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Resumo — O objetivo deste trabalho foi quantificar a porcentagem de plantas zigdticas e nucelares de
Poncirus trifoliata (L.) Raf. em uma populacéo resultante de polinizacdo aberta e avaliar a eficiéncia de
selecdo de plantas nucelares com base na morfologia e no vigor. Sementes de frutos maduros foram
semeadas em tubetes de 50 cm?, e ap6s 150 dias as plantas foram transplantadas para sacos de plastico.
A morfologia foliar e a altura das plantas foram avaliadas 300 dias ap6s a semeadura, e a caracterizagcao
genética foi feita por sistemas isoenzimaticos. Em média, obteve-se 1,07 plantas por semente, e 0
numero méaximo observado foi de duas plantas por semente. Nesses casos, ambas as plantas foram
caracterizadas como nucelares por analise isoenzimatica, embora apresentassem tamanho diferenciado
e menor do que a média de altura das demais. As plantas zigéticas identificadas, 5,9% da populagéo,
distribuiram-se nas classes de menor altura, manifestando depressao genética. Nao foram observadas
plantas com vigor hibrido. A diferenciagdo entre as plantas nucelares e zigdticas, por meio de caracteres
morfoldgicos da folha, ndo foi possivel. O descarte visual das plantas menores, cerca de 30% da
populagdo, ¢ eficiente na selecdo de porta-enxertos nucelares de trifoliata produzidos em tubetes em
ambiente protegido.

Termos para indexacéo: polinizaco, isoenzima, heterose, citros.
Quantification and method to select nucellar plants of Poncirus trifoliata

Abstract — The aim of this work was to quantify the percentage of zygotic and nucellar plants of
Poncirus trifoliata (L.) Raf. in an open pollinated population, and to evaluate the efficiency of the
morphology and vigor-based selection method of nucellar plants. Seeds from mature fruits were sowed
in plastic tubes of 50 cm?®. After 150 days the plants were transferred to plastic bags of 4,8 dm®. Leaf
morphology and height of plants were evaluated 300 days after sowing. Genetic characterization was
carried out by isoenzymatic systems. In average, 1.07 plants were obtained per seed and the maximum
value was two plants per seed. In these cases, both plants were characterized as nucellar by isoenzymes,
although showing different and smaller size than the average of the rest of the plants. Zygotic plants
identified were 5.9% of the population and were distributed in the classes of smaller size, showing
genetic depression. Plants showing hybrid vigor were not observed. The differentiation of nucellar from
zygotic plants was not possible by leaf morphological characters. The visual elimination of the smaller
plants, about 30% of the population, is an efficient method to select trifoliata nucellar plants produced
in plastic tubes under protected environment.

Index terms: pollination, isoenzymes, heterosis, citrus.

_ o Introducéo
(@ Aceito para publicagdo em 14 de agosto de 2003.

@Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuéria de Clima A citricultura é uma das atividades agricolas de maior
Temperado (CPACT), Caixa Postal 403, CEP 96001-970  jmportancia econdmica no Brasil, com produgao co-
Pelotas, RS. Bolsista do CNPg. E-mail: . . .
rpedroso@cpact.embrapa.br, whscivit@cpact.embrapa.br mercial em praticamente todos os Estados (E’raS'I* 2000).

@ Embrapa-CPACT. Bolsista do DTI-CNPq. E-mail: Os citros sdo propagados por enxertia de borbu-

eradmann@hotmail.com Ihas em porta-enxertos produzidos por meio de semen-

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 38, n. 10, p. 1173-1177, out. 2003



1174

tes. O porta-enxerto desempenha um papel
determinante na performance, porte e longevidade
das plantas, na tolerancia as doencas, na producéo e
na qualidade da fruta (Soost & Cameron, 1975).

O porta-enxerto mais utilizado no Sul do Brasil,
especialmente no Estado do Rio Grande do Sul, é 0
trifoliata, Poncirus trifoliata (L.) Raf., porque apre-
senta tolerdncia ao frio, menor porte da planta e alta
qualidade da fruta (Herrero et al., 1996), além de re-
sisténcia ao virus-da-tristeza, a gomose de
Phytophthora e ao nematdide Tylenchulus
semipenetrans (Castle, 1987).

