intimamente
ligados e, ainda, o fato de se constituir um produto direto da agdo génica, é que a
analise de isoenzimas tem se tomado cada vez mais confiivel em relagdo a outros
métodos baseados na avaliagdo de caracteristicas morfolégicas. A principal
vantagem da técnica eletroforética isoenzimatica é a codominincia, sendo que
esta interagdo alélica caracteriza-se pelo fendtipo do heterozigoto apresentar-se
como uma mistura dos fenétipos de seus progenitores homozigéticos, estando os
dois alelos presentes no heterozigoto ativos e independentes. Em termos
bioquimicos, cada alelo do heterozigoto condiciona a formagiio de um
polipeptideo ou enzima (Ramalho, Santos e Pinto, 1995).

A avaliagio e interpretagio de um conjunto de caracteres, para
determina¢io daqueles que efetivamente contribuem para a discriminagio
genotipica, s3o altamente desejaveis no inicio de qualquer programa de
melhoramento genético, por isso, acredita-se que o uso de marcadores
bioquimicos isoenzimaticos possa ser alternativa promissora para identificagio de
embrides oriundos de espécies poliembridnicas, como os citros.

O termo isoenzima foi proposto por Markert ¢ Moller para as multiplas
formas moleculares de uma enzima, compartilhando uma atividade catalitica,
derivada de um tecido de um organismo isolado (Peirce e Brewbaker, 1973).
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A eletroforese em gel pode mostrar que a estrutura primaria do
polipeptideo varia entre os individuos. A variagdo pode ser diretamente associada
com diferengas genéticas. Esta técnica permite a caracterizagio, na molecula, da
quantidade e tipos de variabilidade genética em populagdes de qualquer
organismo e uma estimativa da extens3o da diversidade genética entre as espécies.

As isoenzimas sdo controladas geneticamente por um ou varios genes, que
podem ser alelos situados em um mesmo loco ou em locos diferentes,
respectivamente (Tanskley e Orton, 1983; Alfenas et al., 1991). A variabilidade
dos padrdes enzimiticos de uma populagio € geralmente atribuida a segregagio
genética e designada polimorfismo. A expressio isoenzimatica é codominante,
sendo ambos os alelos de um loco de um individuo dipldide expressos e
visualizados. As bandas visualizadas em um zimograma podem representar
isoenzimas codificadas por mais de um loco génico em um mesmo gel, sendo a
migracdo de bandas de cada loco visualizada em zonas distintas (Iglesias, Lima e
Simon, 1974; Soost, Williams e Torres, 1980; Tanskley e Orton, 1983; Padma e
Reddy, 1988; Alfenas et al., 1991; Alfenas, 1998).

A vantagem da técnica de eletroforese esta no fato de que a variagio do
padrio de bandas pode ser diretamente associada & variagdo nos genes que
codificam as enzimas variantes. O padrio de bandas ¢ tratado como um fenétipo
analisado por testes genéticos que determinam quais bandas sfo codificadas por
genes alélicos e quais sdo especificadas por genes em diferentes locos. Além da
vantagem da codominancia, a analise é bastante simplificada porque as bandas
sempre segregam como fatores mendelianos simples (Gottlieb, 1971; Alfenas et
al, 1991; Kunieda, 1992; Santos, 1992; Rodrigues, 1995; Gomide 1996;
Alfenas, 1998).

As isoenzimas foram os primeiros marcadores genéticos estudados em
citros (Button, Vardi e Spiegel-Roy, 1976;Torres, Soost e Diedenhofen, 1978).
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Depois que Iglesias, Lima e Simon (1974) verificaram que diferencas nos padrdes
isoenzimaticos poderiam ser empregadas no reconhecimento de "seedlings”
zigéticos e nucelares em grupos taxondmicos poliembridnicos dos citros, diversos
estudos foram conduzidos objetivando a avaliagdo de varios sistemas enzimaticos
capazes de possibilitar uma rapida e segura distingfio destes dois grupos de
"seedlings” (Button, Vardi e Spiegel-Roy, 1976; Esen e Scora, 1977; Torres,
Soost e Didenhofen, 1978; Soost, Williams e Torres, 1980; Torres, Soost ¢ Mau-
Lastovicka, 1982; Sawazaki et al., 1992; Souza Jinior, Cunha Sobrinho e Soares
Filho, 1994).

A analise do polimorfismo isoenzimatico pode ser igualmente usada em
programas 'm vitro' para ter certeza da origem somatica dos calos e embrides
obtidos em cultura de 6vulos (Ollitraul et al., 1988, citados por Ollitrault e Rocca
Serra, 1992) ou verificar o produto de programas de fusdes somaticas.

Apesar das limitagdes devido a variabilidade genética dos genitores, as
isoenzimas malica (ME), peroxidases (PO), esterases (ES), malato desidrogenase
(MDH), fosfoglucomutase (PGM), fosfoglucoisomerase (PGI) e glutamato
oxaloacetato transaminase (GOT) tém sido analisadas em plintulas de poucos
dias 'in vitro' e oferecem boas perspectivas no programa de melhoramento de
citros na selecdo de ‘“seedlings" =zigticos nos primeiros estagios de
desenvolvimento das progénies (Iglesias, Lima e Simon, 1974; Button, Vardi e

- Spiegel-Roy, 1976; Soost e Williams e Torres, 1980; Torres et al., 1985; Moore

e Castle, 1988; Roose e Traugh, 1988; Sawazaki et al., 1992; Souza Junior,
Cunha Sobrinho, Soares Filho, 1994).

Nesses casos, os marcadores isoenzimiticos tém importante fungio
porque ndo sO permitem uma selegdo da pianta muito precocemente, além do
menor custo e economia de tempo. Em muitos casos de identificagdio da planta, a

presenga de polen ou cruzamentos indesejaveis podem ser detectados, o que
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contribui para a redugio do tamanho dos experimentos de selegiio. A analise de
divergéncia genética emtre um grupo de genitores, baseada em padrdes
isoenzimaticos, tem sido avaliada com objetivo de identificar as combinagdes
hibridas, possibilitando a recuperagio de genétipos superiores nas geragdes
segregantes (Price et al., 1984; Gomide, 1996). Além disso, segundo Cruz e
Regazzi (1994), citados por Gomide (1996), a avaliagdo da divergéncia genética,
com base em evidéncias cientificas, também ¢ de grande importéncia no contexto
da evolugdo das espécies, uma vez que prové informagdes sobre recursos
disponiveis e auxilia na localizag3o e no intercimbio dos mesmos.

Porém, segundo Price et al. (1984) ¢ Wemer, (1992), a eficiéncia das
isoenzimas como marcadores biologicos naturais para a quantificagio da
variabilidade genética baseia-se em um pré-requisito essencial, que a a ocorréncia
de polimorfismo.

