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L. INTRODUGXAO

A citricultura brasileira ocupa atualmente lugar de
destaque no mercado internacional, pois o Brasil € o maior produ-
tor e exportador mundial de sucos congelados. Ao longo dos Ulti -
mos vinte anos, o crescimento da producgdo de laranja esteve alia-

do a expansd3o dos pomares.

As condigdes edafo-climdticas s3o favordveis a um de-
senvolvimento razoavel da citricultura, no entanto, a baixa produ
tividade dos laranjais brasileiros aliada & qualidade dos frutos
pode afetar, no futuro, a competitividade do suco nacioral no mer
cado externo. Atualmente os produtores se preocupam uUnica e exclu
sivamente com a quantidade de frutos produzidos em detrimesnto da
qualidade e produtividade, o que podera repercurtir negativamente

num futuro bem prdximo.

s E necessdrio se pensar, além do aumento da &rea plan-
tada, no melhoramento genético das variedades-copas e objetivando
principalmente um aumento na produtividade. Nesse campo encontra-
se uma série de limitagdes, dentre elas a ocorréncia da poliem -

brionia. Esse fendmeno que é observado na maioria das espécies ci
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tricas, dificulta o desenvolvimento do embrido zigdtico, consti -
tuindo-se numa barreira para formag3o de hibridos. Além disso,
quando ha o desenvolvimento do embriio sexual, torna-se muito di-
ficil a sua identificagdo e a cultura de tecidos pode ser uma fer
ramenta complementar para o aumento das respostas a esses entra -
ves. Nessa drea, a cultura de tecidos tem dado substancial contri
buigdo no resgate de embrides que por varios motivos nio comple-

tam a sua maturagdo fisioldgica.

O presente trabalho teve por objetivo apoiar as inves
tigagdes, principalmente na identificagdo do embrido sexual in
vitro" e na determinagdo da taxa de poliembrionia de porta-enxer-
tos de citros, através do uso das técnicas de cultura de tecidos

e hibridagdes controladas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Melhoramento de citros

Os trabalhos de melhoramento com espécies citricas i
veram inicio na Frangca por A. Bernard em 1894, com a obtencio de
alguns hibridos (citranges) com maior resisténcia ao frio. Contu-
do, referéncias antigas s3o escassas, principalmente as relaciona
das com hibridagSes interespecificas, que sdo importantes para os

trabalhos de melhoramento.

A primeira publicacio sobre hibridagdo interespecifi-
ca no melhoramento de citros, aparentemente auténtica, apareceu
em 1717, quando Thomas Fair child relatou um cruzamento entre o

limdao cravo "poeta" e o eravo "comum", ALLARD (1960).

No periodo de 1908 a 1942, as pesquisas nessa irea se
restringiram a Fldérida e califdrnia nos Estados Unidos. Depois
disso houve maior interesse pela cultura, sendo as pesquisas mais

difundidas.

No Brasil, os trabalhos de melhoramento tiveram ini-

cio por volta de 1935, na Estagdo Experimental do Instituto Agro-
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ndmico de Campinas, ém Limeira, com testes comparativos entre di-
ferentes porta-enxertos e produgdo de plantas nucelares, MOREIRA
(1980). Dessa época em diante, os trabalhos foram conduzidos prin
cipalmente, através do uso de clones nucelares, sendo que estes
quando usados com critério fornecem uma base sdlida para uma ci -

tricultura vigorosa, sadia e lucrativa, MOREIRA (1962).

Atualmente hd necessidade de intensificar esforgos no
sentido de se obter maior variabilidade, principalmente, com por-

ta-enxertos, pois o mais difundido, o Citrus limonia Osbeck cv

Cravo representa 95% dos pomares, acarretando assim uma grande

vulnerabilidade genética, PASSOS (1980).

As espécies citricas pertencem aos géneros Citrus,

Fortunella e Poncirus que apresentam uma grande variabilidade, CA
MERON & SOOST (1976), e facilidade de hibridag¢des naturais, CHA -
POT (1975): MOREIRA (1980). Talvez sejam estas as causas de nao
se intensificarem os trabalhos de melhoramento. Apesar dos citri-
cos apresentarem essa facilidade, quando s3o feitos trabalhos de
hibridag¢gdes artificiais visando a obtengdo do hibrido, este nao
se desenvolve satisfatoriamente, além de apresentar varios proble
mas como poliembrionia, MOREIRA et alii (1947): FROST & SO0ST
(1968); RANGAN et alii (1969); HEARN (1977), longo periodo de ju-
venilidade, LEOPOLD & KRIEDEMANN (1975) e a ndo expressio do vi-

gor hibrido,MOREIRA (1980) entre outros.

A biotecnologia é uma técnica com grandes potenciali-
dades de estratégias para estudos de fisiologia, morfologia, cito
logia e melhoramento genético, FERNANDES (1987), principalmente na

resolugao dos problemas anteriormente citados.



2.1.1. Poliembrionia

Um fendmeno muito comum em muitas espécies citricas é
a poliembrionia, que é caracteriéada pela presenga de dois  ou
mais embrides na mesma semente, MOREIRA et alii (1947): GURGEL &
SOUBIHE SOBRINHO (1951); GURGEL (1952), SOUBIHE SOBRINHO & GURGEL
(1953); RANGAN et alii (1969):; CHAPOT (1975): HEARN (1977;; soa -

RES, FILHO (1982).

Segundo MOREIRA et alii (1947),a poliembrionia foi ci
tada pela primeira vez por Strassburger em 1973; As sementes de
citros apresentam um embri3o sexual, sendo os demais de natureza
agamica, provenientes das células do nucelo, GURGEL (1952)* O de-
senvolvimento desses embrides ocorre concomitantemente com o em -
brido sexual, na extremidade micropilar do nucelo, projetando - se

para dentro do saco embriondrio, MAHESHWARI & RANGA SWAMY (1958).

Raramente ocorre a formagd3o de mais de um embri3o se-
xuado, quando ocorre é devido ao desenvolvimento de dois sacos em
briondrios ou pela clivagem do zigoto, MOREIRA et alii (1947) ; sou
BIHE SOBRINHO (1953).<Em algumas variedades de citros pode-se en-

contrar de 1 a 40 embridides por nucelo, OHTA & FURUSATO (1957).

‘O numero de embrides contidos numa semente & influen-
ciado pela cultivar, estado nutritivo do fruto, fatores ambien -
tais e cultivar polinizadora, FROST & SOOST (1968): OGATA (1981);

ABRAMOF et alii (1978).

O tamanho e o numero de embrides por sementes sdo mui
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to variaveis, porém apenas trés ou quatro chegam a germinar, SALI
BE (1970). Geralmente & através do tecido do endosperma que ha

germinacdo e crescimento dos embrides, WAKANA & UEMOTO (1988).

A existéncia de um outro tipo de poliembrionia foi ci
tada por BACCHI (1943), em.que a fecundagdo é feita por dois game
tofitos no mesmo ovulo, originando dois hibridos diferences. Esse
autor afirma também que podem ocorrer trés casos na formagao de
mais que um embrido na semente:fa) divisdo da oosfera apds a fe -
cundagdo, em duas ou mais;*b) fecundacdio de qualquer um dos sete
nicleos além da oosfera no saco embriondrioj;ic) desenvolvimento de

embrides a partir de mais de um saco embriondrio no dwvulo.

¢ Existem controvérsias sobre a”necessidade de poliniza
cdo e fecundagdo para o desenvolvimento dos embrides nucelares.Pa
ra MAHESHWARI & RANGA SWAMY (1958); FROST & SOOST (1968) ,%a poli-
nizagdo e fecundagdo sdo pré-requisitos para a embriogénese nuce-
lar,.apesar de ter sido registrada'a formagdoc de sementes em c,
sinensis Osbeck e C. pardisi Macf. e, de embridides "in vitro",
BUTTON & BORNAM (1971); KOCHBA et alii (1972), sem polinizagdo.Al
guns hibridos interespecificos requerem para o desenvolvimento de
embrides assexuais a ocorréncia da polinizagdo, FROST & SOOST
(1968), no entanto n3o é muito clara a necessidade de fecundagéo?
ESEN (1977). A fecundacdo segundo SPIEGEL-ROY & ROCHBA (1980), o-
corre trés dias a quatro semanas apés a polinizacdo e logo a se-
guir inicia-se a divis3o do zigoto, juntamente coﬁ O desenvolvi -

mento dos embridides, BACCHI (1943).

'As plantulas nucelares provenientes de uma mesma se -

mente, teoricamente teriam a mesma constituicdo genética, FROST &
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SOOST (1968), no entanto té&m-se verificado variabilidade entre es

ses seedlings, IGLESIAS et alii (1974).

