CorrelacOes entre viabilidade de polen e caracteristicas de frutos
em mutantes de laranjeira ‘Péra’

Rodrigo Rocha Latado®, Julio Silvio Sousa Bueno Filho®, Jorgino Pompeu Junior® e Augusto Tulmann Neto®

(MUniversidade de S&o Paulo (USP), Centro de Energia Nuclear na Agricultura (Cena), Laboratério de Melhoramento de Plantas, Av. Centenario,
303, CEP 13400-970 Piracicaba, SP. E-mail: rrlatado@cena.usp.br, tulmann@cena.usp.br @Universidade Federal de Lavras, Dep. de Cién-
cias Exatas, Caixa Postal 37, CEP 37200-000 Lavras, MG. E-mail: jssbueno@ufla.br ®)Centro APTA Citros, Rod. Anhanguera, Km 158,
s/ne, Caixa Postal 04, CEP 13490-970 Cordeirdpolis, SP. E-mail: jorgino@centrodecitricultura.br

Resumo — O objetivo deste trabalho foi avaliar, durante dois anos, a viabilidade de gréos de pdlen e as correla
¢Bes entre essa viabilidade e as caracteristicas de frutos de plantas mutantes de laranjeira ‘ Péra’. As plantas
mutantes foram obtidas a partir de tratamento de borbulhas com raios-gama e sel ecionadas ap0s trés propaga-
¢Oes vegetativas. A viabilidade dos gréos de pdlen foi avaliada pel o método de coloragdo com carmin acético.
N&o houve diferencas entre anos na viabilidade de gréos de pdlen e no nimero de sementes por fruto, indicando
gue estes caracteres ndo foram af etados pel as alteragdes ambientais anuais. Correl agdes positivas e significati-
vas foram observadas entre a viabilidade média dos gréos de pdlen e o nimero médio de sementes por fruto e,
também, com o teor de solidos sol ivei s totai s do suco dos frutos. Uma das razdes para a existéncia de mutantes
com menor nimero de sementes por fruto é a baixa porcentagem de gréos de pélen viaveis.

Termos paraindexacdo: Citrus sinensis, suco, mutagéo, sementes.

Correlations between pollen grain viability and fruit characteristics in ‘Péra’
sweet orange mutants

Abstract — The objective of thiswork was to evaluate the pollen grain viability of ‘Péra’ sweet orange mutant
plantsand to estimateits correlation with fruit characteristics. M utant plantswere obtained from shoot treatment
with gamma-rays and selected after three vegetative propagations. Pollen grain viability was evaluated using
carmine-acetic staining method. No difference wasfound between yearsfor pollen grain viability and for number
of seeds per fruit, indicating that these characters were not affected by the yearly environmental alterations.
Positive correlations were found between pollen grain viability and mean number of seeds per fruit, and with the
total soluble solid content injuice. Therefore, one of the reasonsfor the smaller number of seeds per fruit in these

mutantsis the low percentage of viable pollen grain.

Index terms: Citrussinensis, juice, mutation, seeds.

Introducéo

Apesar de o Brasil ser o maior produtor mundial de
laranjas e de suco citrico, sua participagdo no comeércio
internacional defrutascitricasparao consumoin natura
€ pequena. (Agrianual, 2002). Uma das principais ra-
z0es € ainexisténcia de variedades com frutos sem se-
mentes e com caracteristicas adequadas para a expor-
tacdo (Pio, 1993).

A laranjeira‘Péra (Citrussinensis (L.) Osbeck) éa
principal variedade cultivada no Estado de S&o Paulo,
com 37,8% do total, sendo utilizada tanto no
processamento de suco como no mercado defrutasfres-
cas (Pompeu Junior, 2001).

Em citros, a auséncia ou o baixo nimero de semen-
tes podem ser causados pelaesterilidade feminina, auto-
incompatibilidade e partenocarpia (Yamamoto &
Tominaga, 2002), incompatibilidade com polen de ou-
tras variedades (Wallace & Lee, 1999), esterilidade
masculina, causadapelaexisténciadeflorescom anteras
abortadas (Yamamoto et al., 1992, 1993), baixa produ-
¢80 de graos de pdlen nas anteras (Yamamoto et a.,
1992, 1993) e por flores contendo polen com baixavia-
bilidade (Moreira& Gurgel, 1941).