243 Citogenética dos citros

O niimero de cromossomas no género Citrus é 2n = 18 (Esen e Soost,
1971; Rocca Serra e Ollitrauit, 1992). No entanto, "seedlings” e plantas adultas
poliploides tém sido encontradas (Murkherjee ¢ Cameron, 1958; Esen e Soost,
1971; Ollitrault e Rocca Serra, 1992; Oiyama, 1992; Rocca Serra e Ollitrault,
1992). Alguns poliploides foram identificados (Fortunella hindsii, lim3o Tahiti)
ou produzidos artificialmente (Oiyama, 1983; Rocca Serra e Ollitranlt, 1992). A
diploidia é regra igualmente valida para os onze géneros seguintes da sua
subfamilia Aurantiodeae: Severinia, Triphasia, Citropsis, Aeglopsis, Feronia,
Murraya, Afraegle, Atalantia, Clausena, Eremocitrus, Micromelum, segundo
Esen e Soost (1971) e Iwamasa e Nito (1988), citados por Rocca Serra e
Ollitrault (1992).
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Nas semeaduras de sementes poliembriénicas, a frequéncia de tetraploides
espontineos varia de 1 a 3%; a poliembrionia age sob efeito genético mas pode
ser modificada por fatores fisiologicos e ambientais. Iwamasa e Nito (1988),
citados por Rocca Serra e Ollitrault (1992), observaram entre 1% a 20% de
polipléides em algumas variedades citricas. Tais tetraploides seriam provenientes

de uma duplicacdo do complemento cromossdmico de células nucelares do évulo
antes da embriogénese somitica ou durante a megasporogénese (Barrett e
Hutchison 1982, citados por Rocca Serra e Ollitrauit, 1992).

Alguns triploides podem ser igualmente obtidos nas descendéncias de
hibridacdo interespecificas ou intergenérica entre dipléides, sendo derivados da
fecundagio de um gameta feminino ndo reduzido por um gameta masculino
hapléide. A freqiiéncia de gametas nio reduzidos varia, segundo o genétipo, entre
menos de 1% a cerca de 20%(Esen e Soost, 1971). Segundo Oiyama (1992),
cruzamentos de tetraploides ‘kawano-natsudaidai’ com varias cultivares dipléides
resultam na produgdo de embrides maduros, os quais se desenvolvem em 30-49%
das sementes obtidas. A triploidia tem como consegiiéncia a esterilidade gamética.
Poucos triploides naturais foram identificados, sendo o limdo ‘Tahiti’ o mais
conhecido (Rocca Serra e Ollitrault, 1992). Esen e Soost (1972) observaram
alguns aneupldides vindos de cruzamentos dipléides com tetrapldides, com
numero de cromossomas variando entre 19 a 41. Os autores também verificaram
que niveis de ploidia superiores a 4x sio raros.

Soost e Cameron (1975) e Rocca Serra e Ollitrault (1992) notaram que,
apesar de uma aptiddo nio negligencidvel para produzir descendentes tripléides
ou tetrapléides, a poliploidia parece cumprir um papel negligenciavel na evolugio
dos citros. Isso podera ser explicado pelo baixo vigor e fertilidade nesses niveis de
ploidia, sendo uma desvantagem seletiva evolutiva. Além disso, as cultivares
tetraploides tém como caracteristicas baixos rendimentos, casca do fruto fina e
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irregular, de pouco interesse para o consumo humano. Mas constituem
importantes genitores, em cruzamentos com dipléides, objetivando-se variedades
triploides aspermas.

No género Citrus, com proposito de maior precisdo da analise cariotipica,
algumas metodologias tém sido empregadas. Uma delas é a maceragio enzimatica
para degradacg3o da parede celular ao invés do método convencional de agitagdo,
tal como o proposto por Nishiyama (1960) citado por Ito et al. (1992), feito com
as cultivares “Yuzu’ (C. junos Sieb. ex Tanaka), tangerina ‘Dancy’ (C. reficulata
Blanco), laranja ‘Trovita’ (C. sinensis Osbeck) e limio ‘Lisbon’ (C. limon Burm.
L).

O emprego de técnicas de bandeamento também tem sido utilizado
objetivando uma analise cariotipica mais precisa para 0 mapeamento e engenharia
cromossomica. Estes métodos foram importantes, por exemplo, para construgio
de mapas citologicos de Oryza sativa, Prunus e Diospyrus. (Ito et al., 1992). Em
Citrus, o fluorocromo DAPI induziu forte banda fluorescente sob iluminagdo UV,
fornecendo imagens bem claras dos cromossomas nas prometifases. Segundo
esses autores, os corantes DAPI e Giemsa podem produzir bandas especificas
com algumas modificagSes dos processos de coloragio, permitindo estudos sobre
a forma dos cromossomas.

Entretanto, a dificuldade na observagiio dos cromossomas de espécies
frutiferas arboreas esta nma observacio dos mesmos (Murkherjee ¢ Cameron,
1958; Esen e Soost, 1971; Soost e Cameron, 1975; Oiyama, 1981; Ito et al.,
1992). Em espécies de citros, este fato tem levado a maioria dos trabalhos a
identificarem somente o numero de cromossomas e caracteristicas como
constriges secundarias através de técnicas de coloragiio convencional.

No trabalho desenvolvido por Esen e Soost (1971), feito com as cultivares
Okitsu da linhagem ‘Yuzn’ (Citrus junus Sieb. ex Tanaka), tangerina ‘Dancy’
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(C. reticulata Blanco), laranja “Trovita’ (C. sinensis Osbeck), laranja ‘Valencia’
(C. sinensis Osbeck), limio ‘Lisbon’ (C. limon Burm. L”’q.) e ‘Ben-di-zao’ (C.
succosa hort. ex Tanaka), foram utilizadas raizes pré-tratadas com o-isopropil-N-
fenilcarbanato (IPC) e coloragio com orcceina lacto-propidnica. Com essa
técnica, os autores conseguiram boa contragdo e visualizagio dos cromossomas e
observaram ainda aneupléides em algumas cultivares estudadas, com o niimero de
cromossomas variando entre 19 a 41, nio sendo mencionada a presenca de
constricio secundiria. A observagio de aneuploides em citros pode ser
confundida com a presenca de constriges secundarias (Guerra et al. 1997) ja que
estas podem dar a impress3o de tratarem-se de cromossomas inteiros.

A técnica de Oiyama, feita com as cultivares tangerina ‘Clementine” (C.
clementina Hort. ex. Tanaka), “Ellendale’, ‘Mediterranean Sweet’ (SW: C.
sinensis Osbeck), ‘Kanton Orange’ e ‘Kawano-natsudaidai’ (C. natsudaidai
Hayata), foi baseada no pré-tratamento em solugio 0,002M 8-hidroxiquinoleina e
coloracdo em solugdo de orceina lacto-propidnica, apresentando bons resultados
quanto a condensagdo e dispersdo dos cromossomas, aumentando a freqiiéncia de
células com boa coloragdo. Polipléides foram observados, nido sendo mencionada
a presenca de aneupldides nem constrigdes secundarias (Oiyama, 1981; Oiyama,
1983; Oiyama e Kobayashi, 1990, 1991; Oiyama et al., 1991; Oiyama, 1992).

Bons resultados também foram encontrados por Murkherjee e Cameron
(1958) para Poncirus trifoliata dipléide e tetraploide, mesmo sem pré-tratamento
e com coloragdo com orceina acética. Os autores nio mencionaram a presenga de
constrigdes secunddrias. .

A detecgao de niveis diferentes de ploidia no material biolégico estudado é
possivel, haja vista que, em culturas de citros encontram-se, com relativa
facilidade, individuos poliploides (Oiyama, 1983; Rocca Serra e Ollitrault, 1992),



Além disso, a freqii€ncia de gametas nio reduzidos varia segundo o genétipo,
entre 1% a cerca de 20% em citros (Esen e Soost, 1971).