Tem-se observado que o cardter poliembridnico é con -
trolado por genes recessivos e ligados a uma série de genes mﬁl;i
plos, MAHESHWARI & RANGA SWAMY (1958), que regulam a sintese de
um inibidor da embriogénese, ESAN (1973), em células nucelares de
variedades monoembridnicas. Em contraste, diversos trabalhos re -
sultados de cruzamentos entre cultivares mono e poliembridnicas ,
mostram que a poliembrionia é dominante, PARLEVLIET & CAMERON
(1959); CAMERON & FROST (1968): SOOST & CAMERON (1975); CAMERON &

SOOST (1969).

¢ Cruzando pais monocembridnicos, PARLEVLIET & CAMERON
(1959) constataram que a progénie era quase que totalmente monoem
bridnica. Cruzamentos entre mono e poliembridnicos produziram am-
bos os tipos, em proporgaes proximas de 1l:1. Resultados do cruza-
mento entre "Ponkan" C. reticulata com quatro diferentes pais mo-
noembridnicos apresentaram maiores percentagens de individuos po-
liembridnicos superiores ao esperado. Comparando resultados os au
tores concluiram que essa caracteristica & controlada por um gene
principal, dominante, denominado P, responsavel pela manifestacgdo
da poliembrionia. Tipos moncembridnicos possuem o gendtipo PP e
para a "Ponkan", PARLEVLIET & CAMERON (1959) sugerem mais de um
gene principal ou a presenga de genes modificadores, afetando a

caracteristica.

Tangerinas e trifoliata s8o altamente poliembridni -
cos. O limdo cravo, entretanto, possui baixa e constante percenta

gem de poliembrionia, PRATES & POMPEU JUNIOR (1981). Segundo HAN-
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NA & BASHAW (1987), poliembrionia ou apomixia é mais uma cportuni
dade para desenvolvimento e uso de gendtipos superiores na propa-
gagdo de plantas produtoras de sementes, e além disso permite per

petuar hibridos mantendo suas caracteristicas genéticas.

Em citrus hd uma variabilidade, CAMERON & SOOST(1976),
devido ao alto grau de heterozigose ocasionado pela facilidade de
mutagdes espont@neas e a presenca da poliembrionia, tendo esta um

importante papel na diferenciagdo evoluciondria, CAMERON & FROST

(1968).

Apesar de linhagens nucelares serem de constituigdo
genética idéntica, BUTTON & BORNMAN (1971), elas possuem maior lon
gevidade, s3do livres de virus, mais vigorosas e produzem mais do
que as plantas que lhe deram origem. No entanto, com novas técni-
cas da microenxertia e termoterapia "in vitro", o uso de nucelos
como fonte de material livre de virus passou para segundo plano

'

MURASHIGE et alii (1972).

2.2, Cultura de tecidos

Devido aos inumeros problemas apresentados pelo géne-
ro Citrus, como esterilidade gamética, longo periodo juvenil, in-
compatibilidade e a poliembrionia, a biotecnologia apresentalal -
ternativas viaveis que, quando utilizadas racionalmente, podem
ser uma ferramenta valiosa, principalmente em trabalhos de melho-

ramento.
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—> Os primeiros trabalhos de melhoramento com cultura de

tecidos em citros foram feitos por SCHROEDER & SPECTOR (1957),KOR

DAN (1959); RANGA SWAMY (1961), na década de 50, sendo intensifi-
cados posteriormente apds desenvolvimento de meios propicios para

a propagagao "in vitro", MURASHIGE & SKOOG (1962); MURASKIGE &
TUCKER (1969).

Atualmente, a cultura de tecidos de citros j& se en -
contra totalmente difundida, com trabalhos que vao desde a micro-
propagagdo até a obtengd3o de mutantes resistentes as condigBes es

tressantes através da irradiagdo gama em protoplastos.

2.2.1. Cultura de embrides

A cultura de embrides teve inicio com o trabalho de
HANNING (1904), através de embrides de Svulos e sementes =m plan-
tas superiores e posterior cultura "in vitro", obtendo seedlings

de embrides maduros de dois géneros de cruciferas, Raphans e

Cochlearia.

Essa técnica permite estudos mais aprofundados na a-
rea de fisiologia e melhoramento, entre outros: para esta Ultima
deve-se enfatizar o resgate de embrides hibridos imaturos oriun -
dos de cruzamentos incompativeis, PASQUAL & PINTO (1988). Uma das
praticas mais comuns aplicadas a técnica de cultura de embrides &
a obtengdao de plantulas hibridas em cruzamentos interespecificos,

onde ocorrem barreiras sexuais na formagdo da semente, ANDREOLT
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(1985).

i

O meio utilizado para a cultura de embrides & o MURAS
HIGE & SKOOG, com algumas variacgdes de hormdénios, dependendo do

genotipo e estagio do embri3o, sendo que a taxa de germinagdo di-

minui quanto mais jovem for o embrifio, BRUCK & WALKER (1985).

2.2.1.1. Embriogénese somdtica

Embriogénese somdtica, embriogenia somatica, embriogd
nese assexual ou embriogenia adventicia s3o expressdes que signi-
ficam o processo pelo qual células somdticas hapldides ou dipldi-

des produzem estruturas semelhantes a células embridides, SANTOS

(1987).

Considerando que ha desenvolvimento natural de em -
brides a partir das células do nucelo, este é o tecido mals usado

para indugdo de embridides, além de outros em menor escala.

Y\Nucelo é o corpo do dvulo que contém o saco embriond-
rio, ele é o principal alimento para o embri3o durante o seu de -

senvolvimento, POPINIGIS (1985).

Os primeiros trabalhos, utilizando o nucelo como ex-
plante para a indugdo de embridides, foram feitos por RANGA SWAMY

(1958, 1959, 1961).

A adigdo de cinetina e 2,4-D inibiu a embriog®nese em

nucelo de citros da cultivar de laranja valéncia, PASQUAL et alii
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(1987) e melhor estimulo ao enraizamento dos embrides foi. propor-

cionado por ANA (1,0 mg/l) e 4cido giberélico (GA3) 1,0 e 5,0 mg/
l.

RANGA SWAMY (1961) ndo obteve sucesso cultivando em -
brides nucelares "in vitro", em diferentes estagios de desenvolvi
mento, com o uso do meio "White". No entanto, ao adicionar 400ppm
de caseina hidrolisada a esse meio, o mesmo autor verificou gue o
novo meio favoreceu o crescimento e desenvolvimento de embrides

em forma globular, inclusive a germinacdo.

Embrides de sementes imaturas de "Satsuma" (C. unshui

Marc.) polinizada com Poncirus trifoliata (L.) Raf., mostraram de

senvelvimento satisfatdrio se isolados aos 90 a 120 dias apos a
polinizagdo em meio "MS" acrescido de suco de pepino a 20%, HORIU

CHI et alii (1976).

O meio "MT", MURASHIGE & TUCKER (1969), adicicnado de
5% de sacarose, 1% de agar, extrato de malte e leite de cdco, KOCH
BA et alii (1972), induziu o desenvolvimento dos embrides, sendo
que os nucelares se desenvolveram primeiro que o zigbdto. WJtilizan
do um meio "MS" suplementado com 40 mg/l de extrato de malte, BUT
TON & BORNMAN (1971), concluiram que para haver diferenciacdes em
plantulas, é necessario a transferéncia desses embridides para um

meio "MS" contendo 1 mg/l de acido giberélico.

Com o objetivo de promover a embriogénese em nucelos
foi usado, por RANGA SWAMY (1959) o extrato de malte, mostrando

que este n3ao foi efetivo em alguns casos.

O uso de cinetina e 2,4-D inibiu a embriogénese em nu
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celo de citros da cultivar de laranja valéncia e melhor estimulo
a0 enraizamento dos embrides foi proporcionado por ANA (1 ma/l) e

acido giberélico (GA3) 1,0 e 5,0 mg/1, PASQUAL et alii (1987).

A adigdo de auxinas e citocininas inibe a embriogéne-
Se em nucelos e o desenvolvimento de embridides, PASQUAL (1985)
Cultura de nucelos "in vitro" induz embridides em cultivares mo -
noembridnicos de muitas espécies de citros, DEIDDA (1973), e a
formagdo de embridides ocorre tréds a seis semanas de cultura na

extremidade micropilar do nucelo, ESAN (1973).

Nucelos extraidos de frutos citricos em desenvolvimen
to e cultivados "in vitro", permitem a regeneragao de plantas in-
teiras, BUTTON & KOCHBA (1977). A partir de nucelo pode-se obter
calos, embridides ou ambos simultaneamente, RANGA SWAMY £1958)
PASQUAL et alii (1984). Os embridides normalmente se originam na
extremidade micropilar do nucelo, projetando-se para dentro do sa
co embriondrio, juntamente com o embrido sexual, MAHESWARI & RAN-

GA SWAMY (1958).

EmbriBes somdticos de citros desenvolvem-se diretamen
te a partir do nucelo, BAKRY (1986), tendo sido encontradoss de 12
a 40 embridides, OHTA & FURUSATO (1957). A quantidade de embridi-
des encontrados € muito varidvel com o estado nutritivo do fruto,
fatores ambientais e até pela cultivar polinizadora, FROST &

S00ST (1968).

