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RESUMO - O presente trabalho foi conduzido na Escola Superior de Agricultura de Lavras
(ESAL), Lavras, MG, com © objetivo de verificar a influéncia da polinizagio sobre a taxa de
poliembrionia do limdio ‘Cravo’ (Citrus limonia Qsbeck) e identificar o “seedling™ zig6tico em
cruzamentos deste limio com Poncirus trifoliate (L.) Raf, Os parfmetros avaliados foram:
nimero total de sementes, nimero de sementes vidveis, viabilidade e difimetro dos frutoes,
nimero total de embrides. Os dados foram analisados por correlagio. Concluiu-se que os
parémetros avaliados ndo apresentaram correlagio com a idade dos frutos; a faixa ideal en-
contrada para retirada e contagem dos embrides foi entre 27,0 e 34,0 mm de difimetro dos
frutos; a taxa de poliembrionia foi alterada pela polinizagio controlada; a identificacfo do hi-
brido pode ser feita apés o surgimento do quarto par de folhas da plintula.

Termos para indexagio: Citrus limonia Osbeck, polinizagio, cultura de tecidos, sementes vid-
veis, difmetros dos frutos.

MODIFICATIONS ON POLYEMBRYONY AND IDENTIFICATION OF THE HYBRID
IN SEEDS FROM LEMON ‘CRAVO’ POLLIMATED WITH PONCIRUS TRIFOLIATA (L.) RAF,

ABSTRACT - The present work was conducted at the Escola Supericr de Agricultura de
Lavras (ESAL), Lavras, MG, Brazil. The objective was to determine the effect of pollination
on the polyembryony and to identify the hybrid Citrus limonia Osbeck cv. Cravo x Poncirus
trifoliata (L.) Raf. The variables analysed were: number of seeds per fruit, number of viable
seeds, viability and diameter of fruits, and total number of embryos. The analysed variables
were submitted to correlation analysis. It was concluded that the evaluated parameters are
not correlated with the age of the fruits; the ideal range for score of embryos was 27.0 to
34.0 mm diameter of fruits; the polyembryonic rate was affected by controlled pollination;
the identification of the seedling is possible after the sprouting of the fourth pair of leaves.

Index terms: Citrus limonia Osbeck, pollination, tissue culture, viability of seeds, diameter of

the fruit,

INTRODUCAO

A citricultura brasileira ocupa lugar de
destaque no mercado internacional de sucos
cftricos, sendo o Brasil o maior produtor e ex-
portador mundial. O crescimento da produgéo
laranja ao longo dos iltimos 20 anos esteve,

1 Aceito para publicagio em 6 de agosto de 1991,
Extrafdo da dissertagho de Mestrado em Agronomia (Ge-
nética ¢ Melthoramento de Plantas), apresentada 3 ESAL
pelo primeiro autor.

2 Eng.-Agr., M.Sc., Melhoramento Florestal, CAF Florestal
Lida, CEP 35600 Bom Despache, MG.

* Eng.-Agr., Dr., Prof.-Adjunto, Esc. Sup. de Agric. de
Lavras (ESAL), Caixa Postal 37, CEP 37200 Lavras, MG.
Bolsista do CNPq.

porém, aliado 2 expanséo da érea plantada, em
detrimento da produtividade, o que, junta-
mente com a falta de preocupagfio com a qua-
lidade dos frutos, poderd afetar, no futuro, a
competitividade do suco nacional no mercado
externo.

Os trabalhos de melhoramento com espécies
cftricas tiveram infcio na Franga, por A. Ber-
nard em 1894, que obteve alguns hibridos (ci-
tragens) com maior resisténcia ao frio. A pri-
meira publicagfio sobre hibridagéo interespect-
fica em citros aparentemente autintica apare-
ceu em 1717, quando Thomas Fair Child re-
latou um cruzamento entre o limio ‘Cravo
Poeta’ (Citrus limonia Osbeck) e o ‘Cravo’
comum (Allard 1960). No perfodo de 1908 a
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1942, as pesquisas nessa frea se restringiram &
Flérida e Califérnia nos Estados Unidos. No
Brasil, os trabalhos de melhoramento de citros
tiveram infcio por velta de 1935, na Estacio
Experimental do Instituto Agronémico de
Campinas, em Limeira, SP, com testes compa-
rativos entre diferentes porta-enxertos e pro-
dugiio de plantas nucelares (Moreira 1980).