Os géneros Poncirus e Citrus pertencem a
subtribo Citrinae, podendo haver autofecundagéo e
cruzamento natural entre espécies com producéo de
descendentes férteis (Swingle & Reece, 1967).
Em raz8o das sementes serem poliembridnicas, as
plantulas de Poncirus, assim como as de Citrus,
podem ser zigOticas (sexuais) ou nucelares
(apomiticas) quanto a sua origem. A proporcao de
plantulas zigoticas e nucelares varia em fungéo do
genotipo e das condi¢Bes ambientais (Soost &
Cameron, 1975). Na producdo comercial de mudas
de citros, busca-se selecionar os embrifes nucelares
por serem geneticamente idénticos a planta-mée e
descartar os zig6ticos por comprometerem a unifor-
midade dos tratos culturais e a produtividade (Roose
& Traugh, 1988).

Na pratica, durante a formacdo dos porta-enxer-
tos, os viveiristas tentam selecionar as plantas
nucelares com base na morfologia das folhas e no
vigor das plantas. No entanto, a eficiéncia desse
método é pouco conhecida quanto ao trifoliata, prin-
cipalmente quando as mudas sdo produzidas em
ambiente protegido.

Varios métodos podem ser utilizados para confir-
mar a natureza zigotica ou nucelar das plantas, des-
tacando-se 0 uso de isoenzimas por ser um método
relativamente simples e de baixo custo (Khan &
Roose, 1988; Ollitrault et al., 1992).

O objetivo deste trabalho foi quantificar a por-
centagem de plantas zigdticas e nucelares de
Poncirus trifoliata (L.) Raf. em uma populagéo re-
sultante de polinizacdo aberta e avaliar a eficiéncia
do método de selecdo de plantas nucelares com base
na morfologia foliar e no vigor.
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Material e Métodos

O experimento foi conduzido em viveiro telado, nas
condicdes ambientais de Pelotas, RS. As sementes foram
extraidas de frutos maduros de Poncirus trifoliata (L.) Raf.
selecdo Davis A, cujas plantas encontravam-se circunda-
das por outras espécies de citros. A semeadura foi realiza-
da a3 cm de profundidade, em tubetes de 50 cm?3 contendo
substrato comercial a base de casca de Pinus, sendo em-
pregada uma semente por tubete. Utilizaram-se 150 repe-
ticbes. Apos 150 dias, foram escolhidos, ao acaso,
110 tubetes, e foi avaliado o nimero de plantas existente
em cada recipiente. Essas plantas foram numeradas e trans-
plantadas para sacos de plastico de 4,8 dm? contendo o
mesmo substrato, sendo, sempre, conduzidas em haste
Unica. Aos 300 dias apos a semeadura, foi realizada a ava-
liacdo da morfologia das folhas e da altura das plantas.

A caracterizagdo genética foi realizada utilizando-se
nove sistemas isoenzimaticos: esterase (EST), fosfatase
acida (APS), fosfoglucomutase (PGM), 6-fosfogluconato
desidrogenase (6-PGDH), glutamato oxaloacetato
transaminase (GOT), isocitrato desidrogenase (IDH),
leucina aminopeptidase (LAP), malato desidrogenase
(MDH) e xikimato desidrogenase (SKDH).

Na andlise de isoenzimas, as folhas maduras de todas
as plantas foram lavadas em agua corrente, mergulhadas
em agua destilada e secadas em papel toalha. As amostras,
compostas por 10 mg de folha, foram transferidas para
placas de porcelana com sulcos arredondados, onde foram
mantidas sobre cubos de gelo. Em seguida, foi feita a
maceragdo com bastdo de vidro esmerilhado na presenca
de tampdes especificos. Para a extragdo, utilizou-se tam-
pao composto por histidina pH 6,5 com solucdo de
mercaptoetanol a 0,15%, na proporc¢do 1:2, para os siste-
mas APS, GOT, 6-PGDH, IDH, LAP, MDH, PGM e
SKDH, e o tampdo proposto por Scandalios (1969), com
pH 8,3, mais solucdo de mercaptoetanol a 0,15%, na pro-
porcao 1:1, para o sistema EST.