A constrigdo secundaria é controlada geneticamente e, em fungdo da
domindncia, é um marcador citolégico com possibilidade de evidenciar a
hibridagdo. Em estudos entre diferentes espécies do género Crepis, ficou
comprovada a existéncia de uma série alélica com graus variaveis de dominincia.
Por meio de cruzamento intergenérico, o hibrido passava a apresentar as RONs
dos genitores. Como as constrigdes secundirias variam em posi¢io nos
cromossomas entre espécies diferentes e a RON ativa se manifesta na metafase
como constrigdo secundaria, é possivel identificar qual RON esta ativa e a
proveniéncia de um dos genitores (Swanson, Merz e Young, 1981). Assim, pelo
fato de o 'Citravo' ser oriundo de cruzamento intergenérico, a constrigio
secundaria € uma alternativa para a identificag3o do hibrido e seus genitores.
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CAPITULO 2

Citogenética do ‘Citravo’ [Citrus limonia Osbeck Cv. Cravo X Poncirus
trifoliata (L.) Raf.] e seus genitores

1 Resumo

A citricultura brasileira mostra-se muito vulneravel a doencas e pragas,
uma vez que cerca de 80% de suas plantas sdo enxertadas sobre um unico porta-
enxerto, o limoeiro Cravo, muito susceptivel ao ‘Declinio dos Citros’. Por isso,
ha necessidade de se desenvolver novas cultivares por meio de melhoramento
genético, visando contornar esse problema. A anilise citogenética é importante
pré-requisito em programas de melhoramento, visto que a ploidia pode interferir
no sucesso dos cruzamentos. O 'Citravo' estd sendo avaliado citogeneticamente
pela primeira vez, e seus genitores nio tiveram uma analise do complemento
cromossomico anterior ao cruzamento controlado. Este trabalho objetivou a
avaliagdio dos cromossomas do material genético utilizado em programa de
melhoramento genético da UFLA, via hibridagio controlada, onde Poncirus
trifoliata e Citrus limonia Osbeck cv. Cravo foram utilizados como genitores
masculino e feminino, respectivamente. Foram testadas: técnicas de pré-
tratamentos (hidroxiquinoleina, colchicina e agua gelada) e coloragio (Feulgen,
Giemsa 1, 2 e 3%, orceina lacto-propidnica 1 e 2% e carmim acético 1 e 2%).
Raizes de 'Citravo' [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo x Poncirus trifoliata (L.)
Raf.] e seus genitores foram submetidas a hidrélise, utilizando-se HCl 1IN em
banho-maria a 60°C por 30 a 45 minutos, para raizes oriundas de sementes
germinadas, ou 15 minutos, nas mesmas condi¢Ses, para raizes oriundas de
cultura de tecidos 'in vitro' . A coloragdo com solucdo de Giemsa a 4% com
tampdo fosfato pH 6,8, por 45 a 60 minutos, apresentou resultados satisfatérios.
Pré-tratamento com solugdo de 8-hidroxiquinoleina a 0,002M por 24 horas a
10°C apresentou cromossomas metafisicos bem compactados e separados,
permitindo determinar com exatidio o numero total de cromossomas do
complemento. A resolugdo alcangada permitin a contagem dos cromossomas dos
materiais em estudo, todos apresentando 2n = 2x = 18 cromossomas.

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientadora), Moacir
Pasqual - UFLA e Renata Silva Mann - UFLA
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2 Abstract

Cytogenetical study of 'Citravo' [Citrus limonia Osbeck Cv. Cravo X
Poncirus trifoliata (L.) Raf.] and its parents

In spite of being the world’s greatest citrus fruit and powder and frozen
orange juice producer, Brazilian citrus culture presents itself very vulnerable
since about 80% of its plants are grafted on a single rootstock, the lemon tree
‘Cravo’, very susceptible to the ‘Decline of Citrus’. Therefore, there is need to
develop new cultivars by means of genetical improvement, aiming to overcome
this problem. The cytogenetical analysis is a important prerequisite in genetic
improvement programms, considering that the ploidis to affect on result of
crosses. The 'Citravo' is being cytogenetically evaluated for the first time and its
parents had not an analysis of the cromossomic complement prior the controlled
cross.This work aimed at the evaluation of the chromosomes of the genetical
material utilized in genetical improvement program of the UFLA, via controlled
hybridization, where Poncirus trifoliata and Citrus limonia Osbeck cv. ‘Cravo’
were utilized as male and female parents, respectively. The staining technics
(Feulgen, 1, 2 and 4% Giemsa, 1 and 2% lacto-propionic orcein and 1 and 2%
acetic carmim) and as pre-treatments hydroxiquinolein, colchicin and iced water
were utilized. Roots of [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo X Poncirus trifoliata
(L.) Raf] and their parents were submetiled to the modified convencional
smashing technics, being that the hydrolisis was done by utilizing 1IN HCl in
water bath at 60°C for 30 to 45 minutes for roots from seeds germinated, or 15
minutes under the some conditions for roots from 'in vitro' tissue culture. The
coloration with 4% Giemsa solution with phosphate buffer pH 6,8 for 45 to 60
minutes showed satisfatory results. Pre-treatment with 8-hydroxichinolein
solution at 0,002M for 24 hours at 10°C presented quite compressed and separate
metaphysic chromosomes, enabling to determine accurately the total chromosome
number of the complement. The resolution achieved enabled the count of the
chromosomes of the materials under study, (todos all) presenting 2n=2x=18
chromosomes.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor), Moacir
Pasqual - UFLA and Renata Silva Mann - UFLA
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3 Introducio

A citricultura brasileira mostra-se muito vulneravel a doencas e pragas
devido ao fato de cerca de 80% de suas plantas serem enxertadas sobre um tnico
porta-enxerto, o limoeiro 'Cravo' (Citrus limonia Osbeck cv. Cravo), este muito
susceptivel ao ‘Declinio dos Citros’ (Pompeu Junior, 1991; Koller,1994). Em
consegqiiéncia disso, o Brasil pode perder sua posi¢io de maior exportador de suco
de laranja concentrado e congelado do mundo (Panorama, 1996).

Assim sendo, foi obtida uma nova cultivar porta-enxerto 'Citravo'
[Citrus limonia Osbeck cv. Cravo X Poncirus trifoliata (L.) Raf], tendo como
objetivo principal a transferéncia de resisténcia ao declinio do P. trifoliata
(Ramos, 1990). Por se tratar de um cruzamento intergenérico, pressupde-se a
ocorréncia de variagdes no complemento cromossémico do hibrido em relagdo aos
seus genitores.

Em fingdo do pequeno tamanho dos cromossomas dos citros, alguns
pesquisadores tém aperfeicoados técnicas para contagem de cromossomas por
meio de pré-tratamentos, fixagdo e coloragio (Murkherjee e Cameron, 1958; Esen
e Soost, 1971; Oiyama e Kobayashi, 1990 e 1991, Oiyama, 1992, Ito et al.,
1992), Os trabalhos realizados tém mostrado que em Citrus e géneros
aparentados, o mimero basico de cromossomas é 9 e a grande maioria de suas
espécies é diploide (2n = 2x = 18).

No entanto, em plantagdes de citros encontram-se, com relativa
facilidade, individuos polipléides com 27, 36 e 54 cromossomas (Oiyama, 1983;
Rocca Serra e Ollitrault, 1992). Entre poliploides identificados encontram-se a
limeira acida Tahti (C. lafifolia Tanaka) e o cunquateiro ‘Hong-Kong’
(Fortunella  hindisi). Poliploides também podem ser encontrados nas

descendéncias de hibridages entre dipldides, sendo derivados da fecundagio de
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um gameta feminino nfo reduzido por um gameta masculino hapléide. A
freqiiéncia de gametas nio reduzidos varia, segundo o genétipo, entre menos de
1% a cerca de 20% em citros (Esen e Soost, 1971).

