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RESUMO

Urn dos problemas relacionades ao methoramento decitros é apoliembrionia
& a conseqiiente dificuldade, apos cruzamentos controlades, de distinguir clones
nucelares dos hitridos. Estudou-se um método para eletroforese de isoenzimas em
gel de amido para doze sistemas isocenzimicos, desenvolvendo-se procedimento
apropriado para a resolugéo simultdnea dos sistemas fosfatase écida, peroxidase
anodica e catddica, glutamato oxaloacélico transaminase, fosfoglucoisomerase,
fosfoglucomutase & enzima malica, Caracterizaram-se por esses sistemas 31
clones ds citros com possivel interesse para o programa de melhoramento do IAC.
Estéao envolvidos 7 locos e 25 alelos, permitindo uma identificag@o precoce de
hibridos antes do plantic no campo para avaliages agronémicas. Implicagbes
desses estudos basicos no melhoramento e na determinagao da taxa de seedlings
nucelares de porta-enxerios comerciais sao discutidas.

Termos de indexagao: citros, genética, melhoramento, isoenzimas, hibridos, clones
nucelares, embrides zigdticos.

ABSTRACTS

ISOZYMES IN THE EARLY IDENTIFICATION OF HYBRIDS
AND NUCELLAR CLCNES IN CITRUS BREEDING

One of the problems related to citrus breeding is the polyembryony and the
ensuing difficulty in distinguishing nuceliar clones from hybrids obtained from
controlled crosses. Twelve isozyme systemns using starch gel electrophoresis
ware studied. A procedure for simultaneous resolution of acid phosphatase,
anodic and cathodic peroxidase, glutamate oxaloacetate transaminase,
phosphoglucoisomerase, phosphogiucomutase and malic enzyme was devel-
oped. Thirty one clones with possible usein the Instituto Agrondmico de Campinas,
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State of Sado Paulo, Brazil breeding program were characterized. Seven ioci and
twenty five allelas are involved allowing for an early identification of hybrids before
transplanting them into the field for agronomic evaluations. Implications in breeding
strategies andin the determination of the degree of nucellar embryony of commercial
rootstocks are discussed.

Index terms: citrus, genetics, breeding, isozymes, hybrids, nucellar clones, zygotic
embryos.

1. INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor de citros @ o maior exportador de suco
concentrado de laranja do mundo. Entre as frutiferas, os citros ocupam, em escala
mundial, o segundo lugar em produgao, logo apds a uva (FAO, 1988).

Um programa de melhcramento de citros utilizando atécnica de eletroforese
foirecentemente iniciado no Instituto Agrondmico, tendo por objetivo a diversificagéo
de porta-enxertos e a obtengdo de novos clones de laranjas e tangores com
caracteristicas desejaveis para industrializagao e exportagao in natura.

Diversos sd3o os problemas associados ao methoramento de citros.
Trata-se de uma espécie perene, de longo ciclo reprodutivo, longo periodo de
juvenilidade e ocotréncia generalizada de poliembrionia (CAMERON & FROST,
1968; SOOST & CAMERON, 1975).

Em conseqiiéncia da poliembrionia, surge a dificuldade de identificagao
das plantas hibridas originadas de cruzamentos controlados. As progénies, por via
de regra, constituem-se numa mistura de hibridos e de clones nucelares idénticos
ao progenitor feminino. Essa identificagdo é tradicionalmente feita no campo
através da andlise de caracteres morfologicos. Tal procedimento é demorado,
dispendioso e incerto. Grande nimero de plantas tem que ser mantido no campo
atéaprimeirafrutificagao, paraoreconhecimento dos hibridos, o que é extrernamente
dificil, principalmente quando tais hibridos resultam de cruzamentos entre clones
morfologicamente semelhantes. Seria de grande conveniéncia que se fizesse esse
reconhecimento ainda no estédio de seedlings, antes do plantio no campo,
Atualmente, o método mais promissor de identificagéo precoce de hibridgs de citros
é através da anélise de padrdes isoenzimicos obtidos por eletroforese (IGLESIAS
et al., 1974; TORRES et al., 1978b, 1982; MOORE & CASTLE, 1988; ROOSE,
1988; ROOSE & TRAUGH, 1988).

Essa técnica vem sendo também bastante utilizada em estudos com
outras espécies frutiferas, como identificagao de hibridos de péssego (PARFITT et
al., 1985; ARULSEKAR et al.,, 1986) e mamao (MANSHARDT & WENSLAFF,
1989); como marcadores isoenzimicos em abacate (TORRES et al., 1978a), noz
(ARULSEKAR et al., 1985) e uva (LOUKAS et al., 1983}, e para caracterizagao de
cultivares de damasco (BYRNE & LITTLETON, 1989), morango (BRINGHURST

Bragantia, Campinas, 50(1):57-76, 1991



ISOENZIMAS... RIBRIDOS E CLONES NUCELARES... DE CITROS 59

et al.,, 1981), maga (WEEDEN & LAMB, 1985), améndoa (HAUAGGE et al., 1987)
e ameixa (BYRNE & LITTLETON, 1988}. Qutras aplicagdes potenciais e exemplos
praticos em genética e melhoramento de plantas sio conhecidas (TANKSLEY et al.,
1981, 1982; MEDINA FILHO, 1983).

Devido as inumeras variages nos equipamentos, sistemas e condigbes
de laboratério que influenciam os resultados dessas investigagoes, a técnica de
eletroforese deve ser estudada de maneira a adequa-la as condigbes e aos
interesses especificos, Para tanto, pesquisaram-se aspectos relativos ao método,
como condigoes de eletroforese, sistemas isvenzimicos e tipos de tecidos vegetais,
para que pudessem ser utilizados ha caracterizagéo de varios clones e hibridos de
citros de interesse no referido programa de melhoramento. Os resultados dessas
investigagdes sao relatados neste trabalho.

