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RESUMO - Com o objetivo de estudar a relagdo entre o grau de
poliembrionia e a freqiiéncia de hibridos em citros, foram realizados
cruzamentos controlados utilizando como parentais femininos as
tangerinas ‘Clementina’ e ‘Sunki’ e os limdes ‘Cravo’ e ‘Volkameriano’,
que apresentam graus de poliembrionia nulo, baixo, baixo a moderado
¢ moderado, respectivamente. Como parentais masculinos emprega-
ram-se Poncirus trifoliata e hibridos desta, tendo em vista a caracteris-
tica morfoldgica dominante folhas trilobadas. Observaram-se nas
tangerinas ‘Clementina’ e ‘Sunki’ e nos limdes ‘Cravo’ e ‘Volkameriano’
as seguintes freqiiéncias de hibridos: 57,4%, 53,6%, 18,6% ¢ 14,2%,
respectivamente. Foi verificada uma associagdo negativa entre o grau
de poliembrionia e a freqiiéncia de hibridos.

POLYEMBRYONY AND HYBRIDS FREQUENCY IN CITRUS SPP.

ABSTRACT - Controlled crosses were done by using the mandarins
‘Clementine’ and ‘Sunki’, the ‘Rangpur’ lime and the ‘Volkamer’ lemon
as female parents with none, low, low to moderate and moderate
polyembryony degrees, respectively, and Poncirus trifoliata and its
hybrids as male parents for its easily recognizable trifoliate
characteristic. The hybrid frequencies were 57.4%, 53.6%, 18.6% and
14.2% for ‘Clementine’, ‘Sunki’, ‘Rangpur’ and ‘Volkamer’,
respectively. It was also observed a negative association between
polyembryony degree and hybrids frequency.

A variabilidade genética presente em Citrus ¢ géneros afins ¢ passivel de
ser explorada em hibridagdes visando ao desenvolvimento de novas
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variedades, particularmente porta-enxertos, adaptadas as mais diversas
condigdes de cultivo (Swingle, 1967; Hearn et al., 1974). O melhoramento
genético dos citros, porém, tem utilizado muito pouco esse potencial, haja
vista que a grande maioria das cultivares em uso surgiu em decorréncia de
mutagdes espontaneas (Soost & Cameron, 1975). Essa situagdo ¢ um reflexo
de dificuldades relacionadas a poliembrionia, ao alto grau de heterozigosidade
e ao longo periodo pré-reprodutivo comumente observados nesse importante
grupo de plantas (Cameron & Frost, 1968; Furr, 1969; Salibe, 1971; Soares
Filho etal., 1994).

O emprego de marcadores morfologicos, especialmente da caracteristica
trifoliada presente em Poncirus trifoliata (L.) Raf., e de marcadores moleculares,
baseados em polimorfismos izoenzimaticos e de segmentos de DNA, tem per-
mitido a separagdo de embrides zigoticos e nucelares oriundos de sementes
poliembridnicas; quanto a reducdo do periodo pré-reprodutivo, técnicas de
indugdo de florescimento vém sendo aplicadas (Soares Filho etal., 1997).

Este trabalho teve como objetivo estudar a relag@o existente entre o grau
de poliembrionia e a freqiiéncia de hibridos em cruzamentos controlados.

O estudo foi realizado na Embrapa-Centro Nacional de Pesquisa de Man-
dioca e Fruticultura Tropical (CNPMF), municipio de Cruz das Almas,
Reconcavo Baiano, entre agosto de 1993 ¢ julho de 1995, compreendendo
polinizagdes controladas e o cultivo in vitro dos embrides provenientes das
mesmas.

Baseando-se no grau de poliembrionia ¢ na diversidade genética, foram
escolhidas as seguintes variedades como parentais femininos: tangerina
Clementina (Citrus clementina Hort. ex Tan.) (monoembridnica); tangerina
Sunki (C. sunki Hort. ex Tan.) (poliembrionia baixa); liméao Cravo (C. limonia
Osb.) (poliembrionia baixa a moderada); limao Volkameriano (C. volkameriana
Ten. et Pasq.) (poliembrionia moderada).