PASQUAL et alii (1988), obtiveram "in vitro", sem adi

c3o de reguladores de crescimento, até 12 embridides.
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2.2.1.2. Embriogénese sexual

Poucos sd3o os trabalhos que utilizam o embrido sexual
“in vitro", pois este se desenvolve ac mesmo tempo que os nucelos.
Assim sendo, h& necessidade de identificagdo do embrido gamético

atraves do uso de processos enzimaticos ou por utilizagdoc de mar-

cadores genéticos.

Ovulos fertilizados, contendo embrides parcizl ou to-
talmente desenvolvidos foram primeiramente cultivados por MAHESH-
WARI & RANGA SWAMY, citados por KOCHBA & SPIEGEL-ROY (1977). @]

Poncirus trifoliata (L.) Raf., possuidor do gene marcador folha

trilobada, quando usado como progenitor masculino na polinizagao
de uma espécie de lim3o, produziu 46% de plantas zigdticas, CAME-
RON & SOOST (1969). Entretanto a mesma espécie de lim3o guando au

topolinizada produziu quase que 100% de plintulas nucelares.

2.2,1.3. Identificagdo do hibrido

=\ 0 principal entrave na identificagdo do hibrido resul
tante dos cruzamentos entre espécies do género Citrus, é a ocor -
réncia da poliembrionia, onde o embrido zigdtico é inibido pelos
embrides nucelares, sendo esta a causa principal do insucesso nos

" ’ [
trabalhos de melhoramento convencional dessas espéecies.

, . . ”, . . -~
Métodos bioguimicos, como analise de flavondides, tém
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sido usados para distingdo de plantulas hibridas de nucelares, TA

TUM (1977); ESEN (1977).

O uso de técnicas isoenzimdticas para identificar o
embrido sexual é muito mais eficiente do que através da morfolo -

gia foliar, LIMA (1977).

Outro tipo de identificagd3o pode ser feita, como por
exemplo, o uso de hidro-carbonos de cadeia longa e isoenzimas pe-

roxidases e esterases, SPIEGEL-ROY et alii (1977).

A identificagdo deve ser feita no estdgio inicial de
desenvolvimento da plantula, o que facilita o transporte para ou-
tros ambientes, a fim de se fazer a aclimatagdo do hibrido e o u-

so de marcadores genéticos tem facilitado o trabalho de identifi-

cacgao.

Vdrias tentativas foram feitas para distinguir plantu
las nucelares das sexuais de citros, através da andlise infraver-
melho de Sleos essenciais nas folhas, PIERINGER & EDWARDS (1965),

ou morfologia das folhas das progénies, TEICH & SPIEGEL-ROY(1972).

2.2.2. Micropropagagao

. . ~ -, .
O meio utilizado na micropropagacdo é basicamente o
"MS", suplementado com hormdnios, sendo que suas dosagens podem

ser modificadas de acordo com o gendtipo e objetivos do trabalho.

BARLASS & SKENE (1982), utilizando nds e entre-ndscan
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menos de 1 cm, retirados de ramos jovens e adultos de diversos ge

notipos, colocados em meio "MS" sélido, suplementado com BAP a

2,0 mg/l e dpices caulinares em meio "MS" integral ou metade da

concentragdo, adicionado de BAP a 0,5 e 2,0 mg/l, mantidos a 1luz
l h O ~ O

por 15 horas a 27°C e 9 horas de escuro & 20 C, observaram que os

entre-ndés de plantulas jovens produziram ramos prontamente, en-

quanto que nos adultos ndao houve crescimento.

A multiplicagdo de gemas, através de segmentos de li-
mao cravo, segundo PINTO et alii (1987), é estimulado com BAP
(1,0 mg/1) e baixas concentragdes de ANA (0,0 e 0,1 mg/l). Os au-
tores chamam a atengdo de que segmentos de drvores adultas no cam

po, apresentam indices de contaminag¢3o dificilmente controlados.

CAMPBELL et alii (1987) obtiveram em meio contendo
ANA e BAP, boa brotagdc na micropropagagdo de segmentos nodais. A
multiplicagdo de ramos axilares sobre segmentos nodais jovens foi
influenciada pelo tipo e concentragdo da citocinina empregada, o
BAP na concentragdo de 0,75 mg/l, promoveu melhor multiplicacdo ,
OTONI (1988). O numero e comprimento médios e o vigor dos ramos a
xilares foram influenciados pelo tamanho do segmento nodal, sendo
que o de 0,5 cm proporcionou melhor multiplicagdo de ramos. O ANA
na presenga de 0,75 mg/l de BAP, favoreceu o desenvolvimento de

ramcs axilares até a concentragdo de 0,25 mg/l.

Trabalho feito por PINTO et alii (1987) micropropagan
do limd3o cravo, evidenciou maior numero de brotos com 4,4 uM de

BAP + 0,54 uM de ANA e PASQUAL & ANDO (1989) com Poncirus trifo -

liata (L.) Raf., utilizando a dosagem de 1,0 mg/l de ANA e BAP na
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mesma dosagem obtiveram resultados semelhantes.

2.2.3. calos

Vadrios s3o os explantes utilizados para a obtencdo de
calos e estes com inumeros objetivos em cultura de tecidos, sdo
aproveitados desde a indugio de embridides até a variagdes soma -
clonais. Muitos trabalhos citam a formagdo de calos a partir da
cultura de nucelos e Svulos, além de embridides diferenciados di-
retamente, MAHESWARI & RANGA SWAMY (1958); SABARWAL (1963): BUT -
TON & BORNMAN (1971); MITRA & CHATUVERDI (1972): KOCHBA & BUTTON

(1874); DEIDDA (1973).

Além de Svulos e nucelos, vdrios outros segmentos do
fruto tém sido utilizados para induc3o e crescimento de calos,

NITSCH (1965); EINSET (1978).

Estudos feitos por KORDAN (1963), através da formacdo
de calos provenientes de frutos jovens, permitem observar fendme-

nos morfoldgicos, citoldgicos e fisioldgicos.

KATO (1980), trabalhando com vesiculas de frutos madu
ros obteve a formacao de calos em C. hossaku, Hort. ex " Tanaka.
STARRANTINO & RUSSO (1980), extraindo ovulos ndo desenvolvidos de

algumas cultivares de citros e posteriormente cultivando-os in

vitro", obtiveram calos friaveis e embriogénicos.

MITRA & CHATUVERDI (1972), obtiveram embridides a par
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tir de calos oriundos da parede do ovario nio polinizado de duas
espécies poliembridnicas e de pedagos de dvulo n3o fertilizado de

C. aurantifolia.

Inumeros sd3o os trabalhos que expressam o uso de ca -
los para a obtengdo de variacdo somaclonal em citros. As altera--
¢Oes mais comuns se referem ao ndmero de cromossomos acarretando
aneuploidia e poliploidia, sendo que nas espécies citricas, o ni-
mero badsico normal de cromossomos & igual a nove, CAMERON & FROST
(1968); CAMERON & SOOST (1976); SPIEGEL-ROY & VARDI (1984): SELI-

TO-BOAVENTURA (1989).

Algumas alteragdes tém sido observadas tanto em embri
Ges oriundos diretamente do nucelo como através da formagéo de ca
los ou pseudobubilhos por DEIDDA (1973): JUAREZ et alii (12e76);
STARRANTINO et alii (1978). No entanto, apesar dessas variagdes o

. . . s 7 . ~ . i
corrarem embridides anormais, esses embridides di3o origem a plan-

tas normais, PASQUAL (1985).




3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos aqui apresentados foram conduzidos no
pomar, casa-de-vegetagdo, c@mara de germinacdo e laboratdrio de
Biotecnologia da Escola Superior de Agricultura de Lavras. A cida
de de Lavras estd situada na regifio do Estado de Minas Gerais, a
21°14'06" de latitude sul e 45°00'00" de longitude oeste, com al-
titude de 910 metros, precipitacdo média anual de 1483 mm e tempe
ratura média anual de 19,3°C, VILELA & RAMALHO (1979). © clima

predominante de acordo com BRASIL (1969) e CASTRO NETO (1982) é

do tipo Cwb.

Os ensaios foram feitos e conduzidos de acordo com
disponibilidade de material genético e levando-se em conta a defi
ciéncia de pesquisa nessa &rea. As plantas matrizes utilizadas fo

ram os porta-enxertos Poncirus trifoliata L. Raf., 'limdo trifo -

liata' e Citrus limonia Osbeck cv Cravo, 'lim3o cravo', o primei-

ro como progenitor masculino e o segundo como feminino.

Seis experimentos foram conduzidos envolvendo esses
dois porta-enxertos com a finalidade de determinar as taxas mé -

dias de poliembrionia do 'lim3o cravo', Citrus limonia Osbeck
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cv Cravo x Poncirus trifoliata (L.) Raf., e o efeito da destequ -

mentagdo das sementes na expressao poliembridnica de porta-enxer-

tos de citros em casa-de-vegetacdo e em camara de germiragao.