A influéncia da fonte de p6len em caracteres rele-
vantes relacionados a producdo e a qualidade de frutos
citricos ja foi comprovada, principalmente na taxa de
pegamento de frutos, no peso de frutos, no nimero de
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sementes por fruto, na acidez e no contelido total de
aclcares do suco (Vithanage, 1991; Wallace & Lee,
1999). Estainfluéncia mostra-se mais pronunciada em
variedades auto-incompativeis.

Latado et al. (2001) selecionaram, entre 127 clones
mutantes de laranjeira ‘ Péra’, nove clones com frutos
sem sementes (menos de uma semente por fruto) e 15
outros com frutos contendo baixo nimero de sementes
(entre uma e duas sementes por fruto), obtidos a partir
de mutagénese induzida com raios-gama.

O objetivo destetraba hofoi avaiar, durantedoisanos,
correlacles entre a viabilidade de gréos de polen e al-
gumas caracteristicas de fruto, em mutantes de laran-
jeira ‘Pérd .

Material e M éodos

Umtotd de 121 clonesmutantesdelaranjeira’ Péral AC,
pré-imunizada contra o virus-da-tristeza dos citros, foi
sel ecionado numa popul agéo de plantas obtidas a partir
deborbulhasirradiadas com 40 Gy deraios-gama, seguido
de trés propagacOes vegetativas (Tulmann Neto et al.,
1996). Esses clones mutantes apresentaram umaou mais
caracteristicas distintas do materia inicial, tais como
menor porte, frutos com menor nimero ou ausénciade
sementes, frutos maiores ou menores, frutos com
maturacdo precoce ou tardia e plantas com alta produ-
tividade.

O pomar contendo esses clonesfoi instalado em 1993,
naEstacdo Experimental do Instituto Biol 6gico do Estado
de Sdo Paulo, em Presidente Prudente. O espacamento
deplantiofoi de4,0x7,0 m, perfazendo quatro hectares,
semirrigacdo. Foram avaliadas 129 plantas, compreen-
dendo os 121 clones mutantes e oito plantas-controle
obtidas daplanta original ndo-irradiada. Todas as plan-
tasforam enxertadas sobrelimoeiro‘ Cravo’ (C. limonia
Osb.).

Dez botdes florais, em estédio de desenvolvimento
maximo e antes daantese, foram col etados de cadaplan-
ta e mantidos em placas de Petri durante 24 horas, até a
abertura das anteras, as quais foram col etadas com au-
xilio de pinga, transferidas para tubos de plastico con-
tendo 0,5mL de solucgdo 3:1 (a8 cool absoluto:acido acético
glacial) earmazenadas a4°C, até 0 momento dasandises.

A viabilidade depdlenfoi avaliadapor meio dacolo-
ragdo com carmin acético a 2,5% sobre |&minas de vi-
dro, seguida de observacdo em microscépio 6tico
(Domingues et a., 2000). Os gréos viaveis apresenta-
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vam-se circulares, com superficie uniforme e coloragéo
vermel ho-intenso, enquanto os gréosinviaveis apresen-
tavam menor tamanho, superficieirregular, formato no-
uniforme e colorag&o amarel o-claro.

Os experimentos foram realizados nos anos de 1999
€2000. Em cadaano, anotou-se a porcentagem de gréos
de pdlen viaveis de cada tratamento, em trés observa-
¢Oes, e calcularam-se a média de cada tratamento e a
porcentagem média de gréos de pblen vidveis.

Osfrutos resultantes de polinizagdo livre foram ava-
liados mediante a coleta de amostras de frutos ao aca-
so, de cada tratamento (planta), nos anos 2000 e 2001.
Mediram-se aaturaealargurade dez frutos e calcula-
ram-se a altura e alargura média do fruto de cada tra-
tamento em cada ano e a média dos dois anos. Os fru-
tos foram ent8o pesados, calculando-se 0 peso médio
de frutos de cada tratamento em cada ano e a média
dos doisanos.