Os primeiros trabalhos de melhoramento
envolvendo a cultura de tecidos em citros fo-
ram feitas por Schroeder & Spector (1957) e
Kordan (1959), sendo intensificados apds o
desenvolvimento de meios propfcios por Mu-
rashige & Skoog (1962} e Murashige & Tuc~
ker (1969) para propagagao in vitro.

Atualmente, hd necessidade de intensificar
esforgos no sentido de obter maior variabili-
dade, principalmente com porta-enxertos, pois
o mais difundido, o limf#o ‘Crave’ segundo
Passos (1980), ocupa 95% dos pomares, acar-
retando, assim, uma grande wvulnerabilidade
genética.

As espécies cftricas apresentam grande va-
riabilidade e facilidade de hibridagdes naturais
(Cameron & Soost 1976, Chapot 1975), e,
apesar disso, quando sfio feitas hibridagdes
artificiais, o hibrido nfio se desenvolve satisfa-
toriamente, além de apresentar vérios proble-
mas, como poliembrionia (Frost & Soost 1968
e Hearn 1977), longo perfodo de juvenilidade
(Leopold & Kriedemann 1975), e a ndo-ex-
pressio do vigor hibrido, entre outros (Morei-
ra 1980).

SfHo muitas as controvérsias sobre a neces-
sidade de polinizagio e fecundagéio para o de-
senvolvimento dos embriGes nucelares. Para
Maheshwari & Ranga Swamy (1958) e Frost &
Soost (1968), a polinizacio e fecundagfio séo
pré-requisitos para a embriogénese nucelar,
apesar de ter sido registrada a formagfio de
sementes em C. sinensis Osbeck e C. paradisi
Macf. ¢ de embrides in vitro (Button & Bor-
nman 1971 e Kochba et al. 1972) sem polini-
zagdo. Alguns hibridos interespecfficos reque-
rem, para o desenvolvimento de embrides as-
sexuais, a ocorréncia da polinizagio (Frost &
Soost 1968); no entanto, nio € muito clara a
necessidade de fertilizagio (Esen 1977).
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Métodos bioqufmicos, como anélise de fla-
vondides, tém sido usados para distingio de
plintulas hibridas de nucelares {Tatum & Ber-
ry 1977 e Esen 1977). De acordo com Lima
(1977), o uso de isoenzimas para identificagio
do embrido sexual € muito mais eficiente do
que através da morfologia foliar. Vérias sfio as
tentativas para distinguir as plantulas nucela-
res das sexuais de citros, através da andlise in-
fravermelho de dleos essenciais nas folhas
(Pieringer & Edwards 1965) ou morfologia
das folhas das progénies (Teich & Spiegel-Roy
1972).

Em cruzamentos de Poncirus trifoliata com
limfio ‘Cravo’, a identificagio foi feita 20 dias
ap6s o cultivo, com uso de enzimas peroxidase
in vitro e, posteriormente, €sse€ mesmo Cruza-
mento foi confirmado através do aparecimento
da caracterfstica trifoliada (Esen 1977).

Este trabalho teve por objetivo verificar
a influéncia da polinizagio sobre a poliem-
brionia e identificar in vitro o hibrido de limfo
‘Cravo’ com Poncirus trifoliata.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no pomar ¢ labo-
ratério de cultura de tecidos da Escola Superior de
Agricultura de Lavras, MG.

Trezentas hibridagbes foram feitas no infcio de
floragao do progenitor feminino, limio ‘Cravo’. As
flores de Poncirus trifoliata foram colhidas na fase
de balio, armazenadas em placas-de-petri contendo
papel de filtro, e af conservadas até a antese. ApSs
aproximadamente dois dias, houve a liberacio dos
graos de pdlen, os quais, aptos para a germinagéo do
tubo polfnico, foram levados para se efetvarem as
hibridagdes das flores do progenitor feminino, que
também estavam no estddio de baljo. Selecionou-se
uma flor em cada ramo,a qual foi emasculada, polini-
zada, protegida com um saquinho de papel e identifi-
cada com uma etiqueta de papeliio. As flores restan-
tes do ramo foram eliminadas.