Em razdo da caracteristica folhas trilobadas, dominante ¢ de facil
identificacdo visual, utilizou-se como parentais masculinos sele¢des de
P. trifoliata (Barnes, Beneke ¢ Diploide) e hibridos desta espécie, a saber:
citranges (C. sinensis (L.) Osb. x P. trifoliata) Argentina, Coleman, Cunninghan,
C13, C25, C35, Rusk, Sanford e Troyer; citrumelo (C. paradisi Macf. x
P, trifoliata) Swingle; citrangequats (Kumquat ‘Oval’ (Fortunella margarita
(Lour.) Swing.) x citrange Willits) Thomasville 1434 ¢ 1439. O emprego de
hibridos de Poncirus trifoliata deveu-se a reduzida disponibilidade de polen
desta espécie por ocasido da realizacdo da presente pesquisa.

Os cruzamentos foram realizados de agosto a dezembro de 1993, em margo
de 1994 e de setembro a dezembro de 1994. O total de polinizagdes foi 1.050,
sendo 479 em tangerina ‘Clementina’, 294 em tangerina ‘Sunki’, 220 em limao
‘Cravo’ ¢ 57 em limao ‘Volkameriano’. Flores recém-abertas dos parentais mas-
culinos foram utilizadas em polinizagdes de flores dos parentais femininos, as
quais sofreram emasculagdo antes da antese. A emasculacdo deu-se em
botdes florais proximos da abertura (estadio de baldo), eliminando-se cuida-
dosamente as pétalas e anteras com auxilio de pinga e bisturi, evitando-se o
contato com o estigma, estando este receptivo. No intuito de evitar contami-
nagdes com polens estranhos, apds as polinizagdes as flores foram protegi-
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das durante um periodo de 30 a 60 dias com sacos de gaze, verificando-se por
ocasido da remogao destes o vingamento dos frutos, os quais permaneciam
devidamente identificados nas plantas por etiquetas de metal.

Quatro ou cinco meses apos a polinizacdo os frutos foram colhidos e lava-
dos em agua corrente, seguindo-se a retirada das sementes. Estas, por sua
vez, foram lavadas com solucdo de agua e detergente, secadas ¢ despojadas
do tegumento externo (testa). Sob condi¢des de assepsia, em camara de fluxo
laminar, foram tratadas com etanol 70% durante 5 minutos ¢ a seguir em
hipoclorito de so6dio 2% por 20 minutos; apos cada uma dessas etapas de
preparagdo, efetuaram-se duas e trés lavagens sucessivas com agua destilada
autoclavada, respectivamente.

A extragdo dos embrides foi realizada sob estereomicroscopio, com auxilio
de bisturi e pinga. Mediante corte longitudinal na semente, respeitando certa
distancia da regido micropilar para evitar danos aos embrides, procedeu-se a
eliminagdo do tegumento interno (tégmen).

A poliembrionia foi avaliada com base no numero médio de embrides por
semente, porcentagem de poliembrionia (freqiiéncia de sementes com dois ou
mais embrides) e intervalo de variagdo do nimero de embrides por semente.

Por ocasido do processo de extragdo, os embrides, incluindo-se os
cotilédones, foram agrupados em quatro classes de tamanho, a saber: classe
1: embrides muito pequenos (MP), com menos de 1,0 mm de comprimento;
classe 2: embrides pequenos (P), com 1,0 mm a 2,9 mm de comprimento; classe
3: embrides médios (M), com 3,0 mm a 4,9 mm de comprimento; classe 4:
embrides grandes (G), maiores ou iguais a 5,0 mm de comprimento.

Os embrides foram cultivados em meio MT (Murashige & Tucker, 1969)
modificado (Moreira, 1996). Foram colocados no maximo dois embrides por
frasco, mantendo-os em sala de crescimento a 27+1°C, com 16 horas/dia de
iluminag@o a uma intensidade de 1.500 lux, fornecida por lampadas de 30 W
Superlux do dia.