O suco dos dez frutos de cada tratamento foi extrai-
do ehomogeneizado. Retirou-se umaamostrade 200 mL
para andlise de suas caracteristicas. Os teores de soli-
dos soluveis totais (SST) foram determinados em
refratdmetro e os valores expressos em graus Brix.
A acidez total foi determinadapor meio detitulacdo, de
acordo com Latado et al. (2001). O ratio (relagdo
acidez:solidos soliveis) foi calculado por meio darazéo
entre 0 SST e aacidez total titulavel daamostra. Utili-
zaram-se 0s dados obtidos em dois anos para o calculo
do teor médio de solidos solUveis, da acidez média do
suco e do ratio médio.

As sementes dos dez frutos foram contadas, cal-
culando-se o nUmero médio de sementes por fruto
dos tratamentos em cada ano e a média obtida nos
dois anos de avaliagéo.

Os dados de porcentagem de gréos de polen vidveis
foram submetidos a transformac&o arco seno da raiz
guadrada da porcentagem observada, de forma a se
estabilizar avarianciaresidual entre os clones.

Foram feitas andlises de variancia preliminares con-
forme o modelo: yijx = m + g + ¢ + (aC);j + &k, €M que
Yijk corresponde a cada um dos caracteres observados
nak-ésimarepeticéo do clonei no anoj; m éumacons-
tante experimental; & sdo os efeitos dos anos i; ¢; sdo
osefeitosdosclonesj; (ac);; sdo osefeitos dasinteragtes
entre osclonesi e 0sanosj; e gk €0 erro experimental.

Em seguida foram cal culadas e testadas correl agdes
de Pearson para medir a associacéo entre os diversos
caracteres que apresentaram variabilidade: porcentagem
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de gréos de p6len com niimero médio de sementes por
fruto, tamanho e peso médio de frutos, teor de sélidos
solliveistotais (SST), acidez médiaeratio médio do suco.

Resultados e Discussao

A porcentagem média de gréos de pdlen viaveis nos
clones mutantes variou entre 8,1% a 68,9%, efoi consi-
derada alta, j& que esses mutantes foram obtidos a par-
tir do tratamento mutagénico de apenas um material ori-
gina (controle), cujaviabilidade média de pdlen foi de
51,7% (Tabela 1). Por meio do teste F, detectou-se que
asdiferengas naviabilidade de polen dos diversostrata-
mentosforam significativas.

Esta alta variac&o na porcentagem de gréos de pélen
vidveis pode ser creditada a ocorréncia de mutaces
em plantas, 0 que resultou haproducdo de mutantes com

Tabela 1. Nimero de sementes por fruto e viabilidade de p6-
len de alguns clones mutantes de laranjeira ‘Péra’ (Citrus
sinensis(L.) Osbeck) edo controle.

Clones NuUmero de sementes Viabilidade de pdlen
mutantes por fruto (%)
58 0,2 8,1
16 0,2 21,7
59 0,2 20,1
27 0,3 17,6
21 0,3 28,5
33 04 54,2
101 05 22,5
28 0,6 29,0
71 0,6 30,2
6 0,7 27,0
78 08 16,6
41 0,8 154
32 1,0 394
46 1,0 55,5
42 11 31,8
57 11 16,3
13 12 18,1
110 6,4 59,5
35 6,7 58,3
44 6,8 63,1
133 6,9 61,8
61 6,9 52,1
63 74 57,6
11 7,6 56,8
73 8,2 68,9
Controle 53 51,7
E 4,3%* 4,0%*
CV (%) 21,1 35,7

flores contendo p6len com baixaviabilidade. De acordo
com Moreira & Gurgel (1941), em citros, a variagéo
encontradanaviabilidade de pdlen entre plantas de uma
mesma variedade e de origem Unica é geramente pe-
quena.

No entanto, a viabilidade de pdlen pode variar mais
guando se comparam distintas variedades de citros.
Moreira & Gurgel (1941) encontraram, em laranjeiras
doces, viabilidade de pdlen entre 0% e 90%, enquanto
Domingues et al. (2000) encontraram valores entre
28,1% e 57,3%, na avaliacdo de diversos clones de la-
ranjeira ‘Péra’.

Com relag8o ao numero de sementes por fruto,
observou-se também uma alta variagdo entre os
mutantes, com médias entre 0,2 e 8,2 sementes por fru-
to, enquanto o controle apresentou frutos com médiade
5,3 sementes, nos dois anos consecutivos do experimento
(Tabela 1). Essavariacdo € também atribuida a presen-
¢a de mutantes induzidos que produziram frutos com
baixo nimero de sementes.