3.1. Determinagdo da taxa de poliembrionia do 'lim3o Cravo'

Citrus limonia Osbeck cv Cravo e do trifoliata Poncirus

trifoliata (L.) Raf.

Foram colhidos 57 frutos do 'lim3o cravo' e 41 do
'trifoliata' de uma sé vez e de uma tnica planta matriz, previa -
mente identificada. Essa planta foi utilizada por apresentar me-

lhores condigGes fitossanitdrias em comparac3o com as outras exis

tentes no pomar da ESAL.

Os frutos colhidos foram medidos com o auxilio de um
paquimetro, registrando-se o seu didmetro. Em seguida os frutos
foram abertos com cuidado e avaliados os seguintes parimetros: nu
mero total de sementes/fruto; numero de sementes usadas por fru -
to, onde as sementes que apresentavam um completo desenvolvimento,
com embrides compactados, impedindo a individualizag8o, eram des-
cartadas; viabilidade das sementes, definido pelo nuUmero total de
sementes, e, finalmente, a taxa de poliembrionia, expressa pelo
numero total de embrides excisados no fruto dividido pelc numero

total de sementes.

As sementes vidveis foram abertas com ajuda de uma

pinga e bisturi e, sob estereomicroscdpio, com aumento de quaren-
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ta vezes, seus embrides foram excisados e contados.

3.2. Determinacdo da taxa de poliembrionia dos frutos proveni-

entes da hibridagdo artificial de Poncirus trifoliata(L.)

Raf. x Citrus limonia Osbeck cv Cravo

3.2.1. Hibridagdo e obtengdo das sementes

Este trabalho foi conduzido no periodo de setembro de
1988 a janeiro de 1989 no pomar e no laboratdrio de Biotecnologia

da Escola Superior de Agricultura de Lavras.

As hibridagbes foram feitas na época de inicio de flo
ragdo do progenitor masculino, 'lim3o trifoliata' e do progenitor
feminino, o 'limdo cravo'. As flores do 'trifoliata' foram colhi-
das na fase de baldo e, em placas de Petri contendo pPapel filtro
foram armazenadas até a antese. Apds aproximadamente 2 dias houve
a liberagdo dos grdos de pdlen, os quais aptos para a germinagdo
do tubo polinico, foram levados para se efetuar as hibridac¢des das
flores do progenitor feminino que também estavam no estdgio de ba
l3o0. Selecionou-se uma flor em cada ramo, que foi emasculada, po-
linizada, protegida com um saquinho de papel e identificada com
uma etiqueta de papeldo. As flores restantes do ramo foram elimi-

nadas.

Os frutos foram colhidos quando apresentavam um didme

tro favoravel que facilitasse a contagem dos embrides individual-
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mente. Essa fase, para o 'limdo cravo', estd em torno de 27,0 a
34,0 cm de didmetro, ou a partir de 10 semanas apds a hibridagdo.

Em seguida os mesmos foram transportados para o laboratdrio, me -

dindo seu diametro com paquimetro.

3.2.2, Assepsia das sementes e identificagdo dos embrides

hibridos

As sementes sofreram uma assepsia com hipoclorito de
sodio a 3%, durante vinte minutos. Apds esse periodo as mesmas fo
ram lavadas trés vezes na camara de fluxo laminar, apds o que fo-
ram cortadas longitudinalmente e seus embrides excisados e conta-

dos individualmente.

Os embrides provenientes de uma mesma semente foram
contados e inoculados num mesmo tubo de ensaio contendo 10 ml do
meio "MS" de cultura, identificados e levados para sala de cresci
mento com 27°C e intensidade luminosa de mais ou menos 3.000 lux

durante 16 horas didarias.

Os embrides hibridos foram identificados pela presen-

ca de folha trilobada, caracteristica dominante do Poncirus tri -

foliata, utilizado como progenitor masculino.
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3. Efeito da destegumentacdo das sementes na express2o poli-

22
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embridnica de porta-enxertos de citros em casa-de-vegeta-

Gdo e camara de germinagdo

Para avaliar o efeito da destegumentagdo das sementes
foram conduzidos dois ensaios, um em casa-de-vegetagdo, com tempe
ratura em torno de 28°C e umidade relativa de 80%, no pomar da Es
cola Superior de Agricultura de Lavras, durante o periodo de 22
de junho a 26 de julho de 1989 e outro em camara de germinacio

I’

temperatura de 28°C e 90% U.R.

Os porta-enxertos utilizados foram o Poncirus trifo -

liata (L.) Raf. 'limd3o trifoliata' e o Citrus limonia Osbeck '1li-

madc cravo'. As sementes foram retiradas de frutos maduros e em se
guida foram destegumentadas, evitando a danificagdo das mesmas.
Posteriormente essas sementes foram tratadas com hipoclorito de
sédio a 3%, durante vinte minutos, diminuindo assim os riscos de
contaminagdo. Essas sementes foram deixadas para secar em tempera

tura ambiente, durante 6 horas.

O delineamento experimental empregado foi o inteira -
mente casualizado com 6 repetigdes e os tratamentos obedeceram um
esquema fatorial 2 x 2 constando de 2 genotipos, lim3o cravo e

trifoliata, ambos com e sem tegumento.

No ensaio em casa-de-vegetagao foram semeadas 20 se -
mentes/parcela a 2 gm de profundidade em caixas plasticas de 28 x
38 cm, contendo como substrato, uma camada de 8 cm de areia lava-

da.
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Para o ensaio em camara de germinagdo foram utiliza -

das 25 sementes/parcela e como substrato usou-se o papel toalha,

Apos 35 dias de germinag¢d3o foram avaliados o numero
de sementes germinadas, numero total de embrides, frequéncia de

um € dois embrides.

3.4. Taxa de poliembrionia do lim3o cravo, em relagdo a hibri-

dagdo com trifoliata, autopolinizagdo e polinizagdo natu-

ral

A polinizagdo artificial foi feita seguindo a mesma

metcdologia descrita no item 3.2,

Para a polinizagdao natural foram selecionadas e iden-
tificadas flores na fase de baldo, uma em cada ramo escolhido,dei

xando-se ocorrer a livre polinizacgdo.

A autopolinizagdo foi obtida através da protegdo de
flores no estagio de bal3o, com saquinho de papel, para evitar a

entrada de inseto ou pdlen estranho.

Os frutos dos trés diferentes tipos de polinizagdo fo
ram colhidos em quatro épocas distintas (aos 80, 90, 100 e 110
dias apds a polinizagdo), perfazendo um total de 12 tratamentos
dispostos em delineamento inteiramente casualizado com esquema fa
torial e numero diferente de repetigdes. Registrou-se o didmetro

do fruto (DF), viabilidade da semente (V) e as sementes foram ex-
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traidas e contadas, anotando-se o numero total de sementes (NTS)
e 0 numero de sementes usadas (NSU). As sementes provenientes das
polinizac¢bes controladas foram desinfestadas através de uma imer-
sdo em hipoclorito de sédio a 3% por 20 minutos. Posteriormente
foram lavadas em dgua destilada autoclavada por 3 vezes consecuti
vas, em camara de fluxo laminar. Com auxilio de pinga e bisturi

Os embrides foram excisados e contados.



4. RESULTADOS E DISCUSSXO

4.1. Poliembrionia do 'lim30 Cravo' Citrus limonia Osbeck cv

Cravo, do 'limdo trifoliata' Poncirus trifoliata (L.) Raf.

e do hibrido 'cravo x trifoliata'

A andlise do Quadro 1 mostra que as varidveis estuda-
das ndao estdo correlacionadas com o difmetro dos frutos, excegdo
feita a viabilidade das sementes, que posteriormente foi submeti-

da a andlise de regressio.

A Figura 1 torna evidente que a viabilidade das semen
tes estda ligada a idade do fruto. A medida que o fruto se desen -
volve, a viabilidade aumenta, até se estabilizar.

A andlise de regressdo indicou que o modelo

Y = -0,7 + x0'766

foi o que melhor se enquadrou. A maior concen -
tragdao de notas altas se situa entre as faixas de 30,0 a 34,0 mi-
limetros de difmetro dos frutos, constituindo-se na faixa idealde

viabilidade das sementes para visualizagdo e posterior contagem

dos embrides.
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QUADRO 1 - Correlagdo de Pearson entre dilmetro de frutos, numero
total de sementes, nirero de sementes usadas, viabili-

dade das sementes e taxa de poliembrionia em 'lim3o cra

vo'. ESAL, Lavras-MG, 1988.