2. MATERIAL E METODOS

Os clones utilizados no desenvolvimento deste trabalho fazem parte do
Banco de Germoplasma do IAC, localizado na Estagao Experimental Dr. Sylvio
Moreira, em Cordeirdpolis, SP. No quadro 1, esses clones sao apresentados de
acordo com a classificagao botanica de TANAKA (1954).

Estudaram-se as principais variagdes que influenciam a qualidade e
resolugéo de bandas em eletroforese, destacando-se aquelas relativas ao gel de
amido, aos tecidos apropriados, a preparagao das amostras vegetais e sistemas
isoenzimicos. O equipamento e os procedimentos |aboratoriais utilizados
encontram-se detalhados em TANKSLEY (1979) e MEDINA FILHO & BALLVE
{1989).

Para a preparagéo do gel, utilizou-se amido hidrolisado de batata (Sigmal),
huma concentragao de 11,9%, determinada previamente, e solugdo tampao inicial
contendo 2,5% de TRIS 0,015 M e 2,5% de acido citrico 0,036 M, Foram testados
diversos valores de pH do gel no jntervalo 7,5 a 8,5, obtidos com o aumento da
concentragao de TRIS ou citrato, avaliando-se o efeito na resolugéo e migragéo de
bandas em diversos sistemas isoenzimicos.

Quanto as amostras vegetais, foram testadas folhas de plantas adultas
em diversos estadios de desenvolvimento e os padroes obtidos, comparados com
aqueles observados em cotilédones e folhas do primeiro, segundo e terceiro pares
em seedlings originados dessas plantas adultas. Esses tecidos foram macerados
em solugao de extratores contendo diversas combinagbes e concentragdes de
antioxidantes como sacarose, acido ascorbico e glutateona reduzida, compa-
rando-se os resultados com os obtidos com a maceragéo feita em solugao TRIS pH
7.5 ou simplesmente agua destilada. Para auxiliar o processo de maceragao, foi
testada também a adi¢éo de silica lavada como abrasivo.
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QUADRO 1. Clones estudados de porta-enxertos e de copas e seus gendtipos para sete
locos isoenzimicos

Clones Intro-  aps-1 Me-1Got-1  Got-2  Pgi-1 Pgm-1Prie-1
dugdo
Porta-snxertcs
(C. aurantium) Laranja-
-azeda S&o Paulo ............ 235 CC [} S8 FM/MM WS FS FS
(C. limonia) Limé&a-cravo
Limeira .........ccoonimnnnns 883 CcC n FS FS/MM FS FF MM
- 519 cc ) FS FSMM FS FI MM
(C. reshnj) Cledpatra ....... as2 cc I S§ FFMM FF FF FF
{C. sunk) SunM.............. 375 cC It 88 FF/MM FF FF FM
(Poncirus trifoliata)
Trifoliata Davis A ............. 84B nulo RR PM MT/SS FS PM FF
Copas
{C. sinensis) | aranjas-doces
Hamlin ......ocovnnicnnniens 602 cc | 8s Fi/MM FS FS FF
Lima gravda ... 1587 cc Il §8 FI'MM FS FS FF
Mortera ... 84 cC Il 8s FIMM FS FS FF
Natal ....... 321 cc I S8 FI/MM FS Fs FF
(21 R RG043 cC [ 8§ FIMM FS FS FF
Valdncia .......cooceeveeveennns 716 CC ] g8 FI/MM FS FS FF
Valéncia folha murcha ..  RGO04 cc i §S FIMM FS FS FF
2n cC i $S FI/MM FS FS FF
732 cc ] $8 FI/MM FS Ft FF
288 CcC ] ss FI/MM WS R FF
33 cC ] SS Fi/MM FS Fl FM
351 CcC Il S8 FF/MM FF FF FM
741 cC ] 88 FFMM FS Fl FF
1507 cC [} 88 FF/MM WS FF FF
392 cC ] S8 FF/MM FF FS FM
260 cc i S8 FI/MM FS FS FF
- cC ] -2 FF/MM 2] FS FF
380 cc ] §S FFMM FF FF MM
- cC " Ss FFAMM FS F1? M
(C. nobilis) King .......oo.... . cc H S8 FFMM FF FF MM
(C. unshiy) Satsuma ...... 438 cc ] 58 - FS FF FF
Hibridos
Tangerinalee................ 427 cc Il S8S FFMM Fs Fi FF
Tangor Murcote ............ RGOOS5 cc n sS FFMM FF FF FF
Tangelo Nova .............. 1583 cc ] SS FFMM FS FI FF
Tangerina Osceola ....... 429 CC Il S8 FF/MM - - FF
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Foram pesquisados doze sistemas isoenzimicos: ADH ({(alcool
desidrogenase); G6PDH (glucose-6-fosfato desidrogenase); PGl (fosfoglucoiso-
merase), PGM {fosfoglucomutase); GOT {glutamato oxaloacético transaminase);
PRX (peroxidase); APS (fosfatase acida); EST (esterase); MDH (malato
desidrogenase); ME (enzima madlica), SKDH ({acido shikimico desidrogenase);
6PGDH (6-fosfogluconato desidrogenase), e IDH (isocitrato desidrogenase).
As soluges de revelagao para esses sistemas sao especificadas em SHAW &
PRASAD (1970) e VALLEJOS (1983).

