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POLIEMBRIONIA E NUMERO DE SEMENTES POR FRUTO
DE QUATRO CULTIVARES DE TANGERINEIRA

POLYEMBRYONY AND NUMBER OF SEEDS PER
FRUIT OF FOUR MANDARIN CULTIVARS

Lia Rosane Rodrigue$ Ana Licia Cunha Dornelled Maria Teresa Schifino-Wittmann®

RESUMO

Quatro cultivares de tangerineiras foram caracteri-
zados quanto ao nimero de sementes por fruto e quanto a poli-
embrionia, trés dos quais sdo usados como genitores no progra-
ma de melhoramento genético do Departamento de Horticultura e
Silvicultura da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
Coletaram-se frutos de plantas da colecéo de citros da Estagdo
Experimental Agrondmica, em Eldorado do Sul, RS, cujas se-
mentes foram retiradas e contadas. Em camara estéril, os embri-
Oes foram extraidos das sementes e inoculados em meitiide cu
MT (Murashige & Tucker, 1962), permanecendo por 49 dias a
2643°C sob fotoperiodo de 16h. As tangerineiras Cai, Montene-
grina (Citrus deliciosaTenore), PoncaQ. reticulata Blanco) e
King (C. nobilis Loureiro) produziram, em média, 16, 14, 8 e 24
sementes viaveis por fruto, respectivamente, contendo um namero
médio de 5,7, 5,7, 7,7, e 3,2 embrides por semente. A produgéo de
sementes monoembriénicas foi baixa, exceto rtivau King,
que apresentou 20,4% das sementes com apenas um embrido.
Registrou-se a ocorréncia de embriées albinos, que constituiram
uma parte ou a totalidade do contetddo de algumas sementes. De
modo geral, as espécies apresentaram diferencadfisafivas
quanto as caracteristicas estudadas. As similaridades observadas
entre os dois cultivares dé. deliciosareforgam a hipétese de
Montenegrina ter se originado de Cai.

Palavras-chave: Citrus spp, tangerinas, sementes, apomixia,
poliembrionia, cultivo de embrido

SUMMARY

Four mandarin citivars were characterized for
seed number per fruit and polyembryony, three of them are used
as parents in the Departamento de Horticultura e Silvicultura -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul citrus breeding
program. Mandarin fruits were sampled from the Experimental
Station citrus collection, in Eldorado do Sul, RS, and their seeds

were extracted and counted. In esterile chamber, the embryos
were excised from seeds and cultured in vitro on MT medium
(Murashige & Tucker, 1962), at 2633 with a 16h photoperiod.

The mandarin citivars Cai, Montenegrina Gitrus deliciosa
Tenore), Ponca @. reticulata Blanco) and King €. nobilis
Loureiro) had an average of 16, 14, 8 and 24 viable seeds per
fruit, respectively, and 5.7, 5.7, 7.7 and 3.2 embryos per seed.
Monoembryonyc seed production was low, except in King
cultivar, which had 20.4% of monoembryonic seeds. Albine
embryos were also detected, which were part or total content of
some seeds. In general, the species showed significant differences
in relation to the studied traits. The similarities between Ghe
deliciosa cultivars are stong evidences for the hipotesis that
Montenegrina is originated from Cai.

seeds,
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INTRODUCAO

O fruto dos citros é uma baga tipica cha-
mada hesperidio, na qual se pode distingiir o exo-
carpo ou flavedo, o mesocarpo ou albedo e o endo-
carpo, constituido de léculos, onde estdo as semen-
tes, proximas ao eixo central e entre as vesiculas de
suco (AGUSTIet al, 1995). O ndmero de sementes
que constitui o fruto € determinado por fatores ge-
néticos e ambientais (FROST & SOOST, 1968),
sendo uma caracteristica especifica de cada cultivar.

