OBTENGAO DE PORTA-ENXERTOS INTERGENERICOS EM CITROS!
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RESUMO - Com o objetivo de diversificar porta-enxertos para citricultura em raziio da suscetibilidade
dos citricos a doengas e pragas, hibridos de Poncirus trifoliata (L.) com limao ‘Cravo’ (Citrus limonia
Osbeck]), obtidos e j4 instalados no pomar da Universidade Federal de Lavras, MG, foram estudados,
para verificar a possibilidade de sua aceitag3o como futuros porta-enxertos. Em estudos comparativos
entre os parentais masculino e feminino com os hibridos, frutos coletados foram mensurados, suas se-
mentes, contadas, € os embridies, excisados ¢ inoculados in vitro, determinando-se a taxa de poliembrionia.
Verificou-se que quanto as caracteristicas niimero total de sementes, nimero de sementes vidveis e
difmetro total do fruto ndo houve influéncia dos parentais, A taxa de poliembrionia dos frutos obtidos pe-
la polinizagZo artificial (2,39 embrides/semente) n¥o foi mantida nos frutos das progénies hibridas
(1,21 embrides/semente), podendo estas ser caracterizadas corno monoembridnicas, porém foi similar &
do parental feminino, que em média apresentou 1,41 embrido/semente.

Termos pai-a indexago: melhoramento de plantas, propagagao, polinizagfio, cultura de tecidos, poliembrionia,
lim3o ‘Cravo’, Citrus limonia, Poncirus trifoliata.

OBTAINMENT OF INTERGENERIC ROOTSTOCKS IN CITRUS

- ABSTRACT - Inbreds Poncirus trifoliata (L.) Raf x Rangpur limes (Citrus limonia Osbeck) from the
- orchard of Universidade Federal de Lavras, MG, Brazil, were obtained as rootstocks for pest and disease
.. resistance. Studies comparing male and female progenitors with their inbreds were carried out: fruits
harvested were measured, seed numbers were taken, and polyembryony index was determined by excis-
ing the embryos at several development stages and inoculating them in vitro. The trifoliate trend of male
progenitor (*Trifoliata’ lemon) kept the dominance over the normal female progenitor (‘Cravo’ lemon).
No progenitor dominance for seed total number, viable seeds number, and fruit diameter was observed.
Fruit polyembryony index obtained throught artificial pollination (2.39 embryos/seed) were maintained in
inbred progenies (1.21 embryo/seed), indicating that such traits are able to be characterized as
monoembryonics, although they were similar to the female progenitor which showed 1.41 embryo/seed.

Index terms: plant improvement, propagation, pollination, tissue culture, polyembryony, Rangpur lime,
Citrus limonia, Poncirus trifoliata.

INTRODUCAO

O Brasil ocupa, atualmente, a primeira posigio
em produgdo ¢ exportagdo de suco de laranja con-
centrado congelado. A citricultura, apesar de in-
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meras dificuldades, vem apresentando incremento
considerdvel na drea plantada, e suas perspectivas
futuras s3o promissoras, principalmente pela diver-
sificagio de mercados consumidores (Del Grossi
et al., 1992). O Pais possui condigdes edafocli-
maticas favordveis A citricultura, embora a maior
produgdo verificada nos (ltimos anos tenha sido
causada unicamente pelo aumento da 4rea plantada.
A produtividade ¢ muito baixa, em comparago com
a de outros paises.

Imimeros porta-enxertos sdo disponiveis, porém
apresentam deficiéncias, em menor ou maior grau.
Nos altimos anos, a propagagio de citros tem-se
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concentrado na utiliza¢3o do limfo ‘Cravo’ {Citrus
limonia Osbeck), que, segundo Pompeu Jinior
(1990), estd presente em 80% dos pomares nacio-
nais, O uso generalizado dessa espécie torna a
citricultura brasileira geneticamente vulnerével
(Passos, 1980}, pois o limdo ‘Cravo’ é susceptivel
a algumas doengas, principalmente ao declinio.