investigagoes iniciais em relagao a voltagem e amperagem mostraram
que, para um pericdo de inser¢ao das amostras de 25 minutos, usando-se nos
eletrodos solugéo de acido bérico 0,3M, pH 8,3 ajustado com NaOH 4N, bons
resultados séo obtidos aplicando-se um maxime de 25mA, sem ultrapassar 150V,
Apds aremogao das amostras, dos residuos e do excesso de extrato aderido ao gel,
manteve-se um méximo de 150V por aproximadamente 60 minutos, periodo noqual
a amperagem se reduz para cerca de 12,5mA, Esta é entdo reajustada para 30mA,
resultando num méaximo de 300V. Essa voltagem, mantida por duas horas e meia,
promove amigragao do fronte para o &nodo emcerca de 8,0cm da origem. A posigéo
das bandas relativa & migragéo do fronte é referida na porgéo anddica do gel com
valores positivos de Rf {migragao dabanda/migragao do fronte) e negativos quando
as bandas se localizam na porgao catodica. Em geral, os valores de Rf para
ispenzimas em eletroforese de gel de amido estdo sujeitos a pequena variagao,
influenciada principalmente pelo pH do gel e pela distancia de migragao do fronte.
Nas condigoes metodologicas especificadas neste trabalho, tais valores sao, no
entanto, bem constantes. *

Cada sistemaisoenzimico foi estudado quanto a estabilidade e qualidade
da resolugao de bandas em relagao as variagdes metodologicas, aos diversos
tecidos e as condigdes de preparagao das amostras. Posteriormente, para aqueles
gue se mostraram promissores, determinaram-se as condi¢des apropriadas que
permitissem que o mesmo gel fosse revelado para diversos sistemas. Ap6s definido
o método e os sistemas mais indicados, os clones selecionados, como de interesse

para o plano de melhoramento, foram caracterizados quanto aos padrdes de
isoenzimas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Métedo da eletroforese

De acordo com a resolugéo, distinguem-se, nos limites metodolégicos
investigados, trés grupos de isoenzimas. No primeiro, encontram-se MDH, GDH,
SKDH e IDH, sistemas de atividade estavel, porém de resclugao difusa, nao se
visualizando bandas. O segundo grupo inclui ADH, EST e 6PGDH. Apesar de estes
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sistemas apresentarem bandas nitidas, com boaresolug¢ao, a atividade enzimica é,
no entanto, bastante instavel, parecendo ser afetada por fatores ambientais e/ou
interagdes complexas nio determinadas. Noterceiro grupo, mais promissor para as
condigoes testadas, constam PGI, GOT, AP8, PRX, PGM e ME, sistemas de
explessao estavel com resolugdo de bandas nitidas. Para esses sistemas,
procurou-se otimizar o método.

Variagdes de pH do gel resultaram em diferengas quanto a resolugéo e
migragéo relativa das bandas. Verificou-se para PG, APS e ME, que o aumento do
pH resultou apenas em menor migragao relativa ao fronte, sem, porém, alterar
significativamente a resolugdo. PRX anddica apresentou bandas de resolugéo
difusa acompanhando as principais, fenémeno conhecido como modificagao pos-
-tradugéo. Com pH menor que 8,0, esse fendmeno é mais intenso, dificultando a
interpretagdo dos géis, PRX catddica mostrou alteragdo na expressio e na
migragéao relativa entre as bandas. Em pH maior que 8,3, algumas bandas migram
muito préximas e com pH menor que 7,9, bandas adicionais sdo resolvidas, Esses
efeitos s30 mais bem evidenciados quando ocorre maior migragéo do fronte. Para
PGM, o pH limite é 8,3, pois valores maiores resultam em géis de pouca atividade
e com bandas de alguns genétipos migrando muito proximas. GOT mostrou-se
bastante dependente do pH. Em pH abaixo de 8,0, verifica-se que a banda de menor
migragdao & resolvida no cétodo e que uma das bandas da regiao distal do anodo
subdivide-se emtrés, fato aindasob investigagao, porémsemresultados conclusivos.

Esses testes indicaram que, utilizando-se pH entre 8,0 e 8,3, os sistemas
PGl, PGM, GOT, APS, PRX e ME séo revelados apropriada e simultaneamente
numa mesma corrida, apresentando bandas estaveis, nitidas e com separagio
adequada.

Com relagao aos diversos extratores testados, verificou-se que o melhor
deles foi a agua destilada, adicionando-se 0,2ml a 60mg de tecido vegetal.
Nenhuma outra solugéo extratora se apresentou vantajosa em relagdo a agua
destilada, nem mesmo para aqueles sistemas que se mostraram insatisfatorios,
referidos no primeiro e sequndo grupos. O emprego de 7mg de silica lavada como
abrasivo facifitou sobremaneira a operagao de maceragdo, sem alterar a qualidade
do gel.

3.2, Tecidos pesquisados

Quanto aos tecidos estudados, verificou-se nao haver diferengas nos
padrdes isoenzimicos de folhas em diversos estadios de desenvolvimento, prove-
nientes de plantas adultas. O mesmo se observou em relagao as folhas dos
seedfings nucelares que apresentaram exatamente os mesmos padroes das
plantas adultas que Thes deram origem. As folhas dos seedlings constituem,
portanto, materialideal para analises de isoenzimas visando a identificagao precoce
de hibridos. ‘
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As anélises revelaram que as folhas, uma vez destacadas, umedecidas,
acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em geladeira (10°C), mantém
a atividade enzimica e seus padroes inalterados durante quatro semanas, 1sso
permite umaflexibilidade operacional das andlises laboratoriais das plantas mantidas
em localidades distantes.

Os seedlings analisados originaram-se de sementes das quais foram
rernovidas aiesta e otegumento, germinadas em placas de Petri com papel defiltro
umedecido e, posteriormente, numeradas e transplantadas para bandejas tipo
speediing. |dealmente, seria desejdvel que a andlise isoenzimica fosse feita
anteriormente a essa operagdo de transplante e identificagéo das plantas a serem
analisadas. Para tanto, tentou-se utilizar parte dos cotilédones dos embrites em
inicio de germinagao, quando ainda nas placas de Petri. Embora apresentassem
boa resolugao para diversos sistemas, aremogéo de parte desse tecido de reserva
do embriao compromete bastante a sobrevivéncia dos seedlings, principalmente
nos casos em que os cotilédones sao de reduzide tamanho. O tecido de cotilédone
nao se mostrou, portanto, apropriado para taj objetivo.