O estudo da ploidia ¢ um pré-requisito importante para futuros
programas de melhoramento, j4 que ela pode interferir no sucesso dos
cruzamentos, levando a esterilidade gamética.

Considerando o que foi exposto acima e que o 'Citravo’, bem como as
plantas utilizadas no cruzamento do qual se originou, nio haviam sido analisadas
citogeneticamente, este trabalho teve como objetivo adequar uma metodologia
para avaliar o complemento cromossdmico do ‘Citravo', verificar sua ploidia e

compara-lo com seus genitores.



4 Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Citologia e Anatomia
Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Sementes de Citrus limonia Osbeck cv. Cravo e do 'Citravo’ [Citrus
limonia Osbeck cv. Cravo x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] oriundas do pomar da
UFLA foram coletadas, destegumentadas e colocadas para germinar por 18 dias
em germinador com temperatura de 27°C. Quanto ao genitor Poncirus trifoliata
(L.) Raf., devido a dificuldade de se obter sementes pelo seu carater caduco, as
raizes utilizadas foram provenientes de cultura de embries ou de meristema 'in
vitro', realizada no Laboratério de Biotecnologia do Departamento de Agronomia
da UFLA.

Para o preparo das liminas, as pontas de raizes do limoeiro ‘Cravo’,
‘Citravo’ e Poncirus trifoliata foram pré-tratadas em solugio de 8-
hidroxiquinoleina a 0,002M por 24 horas a 10°C. As raizes foram fixadas em
Camoy - alcool etilico absoluto: acido acético (3:1) por 24 horas e transferidas
para alcool etilico 70%, onde permaneceram armazenadas a 4°C até o uso. Em
seguida, as raizes foram lavadas em agua deionizada por um periodo de 10
minutos, com trés trocas. Para a hidrélise utilizou-se HCl 1IN, por 30 a 45
minutos, em banho-maria a 60°C para raizes oriundas de sementes germinadas.
Para raizes oriundas de cultivo 'in vitro' utilizou-se HCl IN por 15 minutos
também em banho-maria a 60°C e, para raizes de aspecto muito delicado, a
hidrélise foi feita com HCI IN por 15 minutos, porém a temperatura ambiente.
Apos esta etapa, as raizes passaram por um banho rapido em agua deionizada
gelada para imterrupgio da reagdo de hidrolise e, posteriormente, foram
submetidas a agua deionizada a temperatura ambiente por até 2 horas. Regibes
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meristematicas de pontas de raizes pré-tratadas foram transferidas para uma gota
deécidoacéticoa45%emumalﬁminabemlinmaondefoifeitoomagamento.
As laminulas foram removidas apés congelamento em nitrogénio liquido por um
minuto.

A coloracdo foi feita com solugdio de Giemsa a 4% em tampio fosfato pH
6,8, por 45 a 60 minutos. A montagem das liminas foi feita com Entellan.

As melhores metifases foram fotografadas em fotomicroscépio Olympus
BX 50, com objetiva de imersdo 100X, no Laboratério de Fotomicroscopia do
Departamento de Patologia do Instituto de Ciéncias Biolégicas (ICB) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). O filme utilizado foi Kodak
Ektachrome ASA 64.
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5 Resultados e Discussio

O 'Citravo' [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo x Poncirus trifoliata (L.)
Raf] apresentou 2n = 2x = 18 cromossomas com tamanho e morfologia muito
semelhantes, bem como seus genitores, o que dificultou a distingdo entre os
complementos dos genitores no hibrido (Figura 1). Esse resultado esta de acordo
com o observado por varios autores para o género Citrus e Poncirus (Frost ¢
Soost, 1968; Esen e Soost, 1971; Oiyama, 1981; Oiyama, 1983, Oiyama et al.,
1991; Itoetal., 1992; Guerra et al., 1997).

Apesar da dificuldade imposta pelo pequeno tamanho dos cromossomas,
foi possivel visualizar constri¢do secundaria em algumas metafases das trés taxa
analisadas. Porém, ndio houve repetitividade quanto ao numero de constrigdes
secundarias nas metafases, impossibilitando a analise estatistica. A presen¢a da
constricio secundaria em algumas células, a principio, foi confundida com a
ocorréncia de aneuploidia, pois mais de 18 cromossomas eram contados. No
entanto, como propdem Guerra et al. (1997) para varias espécies de citros, as
constrigdes secundarias sendo longas ou estando distendidas podem dar a
impressdo de tratarem-se de cromossomas inteiros. Na cultivar 'Cravo' de Citrus
limonia foi observada uma constrigio secundaria terminal no maior cromossoma
e uma proximal em um par de tamanho médio. Em Poncirus trifoliata, somente
uma constricio secundaria proximal pode ser detectada. No hibrido 'Citravo', a
constricdo secundaria terminal do maior cromossoma e a proximal em um
cromossoma mediano foram também visualizadas.

Guerra et al. (1997) também observaram uma constrigio secundaria
proximal em P. trifoliata. Neste trabalho, os autores e avaliaram ainda hibridos

entre Citrus limonia e Citrus reshni,ndo citando, porém, a ocorréncia de
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FIGURA 1 - Metafases mitoticas: a- Poncirus trifoliata (L.) Raf.; b- Citrus
limonia Osbeck cv. Cravo; c- [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo x
Poncirus trifoliata (L.) Raf.]. UFLA, Lavras - MG, outubro de
1997,



constricdes secundarias nos mesmos, o que poderia sugerir a auséncia destas
estruturas em C. limonia ou a falta de dominincia no controle da atividade das
constricdes secundarias desta espécie nos hibridos com C. reshni. Segundo
Swanson, Merz e Young (1981), a constrigio secundiria é controlada
geneticamente e, em fun¢do da dominincia, é um marcador citolégico com
possibilidade de evidenciar a hibrida¢io.

Com excegdo das constrigdes secundarias, nenhuma diferenga entre os
trés complementos avaliados pode ser detectada, com a metodologia empregada.
Técnicas de bandeamento e de analise de imagem poderiam contribuir para a
identificacdo de cada genitor, o que facilitaria futuros estudos de analise
gendmica.

E importante salientar que a raiz ¢ o material mais utilizado para analises
citogencticas pela facilidade de obtencio e manuseio. As raizes de citros
originadas de sementes apresentam, na superficie, células epidérmicas cobertas
por uma mucilagem secretada pela prépria raiz e pelos microrganismos da
rizosfera, além de pélos radiculares. Abaixo da epiderme fica a hipoderme, com
células maiores que as da epiderme e com indicios de suberizagio nas paredes
internas (Schneider, 1968; Simdes, Silva e Teixeira, 1989). Nas raizes crescidas
‘in vitro', cbservaram-se algumas variagdes, comparadas com raizes originadas de
sementes. O cortex adquire aspecto frouxo, com células grandes, separadas umas
das outras por grandes espagos vazios, formando um espécie de aerénquima;
pélos radiculares nio estio presentes (Simdes, Silva e Teixeira, 1989).
Concordando com Schneider (1968) e Simdes, Silva e Teixeira (1989), as raizes
de limdo 'Cravo, Poncirus trifoliata e 'Citravo', oriundas de sementes germinadas
e de cultura 'in vitro', via cultura de embrides, necessitaram de tratamentos
diferentes para a hidrolise com HCl IN, sendo que as tltimas necessitavam de
tempos menores de tratamento a temperatura ambiente, tendo apresentado um
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aspecto mais delgado e menos vigoroso que aquelas obtidas de sementes
germinadas,



6 Conclusdes

1. As progénies [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo x Poncirus trifoliata (L.)
Raf], assim como seus genitores, sdo diploides (2n = 2x =18), ndo sendo

encontrada poliploidia no material estudado.