O numero de sementes por fruto pode
afetar o tamanho do fruto em alguns cultivares.
FROST & SOOST (1968) registraram correlagdes
significativas entre tamanho do fruto e nimero de
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sementes do fruto, a partir do trabalho de diversos

pesquisadores, indicando que frutos com maior nu-

mero de sementes adquirem maior tamanho.
Atualmente, a producédo abundante de se-

O objetivo do trabalho foi analisar quatro
cultivares de tangerineira quanto a producdo de
sementes e a poliembrionia, a fim de caracteriza-los
enqguanto genitores e inferir sobre a sua utilizacdo no

mentes em cultivares copa de citros, principalmente melhoramento genético, tendo em vista que trés
nagueles destinados ao consumo de mesa, € umadestes cultivares ja sdo utilizados nos cruzamentos
caracteristica indesejavel sob o ponto de vista co- do programa de melhoramento genético para ausén-
mercial, pois a demanda por frutos sem sementes cia de sementes no Departamento de Horticultura e

tem aumentado, principalmente no mercado interna-
cional.

A grande maioria dos cultivares citricos
produz sementes poliembridnicas devido ao forte
potencial embriogénico do tecido nucelar do ovério,
circundante ao saco embriondrio, que normalmente
origina um a multiplos embrides adventicios ao
redor do embrido sexual, fendbmeno denominado
embrionia adventicia. Este fenébmeno trata de um
mecanismo esporofitico de apomixia, em que ndo ha

Silvicultura da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados frutos de plantas perten-
centes a colecao de espécies e cultivares de citros do
Setor de Horticultura da Estagdo Experimental
Agrondmica da Faculdade de Agronomia da Univer-
sidade Federal do Rio Grande do Sul, cultivada em

necessidade da formacédo do saco embrionario para asolo podzdlico vermelho-amarelo, no municipio de

diferenciacdo e o desenvolvimento do embrido,
chamado entdo adventicio, agamico ou nucelar. Os
embrifes adventicios sdo geneticamente idénticos a
planta da qual se originam (KOLTUNOV, 1993).
Entretanto, alguns cultivares produzem sementes
monoembridnicas, como as tangerineiras Clementina
(C. clementinaHort. ex Tan.); o tangor Templ€ (
sinensisx C reticulatg); o tangeleiro Lee(. reti-
culatax (C. tangerinaHort. ex Tanx C. paradis)]

e a grande maioria das toranjeira®. [maxima
(Burm.) Merrill.]. Acredita-se que, nestes cultivares,
0 Unico embrido encontrado nas sementes é zigotico,
portanto, portador de variabilidade genética, e pode
ser hibrido, desde que resultante de polinizacao por

Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil, a latitu-
de 3039S e longitude 5D6W. A coleta foi feita
durante dez semanas a partir de 195 dias apés a
antese, periodo escolhido em funcéo da fase em que
PESCADOR (1993) obteve os melhores percentuais
de germinacéo de embrides de laranjeira Cipo.

Foram retirados, aleatoriamente, frutos de
trés plantas do cultivar CaC( deliciosa, trés plan-
tas do cultivar MontenegrinaC( deliciosd, trés
plantas do cultivar Ponc&( reticulatg e de uma
planta do cultivar King&. nobilig), totalizando 244
frutos analisados. Cada fruto foi aberto com um
corte superficial da casca e torgdo em torno do eixo.
O diametro do fruto foi medido e registrado em

milimetros. As duas metades do fruto foram espre-

midas manualmente numa bandeja e cada gomo foi
esvaziado com uma espatula para a extracdo das
sementes aderidas e das abortadas.

Anotaram-se o0 nimero de sementes via-
veis (ou cheias) e o numero de sementes inviaveis
por fruto. Foram consideradas sementes inviaveis,
estado nutricional da planta e a disponibilidade hi- vazias ou ndao desenvolvidas aquelas sem embrido no
drica, por exemplo, podem influenciar na formagdo Seu interior ou com embrido morto ou aquelas se-
dos embrides. Esta variacdo pode ocorrer entre fru- mentes de desenvolvimento insuficiente, de tamanho
tos da mesma planta, em ramos diferentes, e em anognuito pequeno, mas ainda visivel. Posteriormente, o
diferentes (RAMOS & PASQUAL, 1992; peso de sementes viaveis de 48 frutos maduros foi
PESCADOR, 1993). registrado, em gramas, para uma caracterizacdo das