3.3. Anilises isoenzimicas

Utilizando-se folhas de plantas aduftas, estudaram-se 31 clones do Banco
de Germoplasma, alguns hibridos em fase de seedling de trifoliata 'Davis A' com
laranja-azeda 'Sao Paulo' e com tangerina 'Sunki', bem como seedlings de limao-
-cravo ‘Limeira' obtidos por livre polinizagdo. Na figura 1 estao representados,
esquematicamente, os alelos e seus respectivos Rfs para os sistemas isoenzimi-
cos e no guadro 1, os gendtipos correspondentes a cada clone.

ME - Segundo TORRES et al. (1982, 1985}, esse sistema apresenta duas
regides de resolugio. Uma delas, proxima ao fronte, denominada Me-2, é de pouca
coloragao e semvariabiliade em Cifrus. A outra, de coloragéo intensa, foi identificada
como loco Me-1 codificando para uma enzima mondmera. Cinco alelos foram
descritos: F, I, M, S e R. Os alelos M e S ocorrem em condi¢ao heterozigota (M)
em limao-rugoso (Citrus jambhiri) e (Sl) em lima (Citrus aurantifolia). O alelo R foi
encontrado somente em clones de Poncirus trifoliata em estado heterozigoto (FR).
QaleloF, além de Poncirus, foi encontrado tamhém em cidras (Citrus medica).
O alelo | é de distribuicdo generalizada, sende homozigotas as laranjas, as
tangerinas e a laranja-azeda (Cifrus aurantium).

Nas condigbes do presente trabalho, a regido do loco Me-2 nao foi
observada, somente Me-1, no qual se verificou o gendtipo Il para todo o
germoplama com excegao de Poncirus trifoliata clone 'Davis A', o qual € homozigoto
RR (Figura 2). Ele se mostrou diferente dos sete clones analisados por TORRES
et al. (1982), todos FR. O clone ‘Davis A', como é distinto dos demais, torna-se de
relativa valia no programa de melhoramento. Me-T1 serve, portanto, como um bom

Bragantia, Campinas, 50(1):57-76, 1991



64 R.M.L.BALLVE et al.

marcador nos cruzamentos em que o 'Davis A' é utilizado como genitor feminino,
uma vez que, sendo homozigoto RR e os demais clones de porta-enxertos I,
nucelares e hibridos deveréo ser faciimente distinguiveis.

APS - Na porgao anddica do gel, APS se expressa em trés regioes.
Com Rf 0,95 préximo ao fronte, existe nessa regido uma banda de resolugéo nitida,
porém instavel, nem sempre se expressando. Nas acasides em que foi observada,

essa banda se localizou na mesma posigéo para todos os clones estudados.
Na segunda regido, de Rf 0,77, encontra-se uma banda nitida, de

coloragdo intensa e expressdo uniforme presente em todos os clones estudados,
exceto no trifoliata ‘Davis A', que nao apresenta banda alguma nessa regido.
Em cruzamentos desse clone com tangerina 'Sunki’ e com laranja-azeda, os
hibridos, identificados por Got-1, também feram reconhecidos faciimente por APS,
porquanto todos eles apresentaram essa banda. Nos seedlings nucelares, a
semelhanga do 'Davis A', ela esta ausente. Tais observagdes sugerem que essa
Rf
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FIGURA 1. Representagéo esquemética dos alelos de sete locos isoenzimicos e seus respectivos Rfs.
Entre parénteses é indicada a estrutura qualernéria da isoenzima.
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ME-] PGM-I

APS -1 GOT-1

GOT=2

FIGURA 2. Zimogramas de citros em gel de amido. Genétipos de sete locos isoenzimicos e padrées de
PRX catddica.
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regiao seja codificada por um loco, aqui denominado Aps-1, para o qual os clones
estudados possuem o alelo C, e P. trifoliata 'Davis A' é homozigoto para um alelo
nulo, recessivo em relagao ao alelo C. Tangerina ‘Sunki' e laranja-azeda seriam
homozigotos CC para Aps-1, uma vez que todos os seus hibridos com trifoliata
apresentam essa banda (Figura 2}.

Apesardea utilizagdo de Aps- I ser pequena devido 4 poucavariabilidade,
o fato de otrifoliata 'Davis A'ser homozigoto nulo torna esse loco extremamente (til
na distingio de produtos de cruzamentos envolvendo esse clone como genitor
feminino. Neste caso, o carater trifoliata, dominante, naotem utilidade discriminativa,
uma vez que tanto os hibridos como os nucelares apresentam folhas trifoliadas.
Em cruzamentos inversos, isto é, utilizando-o como genitor masculino, esse
marcador morfolégico, aparentemente homozigoto no 'Davis A', seria, sem davida,
de utilizagao muito mais pratica. Casos existem em que, apesar disso, pode-se dar
preferéncia a cruzamentos desse trifoliata como genitor feminino, como, por
exemplo, em hibridagdes comtangerina '‘Sunki', devido ao seu pequeno nimero de
sementes. .

De Rf 0,37 a 0,55, observa-se uma terceira regiao que, em folhas de
plantas adultas, se mostra com atividade difusa, sem resolugéio de bandas, porém
com migragbes certamente diferentes. A resolugéo dessa regido em tecidos de
cotilédones e folhas de seedlings de até 30 dias apresenta-se bem nitida,
observando-se evidente variabilidade. A caracterizagdo dessa regido, sua
interpretagdo genética e determinagéo de seu potencial como marcador, nao foi
realizada. Para tanto, seriam necessérios estudos dos padrées em seedlings
nucelares e zigbticos na progénie de cada clone.

PG - E visto em duas regides. A primeira, de maior migragao {(Rf 0,60},
é aparentemente polimérfica, porém de resolugéo insatisfatoria, fato também
observado por TORRES et al. (1978b). Devido a esses problemas, ndo constitui
interesse no presente trabalho.