2. Pré-tratamento com solugdo de 8-hidroxiquinoleina a 0,002M por 24 horas a

10°C é satisfatorio para a visualizagio dos cromossomas do hibrido e seus

genitores.

3. tempo para hidrélise em HCI 1IN das raizes dos citros em estudo é de 30 a 45
minutos em banho-maria a 60°C para raizes oriundas de sementes
germinadas, 15 minutos nas mesmas condiges para raizes oriundas de
cultura de tecidos 'in vitro' e, para aquelas de aspecto muito delicado, 15
minutos a temperatura ambiente.
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CAPITULO 3

Uso de marcadores iscenzimiticos para
identificaciio de poliembrides do 'Citravo'
[Citrus limonia Osbeck Cv. Cravo X Poncirus trifoliata (L.) Raf]

1 Resumo

Visando contribuir para a redugio da vulnerabilidade dos pomares
brasileiros as doengas, foi obtido, na UFLA, um novo cultivar de porta-enxerto
citrico através de cruzamentos controlados entre Citrus limonia Osbeck cv.
Cravo, como genitor feminino e Poncirus trifoliata (L) Raf, sendo o
descendente denominado ‘Citravo’ [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo X Poncirus
trifoliata (L.) Raf). Para a identificagdo de poliembrides do 'Citravo', empregou-
se os sistemas isoenzimiticos glutamato oxalacetato transaminase (GOT),
esterase (EST), malato desidrogenase (MDH) e¢ enzima malica (ME). Dos
sistemas isoenzimaticos avaliados, com excegdo da ME, observou-se que os
embrides analisados apresentaram os mesmos perfis eletroforéticos, sugerindo-se
tratar de embriGes nucelares. Apesar de nﬁé ter sido identificado nenhum embrido
zigético, o sistema GOT mostrou-se mais estavel independente do estidio de
desenvolvimento. A nio diferenciagdo dos embrides zigéticos dos nucelares pode
ser explicada pela competigdo a favor de embrides nucelares ou pelo mecanismo
de ndo formacdo e/ou desenvolvimento dos embrides zigéticos, provavelmente de
origem genética, resultando em embrides com genétipos idénticos ao ‘Citravo’.

Comité Orientador: Lisete Chamma Davide - UFLA (Orientadora), Moacir
Pasqual - UFLA e Renata Silva Mamn - UFLA
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2 Abstract

Use of isoenzymatic markers for identification
of polyembrios of the 'Citravo’
[Citrus limonia Osbeck Cv. Cravo X Poncirus trifoliata (L.) Raf.)

By aiming to contribute towards the reduction of vulnerability of the
Brazilian orchards to diseases, a new cultivar of citrus rootstock was obtained at
the UFLA, through controlled crosses between Citrus limonia Osbeck cv. Cravo,
as the famale parent, and Poncirus trifoliata (L.) Raf., being the offspring named
‘Citravo’ [Citrus limonia Osbeck cv. Cravo X Poncirus trifoliata (L.) Raf.]. For
the identification of 'Citravo' polyembrions, the iscenzymatic systems glutamate
oxalacetate transaminase (GOT), sterase (EST), malate dehidrogenase (MDH)
and malic enzyme (ME) on imterrupted gel 1D-PAGE with 7,5% of
polyachrilamide on the separator gel and 4,5% in the concentrating gel, utilizing
the buffer-electrode tris-glicine pH 8,9. Of the isoenzymatic systems evaluated,
GOT pointed out the hybrid character of 'Citravo'. In spite of no zygotic embryo
having been identified, this proved more stable independent the developmental
stage. The non-differentiation of the zygotic from the nucelar embryos may be
accounted for by the competition in favor of nucelar embryos or by the non-
formation mechanism and/or development of the zygotic embryos, of probably
genetic origin, resulting into embryos with genotypes identical to 'Citravo'.

Guidance Committee: Lisete Chamma Davide - UFLA (Major Professor),
Moacir Pasqual - UFLA and Renata Silva Mann- UFLA
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3 Introducio

Um dos objetivos do programa de melhoramento de citros na UFLA tem
sido a obtengdo da diversificagdo de porta-enxertos, uma vez que o Brasil, apesar
de ser o maior produtor de citros e o maior exportador de suco concentrado de
laranja do mundo, tem mostrado certa vulnerabilidade a doengas como declinio,
. cancro citrico, gomose, dentre outras. Isto se deve ao fato de 80% de suas plantas
-terem como porta-enxerto o limoeiro ‘Cravo’ (Pompeu Jinior, 1991; Koller,
11994).

Cruzamentos entre citros, que possibilitem uma recombinagio génica e
- formagdo de novos gendtipos, tém sido comuns, principalmente para a obtengio
de porta-enxertos. Porém, os trabalhos de melhoramento genético, por meio de
hibridages, sdo seriamente limitados devido & existéncia da poliembrionia, que
dificulta a distingdo precoce entre ‘seedlings’ zigdticos e nucelares. As prdgénies,
via de regra, constituem-se numa mistura de hibridos e de clones idénticos ao
genitor feminino. Esta identificacdo normalmente é feita no campo na primeira
frutificagdo para o reconhecimento dos hibridos, que ¢ um processo extremamente
dificil, principalmente quando tais hibridos resultam de cruzamentos entre clones
morfologicamente semelhantes (Soost e Cameron, 1975; Koller, 1994). Desta
forma, técnicas que permitam a distingdo destes gendtipos num estadio precoce
tém sido requeridas.

Assim, visando auxiliar os trabalhos de melhoramento, de acordo com
algumas literaturas (Iglesias, Lima e Simon, 1974; Torres, Soost e Diedenhofen,
1978, Torres, Soost ¢ Mau-Lastovicka, 1982; Torres et al., 1985; Ballve et al.,
1991) e disponibilidade de material necessario no laboratorio, avaliou-se a
- eficiéncia dos sistemas isoenzimiticos glutamato oxalacetato transaminase
* (GOT), esterase (EST), malato desidrogenase (MDH) e enzima malica (ME) para
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a identificagdo precoce de embrides zigéticos e nucelares do ‘Citravo’.
Marcadores genéticos, morfologicos e bioquimicos ja sio utilizados para este fim
(Iglesias, Lima e Simon, 1974; Torres, Soost e Diedenhofen, 1978; Torres, Soost
¢ Mau-Lastovicka, 1982; Ballve et al., 1991).

A enzima glutamato oxalacetato transaminase (GOT) esta presente
apenas na mitocondria e se localiza na matriz mitocondrial, sendo uma enzima
alostérica complexa. Ela participa da reagio especifica de transferéncia de
aminogrupo de um aminoacido ao acido o cetoglutamato para formar o acido
glutimico e produzir o cetoacido e reage, em diferentes velocidades, com
aproximadamente todos os outros aminodcidos protéicos em uma reagdo
reversivel. Essas reagSes ocorrem, sobretudo, no citoplasma e o acido glutimico,
a0 qual a membrana mitocondrial é permeavel, entra na matriz, onde pode ser
novamente transaminado ou ser desaminado pela glutamato desidrogenase (Conn
e Stumpf, 1980). Desde que esta enzima atua na oxidagdo de aminoicidos
(proteinas de reserva) fornecendo energia para as células (ciclo do acido citrico)
e/ou na reducdo do o cetoglutamato para a sintese de aminoacidos, ela pode ter
um importante papel na germinaggio de sementes (Brandio Janior, 1996). Torres,
Soost e Diedenhofen (1978) identificaram duas regides, sendo que em Got-1
ocorrem quatro alelos P, F, Me S codificados para uma enzima dimérica.