N&o foi observada a existéncia de diferencas entre
osanosnaviabilidade de gréos de pdlen e no nimero de
sementes por fruto, indicando que esses caracteres ndo
foram afetados pelas variagbes ambientais anuais.

Uma correlagdo positiva e altamente significativa
foi encontrada entre a viabilidade média dos graos de
pdlen e 0 nimero médio de sementes por fruto nas plan-
tas avaliadas (Tabela2). Os mutantes que apresenta-
ram polen com baixaviabilidade possuiam baixo nime-
ro de sementes nos frutos, enquanto alta viabilidade
de pdlen mostrou-se associada a um ato nimero de
sementes, com excegdo dos clones 33 e 46, que apre-
sentaram mediana viabilidade de pdlen (acimade 50%)
efrutos contendo baixo nimero de sementes (Tabela 1).

Tabela 2. Correlagdo do nimero de sementes por fruto (Y 4),
do peso médio (g) defrutos (Y ,) edo teor de sélidos sollivels
totais (°Brix) do suco defrutos (Y 3), com aviabilidade média
degréosde pdlen (X), declonesmutantesdelaranjeira‘ Péral

(Citrussinensis (L.) Osbeck) e do controle®,

Equacao de regressdo Coeficiente de correlagdo
Y,=0,17X -3,36 r=0,76**
Y,=0,62X + 161,22 r =0,22m
Y,=0,03X +9,39 r=0,34%*

(WMédias de dez frutos de cada planta, compreendendo 32 plantas do
controle e quatro plantas de cada clone mutante, durante dois anos
consecutivos. **Significativo a 1% de probabilidade.

(WA viabilidade média de gréos de pdlen foi transformada por arco seno
da raiz quadrada da porcentagem observada. "Nao-significativo. **Signi-
ficativo a 1% de probabilidade.
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No agrupamento de plantas pelo nimero médio de
sementes por fruto, verificou-se que o grupo que apre-
sentou frutos com maior nimero de sementes (acima
de 4 sementes por fruto) associou-se aumamaior ferti-
lidade de pdlen (maior que 40%). No grupo de plantas
gue se situaram na faixa de 0 a 2 sementes por fruto,
observou-se uma alta variabilidade na porcentagem de
gréosde pdlenviaveis.

Moreira& Gurgel (1941), avaliando diversas varie-
dades de citros, encontraram resultados semelhantes,
verificando umacorrelagdo significativa, mas mediana,
entre a viabilidade de gréos de pdlen e o nimero de
sementes por fruto (coeficiente de correlagdo r = 0,53).
Esses autores também observaram que as variedades
com frutos contendo grande nimero de sementes, aci-
made 20, requeriam umamaior fertilidade de pdlen. Ja
Yamamoto et al. (1993) observaram em progénies hi-
bridas de citros que o nimero de sementes por fruto
estava diretamente relacionado com a quantidade de
pdlen produzido nasflores.

Considerando que o presente estudo foi realizado em
plantas com polinizacdo aberta e que, segundo
Domingues & Tulmann Neto (1999), em laranjeirasdo-
cesaalogamiaé predominante sobre aautogamia, deve-
se considerar a possibilidade de, nas plantas mutantes,
também ter havido umareducdo naviabilidade dos 6vu-
los proporcional a ocorrida nos gréos de pélen. Consi-
derando-se apossibilidade da ocorrénciade auto-incom-
patibilidade em plantas de laranja ‘ Péra, relatada por
Domingues & Tulmann Neto (1999) em diferentes
clones, poder-se-iasugerir que areducdo observadano
nimero de sementes de alguns mutantes € decorrente
damenor viabilidade de 6vulos e ndo de gréos de pélen
daplanta. Estudos dever8o ser realizados paraaconfir-
macdo desta hipdtese.

Deforma semelhante ao verificado quanto ao nlme-
ro de sementes por fruto e quanto a viabilidade de pé-
len, observou-setambém altas e significativasvariaces
naatura, largurae peso de frutos de alguns clones (Ta-
bela 3). Este fato comprova a ocorréncia de mutactes
em plantas, resultando na obtenc&o de clones que pro-
duzem frutos maiores e em outros casos, a producéo de
frutos menores, sendo esta Ultima considerada como
indesgjavel paraautilizagdo comercial.