A segunda regido, codificada por Pgi-1, foi estudada por TORRES et al.
(1978b, 1985; SOOST & TORRES (1981); MOORE & CASTLE (1988) e ROOSE
& TRAUGH (1988), tendo sido descritos os alelos W (Rf 0,51), F (Rf 0,48) e § (Rf
0,40) e P (Rf < 0,40). O W1oi encontrado em C. aurantium (laranja-azeda}, C. limon
(limbes verdadeiros) e C. reliculata (tangerinas), tipicamente em condigéo
heterozigota, associado a S ou F, ocorrendo, porém, em condigao homozigota
apenas no clone 'Willowleaf de C. aurantium. Comrelagéo a esse loco, os gendtipos
dos clones estudados encontram-se no quadro 1. Desses clones, doze sfo
menciohados na literatura: limao-cravo, Cledpatra, Sunki, laranja-azeda, Valéncia,
Clementina, Mel, Dancy, King, Kara, Ponkan e Satsuma. Neste trabalho,
confirmaram-se os seus genotipos e a natureza dimérica dessa isoenzima pela
ocorréncia de heterodimeros em individuos heterozigotos. Uma confirmagao
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adicional do dimerismo dessa enzima foi obtida em géis de graos de pdlen de

clones heterozigotos. Nesses, nao se observaram os heterodimeros, mas somente
os dois homodimeros.

Verificou-se que, no germoplasma analisado, trés foram os gendtipos de
Pgi-1encontrados: FS, FF e WS (Figura 2). O potencial de utilizagdo desse loco na
distingao de clones nucelares e hibridos é dependente dos gendtipos dos clones
envolvidos em cada cruzamento especifico, variando de 0 a 100%. Nas seis
possiveis combinagdes entre os gendtipos desse germoplasma, o potencial,
independente da dire¢ao dos cruzamentos, é indicado entre paréntesis: FS x FS
(50%); FS X FF {50%); FS X WS (75%); FF X FF (0%); FF x WS (100%) e WS x
WS (50%). Por exemplo, em cruzamentos FF x WS, todos os hibridos serdao FW ou
FS, enquanto os nucelares terao o genétipo materno, distinto dos hibridos. Neste
caso, identificam-se, portanto, 100% dos hibridos obtidos. Em cruzamentos FS x
FS, metade dos hibridos tera o gendtipo FS, indistinguive! dos clones nucelares,
sendo, portanto, reconheciveis, por esse ioco apenas 50% dos hibridos.

PGM - Sao conhecidos dois locos para essa enzima: Pgm-2, de migragao
catodica, expressa-se emtecidos dofloema e foi estudado por ROOSE & TRAUGH
(1988). Em tecidos de folha, observa-se somente a expresséao do loco Pgm-1, de
migragéo anbdica e codificando para uma enzima mondmera. TORRES et al.
{1978b) descreveram cinco alelos: F (Rf 0,76), | {(Rf 0,74}, P (Rf 0,68), M (Rf 0,65)
e S (Rf 0,63), ocorrendo todos também no germoplasma analisado no presente
trabalho nas combinagdes Fl, FS e PM. Padrdes de individuos dos gendtipos FS,
FF, FM, FP e PM sao mostrados na figura 2. Dos clones estudados, aqueles doze
comuns aos caractetizados por TORRES et al. (1378b) tiveram seus gendtipos
confirmados, a excegao da tangerina 'King'e do limao-cravo.

A tangerina 'King', que deveria ser FS, na analise deste trabalho mostrou
ser FF. Essa 'King' foi introduzida da Califémia e é, provavelmente, produto de
recombinagao. O limao-cravo 'Limeira’, de ampla utilizagao como porta-enxerto no
Estado de Sao Paulo, também parece ser produto de origem zigética. E homozigoto
FF, enquanto a introdugdo 519, hem como o 'Rangpur Lime', analisado por
TORRES et al. (1978b), & de gendtipo Fi.

Com os gendtipos aobservados (FF, FI, FS e PM}, sdo possiveis dez
diferentes combinagbes de cruzamentos. O potencial desseioco naidentificagao de
hibridos varia de 0 (FF x FF) a 100% (FF, Fl e FS x PM), independente da dire¢ac
do cruzamento,

GOT -Duas sao as regibes observadas e identificadas por TORRES etal.
{1978b). Em Got-1, proximo a origem, ocorrem quatro alelos codificando para uma
enzima dimera de Rf 0,36 (P), 0,25 (F), 0,23 (M) e 0,06 (S). Alelos M e P ocorrem
em Poncirus, Fortunella e outros géneros, enquanto F e S sdo comuns a Citrus.
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No germoplasma analisado, esses quatro alelostambém estao presentes,
sendo P, trifoliata PM, limao-cravo FS e os demais, todos SS (Figura 2). Embora a
resolugéo seja de excelente qualidade e os alelos, de migragao bastante distinta,
a utilizagdo deste loco como marcador fica restrito a cruzamentos envolvendo
Poncirus ou liméo-cravo, uma vez que os demais sao SS. A segregagéao deste loco
emindividuos oriundos por autofecundagéao de limao-cravo 'Limeira' é absolutamente
normal para proporgao mendeliana de 1FF : 2FS : 1SS (¥*= 1,29ns).

Got-2, naporgao mediana do gel, apresenta em Cifrus os alelos F, M, S
e T. Um provavel novo alelo, aqui denominado |, tem migragéac intermediaria entre
F e M, estando presente apenas nas laranjas-doces e nha tangerina 'Cravo
(Quadro 1). SOOST & TORRES (1982) sereferem a Gol-2 comoumloco duplicado
responsével por un.a enzima dimérica com formagéo de heterodimero somente
intraloco.

De acordo com a hipétese de um loco duplicado com formagao de
heterodimero intraloco, os gendtipos dos clones sao listados no quadro 1 e
mostrados na figura2. No presente trabalho, ainterpretagao dos genétipos de
Got-2 dos diversos clones nao é definitiva por razdes discutidas a seguir.