A malato desidrogenase (MDH) catalisa a reacdo de malato a
oxaloacetato, tendo uma importante fungio dentro do ciclo de Krebs, além de
participar do movimento de malato através da membrana mitocondrial e fixagdo
de CO; pelas plantas (Conn e Stumpf, 1980).

A a enzima malica (ME) é encontrada ligada a0 NAD na via de fixacdo
de carbono das plantas (Conn e Stumpf, 1980) e foi estudada em citros por
Torres, Soost e Mau-Lastovicka (1982) e Torres et al. (1985), que observaram

duas regioes, sendo a Me-1 sem variabilidade para o género Citrus e, para Me-2
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observaram cinco alelos codificados por uma enzima monémero, sendo os alelos
F e R (em estado heterozigético) encontrados em Poncirus trifoliata.

A esterase (EST), por ser uma enzima envolvida em reagdes de hidrélises
de ésteres, pode variar de acordo com a presenga de compostos orgnicos e
carbamatos (Bilia, 1992), sofrendo alterag3es nos perfis nos diferentes estadios de
uma mesma planta, principalmente pelo seu metabolismo, em que a produggo de
compostos orgnicos pode influenciar seu padrio (Brandio Junior, 1996).
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4 Material e Métodos

Foram coletados frutos no pomar da UFLA, no més de margo, 100 a 120
dias apos a polinizagdo, com 3 a 4 cm de didmetro, de uma mesma arvore obtida
do cruzamento controlado entre Citrus limonia Osbeck cv. Cravo X Poncirus
trifoliata (L.) Raf.

A obtengdo dos embrides através do cultivo ‘in vitro’ deu-se no
Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura da UFLA no
periodo de margo a maio de 1997. As sementes dos frutos foram previamente
lavadas e removidas e, em cimara de fluxo laminar, a mucilagem foi retirada com
etanol a 7% por 5 minutos e assepsia em hipoclorito de sodio 2% por 20 minutos,
sendo posteriormente lavadas trés vezes em agua bi-destilada estéril.

Com o auxilio de microscépio estereoscopico, bisturi e pinga, as
sementes foram excisadas longitudinalmente pela regifo oposta a micropila.
Todos os embrides de uma mesma semente foram inoculados em tubos de ensaio
contendo o meio MS modificado com carvido ativado (1,35g, 60g de sacarose,
75% de sais de MS, 10,5g de agar, 0,01mg de GA;, 10mg de ABA em g.s.p. |
litro), segundo Ribeiro (1997).

Os embriGes permaneceram por 48 horas no escuro e, posteriormente, em
sala de crescimento a temperatura de 27 + 1°C com 16 horas de iluminagdo a
1500 lux.

As analises isoenzimaticas foram realizadas no Laboratério de Analise de
Sementes do Departamento de Agricultura da UFLA no periodo de agosto a
dezembro de 1997.

Para a analise isoenzimatica foram utilizadas folhas novas e brotagdes da
planta matriz e folhas dos ‘seedlings’ oriundos da cultura de embrides. Estes
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tecidos foram destacados, pesados, lavados para eliminar restos de meio de
cultura e armazenados em freezer a -86°C.

A extragio foi efetuada adicionando-se a 100mg de material vegetal
macerado em nitrogénio liquido, 200uL de tamp3o de extragio ( Tris-HCI 0,2M
pH 8,0 contendo 0,4% de polivinilpirrolidona - 40; 0,1% de ( mercaptoetanol;
0,4% de polietilenoglicol 6000 e 1mM de Etileno diamino tetracético), segundo
Vieira (1996).

O homogeneizado foi incubado a 4°C por 24 horas e centrifugado a
14000 xg em centrifuga refrigerada do tipo Eppendorf a 4°C, por 60 minutos.

Posteriormente, 20uL do sobrenadante de cada extragdo foram aplicados
em géis de poliacrilamida a 4,5% (gel concentrador) e 7,5% (gel separador). As
corridas foram desenvolvidas a 12mA no gel concentrador ¢ 24mA no gel
separador. Apds as corridas, os géis foram revelados para os sistemas
isoenzimaticos: malato desidrogenase (MDH), glutamato oxalacetato
transaminase (GOT), esterase (EST) e enzima malica (ME), de acordo com as
metodologias descritas por Alfenas et al. (1991).

56



S Resultados e Discussio

A poliembrionia das sementes da maioria das espécies e variedades de
plantas citricas é conseqilente da apomixia, possibilitando o surgimento de

"seedlings" zigéticos e nucelares. Os embrides nucelares, salvo quando sofrem °

mutagio, sdo geneticamente idénticos & planta mie (Starrantino e Russo, 1980;

Naumova, 1993; Reiser e Fisher, 1993). Dessa maneira, a analise isoenzimatica

de poliembrides pode ser realizada por meio de comparagdo de bandas entre os
"seedlings" e seus genitores.

Em fun¢do de ndo se conseguir sementes do genitor masculino, Poncirus
trifoliata, devido a seu cariter caduco, nio foi possivel realizar a comparagio
entre este genitor e os poliembrides. E importante enfatizar que, de acordo com a
literatura, € possivel identificar o embrido hibrido mediante analise de isoenzimas,
comparando os embrides entre si, podendo a técnica de ilve_tzgfpi&fe;ser uma
prética em potencial para a identificacdo precoce de poliembriGes.

o Assim, foi possivel compéfar os padroes de bandas dos sistemas
enzimaticos, enzima malica (ME), malato desidrogenase (MDH) e esterase (EST)
entre os ‘seedlings’ do "Citravo' e a planta mie (Figuras 1, 2, 3, respectivamente).

As diferengas nos padrdes eletroforéticos para a planta mie e os embrides
podem ser explicadas pela diferenca de estadio de desenvolvimento entre a planta
mie e os ‘seedlings’, apesar de ter sido utilizado 0 mesmo tecido vegetal. Alfenas
et al. (1991) enfatizam que zimogramas obtidos de extratos de sementes,
plantulas e folhas de plantas adultas, podem diferir entre si, porque certas

enzimas, como as esterases e peroxidases, podem ser controladas por locos |

diferentes nas varias fases do desenvolvimento da planta ou nos varios tecidos, |

o

em funcdo de diferencas na expressio génica. Os autores ainda aconselham o uso ,)
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de um mesmo tecido ou mesmo estadio de desenvolvimento da planta, em todas as
amostras analisadas, para o sucesso das isoenzimas como marcadores geneéticos.
Nesta investigagdo, no entanto, ndo foi possivel usar o mesmo estadio de
desenvolvimento e nem mesmo seria vantajoso, visto que os ‘seedlings’ teriam de
estar no estadio adulto, o que inviabilizaria um dos objetivos deste trabalho, que &

a identifica¢do precoce dos embrides em citros.

MF MB  El E2 E3 E4
EEEN I S S N

E B EEE .

= = o= Eme—m FF

FIGURA 1 - Zimograma da enzima malica (ME) de tecidos foliares de Citravo
obtido em gel de poliacrilamida. UFLA, Lavras-MG, dezembro de
1997.