Apos a extragdo, foi feita a embebicdo do extrato com
papel Wattmann 3MM e aplicacdo em orificios de
1,5 x4,0 mm, feitos com auxilio de pente de a¢o inoxidavel
em géis de poliacrilamida. A eletroforese foi realizada em
sistema horizontal, utilizando tamp&o de Shields et al.
(1983) e géis de poliacrilamida a 5% para o0s sistemas
6-PGDH, IDH, MDH, PGM e SKDH, e tampédo de
Scandalios (1969) e géis de poliacrilamida a 6% para LAP,
APS e GOT e 5% para EST. As migragdes eletroforéticas
foram realizadas em camara fria a uma temperatura média
de 4°C. A diferenca de potencial foi mantida em torno de
10 V cmL, interrompendo-se a corrente elétrica quando o
fronte, marcado pelo azul de bromofenol, atingiu 9 cm do
ponto de aplicacao.
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Para revelacdo histoquimica, foram utilizados métodos
descritos por Scandalios (1969) para APS, EST e LAP;
Vallejos (1983) para IDH, 6-PGDH, PGM e SKDH; e
Ayalaet al. (1972) para GOT e MDH. Os géis foram man-
tidos em estufa a 37°C, até o aparecimento das bandas.
A fixacdo foi realizada em solugdo composta por agua des-
tilada, metanol e &cido acético, na proporcéo 5:5:1.

A interpretacdo dos resultados foi feita considerando-
se a mobilidade relativa das bandas, selecionando-se so-
mente as bandas consistentes e estaveis.

Resultados e Discussdo

A porcentagem de tubetes em que ocorreu o de-
senvolvimento de somente uma planta de trifoliata
foi de 92,7%. Este valor é considerado elevado, em
razdo do nivel acentuado de poliembrionia da culti-
var. Khan & Roose (1988) e Moore & Castle (1988)
obtiveram resultados semelhantes para trifoliata, res-
pectivamente 90% e 86%. Segundo Frost & Soost
(1968), as cultivares poliembriénicas apresentam uma
grande variacdo quanto ao nimero de embriGes que
se desenvolvem por semente. A média obtida, no
presente trabalho, foi de 1,07 plantas/semente, atin-
gindo o numero maximo de duas plantas. Outras es-
pécies de porta-enxertos de citros apresentam valo-
res médios superiores a dois (Moore & Castle, 1988).

Nos oito casos em que houve desenvolvimento
de duas plantas a partir de uma mesma semente, no-
tou-se um diferencial acentuado no tamanho das
plantas. Em funcéo da genética do Poncirus, era
esperado que a planta maior fosse de natureza
nucelar e a menor zigotica, ocorrendo, nesta Gltima,
depressdo genética (Cameron & Frost, 1968). Porém,
as analises com isoenzimas revelaram a natureza
nucelar de ambas em todos os casos estudados.
O crescimento diferenciado deve ter ocorrido, pro-
vavelmente, em raz&o da posigao favoravel a germi-
nacdo de determinado embrido nucelar ou ao maior
tamanho de um deles (Frost & Soost, 1968).

A andlise com o0s sistemas isoenzimaticos utiliza-
dos revelou a presenca de sete plantas zigéticas, ou
seja, 5,9% da populacéo. Ashari et al. (1988) obtive-
ram 2,6% e Roose & Traugh (1988) 18% com a mes-
ma selecdo. As condicGes edafoclimaticas e as espé-
cies polinizadoras apresentam grande influéncia na
ocorréncia de plantas zigéticas (Soost & Cameron,
1975). O tamanho reduzido do tubete (50 cm3) e a
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forma adensada com que foram dispostos em supor-
tes metalicos, gerando competicdo por luz e nutrien-
tes, pode ter contribuido para a inibicéo da germina-
cao de outros embrides.

As plantas zig6ticas podem ter se originado por
autopolinizacdo, cruzamento com outras plantas de
trifoliata ou mesmo com espécies de Citrus (Swingle
& Reece, 1967). Segundo Khan & Roose (1988), a
probabilidade das plantas zigdticas obtidas terem
sido originérias de espécies de Citrus é baixa, em
fungdo da trifoliata florescer 20 a 30 dias antes.
Em condicGes de polinizagdo aberta, como ocorreu
no presente trabalho, esses autores verificaram que
a maioria das plantas zigoticas foi proveniente de
autopolinizacéo e polinizagdo por outras plantas de
trifoliata. A auséncia de distancia genética entre 0s
parentais pode ter sido uma das causas da baixa por-
centagem de plantas zigéticas obtida, por aumentar
significativamente a probabilidade de depresséo ge-
nética pela manifestacdo de genes deletérios
recessivos em homozigose nas plantas zigéticas
(Cameron & Frost, 1968).