SO0OST & TORRES (1982) apresentaram como evidéncia da hipotese de
um loco duplicado que a progénie de autofecundagio de tangerina'Clementina’ (FF/
MM}, com padrao de duas bandas, nio segregava. Na presente investigagéo, da
mesma forma que 'Clementina’, a tangerina 'Sunki’ tem para Got-2idéntico padrao
de duas bandas. Individuos zigéticos obtidos por autofecundagao de ‘Sunki',
identificados por segregagao dePrx,-1 , também apresentaram esse padrao de
duas bandas para Got-2, a semelhanga do observadocom ‘Clementina’. Esses
resultados néo constituem, entretanto, evidéncias que Got-2 € um loco duplicado,
mas apenas due dois locos em homozigose estdo envolvidos e que, realmente,
heterodimerosinterlocos néo se formam. Se esses dois locosfossemindependentes,
ter-se-ia exatamente o mesmo padréo observado na progénie de 'Sunki' e o que foi
relatado para 'Clementina’.

Na laranja-azeda, que tem um padréo de trés bandas, estao envolvidos
também os alelos F e M como em 'Sunki’ e 'Clementina’, Neste caso, porém, F, em
pelo menos um dos locos, é alelo de M. A evidéncia que nesse clone o alelo M esta
associado aF emumdos locos, € que gel de tecido somético, como folha, apresenta
trés bandas, enquanto gel de graos de pdlen, da mesma planta, apresenta somente
duas, faltando a banda intermediaria, a qual seria o heterodimero intraloco.

O limao-cravo, aqui interpretado como sendo de gendtipo FS/MM, por
autofecundagao originou 83 plantas zigéticas (inequivocamente identificadas por
outios sistemasisoenzimicos) de fenétipos que puderamser claramente interpretados
como de gendtipo FF/MM, FS/MM e SS/MM, na proporgéo de 1:2:1 (2 =1,19ns).
Isso mostra que, no limao-ctavo, F é alelo de S em um loco & o outro loco é
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homozigoto MM. Esse resultado evidencia que realmente existem dois locos
na regid@o de Got-2. Apesar de um deles estar em heterozigose, o fenétipo
visualizado no gel seria também o mesmo se Got-2 correspondesse a um loco
duplicado ou a dois locos independentes.

Nenhum dos resultados apresentados aqui ou na literatura realmente
prova a validade da hipétese de SOOST & TORRES (1982). A interpretagéo
definitiva depende da analise genética em progénies de autofecundagéo ou de
cruzamentos envolvendo individuos heterozigotos para ambos os locos, com a
complicagao adicional se se considerar que esses dois locos, caso duplicados,
poderiam se apresentar na disposi¢éo cis ou trans.

Considerando-se a autofecundagao de um individuo de gendtipo
duplamente heterozigoto FM, se Got-2 fosse um loco duplicado, na disposigao cis,
a progénie visualizada no gel seria constituida de: individuos com uma banda
avang¢ada (genédtipo FF/FF); individuos com trés bandas, uma avangada, uma
retardada e o heterodimero (genétipo FM/FM), e individuos com uma banda
retardada (gendtipo MM/MMY}, respectivamente, naproporgao de 1:2:1. Se estivesse
em trans, na progénie encontrar-se-lamindividuos com duasbandas (FF/MM e MW/
FF) e individuos com trés bandas (FM/MF) na proporgdo 1:1. Altemativamente,
caso fossem dois locos independentes, a progénie seria constituida de: individuos
com umabanda avangada (FF FF); individuos comuma banda retardada (MM MM};
individuos com duas bandas, uma avangada e uma retardada (FF MM e MM FF),
e individuos com trés bandas (doze diferentes gendtipos heterozigotos para, pelo
menos, um loco}, acorrendo, respectivamente, na proporgao de 1:1:2:12. Estudos
a esse respeito foram iniciados recentemente na Segao de Genética do IAC.,

PRX - Alividade de peroxidase nas condigbes deste trabalho é veriticada
tanto no dnodo quanto no cétodo.

PRX anddica - Foi estudada por IGLESIAS et al. {1974); BUTTON et al.
(1976); ESEN & SOOST (1976), SPIEGEL-ROY et al. (1977); LLANOS & LIMA
{1981) e GERACI et al, (1981) em gel de poliacrilamida, principalmente com respeito
a sua utilizagao na distingao de plantas zigdticas e nucelares comparando-se o0s
diferentes zimogramas.

A Unica mengéo sobre locos e alelos desta regiao é feita no trabalho de
MOORE & CASTLE (1988) em gelde amido. Determinaram Prx, -1 codificandouma
enzima mondmera com trés alelos F (Rf 0,58), M (Rf 0,52) e S (Rf 0,49),
caracterizando quinze diferentes porta-enxertos. Salientaram o potencial de PRX
na disting@o entre plantas zigoticas e nucelares em cinco dessas quinze popu-
lagdes.

Nas condigGes do presente trabalho, verificaram-se esses trés alelos para
PRX anddica. O alelo F € comum ao germoplasma analisado, ndo se restringindo
particularmente a nenhum grupo. Nesse germoplasma, ¢ S foi encontrado apenas
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em laranja-azeda, associado a F, e o M foi ocbservado em homozigose no
liméo-cravo e natangerina ‘Ponkan’ e, associado ao F, em alguns outros clones de
tangerinas {Figura 2, Quadre 1).

Esse loco apresenta bom potencial para a identificagao de hibridos
quando se consideram cruzamentos entre porta-enxertos e de tangerinas com
laranjas. Nao é adequado, porém, para hibridos entre laranjas-doces, uma vez que
esse grupo é monomérfico para o alelo F.

PRX catédica - Informagbes sobre PRX catddica em géis de amido ou
mesmo sobre a genética desse sistema séo inexistentes na literatura.