Atualmente, o valor comercial dos frutos sementes.
citricos sem sementes torna necessario o desenvol- As sementes consideradas vidveis foram
vimento de cultivares partenocarpicos, principal- submetidas & assepsia através de lavagem em 4gua
mente de tangerineiras, para o cultivo no estado do corrente com detergente, imersdo em etanol 70% por
Rio Grande do Sul, cujo clima e estrutura fundiaria 10 minutos, sob agitacéo, e em hipoclorito de sédio
sdo propicios a citricultura de mesa (AMARO, (NaOCL) 1%, acrescido de trés gotas por litro de
1984). O melhoramento genético, por sua vez, re- detergente concentrado, sob agitacdo, por 15 minu-
qguer uma prévia caracterizacdo de cultivares genito- tos. Em seguida, as sementes permaneceram em
res potenciais. agua estéril a 38 por 15 minutos.

outro cultivar (DAVIES & ALBRIGO, 1994). Os
cultivares monoembriénicos sao Uteis ao melhora-
mento genético para auséncia de sementes.

O numero de embrides encontrados nas
sementes dos cultivares poliembridnicos é determi-
nado por varios fatores, além do grau de poliembrio-
nia tipico de cada cultivar: a espécie polinizadora, o
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Na camara de fluxo estéril, procedeu-se a RESULTADOS E DISCUSSAO
retirada dos embrides a partir das sementes inteiras e
secas. Utilizaram-se instrumentos autoclavados e Observou-se diferenca significativa entre
flambados para abrir os integumentos e extrair os 0S cultivares, que formaram grupos distintos por
embrides, que eram imediatamente inoculados. O €spécie taxondmica, quanto ao numero de sementes
cultivo foi feito em frascosnap capde diametro ~ Vidveis produzidas por fruto (tabela 1). O cultivar
6cm, altura 8cm e volume 200ml, contendo aproxi- King apresentou um nidmero de sementes viaveis
madamente 15ml de meio de cultivo MT Significativamente maior que os demais (média de
(MURASH|GE & TUCKER, 1969) com 3% de 24},5) e o cultivar Ponca f(?l O que apresentoq menor
sacarose, pH 5,8 e 7g de agar/L. Apés a inoculagao NUMero de sementes viaveis por fruto (média de
dos embrides de cada semente dentro de um frasco,8:2)- OS valores extremos encontrados de sementes
ele era vedado e identificado. Os frascos foram VIaVelS Por fruto foi de zero a 35 no culiivar Cal;

. . i 20 n Itivar Montenegrina; doi 15 n
mantidos em sala de crescimento a temperaturas de>c!s @ 0 no cu ontenegrina; dois a 15 no

. . cultivar Ponca e 14 a 33 no cultivar King. O cultivar
26 + 3C e fotoperiodo .ge 16 horas. Foram cultiva- Cai distingiiiu-se dos demais cultivares no que se
das ao todo 2167 embrides.

. S referiu a producdo de sementes inviaveis, produzin-
Completados 49 dias de cultivo vitro, 45 yma média de 10,9 sementes invidveis por fruto.
os frascos de cultivo foram abertos e 0s embrides gta diferenca nao foi relatada na literatura. Nao ha
foram removidos para a avaliagéo do seu nimero e gualquer observacdo a respeito de discrepancias no
crescimento. Foram registrados, separadamente, porngmero de sementes deste cultivar ou indices eleva-
semente, por fruto e por cultivar, o nimero total de dos de esterilidade, o que leva a hipétese de que
embriGes, o numero de embrides que apresentou tenha ocorrido alguma condicdo ambiental desfavo-
desenvolvimentadn vitro € o namero de embrides  ravel & formac&o do saco embrionario e & embriogé-
que ndo apresentou desenvolvimento. A contagem nese da nucela nos estagios iniciais da formagéo do
do numero total de embriBes por semente mostrou o fruto, tal como grande competicdo entre os botdes
grau de poliembrionia de cada um dos cultivares. A florais ou deficiéncia hidrica.
contagem do nimero de embriGes que ndo germinou Os valores extremos encontrados para o
in vitro foi feita para quantificar a fracdo de embri- ndmero de sementes invidveis por fruto foi de zero a
0es que nem mesmin vitro encontram condices 21 em Cai; zero a 27 em Montenegrina; zero a 13
de germinacao, indicando alguma deficiéncia na sua em Poncd e um a 16 em King. A contagem das se-
formacéo, seja pelo pequeno volume de reservas, mentes invidveis oferece indicios a respeito do grau
seja pelas provaveis anormalidades genéticas e cro-de abortamento de 6vulo entre os cultivares ou de
mossbmicas apontadas na literatura Y@NA, inviabilizagdo do embrido por varios processos,
1981; IWAMASA & NITO, 1988). dentre os quais fecundacéo por gametas ndo reduzi-