N2 de
Varidveis Correlagdo T Signicis
obser-
cancia
vagoes
Diametro x numero
total de sementes 57 -0,1434 -1,0748 NS 00,1436
Didmetro x numero
sementes usadas 57 -0,1910 -1,4434 NS 00,0773
Didmetro x wviabi-
lidades sementes 57 00,6994 2575 '8 0,0000
Didmetro x taxa
de poliembrionia 46 -0,1995 -1,3507 NS 0,0918

S = significativo

NS = nao significativo.

Observa-se no Quadro 2 que o C.V. registra uma grande
variagdo dentro de cada parametro analisado, porém mais acentuada
para a viabilidade das sementes. Isso é explicado porque a viabi-
lidade dependo do numero de embrides visualizados nas sementes
dentro de um fruto; consequentemente, em faixas extremas onde nao
é possivel se contar os embrides, a nota vai decaindo, chegando a
zero. Essas faixas extremas se caracterizam por duas particulari-

dades: no inicio quando o fruto é ainda pequeno, os embrides n3o
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FIGURA 1 - Andlise de regressdo entre viabilidade das sementes e
didmetro dos frutos de 'lim3o cravo'. ESAL, IlLavras-MG,

1988.

se desenvolveram o suficiente para que seja possivel a visuvaliza-
Gdo no estereomicroscépio de quarenta vezes, ou entdo quando os

embrides jad se desenvolveram de tal maneira que os mesmos se fun-
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QUADRO 2 - Médias, desvio-padr3o e coeficiente de varia¢do dos

parametros obtidos em 'lim3o cravo', ESAL, Lavras-MG,

1990.

1 Desvio CV

Variavel Média
padrio (%)

Numero total sementes/fruto 12,77 4,74 37,11
Numero sementes usadas/fruto 12.13 4,80 39,62
Viabilidade sementes (nota) 6,08 37,74 62,05
Taxa de poliembrionia (nume-
ro embrides/fruto) 1,41 0,51 36,49
Didmetro dos frutos (mm) 27,14 4,99 18,38

dem em uma massa dentro da semente, dificultando a individualiza-

gao e contagem dos mesmos.

Foi apresentado também um alto C.V. pela varidvel na-
mero total de sementes, o que era esperado, pois existe uma gran-
de variabilidade entre os frutos de um mesmo gendtipo, encontran-
do-se até 30 sementes num fruto, para uma média de 12,77 sementes/

fruto.

O parametro numero de sementes usadas é muito seme -
lhante ao anterior, apresentando as mesmas caracteristicas; isso
se explica pela dificil decis3o de separar a olho nu, as sementes

aptas para leitura dos embrides.

A taxa de poliembrionia, ou seja, o numero médio de
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embriSes por fruto, evidenciou um alto C.V. entre os frutos avali
ados, corroborando afirmacdes de FROST & SOOST (1968): OGATA
(1981) & ABRAMOF et alii (1978) no entanto os dados apresentados
de 1,41 embrides por fruto identificam uma baixa taxa de poliem -
bricnia, de acordo com POMPEU JUNIOR (1981). Por outro lado, como
foram identificados 17 embrides, esses dados s3o semelhantes aos
de OHTA & FURUSATO (1957), que afirmaram que se pode encontrar a-

té 40 embrides em uma mesma semente.

O Quadro 3 mostra resultados semelhantes aos cbtidos
para 'limdo cravo', isto é, somente a viabilidade das senmentes se
correlacionou com o didmetro dos frutos, neste caso, de forma ne-

gativa.

A taxa de poliembrionia foi calculada considerando to
dos os frutos, porém quando n3o era possivel efetuar contagem dos
embrides, consequentemente a viabilidade foi zero. A poliembrio -
nia estd, entd3o, diretamentemrelacionada com a viabilidade dos
frutos. No inicio de crescimento do fruto, como os embrides nao
sdo visiveis com a lupa de aumento de quarenta vezes, tem-se uma
baixa viabilidade a qual atinge valor ideal, a partir dai comega
a decair. Como a andlise de correlaglo para a varidvel viabilida-
de das sementes apresentou-se significativa, fez-se uma analise
de regressao, encontrando-se um R2 = 0,55, e a seguinte eguagao
de modelo exponencial para expressar o comportamento: Y¥Y=0,457 -

0. 745

Observa-se na Figura 2, onde se expressa a curva ajus
tada com as respectivas notas, que as maiores estdo na faixa de

27,0 a 35 mm de didmetro dos frutos.
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QUADRO 3 - Correlacao de Pearson entre didmetro de frutos, numero
total de sementes, numero de sementes usadas, wviabili-

dade das sementes e taxa de poliembrionia em 'lim3o tri

foliata'. ESAL, Lavras-MG, janeiro de 1988.

[a)

N¢ de Obser- Signifi-

Correlagdo T

variaveis vagdes cancia

Didmetro x numero

total sementes 41 -0,1535 -0,9698 NS -0,1691

Didmetro x numero

sementes usadas a1l -0,1854 -0,1783 NS -0,1229

Didmetro x viabi-

lidades sementes 41 -0:7131 -6 ,3521 S 0,0000

Diametro x taxa

de poliembrionia 12 -0,1996 -0,6440 NS 0,2670

S = significativo

NS = ndo significativo.

Observa-se pelo Quadro 4, uma grande variagao dos da-
dos, e entre esses a viabilidade com C.V. mais alto, indicando que

héa uma grande diferencga entre as sementes de um mesmo fruto.

Analisando a média dessa varidvel (26,75), conclui-se
que a maioria dos frutos analisados apresentavam didmetros supe -
riores a faixa ideal de viabilidade (27,0 e 35,0 mm). Esta afirma
tiva foi confirmada pelo didmetro médio dos frutos analisados,que
foi de 39,43 mm. De um modo geral todos os parametros analisados

apresentaram altos indices de variacgdo (C.V.), demonstrando que



31

MODELO EXPONENCIAL

V IABILIDADE DAS SEMENTES
I
w
A

T T T T T L T T T T L L 1

28 30 32 36 38 40 42 44 46 48 0
DIAMETRO DOS FRUTOS

FIGURA 2 - Andlise de regressdo entre viabilidade das sementes e
diametro dos frutos 'limad trifoliata'. ESAL, Lavras -

MG, 1988.

existe uma grande variabilidade dentro de um mesmo gendtioo, o
que esta de acordo com CAMERON & SOOST (1976). O numero total de
sementes por fruto mostrou uma média de 28,93, no entanto, foram

encontradas até 42 sementes num mesmo fruto.

O valor da taxa de poliembrionia foi considerado alto,
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QUADRO 4 - Médias, desvio-padrio e coeficientes de variagd3o dos

pardmetros obtidos em 'lim3o trifoliata'. ESAL, Lavras

-MG, 1988.

) Desvio cv

Variavel Média
padrido (%)

Numero total sementes/fruto 28,93 18,68 64,57
Numero sementes usadas/fruto 26,61 18,27 68,66
Viabilidade das sementes(nota) 26,75 47,71 159 .67
Diametro dos frutos (mm) 39,43 6,90 17,50
Taxa de poliembrionia (numero
embrides/fruto) 2,90 0,96 33,10

-

corroborando resultados de PRATES & POMPEU JUNIOR (1981), entre -
tanto, encontrou-se uma semente do porta-enxerto 'lim3o trifolia-
ta' com 12 embrides, com tamanhos e formas diferentes, estando de
acordo com os resultados de OHTA & FURUSATO (1957), que encontra-

ram de 1 a 40 embrides numa mesma semente.

A identificagdo do hibrido em tubo de ensaio foi rea-
lizada apds o surgimento da primeira folha trilobada em uma das
plantulas de um mesmo tubo, o que aconteceu com o surgimento da
quarta ou quinta folha verdadeira. Esse resultado estd de acordo
com TEICH & SPIEGEL~ROY (1972), afirmando que além da analise in-
fra-vermelha de 6leos essenciais nas folhas (PIERINGER & EDWARDS,

1965), o uso de marcadores genéticos é uma tentativa promissora.
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A técnica usadanesse trabalho facilita a identifica -

¢do e transporte das plantulas para outros ambientes, apesar de
sua eficiénecia ser questionada, pois segundo LIMA (1977), o uso
de isoenzimas seria mais sequro e mais eficiente. Entretanto, o u
50 de marcadores genéticos é o meio mais rapido, econdmico e mais
acessivel economicamente em nossas condigdes. Apesar de cada se -
mente, em geral, apresentar somente um embrilo sexual, foi obser-
vada no presente trabalho uma baixa percentagem de desenvolvimen-
to do mesmo, em torno de 40%. Segundo GURGEL (1952), as sementes
citricas apresentam somente um embrido sexual e o restante de na-
tureza agamica, proveniente das células do nucelo. No entanto, al
guns embrides ndo se desenvolvem e dentre esses pode estar o se -

xual, confirmado pelos resultados de SALIBE (1969), que concluiu

que apenas trés a quatro embrides chegam a germinar.