O sistema foi analisado por SPIEGEL-RQY et al. (1977) e GERACI et al.
{1981), emgel de poliacrilamida utilizando tecidos de raiz, e mostrou-se inadequado
na distingéo de clones devido a complexidade dos zimogramas e inconstancia dos
padrdes.

Realmente, a expressao de PAX catddicamostra-se sensivel ndo somente
a variagoes de pH do gel e tempo de comida como ao estado fisiolégico dos
seedlings. Verifica-se, em geral, a ocorréncia de diversas bandas com nitidez e
intensidade de coloragao diferentes. Nos seedlings com menos de 60 dias de idade,
observa-se que certas plantas nao expressam algumas bandas, vindo, porém, a
expressa-las uniformemente e, em posigdes constantes, aos 120 ou mais dias de
idade, podendo entdo ser empregadas na distingac de hibridos. Em folhas de
plantas adultas, tais bandas tém uma expresséo uniforme e migragio relativa entre
si constante, pcdendo ser utilizadas para a caracterizagao de clones (Figura 2).

A interpretagdo genética dessas bandas de PRX catddica nao foi ainda
realizada extensivamente, razéo pela qual séo indicados somente os padroes dos
clones com os Rfs das bandas observadas, néo lhes tendo sido atribuida nomen-
clatura genética - Figura 3. Os dados até o presente indicam que a banda de Rf -
0,17, presente natangerina 'Sunki' e notrifoliata ‘Davis A', parece ser condicionada
por um loco em homozigose. Hibridos 'Davis A' e 'Sunkl’, identificados por Got-1,
Aps-1 e Me-1, invariavelmente apresentam também a mesma banda. No trifoliata
‘Davis A', caracteristicamente, duas outras bandas de Rfs, -0,25 e -0,32, sao
observadas e, aparentemente, pertencem a outro loco, heterozigoto, codificando
para uma enzima mondmera. Nos mesmos hibridos ‘Davis A' x 'Sunki', alguns
individuos apresentam a banda retardada (Rf -0,32) e outros, a banda mais
avangada (Rf -0,25) de P. trifoliata.

Apesar de ainterpretagéo genética ndo estar ainda concluida, é evidente
o potencial desse sistema na identificagao de hibridos, visto a variabilidade
observada e constancia dos padroes.
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FIGURA 3. Padrjes isoenzimicos (A-G), intensidade relativa e Rfs observados para o sistema de PRX
catddica nos diversos clones estudados.
A: Fremont, Sunki, tangstina'Cravo:
B: Carvalhaes, Cledpatra, Dancy, Nova, Oscecla, Ponkan;
C: Hamlin, Hansen, Lima gradda, Mortera, Natal, Paraguei, Péra, Satsuma, Valéndla folha murcha,
Vermelha, Westin;
D: Clementina, Kara, King, Les, Mel, Murcots;
E: Limao-cravo Limeira;
F: Laranja-azeda Sao Paulo;
G: Trifoliata Davis A.

3.4. UtilizagGes das anélises genéticas

O conhecimento e a analise genética de clones de citros tém importantes
implicagbes nao-somente no melhoramento genético como em outros aspectos
préaticos da citricultura.

Com relagdo ao melhoramento, um dos problemas existentes é a
poliembrionia. Quando serealizam cruzamentos controlados, as progéniesresultantes
constituem uma mistura deindividuos hibridos e de clones nucelares geneticamente
idénticos ao genitor feminino. A caracterizagao dos clones pelos padroes de
isoenzimas e a determinagdo dos gendtipos dos diversos locos aqui pesquisados
sdo a base para a identificagao de hibridos. O potencial de cada loco, quando
analisado separadamente, ja foi discutido na se¢ac anterior, podendo vatiarde G a
100%, de acordo com o cruzamento especifico. Como a distingao dos hibridos, em
muitos casos, pode ser feita através de mais de um loco, a eficiéncia desse método
é bastante aumentada, como explicado a seguir.

Exemplificando, supondo-se o cruzamento de um clone A como genitor
feminino de gendtipo FS, FS, FS/MM, MM, FF, comum clone B de genétipo FF, S8,
FF/MM, FF FF, respectivamente, para os locos Pgi-1, Got-1, Got-2, Prx -1 e Pgm-
-1. Por PGM, néo seria possivel reconhecer hibridos pelo fato de serem ambos os
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genitores FF. Baseando-se em cada um dos demais locos, separadamente,
distinguir-se-ia apenas metade dos hibridos, os quais seriam, respectivamente,
para esses locos, aqueles de genodtipo FF, SS, FF/MM e FM, pois os hibridos
possuindo os gendtipos alternativos FS, FS, FS/MM e MM seriam indistinguiveis
dos gendtipos nucelares. No entanto, quando esses quatro primeiros locos sao
analisados conjuntamente, a probabilidade de que um hibrido nao seja identificado
corresponde a probabilidade da ocorréncia simultdnea daqueles quatro gendtipos
alternativos idénticos aos maternais, ou seja, (1/2)*. Em outras palavras, para esse
cruzamento, tem-se a possibilidade de identificar 93,75% dos hibridos obtidos e
separd-los paraestudos posteriores, descartando-se apenas 6,25% deles juntamente
com os nucelares, :

Essa grande eficiéncia na identificagéo reside, portanto, no fato de a
andlise basear-se no gendtipo de varios locos. O método aqui desenvolvido
apresenta ainda a vantagem operacional de determinar, simultaneamente, todos
esses gendtipos numa mesma cortida. Isso é possivel porque os vérios sistemas
isoenzimicos sdo satisfatoriamente resolvidos numa mesma condigio eletro-
forética e cada gel pode ser seccionado horizontalmente em até sete camadas.