Também foi re-

gistrada a ocorréncia de
embriGes albinos, CUjO Tabela 1 - Diametro médio dos frutos (&), nUmero de sementes viaveis por fruto (NSV) e numero de
crescimentoin vitro foi sementes inviaveis por fruto (NSI) dos quatro cultivares de tangerineira e as correlacdes

semelhante ao dos embri entre estes valores.
des normais. As plantulas
oriundas destes embrides Cultivar @ (mm) NSV NSI Correlagbes

foram submetidas a acli-

matizacdo junto  com

p|éntu|as normais, pare NSVXNSI @ xNSV @ x(NSV+NSI)
uma comparacdo do per
centual de sobrevivéncie

Cai 55,64 b 158b  10,9a 0,417  +0,061ns +0,187ns
entre elas. Montenegrina 47,20 ¢ 14,0b 63b  -0,269* -0,146ns +0,100ns
Os dados foram  ponca 54,22 b 82 ¢ 51b  +0,206ns  +0,192ns +0,002ns
submetidos a andlise di King 66,33a 24.5a 51b  +0,009ns  +0,235ns +0,123ns
variancia ponderada
(GLM-SAS) e a signifi-
Média geral 53,67 13,8 7.3 -0,048ns  +0,254* +0,290*

cancia da diferenca entrt
as médias foi calculade
pelo teste de Duncan en \gdias sequidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Duncan em nivel de