MF = planta mae, folha jovem;
MB= planta m3e, brotagGes;
E1,E2,E3, E4 = embrides.

RF, FF = alelos

MF MB E1l E2 E3 E4
FIGURA 2 - Zimograma da enzima malato desidrogenase (MDH) de tecidos

foliares de Citravo obtido em gel de poliacrilamida. UFLA,
Lavras-MG, dezembro de 1997.

MF = planta mae, folha jovem;
MB= planta m3e, brotacdes;
El, E2, E3, E4 = embrides.
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FIGURA 3 - Zimograma da enzima esterase (EST) de tecidos foliares de Citravo
obtido em gel de poliacrilamida. UFLA, Lavras-MG, dezembro de
1997,

MF = planta mde, folha jovem;
MB-= planta m3e, brotagdes;
El, E2, E3 = embrides.

As isoenzimas utilizadas podem ser separadas em trés grupos, de acordo
com sua resolu¢do, como sugerido por Ballve e colaboradores (1991). No
primeiro, encontra-se a malato desidrogenase (MDH), sistema de atividade
estavel, porém de resolugdo difusa, ndo permitindo uma disting3o precisa entre as
bandas (Figura 2). Um segundo grupo inclui a esterase (EST), que apresentou
bandas nitidas com razoavel resolu¢do, bastante instavel, parecendo ser afetada
por fatores ambientais ou interagdes complexas (Figura 3). O terceiro grupo
mostrou-se promissor, sendo estivel e apresentando bandas nitidas e bem
definidas, no qual o sistema glutamato oxalacetato transaminase foi incluido, pois
mostrou estabilidade nos padrdes isoenzimaticos para diferentes fases de
desenvolvimento dos tecidos de uma mesma planta (Figura 4). Este sistema, para

59



as condi¢des testadas, confirmou a origem hibrida do ‘Citravo’, bem como de
seus embrides, os quais apresentaram os mesmos perfis eletroforéticos. Neste
sistema, duas sdo as regides observadas e identificadas por Torres, Soost e
Diedenhofen (1978). Na regidio Got-1, préxima & origem, ocorrem quatro alelos
codificando para uma enzima dimérica: alelos P,F, M e S com Rf 0,36; 0,25; 0,23
e 0,06, respectivamente. De acordo com os mesmos autores, os alelos M e P
ocorrem em Poncirus trifoliata e em outros géneros, enquanto que os alelos Fe S
sdo comuns a Citrus. No material biologico analisado neste trabalho, os
resultados foram concordantes com a literatura, sendo que na arvore obtida do
cruzamento entre Poncirus trifoliata e Citrus limonia foram encontrados os
alelos P, M e os alelos F, S. Para esses alelos, conforme mostra a Figura 4, houve
migragdo de bandas bastante distinta, além da eficiéncia deste loco como

marcador em cruzamentos envolvendo P. trifoliata e limio ‘Cravo’.

MF MB E1l E2 E3
S I [ _ _ [
M - _—_— _— —— I
F ] ] | ] ]
P — [ — —

FIGURA 4 - Zimograma da glutamato oxalacetato transaminase (GOT) de
tecidos foliares de Citravo obtido em gel de poliacrilamida.
UFLA, Lavras-MG, dezembro de 1997.

MF = planta mie, folha jovem;
MB= planta mie, brotacdes;
E1,E2,E3 = embriGes.

S. M. F, P=alelos
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Outros alelos tém sido descritos no género Citrus, comoole T. O alelo /
tem migragdo intermediaria entre os alelos F e M, estando presente apenas nas
laranjas doces e na tangerina ‘Cravo’ (Ballve et al., 1991), as quais ndo foram
empregadas nesta analise. A enzima glutamato oxalacetato transaminase (GOT),
¢ uma enzima do grupo III, cujo sistema permitiu a identificagdo dos quatro alelos
P, FMeS.

Com relagdo a enzima malica (ME), trabalhos realizados por Torres,
Soost € Mau-Lastovicka (1982) e Torres et al. (1985), mostraram duas regides de
resolugdo, uma delas proxima ao fronte e, portanto, mais rapida, denominada Me-
1, de pouca coloragdo e sem variabilidade em Citrus; a outra regido, de coloragdo
intensa, mais lenta, identificada como loco Me-2 codificando para uma enzima
monomeérica. Cinco alelos tém sido descritos: F, 1, M, Se R. Os alelos M e S
ocorrem em condigdo heterozigota (A7) no limio rugoso (Citrus jambhiri) e (SI)
em lima (Citrus aurantifolia);, o alelo R foi encontrado somente em clones de
Poncirus trifoliata em estado heterozigoto (FR); o alelo F, além de Poncirus, foi
encontrado também em cidras (Citrus medica) e o alelo I é de distribuigdo
generalizada, sendo homozigotas as laranjas, as tangerinas e a laranja azeda
(Citrus aurantium).

Nas condigoes do presente trabalho, as regides do loco Me-1 ¢ Me-2
foram observadas para o germoplasma de ‘Citravo’ (Figura 1), confirmando mais
uma vez sua origem hibrida. O loco Me-1, como anteriormente confirmado em
outros estudos envolvendo o género Cifrus, tem se mostrado bom marcador nos
cruzamentos em que o Poncirus trifoliata é utilizado como genitor masculino,
uma vez que, sendo homozigoto (RR) nesta espécie, os demais embrides nucelares
e hibridos poderdo ser facilmente distinguiveis (Ballve et al., 1991).

Para o sistema malato desidrogenase (MDH), as enzimas sio codificadas

na forma dimérica em dois locos parcialmente sobrepostos e nio formam

61



heterodimeros inter locos. Este fato foi demonstrado no trabalho de Torres et al
(1985), no qual a regido mais rapida corresponde ao loco Mdh2, denominado FF,
encontrado nas laranjas e tangerinas. Este sistema mostra mesmo padrio de
bandas para gendtipos de P. rrifoliata: lima da pérsia, limdo galego e limdo
cravo, nio permitindo, portanto, a distingdo clara dos possiveis embrides
nucelares e zigéticos nem a confirmagio do origem hibrida do ‘Citravo’.

Para o sistema Esterase (EST), apesar de haver mostrado bandas nitidas,
com relativa resolugdo, a atividade enzimitica mostrou-se bastante instavel. A
esterase (EST), por ser uma enzima envolvida em reagdes de hidrolises de ésteres,
pode variar de acordo com a presenga de compostos orginicos e carbamatos
(Bilia, 1992), sofrendo alteragdes nos perfis nos diferentes estadios de uma
mesma planta, principalmente pelo seu metabolismo, em que a produgio de
compostos organicos pode influenciar seu padrio (Branddo Junior, 1996). No
género Citrus, a atividade desta enzima ndo se mostrou promissora para as
condigdes do presente trabalho, provavelmente devido a formagiio de compostos
do metabolismo secundario, como dleos essenciais.

Em todos os sistemas, com exce¢do da enzima esterase (EST),
verificaram-se semelhangas nos padrdes eletroforéticos para todos os embrides
analisados, sugerindo tratarem-se de embrides nucelares.