Todos os frutos fertilizados provenientes das po-
linizagdes foram colhidos quando apresentavam um
difmetro favordvel que facilitasse a contagem dos
embrides individualmente. Essa fase, para o limio
‘Cravo’, estd em torno de 27,0 a 34,0 mm de difime-
tro, confirmada por experimentos anteriores, ou a
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partir da décima semana apés a hibridagio. Os frutos
foram transportados para o laboratdtio, seu difimetro
foi mensurado com ajuda de um paquimetro e poste-
riormente abertos, e suas sementes, retiradas,

Foi feita uma assepsia das 225 sementes com hi-
poclorito de sédio a 3%, durante 20 minutos, Apés
este perfodo, as sementes foram lavadas por trés ve-
zes na cimara de fluxo laminar, e a seguir, cortadas
longitudinalmente, ¢ seus embribes, excisados e
contados individualmente. Os embrides provenientes
de uma mesma semente foram fnoculados num mes-
mo tubo de ensaio contendo 10 m! do meio “MS” de
cultura (Murashige & Skoog 1962), identificados e
levados para sala de crescimento com 279C e inten-
sidade luminosa de mais ou menos 3.000 lux, durante
16 horas didrias.

Os hibridos foram identificados pela caracterfsti-
ca trifoliada, dominante do Poncirus trifoliata.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises de correlagiio
entre as varidveis estudadas dos frutos oriun-
dos da hibridagfo artificial entre limdo ‘Cravo’
e Poncirus trifoliata estio apresentados na
Tabela 1. Observa-se que niio existe diferenga
significativa para nenhum dos parfimetros es-
tudados. No entanto, a maior correlagiio apre-
sentada foi da varidvel taxa de poliembrionia
em relagdo ao didmetro dos frutos.

Analisando-se a Tabela 2, observa-se que a
varidvel ndmero total de embrides contidos no
fruto foi incrementada, com relagdo ao valor
obtido em polinizagio natural, apresentando,
conseqiientemente, nma taxa de poliembrionia
média de 2,39. Esse resultado pode ser explica-

TABELA 1. Correlacio de Parson entre didmetro de frutos, nimero total de sementes, ndmero de
sementes vifiveis, ndmero total de embrides, taxa de poliembrionia, e viabilidade de
sementes de cruzamentos entre limio ‘Cravo’ e P. trifoliata. ESAL, Lavras, MG, 1989.

Varifiveis N#de Correlagdio T Signific.
observ.
Difmetro x n° total sementes 15 -0,0936 -0,3391NS 0,3700
Didmetro x n? sementes vidveis 15 00,0745 0,2694NS 0,3959
Difmetro x n? total embriGes 15 0,3571 1,3785NS 0,0957
Difimetro X taxa poliembrionia 15 0,55%6 2,4343N8 0,150
Diémetro x viabilidade sementes 15 0,1572 0,5740NS 0,2879

NS = ndo-significativo.

TABELA 2. Médias, desvio-padriio e coeficientes de variaciio do ndmero total de sementes, ndmero
de sementes vidveis, niimero total de embrides, viabilidade das sementes, taxa de po-
liembrionia ¢ diimetro dos frutos, obtidos em cruzamentos entre limio “Cravo’ e P.

trifoliata. ESAL, Lavras, MG, 1989,

Polinizagio com “LiméAo trifoliata™

Varidveis Poliniz.

natural Média Desvio-padrao CV(%)
N? total de sementes - 10,20 4,39 . .. - . 43,09
N¢ total de semenes vidveis - 8,40 3,85 45,84
N? total de embrides - 21,33 13,46 63,08
Viabilidade das sementes - 82,05 22.89 27,90
Taxa de poliembrionia 1,41 2,39 0,88 36,59
Difimetro dos frutos - 30,77 3,04 9,87
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do pela maior quantidade de grios de pélen
colocados de uma s6 vez no estigma da planta-
mie, quando foi feita a polinizagio controla-
da. Observa-se também, um alto valor expres-
so da viabilidade das sementes, por causa da
época de colheita, que foi feita dentro da faixa
ideal, intencionalmente, para facilitar a conta-
gem dos embrides.