nivel de 5% de probabili- 5% de probabilidade.
dade. *= coeficiente de correlagéo significativo; ns= coeficiente de correlacéo néo significativo.
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dos ou irregularmente reduzidos, tendo em vista que atinge o ponto de maturagdo enttelé maio e 30 de
alguns autores mencionaram a ocorréncia de embri- julho na Depressdo Central do Rio Grande do Sul
des inviaveis ou ja abortados, com ndamero cromos- (SARTORIet al, 1997).
sbmico anormal, em sementes pequenas e vazias Os valores extremos, minimo e maximo,
(OIYAMA, 1981; IWAMASA & NITO, 1988). encontrados no didmetro de fruto foi de 37 e 71mm
A soma do numero total de sementes (vi- em Cai; 39 e 63mm em Montenegrina; 43 e 68mm
aveis e inviaveis) pode oferecer indicios quanto ao em Poncd; e 52 e 78mm em King. O resultado da
namero total de 6évulos originalmente constituintes analise de correlagdo n&do indicou um coeficiente de
do ovario. Este valor apresentou diferenca estatistica correlagéo significativo, tanto entre didmetro e na-
significativa entre todos os cultivares, sendo maior mero de sementes vidveis quanto na correlacéo entre
em King (29,6). Cai produziu em média 26,8, apesar didmetro e soma de sementes viaveis e inviaveis.
de grande parte, em torno de 41%, ter originado Isto indica que, nestas tangerinas, ndo ocorreram as
sementes inviaveis. Montenegrina e Ponca totaliza- mesmas correlagfes significativas mencionadas por
ram 20,3 e 13,3, respectivamente. FROST & SOOST (1968) para variedades como as
O coeficiente de correlagdo entre o nime- tangerinas Frua e Clementina e os tangelos Orlando
ro de sementes viaveis e o nimero de sementes invi-e Minneola. A andlise de correlagdo entre o numero
aveis foi negativo e significativo apenas em Cai e de sementes e o didmetro dos frutos foi significativa
Montenegrina, indicando que o maior nimero de apenas na andlise do total dos cultivares, em que se
sementes inviaveis é concomitante ao menor numero teve um grande nimero de repeti¢coes.
de sementes viaveis nestes dois cultivares (tabela 1). Quanto ao numero total de embrides por
O resultado da analise da variancia ponde- semente (tabela 2), observaram-se diferengas signi-
rada indica diferenca significativa no diametro dos ficativas entre espécies taxondmicas. O cultivar
frutos dos dois cultivares de. deliciosa Tal dife- Ponca produziu um nimero médio de embrides por
renca pode ser explicada pelo fato de Montenegrina semente, significativamente, maior que os demais;
ser bastante tardia, apresentando atraso no desenvol-Cai e Montenegrina produziram um ndmero inter-
vimento do fruto, pois completa a maturacéo erftre 1 mediario; e o cultivar King mostrou-se menos poli-
de agosto e 15 de outubro na Depressdo Central doembribnico.
Rio Grande do Sul (SARTORY al, 1996). Os embrifes de King, normalmente apre-
Apesar de também ser tardia, King apre- sentaram uma disposi¢cdo na semente diferente dos
sentou o diametro do fruto significativamente maior, demais cultivares. As sementes de King, normal-
mostrando a sua marcada caracteristica de produzir mente, apresentam um embrido de tamanho grande,
frutos grandes ja entre 195 e 265 dias apds a antese.que ocupa quase todo o espaco interno da semente,
Além disso, King também se distinglie por alcancar com a presenga de poucos e pequenos embrides na
a coloracdo de maturacdo da casca relativamente extremidade relativa & micrépila. Os cultivares Cai,
cedo em relagdo a maturacdo do interior do fruto Montenegrina e Ponca apresentaram embrifes de
(HODGSON, 1967), que se completa entre 15 de tamanho intermediério entre 0 maior e o menor
setembro e 31 de outubro na Depressao Central dodeles.
Rio Grande do Sul
(SARTORI et al,

1996)- ] ) Tabela 2 - Peso médio da semente, nimero médio de embrides por semente, percentual de sementes
Os dois culti- monoembridnicas e percentual de embrides germinados e ndo gernmmeaitmsdos quatro
vares precoces, Cai ¢ cultivares de tangerineira.

Ponca, ndo apresents

ram diferencas quantc
ao diametro do fruto Peso da N°® médio de % de sementes

% de embribes

.y Cultivar

|nd|ca,nd_o que, esta ca semente (g) embrides/sem. monoembribnicas . ~ .
racteristica é depen- Germinados  N&o-Germinados
dente do estado de ma

turacdo do fruto e que ¢ ¢y 0,13 ¢ 574 b 7,47 88,61ab 11,43 be
tamanho dos frutos devé Montenegrina 0,17b 5,65b 5,87 90,60a 9,49 ¢
ser Comparado entre a P_oncé 0,17 b 7,66a 3,15 82,61 c 17,45a
fases de desenvolvi- King 0,20a 3,24 ¢ 20,36 87,28 b 12,72 b

mento correspondente:

no desenV0|Viment0 dos  Médias seguidas de letras iguais nas colunas nao diferem entre si pelo teste de Duncan em nivel de 5% de
frutos. O cultivar Cai probabilidade.
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Poncé apresentou diferenca significativa bribes, pois este cultivar mostrou-se 0 menos poli-
em relagdo as demais, a medida que se mostrou aembrionico.
mais poliembridnica, enquanto produziu menor Os resultados demonstraram que o nime-
nimero de sementes por fruto, em contraste com ro de embrides formados por semente ndo determina
King, que se mostrou menos poliembridnica, mas necessariamente o peso da semente. O maior tama-
produziu o maior nimero de sementes por fruto. Os nho de sementes n&o indica um alto grau de poliem-
numeros extremos, minimo e maximo, de embrides prionia, indicando que, para estes cultivares, é invia-
encontrados dentro de uma semente viavel foi de um yg| g proposta de BOWMANt al. (1995) de que o
a 23 em Cai; um a 19 em Montenegrina; um a 32 em tgmanho da semente de citros, bem como a sua for-