Correlagdes positivas, porém ndo-significativas, fo-
ram observadas entre a viabilidade média dos gréos de
pdlen e os pardmetros peso médio de frutos, alturamé-
dia e largura média de frutos (Tabela 2). Assim, o au-
mento da viabilidade média de graos de polen resultou
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em apenas um pequeno incremento no tamanho e no
peso médio dos frutos e as plantas com flores contendo
maior porcentagem de pélen vidvel ndo apresentaram
frutos maiores e nem mais pesados.

N&o foram observados mutantes que produziram fru-
tos com caracteristicas distintas das do controle, com
relacdo aos par&metros teor de solidos solUvels totais
(SST), acidez total e ratio, pois a andlise de variancia
demonstrou ndo haver diferencas estatisticamente sig-
nificativas entre os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 3. Altura, largura e peso de frutos de alguns clones
mutantes de laranjeira‘ Péra (Citrus sinensis (L.) Osbeck) e
do controle®.

Clones Altura de fruto Largurade Peso de fruto

mutantes (cm) fruto (cm) @)
13 58 59 110,0
41 6,1 59 120,0
64 6,5 6,2 135,0
25 6,5 6,5 160,0
57 6,6 6,1 132,5
16 7,7 6,9 207,5
71 7,7 7,6 2375
33 79 72 220,0
10 8,0 75 250,0
55 8,2 7,7 250,0

Controle 7,1 6,7 176,1

F 5,2%* 2,6% 3,0%*

CV (%) 2,8 42 10,6

(WMédias de dez frutos de cada planta, compreendendo 32 plantas do
controle e quatro plantas de cada clone mutante, durante dois anos
consecutivos. * e **Significativo a 5% e a 1% de probabilidade, respec-
tivamente.

Tabela 4. Teor de sdlidos sol iveistotais (°Brix), acidez total e
ratio (relagdo solidos sollvels totais:acidez) do suco de fru-
tos de alguns clones mutantes de laranjeira ‘Péra’ (Citrus
sinensis(L.) Osbeck) edo controlel®,

Clones Sélidos Acidez Ratio
mutantes solliveis totais total

16 95 0,4 21,6

41 10,3 05 20,0

6 9,6 05 191

52 12,1 0,7 18,5

21 8,8 0,6 15,1

76 12,4 0,8 14,9

56 11,0 1,0 11,5

106 9,8 0,6 11,3

28 99 0,9 11,0

57 11,1 11 10,4

Controle 10,6 0,7 14,9
F 15% 1,3™ 1,1

CV (%) 7,8 19,8 16,2

(WMédias de dez frutos de cada planta, compreendendo 32 plantas do
controle e quatro plantas de cada clone mutante, durante dois anos
consecutivos. "Nao-significativo.
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Encontrou-se uma correlacdo positiva significativa
mas de magnitude mediana entre a viabilidade média
dos gréos de pdlen e 0 SST do suco dos frutos (Tabe-
la 2). Japaraas correlagdes daviabilidade do polen, com
acidez e com ratio, os coeficientes foram ndo-significati-
vos (r = 0,03, acidez; er = 0,11, ratio do suco).

Segundo Wallace & Lee (1999), os efeitos de xenia,
decorrentes da fonte de pdlen, sdo mais pronunciados
em variedades de citros auto-incompativeis, mas podem
também ser observados em autocompativeis. Esses au-
tores observaram efeitos de xenia no nimero de se-
mentes por fruto, no contelido de aglicares do suco e no
tamanho de frutos de tangerinas. Jano presente estudo,
observou-se um elevado efeito de xenia no nimero de
sementes por fruto e mediano efeito no teor de solidos
sollveis (SST) do suco.

Conclusdes

1. As correlagOes da viabilidade média dos gréos de
pdlen com o niimero médio de sementes por fruto ecom
os teores de solidos solUveis totais do suco de frutos de
laranjeira‘ Péra’ sdo positivas e significativas.

2. Né&o hacorrelacdo entreaviabilidade médiados gréos
de pdlen e caracteres de frutos de laranjeira “ Péra’ (altu-
ra, largura e peso) e do suco dos frutos (acidez e ratio).
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