Cabe chamar a ateng@o que as consideragbes acima se referem
exclusivamente a eficiéncia da eletroforess na identificagdo dos hibridos obtidos,
nada tendo a ver com a porcentagem de hibridos produzidos em cada cruzamento.
Esta, por sua vez, depende dos genitores envolvidos e de suas caracteristicas,
como grau de compatibilidade, viabilidade do zigoto e taxa de embrionia.

A identificagdo de hibridos é de extrema valia para o melhoramento de
espécies perenes como o Citrus. Para qualquer programa de melhoramento, existe
uma limitagao pratica e econdmica quanto ac nimero de individuos a serem
mantidos no campo durante varios anos. E evidente o valor dessa identificagao
precoce, pois as avaliagbes agrondmicas poderao ser realizadas em lotes experi-
mentais constituidos apenas de individuos sabidamente hibridos, visto que os
nucelares sao descartados antes do plantio no campo.

Outra aplicagao imediata da eletroforese se refere a identificagao de
individuos zigdticos em progénies de autofecundagao ou cruzamentos controlados
para estudos basicos sobre heranga da resisténcia a doengas ou de outros
caracteres agronémicos.

Um aspecto de grande importancia pratica se refere acs estudos da
biologia da reprodugao, ndo-somente dos futuros porta-enxertos resultantes do
programa de methoramento como dagueles ja comumente utilizados em nossas
lavouras.

Embora a ocorréncia da embrionia nucelar seja um problema para o
melhoramento, o emprego extensivo de porta-enxertos nas lavouras citricas
depende, no entanto, da sua alta freqliéncia.
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Raramente séo realizados experimentos para determinar a porcentagem
exata de clones nucelares em progénies de polinizagéo aberta de porta-enxertos,
devido ao espago e tempo necessarios para a identificagdo inequivoca dos
nucelares pelas caracteristicas de seus frutos em plantas adultas. E comum admitir
que um altc grau de poliembrionia implica uma alta proporgio de seediings
nucelares e que seedfings zigéticos podem ser morfologicamente identificados
principalmente pelo tamanho discrepante das plantas na sementeira. Esse
procedimento, embora pratico, ndo fornece indicagdes seguras sobre a porcen-
tagem de seedlings nucelares. Para alguns porta-enxertos, a distingdo moerfoldgica
¢ eficiente, mas, para outros, é extremamente falha, como, por exemplo, no liméo
Volkamericano' e P. Ifrifoliata, nos quais os seedlings zigéticos, identificados
através daanalise deisoenzimas, sdo morfologicamente semelhantes aos nucelares
(MOORE & CASTLE, 1988).

Para os clones de porta-enxerto extensivamente utilizados no Brasil, ndo
se tém informacOes a esse respeito. Tais pesquisas foram recentemente iniciadas.

4. CONCLUSOES

1) As folhas de seedlings constituem um tecido apropriado para analise
de isoenzimas de citros, visto que seus padrdes sdc os mesmos das plantas
adultas. A andlise de isoenzimas permite uma identificagdo precoce dos hibridos,
ciones nucelares e produtos de autofecundagéo.

2) No preparo das amostras para eletroforese, bastam 60mg de tecidode
folhas. E desnecessaria a utilizagéo de extratores especiais,pois bons resultados
s80 obtidos com 0,2ml de dgua destilada. A adigio de 7mg de silica lavada, por
amostra, facilita o processo de maceragao e néo altera a resolugio de bandas.

3) A utilizagao de TRIS (0,015M)-citrato (0,036M) pH 8,0-8,3 para o gel
e acido bérico (0,3M) pH 8,3 para os eletrodos permitiu a resclugéo simultdnea dos
locos Pgi-1, Got-1, Got-2, Aps-1, Pgm-1, Me-1, Prx-1 e PRX catédica, numa
mesma corrida, efetuada a 300V, sem ultrapassar 30mA. Com o sistema utilizado,
até sete camadas podem ser obtidas de um Unico gel.

4) Em alguns cruzamentos, a identificagao dos hibridos pode ser feita
combase em apenas umloco. Emoutros, a andlise conjuntade sistemas aumentou
a eficiéncia do método por diminuir a probabilidade que seedlings zigdticos tenham
0s mesmos gendtipos heterozigotos dos nucelares para varios locos.

5) Definiu-se o loco Aps-1, até entdo desconhecido. P. trifoliata 'Davis
A'possui um alelo nulo, recessivo. Os demais clones analisados possuem ¢ alelo C,
Aps-1 constitui 6timo sistema para identificag@o de hibridos desse clone como
genitor feminino.
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6) PRX catddica, ainda nao geneticamente caracterizada, parece ser
codificada por mais de um loco que se expressa uniformemente em folhas de
plantas adultas e em seedlings com 120 ou mais dias de idade. Aamplavariabilidade
e aparente segregagao em cruzamentos sugerem sua utilizagao naidentificagéo de
hibridos. Entre os 31 clones estudados, sete padrdes distintos foram observados.

7) Um novo alelo para Got-2 é descrito. Denominado |, tem migragéo
intermediéria entre os alelos F e M, sendo encontrado nas laranjas-doces e na
tangerina 'Cravo’. Dois locos, duplicados ou independentes, codificam para Got-2.
No limao-cravo, um dos locos € homozigoto MM, cujo homodimero tem a mesma
migragao do heterodimero entre os alelos F e S do outro loco. Nalaranja-azeda, um
dos locos é provavelmente homozigoto MM, porém é certo que o outro loco é
heterozigoto FM. Somente heterodimero intraloco é formado e se encontra ausente
em preparagbes de tecido hapldide dos graos de pélen.

8) Trinta e um clones de possivel interesse para o melhoramento foram
caracterizados isoenzimicamente. Varios deles haviam sido também referidos na
literatura, Embora a maioria tenha tido seus genétipos confirmados, alguns clones
do germoplasma analisado séo geneticamente distintos, teoricamente possiveis de
ser obtidos através de recombinagao genética por autofecundagéo, o que sugere
uma origem zigética dessas introdugdes.
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