Diante do exposto, verifica-s¢ a necessidade de
diversificar a utilizagdo de porta-enxertos, 0 que
pode ser feito por meio do melhoramento genéti-
co.

Os trabalhos de melhoramento de espécies ci-
tricas tiveram infcio na Franga por A. Bernard, em
1894, com a obtengdo de alguns hibridos
(Citranges) com maior resisténcia ao frio. Contu-
do, referéncias antigas sdo escassas, principalmen-
te as relacionadas com hibridagdes interespecificas,
que s3o importantes para o trabalho de melhoramen-
to. A maioria dos citricos pertence aos géneros
Citrus, Fortunella e Poncirus, apesar de apresen-
tarem grande variabilidade (Cameron & Soost,
1976) e facilidade de hibridagdes naturais {Chapot,
1975; Moreira, 1980). Quando s3o feitos trabalhos
de hibridagfio artificial visando 4 obtengdo do hi-
brido, este niio se desenvolve satisfatoriamente, por
problemas ligados 3 poliembrionia (Moreira et al.,
1947; Frost & Soost, 1968).

A poliembrionia ¢é caracterizada pela presenga
de dois ou mais embrides na mesma semente
{Moreira et al., 1947; Gurgel & Soubihe Sobrinho,
1951). E um fendmeno comum em muitas espé-
cies de citros, cujas sementes geralmente apresen-
tam o desenvolvimento desses embrides nucelares
concomitantemente ao embrido sexual, que surge
na extremidade micropilar do nucelo, projetando-
-se para dentro do saco embrionario (Maheshwari
& Swamy, 1958). Segundo vérios autores, a
poliembrionia ¢ dominante sobre a monoembrionia
{Russo & Starrantino, 1975).

Poucos s3o os conhecimentos genéticos dispo-
niveis sobre caracteres relacionados aos citros.
Dada a elevada heterose, progénies de natureza
zigdtica provenientes de hibridagdes sdo muito
desuniformes, apresentando ampla variago de
caracteres na geragdo Fl, sendo a ocorréncia de
heranga simples raramente indicada (Furr, 1969).
Tangerinas e P. trifoliata sdo poliembridnicos. O
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limio ‘Cravo’, entretanto, possui baixa e constante
porcentagem de poliembrionia (Prates & Pompeu
Janior, 1981).

Em face dos intimeros problemas apresentados
pelo género Citrus, como esterilidade gamética,

. longo periodo juvenil e polembrionia, a biotecnolo-

gia apresenta alternativas vidveis que quando utili-
zadas s3o instrumentos valiosos, principalmente em
trabalhos de methoramento. A técnica de cultura de
embrides favorece estudos mais aprofundados na
drea de fisiologia e melhoramento, pois permite o
resgate de embrides hibridos imaturos oriundos de
cruzamentos incompativeis (Pasqual & Pinto,
1988). '

E necessério pensar no melhoramento genénco
das variedades-copa e na selegiio de porta-enxertos
adequados aos desafios impostos pela citricultura,
com 0 objetivo de aumentar a produtividade.

No melhoramento genético, ¢ ‘Trifoliata’ é mui-
to empregado, pois além de produzir hibridos de
boa qualidade € portador de um gene marcador que
passa para os descendentes, tornando mais facil a
identificagdo do hibrido quando a variedade

- receptora do pdlen é poliembridnica e seus des-

cendentes herdam folhas tr:folloladas (Cameron &
Frost, 1968).

Vérios hibridos mtergenéncos tém sido produ-
zidos utilizando- -5¢ ‘o género Poncirus como
parental masculino, a exemplo de hibridos como
Citranges (P. trifoliata x Citrus sinensis), e
Citrumelos (P. trifoliata x C. paradisi).