Existem controvérsias quanto a necessidade ou n3oc de
fecundagdo para germinagdo dos embrides; para MAHESWARI &  RANGA
SWAMY (1958); FROST & SOOST (1968); BUTTON & BORNMAN (1972), a po
linizagdo e fecundagdo sdo pré-requisitos para a embriogé&nese nu-
celar, apesar de se desenvolver, "in vitro", embriBes provavelmen
te na auséncia de polinizaggo pelo n3o surgimento da folha trilo-
bada, corroborando afirmagdes de BUTTON & BORNMAN (1971); KOCHBA

et alii (1972).

Foi observada também uma variabilidade entre plantu -
las nucelares de uma mesma semente, o0 que é corroborado por IGLE-
SIAS et alii (1974), porém, teoricamente, deveriam ter a me sma

constituigdo genética, FROST & SOOST (1968).

Os resultados das andlises de correlacgdo entre as va-
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ridveis estudadas dos frutos oriundos da hibridagdo artificial en

tre Poncirus trifoliata (L.) Raf. x Citrus limonia (L.) Osbeck cv

cravo estdo apresentadas no Quadro 5. Observa-se que nao

existe

diferenga significativa para nenhum dos parametros estudados. No

entanto, a maior correlagao apresentada foi da variavel taxa de

poliembrionia em relacdo ao difmetro dos frutos.

QUADRO 5 - Correlagdao de Pearson entre didmetro de frutos, numero

total de sementes, numero de sementes usadas,

total de embrides,

numero

taxa de poliembrionia e viabilidade

das sementes no hibrido de 'lim3o cravo' e 'trifolia -

ta'. ESAL, Lavras-MG, 1989.

Ne de Obser- Signifi
Correlacgado T e

variaveis vagoes cancia

Diametro x numero

total sementes 15 -0,0936 -0,3391 NS 0,3700

Didmetro x numero

sementes usadas 15 00,0745 00,2694 NS 0, 3959

Didmetro x numero

total de embrides 15 0,357 1,3785 NS 00,0957

Diametro x taxa

de poliembrionia 15 0,5596 2,4343 NS 0,150

Diametro x viabi-

lidade de sementes 15 09,1572 0,5740 NS 0,2879

NS = ndo significativo.
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Com base nos resultados conclui-se que a hibridagdo
controlada altera os resultados até aqui obtidos entre os progeni
tores 'limdo cravo' e 'limdo trifoliata'. Na hibridagdao controla-

da, ndo houve uma correlacio significativa para todos os parame -

tros analisados.

Pela andlise dos dados do Quadro 6, observa-se que o
numero de sementes contidas num fruto diminui, com relagdo aos
progenitores citados nos dois experimentos anteriores. Houve tam-
bém uma grande variagdao entre os frutos dentro da mesma planta,da
dos esses de acordo com CAMERON & SOOST (1976). O baixo numero de
sementes apresentado pode ser explicado pela alteragdo dos meca -

nismos fisioldgicos de desenvolvimento dos frutos pela hibridagdo

controlada.

A variavel numero de sementes usadas, consequentemen-
te, apresenta as mesmas caracteristicas. A varidvel numero total
de embrides contidos no fruto foi incrementada, com relagdo aos
progenitores, apresentando consequentemente uma média taxa de po-
liembrionia (2,37), esse resultado pode ser explicado pela maior
quantidade de grdos de pdlen colocados de uma sd vez no estigma
da planta mdae, quando foi feita a polinizagdo controlada. Observa
se também um alto valor expresso da viabilidade das sementes, is-
so devido a época de colheita que foi feita dentro da faixa ideal
para realizagdo da mesma, intencionalmente para facilitar a conta

gem dos embrides.
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QUADRO 6 - Médias, desvio-padr3o e coeficientes de variagdo dos
parametros obtidos em 'lim3o cravo' x 'trifoliata’.

ESAL, Lavras-MG, 1989,

Variaveis Média Desvio ey
padrao (%)
Numero total de sementes 10,20 4,39 43,09
Numero sementes usadas 8,40 3,85 45,84
Numero total embrides 21,33 13,46 63,08
viabilidade das sementes 8,21 22,89 27,90
Taxa de poliembrionia 2,39 0,88 36,59
Diametro dos frutos 30,77 3,04 9,87

4.2. Efeito da destegumentagdo das sementes na express3o poli-

embridnica de porta-enxertos de citros em casa-de-vegeta-

gao

Verifica-se pelc Quadro 7, que tanto o gendtipo como
a destegumentagdo da semente influenciaram (p < 0,01) o numero de
sementes germinadas e o nUmero de embrides. Por outro lado, tanto
a frequéncia de um como de dois embriBes sofreram o efeito da des
tegumentagdo da semente (p < 0,01) e que a destegumentagdo exerce
uma influéncia diferenciada entre os gendtipos para estes parame-

tros.
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QUADRO 8 - Médias dos tratamentos para os porta-enxertos 'limdo

trifoliata' e 'lim3o cravo', com e sem tegumento.ESAL,

Lavras-MG, 1989,

Cravo Trifoliata
Parametros
com sem com sem

tegumento tegumento tegumento tegumento
Sementes germinadas 6,33 B 16,83 A 3,50 B 16,17 A
Total de embrides 6,33 ¢ 21,50 A 4,17 ¢ 17717 B
Freq. de um embrido 5,83 B 13,00 A 3,00 B 15,17 &
Freq. de dois embrides 0;71 B 1,87 A 0,88 B 1,17 B

As médias seguidas da mesma letra n3o diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5%.

res para sementes destegumentadas e identificando inclusive dife-
rencas estatisticas entre gendtipos (Quadro 8). Esse fato compro-
va a ineficiéncia da determinagdo da taxa de poliembrionia  pelo
método convencional, através do qual as sementes eram simplesmen-
te colocadas para germinar, e aceitava-se que o numero de plantas
obtidas correspondia ao numero de embrides em uma semente, confor

me citacdao de OGATA (1981), SALIBE (1969).

Ainda no Quadro 8 pode-se notar que a frequéncia de
um embrifo é maior para ambos os gendtipos quando os tegumentos
sdo removidos. Observa-se também que, apesar de as diferengas ndo

serem significativas, o limdo 'trifoliata' apresenta valor maior
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que o 'cravo' quando as sementes s3o destegumentadas, ao passo
que este valor € menor em sementes com tegumentos. Esta é a raz3o
da signific@ncia estatistica na interag3o gendtipo x tegumento pa
ra frequéncia de um embrido e, deve estar relacionado a uma maior
rigidez dos tegumentos de 'trifoliata', dificultando mais a germi
nagao de suas sementes, onde o indice verificado foi inferior pa-
ra o lim3o 'cravo' com sementes tegumentadas. A destegumentagdo
na frequéncia de dois embriBes sé se revelou significativa para

o 'lim3o cravo' e, este por sua vez, diferiu significativamente

do 'trifoliata'.

Pelo Quadro 9, verifica-se que o porta-enxerto 'lim3o
cravo' apresenta maiores valores, principalmente quando se retira
Os tegumentos das sementes. A destegumentac3o tem efeito direto
na germinagdo, numero total de embrides e consequentemente na ta-

Xa de poliembrionia.

Os dados sobre a percentagem de sementes com 3 ou 4
embrides evidenciam que s3o poucas as sementes que atingem esses

valores, corroborando afirmagdes de SALIBE (1969).

Comparando os valores dos porta-enxertos, com respei-
to a2 taxa de poliembrionia, evidencia-se uma maior taxa para o
'lim3o cravo', contrariando os dados obtidos quando se faz a con-
tagem direta dos embriSes na semente, sendo esta a taxa real de
poliembrionia. De acordo com os dados pode-se concluir que a dis-
crepdncia havida pode ser devida a maior sobrevivéncia dos em -

brides dentro das sementes do porta-enxerto 'lim3o cravo'.
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QUADRO 9 - Valores observados para os parametros analisados nos
porta-enxertos 'limdo cravo' e ‘'trifoliata' com e sem

tegumento em casa-de-vegetagdo. ESAL, Lavras-MG, 1989.

% de sementes Poliem- Taxa
Tratamento % de . " .
brionia poliem-
Germ, 1E 2E* 3E 4E
(%) brionia
Cravo S/T 84,17 77,23 1 18,81 2,97 0,97 22,77 1,28
Cravo C/T 31,67 100,00 - - - 0 1,00

Trifoliata s/T 17,50 85,71 9,52 4,77

14,29 1,19
Trifoliata c/T 80,83 93,81 6/;-19 ™ = 6,19 1,06

* Embrides.

4.3. Efeito da destegumentacgdo das sementes na expressao poli-
embridnica de porta-enxertos de citros em camara-de-germi

nagao

Observa-se no Quadro 10 que, exceto para frequéncia
de um embrido, os demais par@metros foram influenciados apenas pe
lo gendtipo. O ndo efeito da destegumentagdo da semente, no caso,

pecde ser explicado pelo ambiente uniforme durante o periodo.