Este aumento da taxa de poliembrionia,
provocado pela polinizagao controlada, con-
corda com afirmacoes de vérios autores (Ma-
heshwari & Ranga Swamy 1958; Frost &
Scost 1968), de que polinizagdo e fecundagéo
sfio pré-requisitos para a embriogénese nu-
celar, apesar de ter sido registrada a formagao
de sementes de diversas espécies de citros por
Button & Boranman (1971) e Kochba et al.
(1972) sem polinizagéo.

Apesar de cada semente em geral apresentar
somente um embriio sexual, observou-se, no
presente trabalho, uma baixa percentagem de
desenvolvimento do embrifio, em torno de
40%. Segundo Gurgel (1952), as sementes cf-
tricas apresentam somente um embrido sexual,
€ o restante, de natureza agimica, proveniente
das células do nucelo; no entanto, alguns em-
brides ndo se desenvolvem, e dentre esses po-
de estar o sexual,

Foi observado, também, no trabalho, uma
variabilidade entre plintulas nucelares de uma
mesma semente; esse resultado &€ corroborado
por Iglesias et al. (1974), porém, teoricamente,
segundo Frost & Scost (1968), deveriam ter a
mesma constituigdo genética.

A identificagio do hibrido em tubo de en-
saio foi realizada logo apds o surgimento da
caracterfstica trifoliada em uma das plintulas
de um mesmo tubo, 0 que aconteceu com O
surgimento do quarto par de folhas verdadei-
ras. Este resultado estd de acordo com Teich
& Spiegel-Roy (1972), que afirmam que, além
da andlise infra-vermelha de Sleos essenciais
nas folhas, o uso de marcadores genéticos &
uma tentativa promissora, constituindo um
meio mais acessfvel economicamente.

A técnica usada neste trabalho facilita a
identificacfio e transporte das plntulas para
outros ambientes, apesar de ser sua eficiéncia
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questionada; segundo Lima (1977), o uso de
isoenzimas seria mais seguro e mais eficiente,
apesar de altamente dispendioso e sofisticado.

CONCLUSOES

1. Os parfmetros mimero total de sementes,
nimero total de embrides, taxa de poliembrio-
nia e viabilidade das sementes ndo apresenta-
ram correlagio com o didmetro ou idade dos
frutos.

2. A faixa ideal encontrada para retirada ¢
contagem dos embrides foi entre 27,0 a
34,0 mm de difimetro dos frutos de limfo
‘Cravo’.

3. A polinizacio artificial com P. trifoliata
influiv significativamente na taxa de poliem-
brionia do limdo ‘Cravo’, aumentando-a.

4. A identificagio do hibrido entre limio
‘Cravo’ e P. rrifoliata deve ser feita apSs o
surgimento do quarto par de folhas. '

REFERENCIAS

ALLARD, R.W. Hibridagfio interespecifica no me-
lhoramento de plantas. In: PRINCIPIOS do
melhoramento genético das plantas. Sdo Paulo:
Edgard Blucher, 1960. p.349-355.

BUTTON, J.; BORNMAN, C.H. Development of
pucellar plants from unpollinated and unfertil-
ized ovules of the Washington navel orange in
vitro. Journal South African Botany, Cle-
romont, v.32, n.2, p.127-134, 1971.

CAMERON, J.W.; SOOST, R.R. Citrus. In: SIM-
MONDS, N.W. (Ed.). Evolution of Crop
Plants. New York: Longuran, 1976.
p-261-262.

CHAPOT, H. The citrus plant. In: CITRUS. Swit-
zerland: [s.n.], 1975. p.6-13. (Tecnical mono-
graph, 4).

ESEN, A. Separation of nucellar and zygotic citrus
seedlings by use of polyphenol oxidase-catalyz-
ed browning. Proceedings, International
Society of Citriculture, v.2, p.616-618,
1977.