Transcorrido um més de cultivo em laboratério, os seedlings
foram transplantados para canteiros de isopor, com um composto de terra
vegetal + vermiculita na proporg¢do de 3:1, ¢ colocados em condigdes de casa
de vegetacdo. Nessa ocasido, os seedlings trifoliados foram reconhecidos
como hibridos ¢ os com limbo foliar simples, como provaveis nucelares. Devi-
do ao emprego de hibridos de Citrus com Poncirus como parentais masculi-
nos, nos quais a caracteristica folha trilobada encontra-se governada por uma
condigdo heterozigota, ¢ previsivel a ocorréncia de seedlings zigdticos com
limbo foliar simples, ndo identificados visualmente como hibridos.

As taxas de vingamento de frutos nos cruzamentos com tangerina
‘Clementina’, tangerina ‘Sunki’, limdo ‘Cravo’ e limao ‘Volkameriano® foram de
21,7%, 37,1%, 16,8% ¢ 21,0%, respectivamente. Polinizagdes efetuadas
anteriormente, também empregando como parentais masculinos sele¢des de
P. trifoliata e hibridos desta espécie, resultaram em 55,6% de pegamento de
frutos em liméo ‘Cravo’, 34,5% em laranja ‘Péra’ (C. sinensis) ¢ 37,0% em
tangerina ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort. ex Tan.) (Soares Filho et al., 1994). Essas
diferencas nas taxas de pegamento de frutos, particularmente aquelas consta-
tadas em limdo ‘Cravo’ (16,8% ¢ 55,6%), podem ser reflexo de variagdes
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ambientais entre épocas (anos). Além disso, deve-se atentar para a possibili-
dade da existéncia de variagdes na fertilidade do polen dos parentais mascu-
linos envolvidos nos cruzamentos, influenciando o comportamento do cara-
ter em questdo. A esse respeito, polinizagdes realizadas por Soares Filho et al.
(1995a) em tangerina ‘Clementina’, tangerina ‘Sunki’, limao ‘Cravo’ e liméo
‘Volkameriano’, empregando parentais masculinos em sua maioria distintos
dos considerados neste trabalho, resultaram em 17,6%, 51,8%, 45,6% ¢ 51,9%
de vingamento de frutos, respectivamente.

Em virtude de perdas de frutos ocorridas em periodo anterior a colheita,
utilizaram-se neste trabalho 85 frutos de tangerina ‘Clementina’, 97 de tange-
rina ‘Sunki’, 37 de liméo ‘Cravo’ e 11 de limdo ‘Volkameriano’. A partir dessas
amostras foram estimados o nimero médio de sementes por fruto, o nimero
médio de embrides por semente, a poliembrionia (Tabela 1) ¢ o tamanho de
embrides (Tabela 2). Constatou-se uma média de 19,7 sementes por fruto em
tangerina ‘Clementina’, 5,1 em tangerina ‘Sunki’, 5,2 em liméo ‘Cravo’ ¢ 18,9
em limdo “Volkameriano’. Essas caracteristicas sdo inerentes a cada espécie
ou cultivar (Moreira et al., 1947), variando em fung¢ao do ambiente em que se
encontram. Soares Filho et al. (1995b), em cruzamentos controlados, obtive-
ram valores médios, referentes a essas mesmas variedades, de 25,7, 9,9, 8,8 ¢
35,9 sementes por fruto, respectivamente. Tais valores, superiores aos obti-
dos neste estudo, também refletem, provavelmente, possiveis influéncias dos
parentais masculinos na expressdo do carater ora discutido (Wong, 1939;
Moreira & Gurgel, 1941).

As tangerinas ‘Clementina’ e ‘Sunki’ e os limdes ‘Cravo’ e ‘Volkameriano’
apresentaram nimero médio de embrides por semente estimados em 1,0, 1,3,
1,5e2,1, respectivamente. O nimero de embrides por semente varioude 1 a 3
na tangerina ‘Clementina’, 1 a 13 na tangerina ‘Sunki’, 1 a 5 no liméo ‘Cravo’ e
de 1 a8 no limao ‘Volkameriano’. Quanto a porcentagem de poliembrionia, as
tangerinas ‘Clementina’ e ‘Sunki’ e os limdes ‘Cravo’ e ‘Volkameriano’ mani-
festaram valores de 1,4%, 15,9%, 35,2% ¢ 58,6%, respectivamente (Tabela 1).
Soares Filho et al. (1995b), em cruzamentos controlados nos quais os parentais
masculinos foram distintos dos empregados na presente pesquisa, encontra-
ram nas citadas variedades valores médios gerais de 1,0, 1,2,2,2 ¢ 2,7 para o
nimero médio de embrides por semente,de 1a2,1a6,1a8¢1al2,notocante
ao intervalo de variagdo do numero de embrides por semente, ¢ de 0,4%,
10,1%, 59,5% e 77,6% relativamente a poliembrionia, respectivamente. Essas
variagdes na poliembrionia, entre ¢ dentro de variedades, decorrem tanto de
causas ambientais (Moreira et al., 1947; Okudai, 1975; Ikeda, 1982; Tusa et al.,
1983), como intrinsecas aos proprios genotipos em si (Parlevliet & Cameron,
1959; Cameron & Soost, 1979; Deidda & Chessa, 1982).