A eficiéncia do uso de sistemas isoenzimaticos
na separacgéo de plantas nucelares e zigdticas de
trifoliata é bastante conhecida (Roose & Traugh,
1988), principalmente por se tratar de um marcador
co-dominante e do nivel de heterozigosidade do
Poncirus trifoliata (Federici et al., 1998). Porém, ndo
se pode descartar a probabilidade da existéncia de
mais plantas zigéticas na populagdo. Os sistemas
APS, EST, PGM, IDH, LAP, 6-PGDH e SKDH néo
apresentaram polimorfismo nas plantas analisadas,
enquanto os sistemas GOT e MDH proporcionaram
a identificacdo de cinco plantas zig6ticas cada um,
sendo que, em ambos o0s casos, duas plantas
zigo6ticas foram identificadas por um s6 sistema (Fi-
gural).

A diferenciacdo das plantas nucelares e zigoticas
ndo pbde ser obtida por meio da morfologia foliar.
Khan & Roose (1988) também néo obtiveram éxito
utilizando este carater para a trifoliata. Todas as plan-
tas zigoticas apresentaram folha trifoliolada, o que
era esperado pelo fato de o caréater ser regulado por
um gene dominante (Frost & Soost, 1968).

N&o houve distribui¢do normal dos dados em ra-
z&8o da existéncia das classes de 30,5 cm a 95,3 cm,
em que se encontraram todas as plantas zigéticas
identificadas (Figura 2). A altura das plantas zigéticas
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foide 51,5 cm, 60,5 cm, 71,8 cm, 86,0 cme 87,8 cm, e
duas delas morreram. A importancia da sele¢do dos
porta-enxertos é conhecida desde que Webber (1932)
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Figura 1. Representacéo dos padrdes isoenzimaticos ob-
tidos com glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) e
com malato desidrogenase (MDH) em plantas nucelares e
zigbticas de trifoliata.
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Figura 2. Distribuigdo de freqtiéncias de plantas nucelares
e zigoticas de trifoliata em razdo da altura, 300 dias apds a
semeadura.
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demonstrou que plantas de laranja “Valencia’ enxer-
tadas sobre plantas zig6ticas eram menos vigorosas
que aquelas em porta-enxerto de origem nucelar.
Desde entdo, a selecdo vem sendo realizada nos vi-
veiros comerciais, eliminando-se as plantas menos
vigorosas (Moore & Castle, 1988).

Os resultados confirmam a aplicacdo deste méto-
do prético de selecdo também para porta-enxertos de
trifoliata produzidos em tubetes em ambiente prote-
gido, sendo recomendada a eliminacéo de cerca de
30% das plantas. Isto é bastante importante para o
produtor, pois avaliacBes realizadas por Khan &
Roose (1988) demonstraram que, em média, as plan-
tas zig6ticas de trifoliata produzem 11% a menos do
que as nucelares. Deve-se, também, ressaltar que na
populacdo ndo foram encontradas plantas zigoticas
manifestando vigor hibrido, como verificado em cru-
zamentos de Citrus grandis x Poncirus trifoliata e
de (C. sinensis x C. paradisi) x P. trifoliata (Cameron
& Frost, 1968).

Conclusdes

1. Amaioria das sementes de Poncirus trifoliata
originam apenas uma planta, a despeito do grau de
poliembrionia, sendo de origem nucelar.

2. A porcentagem de plantas zigdticas de
P. trifoliata, obtidas de sementes de arvores com
polinizacdo aberta, é baixa (5,9%).

3. A identificacdo de plantas zigéticas pode ser
realizada mediante o uso de marcadores
isoenzimaticos, porém ndo se recomenda o uso de
caracteres foliares com essa finalidade.

4. As plantas zigdticas encontram-se entre as de
menor altura na populacdo, podendo ser descarta-
das pela eliminag&o de 30% das plantas menores.
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