Ainda o Quadro 10, observa-se um baixo coeficiente de
variagdo para a maioria dos parametros analisados, com excegdo da
frequéncia de dois embrides; esses dados confirmam a citagdo ante

rior de que ha uma alta uniformidade do ambiente onde o trabalho
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QUADRO 10 - Quadrados médios dos diversos parametros analisados
de 'limdo cravo' em cdmara-de-germinac3o. ESAL, La -

vras-MG, 1990.

Fontes de Semen. Total de Freq, Freq. Taxa
variacgdo . germ. embrides embrides embrides Poliembr.
Gendtipo it 70,04** 260 ,04** 1,50 42 ,67*%* 0,068%*
Tegumento 1 0., 377 0,37 2;67 0,67 0,01

G x T i 0,376 2,04 1,50 0,16 0,025
Residuo 20 3,24 9,66 4,12 4,11 0,00897
C.V. (%) - 8,04 11,78 10,68 57 ;27 8,12

xx

Significativa a 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.
Significativa a 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

*
1l

foi desenvolvido.

Uma analise do Quadro 11, evidencia que o 'limdoc cra-
vo' apresenta maior frequéncia de dois embrides, maior taxa de po

liembrionia, maior percentagem de germinagado.

Esses resultados, semelhantes ao experimento anterior
contrariam os resultados obtidos por PRATES & POMPEU JUNIOR
(19831). Presume-se que houve diferenca entre os dados devido a
maior sobrevivéncia dos embrides e consequentemente maior germina

gdo do porta-enxerto 'lim3o cravo'.
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QUADRO 11 - Valores observados para os parametros analisados nos

porta-enxertos

'limd3o cravo'

e 'trifoliata'

com e sem

tegumento em cémara—de-germinagéo. ESAL, Lavras - MG,

1989.

% de % de sementes Poliem- Taxa

Tratamento germi brionia poliem-
1E* 2B 3E

nagao (%) brionia
Cravo S/T 96,67 79,31 19,31 1,38 20,68 3,22
Cravo C/T 97,97 80,00 18,62 1,38 20,00 1,23
Trifoliata S/T 83,11 88,62 10, 57 0,81 11,38 1,15
Trifoliata c¢/T 84,00 92,06 7,94 - 7,94 1,08
Totais 89,93 85,07 14,55 0,93 15,49 1,18

* Embrides.

4.4. Comparagdo da taxa de poliembrionia através da poliniza -

cao artificial, autopolinizagd8o e polinizagdo natural

O Quadro 12 mostra que o tipo de polinizagdo influen-

cia a taxa de poliembrionia (p ¢« 0,05), o numero total de semen -

tes (p< 0,05) e o nimero de sementes usadas (pg 0,0l). Conside-

rando-se a idade dos frutos, a mesma sugere que o estdgio de de-

senvolvimento do fruto afeta a taxa de poliembrionia (p < 0,05)

i

o nimero total de sementes e a viabilidade das sementes. Por ou -
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QUADRO 12 - Analise de varilncia para trés tipos de polinizagdoem

quatro épocas diferentes de colheita dos frutos de'li

m3o cravo'. ESAL, Lavras-MG, 1990.

Fontes de Taxa de Numero Nimero se Didmetro Viabi
GL

variacgao poliem- total mentes u- do lida-
brionia sementes sadas fruto de
PolinizagOes 2 1,57* 206,76%* 94,17** 2,45 1,71

Idades 3 1,25% 75 ,32% 34,07 8,76 37,16%*
Pol. x Idades 6 0 13 64 ,98%* 7 9,39 1 1:5
Residuo 48 0,33 26,73 16,40 14,75 4,60
eV, (%) - 29,62 53,30 46,39 12,08 29,95

%
I

Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Kok Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.

tro lado, o tipo de polinizag3o influencia diferentemente o nime-

ro total de sementes, em relag3o a idade do fruto.

Quando se compara os trés tipos de polinizagdo verifi
ca-se que os diferentes tratamentos aplicados alteram a taxa de

poliembrionia, concordando com PARLEVLIET & CAMERON (1959).

A Figura 3 mostra que a polinizacd3o artificial apre -
senta maior taxa de poliembrionia em quase todas as fases de de -
senvolvimento do fruto analisado, corroborando as citacdes de PAR

LEVLIET & CAMERON (1959); FURUSATO (1961); CAMERON & FROST(1968) ;
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FIGURA 3 - Numero médio de embrides por semente (taxa de poliem -
brionia) em diferentes idades de frutos de Citrus A, =

monia Osbeck cv cravo. ESAL, Lavras-MG, 1990.

FURUSATO et alii (1968); SOOST & CAMERON (1975): CAMERON & SOOST
(1979). No entanto, considerando a idade de 110 dias, observa - se
dque a taxa de poliembrionia caiu para todos os tratamentos, isso
estd diretamente relacionado com a viabilidade dos frutos, pois,
nessa fase os embrides ndo est@o visiveis individualmente. Essa a

firmagdo estda de acordo com a Figura 6, que apresenta um ponto de
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minima para todos os tratamentos nessa idade. A medida que o fru-
to cresce os embrides se fundem dentro das sementes, o que difi -

culta a contagem individual dos embrides.

Analisando a Figura 4, observa-se que o numero total
de sementes foi maior em autopolinizagdes, dentro da maior parte
do periodo, do que nas hibridagdes controladas e naturais. Esse
aumento no numero total de sementes (NTS) em autofecundacdo pode
ser devido a nd3o interferéncia externa, ou compatibilidade dentro
da mesma cultivar. Aos 110 dias de idade o comportamento foi dife

rente, talvez devido ao menor numero de frutos analisados.

:

a NATURAL
+ AUTOPOLINIZAGAO

2 A CONTROLADA

NUMERO TOTAL DE SEMENTES POR FRUTO

80 90 100 110
Dias
FIGURA 4 - Numero total de sementes em frutos de diferentes ida-
des em porta-enxertos 'limd3o cravo' e 'trifoliata' .

ESAL, Lavras-MG, 1990,



46

A Figura 5 mostra o nimero de sementes usadas (NSU),

apresenta o mesmo comportamento do ndmero total de sementeg (Figu

ra 4).

NUMERO DE SEMENTES USADAS

4 - O NATURAL "
3- + AUTOPOLINIZ AG00
2 A CONTROLADA
1
0 T T
80 90 100 1o

Nias

FIGURA 5 - NUmero de sementes usadas em diferentes idades dos fru

tos de Citrus limonia Osbeck cv cravo. ESAL, Lavras-MG,

1990.

A viabilidade dos frutos mostrou respostas diferentes
(p ¢ 0,01) em relagdo a idade dos frutos. Essa viabilidade & alte

rada a medida que os frutos se desenvolvem, pois quanto maior for
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a idade do fruto, menor é a viabilidade (Figura 6).

10 ;
9
a i \
[74]
g | 74
2
iy
5 -
[74]
o
[a]
w S 1
[=]
Lo
= 4
- 4
@ o NATURAL
= 34 4+ AUTOPOLINIZAGAO s
> A CONTROLADA
2 -
1 T I 1
80 90 100 1o
Dins

FIGURA 6 - Viabilidade dos frutos em diferentes épocas de colhei-
ta dos porta-enxertos 'limdo cravo' e 'trifoliata‘’

ESAL, Lavras-MG, 1990.



5. DISCUSSAO GERAL

Observa-se no Quadro 13 que o numero de sementes con-
tidas no fruto apresenta diferengas significativas entre os gend-
tipos estudados, o qual é maior Para o porta-enxerto 'limao trifo
liata' e bem menor para o hibrido entre 'lim3o trifoliata' e '1li-
m3o cravo'. Consequentemente o numero de sementes usadas segue o

. I . . -~ ~ . .
mesmo raciocinlo, pois estes parametros est3o diretamente relacio

nados.

A viabilidade foi também diferenciada entre os trés
tipos de frutos analisados, o que pode ser explicado pela maior
facilidade de manuseio entre os mesmos. As sementes de 'lim3o cra
vo' apresentavam tegumentos mais finos, facilitando a excis3o dos
embrides, enquanto que no 'lim3o trifoliata' o tegumento é mais
resistente e hd um nimero maior de embrides contidos numa semen -
te. Outro fator que pode ter influenciado esse nimero & a fase em
que se encontravam os frutos, pois as fases ideais s3o diferentes
para essas espécies, no caso presente as sementes de 'lim3o trifo
liata' nd3o se apresentaram dentro de uma faixa 6tima para observa

Gao dos embrides individualizados no interior das sementes.
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QUADRO 13 - Resumo de médias do numero total de sementes, numero
de sementes usadas, viabilidade das sementes, taxa de
poliembrionia e didmetro dos frutos, para 'lim3o cra-
vo', 'limdo trifoliata' e o hibrido 'cravo e trifolia

ta'. ESAL, Lavras-MG, 1990.