FROST, H.B.; SOOST, R.K. Seed reproduction:
development of gamets and embryos. Im



ALTERACOES NA POLIEMBRIONIA E IDENTIFICACAO DO HIBRIDO

BATCHELOR, L.D.; WEBBER, H.J. The
Citrus Industry. Berkeley: University of Ca-
lifornia Press, 1968. n.2, cap. 4, p.290-323.

GURGEL, I.T.A. Poliembrionia ¢ embriogenia ad-
venticia em Citrus, Mangifera e Eugenia. Du-
senia, Curitiba, v.3, n.6, p.443-450, nov. 1952,

HEARN, C.J. Recongnition of zygotic seedlings in
certain orange crosses by vegetative characters.
Proccedings International Society of Ci-
triculture, v.2, p.601-604, 1977.

IGLESIAS, L.; LIMA, H.; SIMON, J.P. Isoenzyme
identification of zygotic and nucellar seedlings
in Citrus. The Journal of Heredity, Washin-
gton, v.65, p.81-84, Mar./Apr. 1974.

KOCHBA, J.; SPIEGEL-ROY, P.; SAFRAN, H.
Adventive plants from ovules and nucelli in ci-
trus. Planta, Berlin, v.106, p.237-245, 1972.

KORDAN, H.A. Proliferation of excised juice ves-

icles of lemon in vitro. Sciemce, v.129,
p-779-780, 1959.

LEOPOLD, A.C.; KRIEDEMANN, P.E. Juvenility,
maturity and senescense. In: . Plant
growth and development. New York: Mc-
Graw-Hill, 1975. cap. 11, p.249-269.

LIMA, H. Estudio comparativo de la efectividad de
las técnicas utilizadas para la diferenciacién de
posturas nucelares y cigéticos en citricos. Pro-
ceedings, International Society of Citri-
culture, v.2, p.641-644, 1977.

MAHESHWARI, P.; RANGA SWAMY, N.S. Pol-
yembryony and in vitro Culture of Citrus and
Mangifera. The Indian Journal of Horti-
culture, Bangalore, v.15, p.275-286, 1958.

427

MOREIRA, C.S. Melhoramento de citros. In: RO-
DRIGUEZ, O.; VIEGAS, F. Citricultura
Brasileira, Campinas: Fundagdo Cargill, 1980.
v.1, p.195-223,

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium
for rapid growth and bioassays with tobacco
tissue cultures, Physiologia Plantaram, Ko-
penhagen, v.15, p.473-497, 1962,

MURASHIGE, T.; TUCKER, D.L.M. Growth
factor requirements of citrus tissue culture, In:
CHAPMAN, H.D. (Ed.). Proceedings, First
International Citrus Symposium,Riverside:
California, v.3, p.1155-1161, 1969.

PASSOS, 0.5. Melhoramento de citros na Ca-
liférnia (EUA) e sugestbes para a citri-
caltura brasileira. Cruz das Almas:
EMBRAPA-CNPMF, 1980. 9p. (EMBRAPA -
CNPMF. Misceldnea, 2).

PIERINGER, A.P.; EDWARDS, G.J. Identification
of nucellar and zygotic citrus seedlings by in-
frared spectroscopy. Proccedings of the
American Society Horticultural Scicnce.
Virginia, v.84, p.226-234, 1965.

SCHROEDER, C.A,; SPECTOR, C. Effect of gib-
berellic acid and indolacetic acid on growth of
excised fruit tissue. Science. Washington,
v.126, n.3276, p.701-702, Oct, 1957.

TATUM, J.H.; BERRY, R.E. Separation of nucellar
and zygotic citrus seedlings by their flavonoids
and other non-volatile components. Proceed-
ings International Society of Citricul-
tare, v.2, p.614-616, 1977.

TEICH, A.H., SPIEGEL-RQY, P. Differentiation
between nucellar and zygotic citrus seedlings
by leaf shape. Theoretical Applied genet-
ics. Berlin, v.42, p.314-315, 1972,

Pesq. agropec. bras., Brasflia, 27(3):423-427, mar. 1992