Dentro da variabilidade detectdvel nos sistemas enzimaticos analisados,
deve-se considerar as alteragdes pds-transcrigdo e pos-tradugdo, as quais podem
atingir somente uma parte da populagio de moléculas enzimaticas. Portanto,
podem ocorrer bandas secundarias que ndo expressam a diversidade do DNA.
Este fato é bem comum em enzimas pertencentes ao grupo I, como a malato
desidrogenase (MDH) e a enzima malica (ME). Outro fato a ser considerado é o
nivel de variabilidade genética presente nos diferentes sistemas enzimaticos. As

enzimas incluidas no Grupo II, como as esterases, sdo um bom exemplo para isto,
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pois utilizam substratos miiltiplos, freqiientemente de origem externa, e que
respondem diretamente a diversidade ambiental (Alfenas, 1998). Portanto, estes
fatos justificam a ndo eficiéncia destes sistemas em permitir a identificagio da
origem hibrida neste estudo.

Deve-se considerar que uma possivel hipétese para a nio identificagio do
embrido zigético do ‘Citravo’ pode estar relacionada ao estidio em que se
encontravam os embriGes (120 dias ap6s a poliniza¢io) quando, provavelmente,
somente os embrides nucelares, e, portanto, idénticos ao genitor feminino, devem
ter sido resgatados. Isso pode ser explicado pela competigio desvantajosa dos
‘seedlings’ zigéticos com aqueles de origem nucelar, os quais, além da
superioridade numérica, sdo em regra mais vigorosos e, ainda, pela técnica de
isolamento dos mesmos, uma vez que com a remogiio dos embrides, grande parte
do tecido de reserva é retirado, comprometendo a sua sobrevivéncia (Hoffmann e
Fachinello, 1980; Koller, 1994).

Uma outra explicagio para a auséncia do embrifio zigético em todos os
zimogramas, apesar do grande numero de embrides amostrados, seria a existéncia
de um mecanismo de controle para a nio formagio e/ou nio desenvolvimento dos
embrides zigdticos, provavelmente de origem genética. E relevante ressaltar que
somente foram analisadas as provetas que apresentavam a sobrevivéncia de todos
os embrides de um mesma semente, independente de seus estadios de
desenvolvimento. Wakana e Uemoto (1987, 1988) suspeitaram de algum
mecanismo promovido pelo saco embrionario para a inibigio da divisdo celular
dos embrides localizados na regido da chalaza, explicando o desenvolvimento
quase que exclusivamente dos embriGes nas proximidades da micrépila (Esen e
Soost, 1977; Bruck e Walker, 1985a, 1985b).  Além disso, algumas espécies
de Citrus podem ser partenocarpicas e ndo existem informagdes sobre a diferenga
de intervalo de tempo entre a partenocarpia e a fertilizagio. Estudos que

63



permitissem a indugdo da fertilizacdo ou que indicassem o momento em que esta
ocorre poderiam facilitar a obtengdo de embrides zigéticos e, conseqiientemente, a

sua possivel identificagdo usando marcadores bioquimicos de isoenzimas.



1.

..

6 Conclusdes

Nas condigdes testadas, os sistemas enzimiticos glutamato oxalacetato
transaminase (GOT), enzima malica (ME) e malato desidrogenase (MDH)
permitiram a identificagdo dos embrides nucelares do 'Citravo' [Citrus
limonia Osbeck cv. Cravo X Poncirus trifoliata (L.), sendo promissores

marcadores bioquimicos para analise de poliembrides nucelares de citros.
O sistema enzimatico glutamato oxalacetato transaminase (GOT) apresentou

maior estabilidade nos padrdes enzimaticos e resolugio de bandas nitidas,
independente do estadio de desenvolvimento da planta.
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Consideragdes Gerais

Este trabalho objetivou a analise citogenética do 'Citravo’ [Citrus limonia
Osbeck cv. Cravo X Poncirus trifoliata (L.) e seus genitores e a analise
isoenzimatica de poliembrides.

Com relagdo a analise citogenética, além de adequar uma metodologia
para avaliar o complemento cromossémico, objetivou-se também verificar sua
ploidia, uma vez que o 'Citravo' ainda ndo havia sido avaliado citogeneticamente
e, por resultar de hibridagdo interespecifica, havia a possibilidade de alteragdes
cariotipicas.

Pelas caracteristicas do complemento cromossdomico dos citros, a
metodologia convencional permitiu somente a contagem dos cromossomas, nio se
obtendo maiores informagdes estruturais; o 'Citravo’ apresentou cromossomas
com tamanho e morfologia muito semelhantes, bem como seus genitores, também
sem diferenga quanto a ploidia, apresentando todos 2n = 2x = 18 cromossomas,
estando de acordo com varios autores (Frost e Soost, 1968; Esen e Soost, 1971;
Oiyama, 1981; Oiyama, 1983, Oiyama et al., 1991; Ito et al., 1992; Guerra et
al,, 1997).

Dessa forma, sugere-se utilizar técnicas de bandeamento fluorescente
DAPI ou CMA ou banda C ou N. Esta tltima, para continuidade de estudos nesta
linha, pode apresentar resultados satisfatorios, visto que, neste trabalho, foi
possivel visualizar constri¢do secundaria em algumas metifases dos trés taxa
analisados, com diferengas quanto ao nimero, posi¢io e tipo de cromossoma.
Contudo, ndo houve consisténcia nesse resultado. Segundo Swanson, Merz e
Young (1981), a constrigio secundaria é controlada geneticamente e, em fungdo
da dominincia, ¢ um marcador citologico com possibilidade de evidenciar a
hibridagio.
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Para a analise isoenzimatica de poliembrides de 'Citravo’, a cultura de
embriSes foi um pré-requisito importante para a maximizagio da indugdo de
sobrevivéncia e desenvolvimento de poliembrides. Uma dificuldade nessa etapa
relacionou-se ao fato de que todos os embrides de uma mesma semente foram
implantados em uma mesma proveta, o que dificultou a analise da taxa de
sobrevivéncia dos embrides, independente do seu estadio de desenvolvimento e,
posteriormente para as provetas selecionadas, a coleta de folhas para anilise de
isoenzimas foi onerosa. Para evitar esses problemas, sugere-se a implantacfio de
um embrifo por proveta.

Os resultados da anilise eletroforética pelos sistemas enzimaticos
glutamato oxalacetato transaminase (GOT), enzima malica (ME) e malato
desidrogenase (MDH) possibilitaram a distingio de poliembrides nucelares do
'Citravo', concordando com varios autores (Iglesias, Lima e Simon, 1974; Torres
Soost e Diedenhofen, 1978; Torres, Soost e Mau-Lastovicka, 1982; Torres et al.,
1985; Ballvé et al,, 1991) e, nas condig3es testadas, revelaram ser promissores
marcadores bioquimicos para analise de poliembrides de citros. O sistema
enzimatico esterase (EST), concordando com Branddo Junior (1996), nio se
mostrou promissor para as condi¢des testadas neste trabalho ja que a atividade
enzimatica revelou-se muito instavel, provavelmente devido a formagio de
compostos secundarios, como os 6leos essencias.

Os resultados obtidos neste trabalho ndo possibilitaram a identificacdo
de embriGes zigéticos, provavelmente devido 3 auséncia desses embrides ja no
momento da coleta dos frutos. A cultura de embrides com menos de 120 dias apés
a poliniza¢do ja foi testada no Laboratdrio de Cultura de Tecidos da UFLA, nio
se obtendo a maximizag¢do da indugdo de sobrevivéncia e desenvolvimento de
poliembriGes de citros, ndo sendo, por isso, uma boa sugestio para resgatar o

embrido zigético.
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Para a identificacdo da origem hibrida do 'Citravo’ ¢ de seus embrides,
sugere-se a analise de isoenzimas de seus genitores também, o que ndo foi
possivel neste trabalho devido ao carater caduco do genitor masculino, Poncirus

trifoliata.
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