ICravo'x'Tri

1 ] IMea F ] qatal —
Cravo Trifoliata __ _foliata'
Variavei . : :
Br1avels . Desvio Desvio Desvio
Média Média Média
padrao padrdo padrdo
Numero total sementes 12,77 4,74 28,93 18,68 10,20 4,39

Numero sementes usadas 12,13 4,80 26,61 18,27 8,40 3,85

Viabilidade 6,08 37,74 26,75 47,71 82,08 22,89
Taxa de poliembrionia 1,41 0,51 2,90 0,96 2,39 0,88
Didmetro dos frutos 2714 4,99 39,43 6,90 30,77 3,04

Considerando a taxa de poliembrionia, observa-se (Qua
dro 13) que também houve diferencas significativas (Quadro 12);:c0
mo ja era esperado, corroborando citagBes de FROST & SOOST(1968);
OGATA (1981); ABRAMOF et alii (1978). A taxa de poliembrionia foi
maior para o 'limdo trifoliata', em segundo lugar para os frutos
provenientes dos cruzamentos e por ultimo para o 'limd3o cravo'.Ve
rificou-se pois, que a poliembrionia estd ligada diretamente com
o gendétipo das cultivares utilizadas como progenitores, sendo que
essa caracteristica, segundo PARLEVLIET & CAMERON (1959), é con -

trolada por um gene principal denominado P.
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O Citrus limonia Osbeck possui baixa taxa de poliem -

brionia, dados esses que estdo de acordo com PRATES & POMPEU JU -
NIOR (1981).

Analisando o Quadro 13, como um todo, conclui-se que
existe uma grande variabilidade entre e dentro dos parametros ava
liados e que as diferencas s3o altamente significativas, afirma -

Goes ja anteriormente constatadas por CAMERON & FROST (1976), ca-
MERON & FROST (1968).

Deve ser registrado que o numero total de sementes de
pende somente da cultivar ou variedade utilizada, independentemeg

te da hibridag¢do controlada.

A poliembrionia no género Citrus, dificulta principal
mente a identificagdo do embrido sexual; no presente trabalho foi

utilizado o Poncirus trifoliata (L.) Raf. como progenitor masculi

no, possuidor da caracteristica folha "trilobada", TEICH & SPIE -
GEL-ROY (1972), que permitiu o reconhecimento do hibrido. Foram
obtidas oito plantas que est3o se desenvolvendo no pomar da ESAL,
a disposigd3o para futuros trabalhos, principalmente na drea de Ge
nética e Melhoramento, constituindo-se num material altamente pro
missor por suas caracteristicas genéticas favordveis, jd citadas

anteriormente.

Respostas sobre a taxa feal e taxa de expressdo da po
liembrionia foram obtidas nesse trabalho. Pelos resultados apre -
sentados observa-se que a taxa real € bem maior, pois essa é fei-
ta pela contagem dos embrides contidos dentro da semente, enquan-

to que a segunda é feita somente apds a emergéncia das plantulas,
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sendo entdo prejudicada pelas condigbes adversas do meio ambiente
€ aglomeragdo dos embrides dentro da semente. Analisando-se o e -
feito da destegumentac3o sobre a expressdo da poliembrionia con -
cluiu-se que as varidveis utilizadas apresentaram maiores valores
na camara de germinagdo, como j4 era esperado, pois, o ambiente é
mais favordvel ao desenvolvimento e germinagdo dos embrides (Qua-

dro 9 e 11).

Os dois ensaios com destegumentagdo das sementes (ca-
sa-de-vegetagdo e cadmara de germinag3o) apresentaram resultados
diferentes dos ensaios anteriores e dos apresentados por PRATES &
POMPEU JUNIOR (1982), pois, a taxa de poliembrionia do Citrus

limonia Osbeck foi maior do que o Poncirus trifoliata (L.) Raf. ;

esse resultado conflitante pode ser devido a alta taxa de germina

gdo apresentada pelo Citrus limonia Osbeck nos dois experimentos.




6. CONCLUSOES

1. A taxa de poliembrionia é uma caracteristica dominante e varii

=~

vel com as espécies citricas Citrus limonia Osbeck cv cravo e

Poncirus trifoliata (L.) Raf.

2. A taxa de poliembrionia para o 'lim3oc trifoliata', & de 2,90
embrides/sementes, para 'limdo cravo' de 1,41, e para os fru -
tos provenientes do cruzamento ('cravo' e 'trifoliata') de
2,39 embrides/semente, e deve ser determinada pela contagem di

reta dos embrides nas sementes.
3. A viabilidade das sementes é afetada pela idade dos frutos.

4. O didmetro ou a idade dos frutos n3o influencia a taxa de poli
embrionia, o numero total de sementes e o nimero de senentes u
sadas, porém aos 80-90 dias apds a polinizac3o, torna-se mais

facil a individualizac8o dos embrides.

5. O tamanho ideal dos frutos para contagem dos embrides é de
27,0 a 34,0 mm de diadmetro para o 'lim3o trifoliata' e para as
sementes resultantes do cruzamento de 28,0 a 33,0 mm para o

'lim3o cravo'.
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6. O tipo de polinizagdo afeta a taxa de poliembrionia, bem como

© nimero total de sementes e o0 numero de sementes usadas.

7. A destegumentacdo favorece a germinagdo das sementes e a emer-

géncia de um maior nimero de embrides/semente.

8. A destegumentagio induz um aumento na taxa de poliembrionia.



7. RESUMO

O presente trabalho foi conduzido na Escola Superior
de Agricultura de Lavras (ESAL), Minas Gerais, durante o periodo
de outubro de 1987 a fevereiro de 1990. Objetivou-se a determina-
gdo da taxa de poliembrionia e identificagdo do embrifio sexual"in

vitro" dos porta-enxertos Poncirus trifoliata (L.) Raf. e Citrus

limonia Osbeck cv cravo. Foram instalados seis experimentos onde
se determinou a taxa de poliembrionia do 'cravo', do 'trifoliata'
e das sementes provenientes da hibridagdo dos mesmos. Os parime -
tros analisados foram numero total de sementes, numero de semen -
tes usadas, viabilidade e didmetro dos frutos, nimero de embrides
por semente e nimero total de embrides. Os dados obtidos foram sub

. ~ Ld . i~ . o~
metidos as analises de correlacgdo e posterior regressao.

Determinou-se também a express3o da poliembrionia em
sementes com e sem tegumentos em casa-de-vegetagao e camara de
germinagdo, em DIC com esquema fatorial 2 x 2 com seis repeticgodes,
através da andlise dos seguintes pardmetros: numero de sementes
germinadas, numero total de embrides, frequéncia de um deis, trés

e quatro embrides. A taxa de poliembrionia foi determinada também
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considerando-se hibridag¢gdes controladas, auto-polinizagao e poli-

nizagdo aberta, com DIC em esquema fatorial 3 x 4 com némero dife

rente de repetigdes.

Com base nos resultados obtidos concluiu-se cue: a
viabilidade estd correlacionada com idade ou didmetro dos frutos;
a taxa de poliembrionia é dependente do gendtipo e estd diretamen
te relacionada com o tipo de hibridac3o utilizada e deve ser de -
terminada pela contagem direta dos embrides na semente; & retira-
da do tegumento das sementes facilita a germinagdo e desenvolvi -

mento dos embrides, consequentemente alterando a taxa de poliem -

brionia.



8. SUMMARY

POLIEMBRIONIC RATE AND IDENTIFICATION SEXUAL EMBRYO "IN VITRO" OF

THE ROOSTOCKS Poncirus trifoliata (L.) RAF. AND Citrus limonia 0s

BECK cv CRAVO.

Author: José Darlan Ramos

Adviser: Moacir Pasqual

The present work was conducted in Escola Superior de
Agricultura de Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brasil, during the

period October 1987 to February 1990.

The objective was to determine the poliembrionic rate
and identify "in vitro" sexual embryo of the roostocks Poncirus

trifoliata (L.) Raf. and Citrus limonia Osbeck cv cravo.The study

made up of six experiments, determined the poliembrionic rate of
the 'cravo', 'trifoliata' and seeds from their hybridization. Va
riables analyzed were: number of seeds by fruit, number of seeds
by fruit sampled for examination, diameter of the fruit, and to -
tal number of embryos per fruit. The analyses examingd correla -

tion between variables and significantly correlated variables
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were further analyzed by regression.

Poliembrionic expression in seeds, with or without
seed coats was determined in a greenhouse and in a germination
chamber, using a 2 x 2 factorial scheme with six replications.The
variable were: number of germinating seeds: total number of em -

bryos; frequency one, two, three and four embryos.

The poliembrionic rate was also determined by facto
rial analysis and compared for three types of pollination at four

stages of fruit development.

Based on results obtained one can conclude that seed
viability is correlated with age or diameter of the fruit: the
rate of poliembrios depends on the genotype and is related to the
type pollination and direct count of embryos in seed; the removal
of the seed coat facilities germination and embryo development

and consequently changes the poliembrionic rate.
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