A tangerina ‘Clementina’ foi o parental feminino que apresentou a maior
freqiiéncia observada de seedlings hibridos (57,4%), seguida pela tangerina
‘Sunki’ (53,6%), limao ‘Cravo’ (18,6%) e limdo ‘Volkameriano’ (14,2%)
(Tabela 1). Esses resultados encontram-se subestimados em razdo do fato de
que muitos dos parentais masculinos eram hibridos de Citrus com P, trifoliata,
nos quais a caracteristica folhas trilobadas encontrava-se governada por uma
condigdo heterozigota, implicando a formacao de hibridos tanto com folhas
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trilobadas como com limbo foliar simples, estes ultimos ndo identificaveis
visualmente. Além disso, o proprio P. trifoliata pode, a depender da selecdo
utilizada, apresentar a caracteristica folhas trilobadas sob uma condi¢do
heterozigota, igualmente impossibilitando a identificacdo visual de todos os
hibridos obtidos (Iglesias et al., 1974; Torres et al., 1978).

Constatou-se uma associagdo negativa entre o grau de poliembrionia ¢ a
freqiiéncia de embrides de maior tamanho, sendo esta evidéncia muito mais
acentuada quando se considera os embrides zigoticos (Tabelas 1 ¢ 2). Esses
resultados explicam a razdo da nitida associacdo negativa entre o grau de
poliembrionia e a freqiiéncia de hibridos (Tabela 1), dada a forte tendéncia dos
embrides zigdticos — em sementes com baixo a moderado grau de poliembrionia —
estarem entre aqueles de maior tamanho (=5,0 mm), o que facilita sua germina-
¢do e posterior desenvolvimento em seedling, pela maior quantidade de reser-
vas de nutrigdo presentes em seus cotilédones. Observagdes realizadas por
Frost & Soost (1968), Diaz et al. (1979), Vasquez Araujo (1991), Soares Filho
etal. (1994) e Moreira (1996) reforgam essas afirmagdes.

A tangerina ‘Sunki’, entre os parentais femininos considerados neste
estudo, destacou-se por seu potencial de utilizagdo em programas de melho-
ramento genético de citros dirigidos a criacdo de novos porta-enxertos,
mediante hibridag@o, haja vista sua taxa relativamente alta de pegamento de
frutos (37,1%), baixo grau de poliembrionia (15,9%), elevada freqiiéncia
observada de hibridos (53,6%) e pronunciada concentragdo de embrides
zig6ticos na classe de embrides com tamanho igual ou superior a 5 mm (96,8%),
o que facilita sobremaneira a germinagdo ¢ a sobrevivéncia de hibridos em
estadios iniciais de desenvolvimento de seedling.

Os resultados obtidos permitem inferir que: a freqiiéncia de hibridos apre-
senta uma associag@o negativa com o grau de poliembrionia dos parentais
femininos; o tamanho dos embrides zigdticos apresenta uma associagdo
negativa com o grau de poliembrionia dos parentais femininos; a pronuncia-
da concentragdo de embrides zigoticos na classe de maior tamanho
(25,0 mm) é um indicativo de que em sementes poliembrionicas de citros esses
embrides iniciam sua formagdo anteriormente aos nucelares; a tangerina ‘Sunki’
pode ser indicada como importante parental feminino em progra-
mas de melhoramento genético de citros dirigidos a criagdo de novos
porta-enxertos.
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