Ponca; e um a doze em King. - ma, podem permitir a previsdo da emergéncia do
_ O ndmero d.e.emtgrloes por semente pro-  gmprigg zigdtico.
duzidos mediante polinizacdo aberta destes cultiva- O percentual de embrides que deu origem

res € normaimente diferente do nimero de embrides 4 piantulas albinas (tabela 3) foi bastante inferior no

produzidos ~ mediante  polinizagdo  dirigida.  o\tivar King, com média de 2,21%, enquanto os
BASTIAL\:E} et al. (1997) ob(tjlveralm uma média d? demais cultivares apresentaram percentuais sempre
3,31 em rioes por semente do cultivar Montenegrina superiores a 4,00%. O numero de embribes albinos
sob polinizacéo dirigida com o cultivar King, a partir por semente variou conforme o numero total de

de um total de 80 sementes. embrifes da semente. As plantulas albinas submeti-

cas foi oégﬁ,cgéznﬁfsdeuzfgegjﬁisvggggOﬁmn\ggr das a aclimatizagdo mostraram-se incapazes de
q J adaptacdo a condicdo autotréfica, morrendo em

inversamente proporcional ao de embribes por se- :
. ~ . . I poucos dias.
mente. O cultivar Ponca, mais poliembridnico, apre- ~ : -
N&o foram encontrados registros na bibli-

sentou menor propor¢ao de sementes monoem- ografia quanto a presenca de albinos na progénie dos
bribnicas e o cultivar King, menos poliembribnico, g q P Ga de: prog
citros, o que dificulta a analise destes resultados.

apresentou uma propor¢do de sementes monoem-P d dmii lidad ;
bridnicas relativamente alta. Desta forma, os cultiva- ' C4€-S€ admitir que ocorram anormalidades na for-
macdo do embrido a partir do tecido nucelar, mos-

res apresentaram namero de embribes por semente o
significativamente diferentes, resultado que concor- trando, Qgsta f_orr_nz,a, que a embriogénese nucelar
da com BOWMANet al. (1995), os quais afrmaram  Pode originar individuos diferentes da planta de
que a producdo de embrides nucelares difere  ©rigeém, ndo apenas no que se refere as variagdes no
grandemente entre espécies citricas.

A analise da variancia ponderada d Tabela 3 - Namero e percentual de embrides albinos por semente dos
monstrou que houve diferenca do namero de ¢ quatro cultivares de tangerineira
bribes por semente dos quatro cultivares er
algumas semanas de coleta. Entretanto, ndo hc
efeito da semana sobre o percentual de embri

EmbriGes por semente

germinadosin vitro, indicando que, a partir de cuttivar 'Sg;‘r’;%
195 dias apls a antese, 0s embrides mostrar minim  médio  maxim
suficientemente desenvolvidos para a germina o o

e que fatores metodoldgicos e genéticos tiver

maior influéncia sobre a percentagem de embric ¢4 N 00 0,16 12 0.62
germinados. A avaliagdo dos embrifes quantt 0 b

percentagem de germinagdo (tabela 2) most % 0,00 4,03a 100,00 14,75
gue o cultivar mais poliembrinico, I?Noncé, apr \ontenegrin N 00 017 ; 0.58
sentou o menor percentual de embrides germi 4 0 b

dosin vitro, em torno de 82,61%, diferenciandc % 0,00 429a 100,00 14,46
se de todas os demais.

A caracteristica peso de sementes ta F°N¢d N 00 028a 11 0.73
bém mostrou diferencas entre cultivares (tab % 000 424a 100,00 14,68
2). Cai apresentou sementes significativame
mais leves que as demais. Coincidentemente, + King N 00 0,05 1 0,69
; . X , ° c
cultivar também apresentou maior namero % 000 2218 100,00 14,27

sementes invidveis. O cultivar King apresent
sementes mais pesadas em comparacdo con
demais cultivares, comprovando que O peso Médias seguidas de letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo
semente ndo esta ligado ao maior nUmero de 1 teste de Duncan em nivel de 5% de probabilidade.
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