Todavia, a heranga do caréter, em cruzamentos
que compreendem a participacio de Poncirus, é
mais complexa. A analise de progénies de 14 hibri-
dos de Citrus tendo como ancestral o Poncirus
sugere que mais de um gene deva estar envolvido
na manifestagdo da poliemb'rionia, presumindo-se
a presenga nio de um, mas de mais de dois genes
dominantes e complementares supondo- se que cle
seja heterozigoto em ambos os genes.

De forma semelhante, diversas cultivares
poliembridnicas de citros poderiam ser heterozi-
gotas ou homozigotas em relagfo a um ou em am-
bos os genes dominantes, de modo que a progénie
de hibridos dessas cultivares eventualmente apre-
sentaria grande variagfo de propor¢des de indivi-
duos poliembridnicos e monoembrlémcos
{Cameron & Soost, 1976).
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A busca incessante de porta-enxertos ananicantes
tem incentivado os pesquisadores a testarem o
‘Trifoliata’ e seus hibridos. Essa busca tem trazido
vantagens, pois apesar da baixa produgdo por plan-
ta, apresenta alta produgfo por drea, quando eleva-
das densidades de plantio sdo empregadas. Outras
caracteristicas importantes sio a excelente quali-
dade que esse porta-enxerto induz aos frutos da va-
ricdade nele enxertada, e suaresisténcia & “gomose”,
como pdde ser verificado por Feichtenberger et al.
(1977), testando quatro hibridos e quinze selegdes
de ‘Trifoliata’, tendo como copa a laranja ‘Hamlin'.

- O objetivo deste trabalho foi obter hibridos pro-
missores como porta-enxertos para citricultura.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no setor de Fruticul-
tura ¢ no laboratério de Biotecnologia da Universidade Fe-
deral de Lavras (UFLA), durante o perlodo de outubro de
1987 a fevereiro de 1995. As plantas utilizadas foram
selecionadas da colegao de variedades de porta-enxertos.
Como parental masculino, utilizou-se 0 Poncirus trifoliata,
¢ como parental feminino, o lim3o *Crave’, :

Os cruzamentos controlados entre “Trifoliata’ e *Cra-
vo’ foram feitos na época de floragio plena dos parentais,
no més de outubro de 1987. As flores masculinas foram
colhidas na fase de baldo e armazenadas em temperatura
ambiente em placas-de-petri contendo papel-filtro, até a
antese. Apds dois ou trés dias, quando ocorria a liberagio
dos grios de pélen, estando, estes, aptos para germinagio
no tubo polinico, foram efetuadas as polinizagdes das flores
do parental feminino, as quais também estavam na fase de
baldo. - U

- Selecionou-se uma flor em cada ramo, a qual foi emas-
culada, polinizada, protegida com saco de papel € identificada
com etiqueta, e a proteglio foi retirada trinta dias apés a
realizagio do cruzamento, As demais flores do ramo foram
eliminadas.

. Apds doze semanas, os frutos foram cothidos e levados
ao laboratério de Biotecnologia da UFLA, Os frutos foram
lavados em Agua corrente, mensurados, suas sementes re-
tiradas, contadas ¢ colocadas em selugo para desinfestagio
com hipoclorito de s6dio a 1%, por 20 minutos. A seguir,
foram levadas para cimara de fluxo laminar, onde seus em-
bries foram excisados com o auxilio de pinga e bisturi sob
estereomicroscopio com aumento de quarenta vezes. Os
embrides foram contados e colocados em tubos de ensaio
contendo meio MS, e apds o surgimento da folhas trifoliola-
das foram identificados como hibridos.
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Feita a caracterizagio dos hibridos, esses embrides fo-
ram transferidos para outros tubos individualmente, onde se
desenvolveram. Quando apresentavam em tomo de trés
pares de folhas, foram removidos dos tubos de ensaio, suas
rafzes foram lavadas em 4gua corrente para a retirada de
residuos do meio de cultura, e transplantados para vasos
contendo substrato estéril (areia lavada ¢ p6 de xaxim na
proporg3o de 1:1). As plantas foram cobertas com sacos
de pléstico € mantidas nas mesmas condigdes de laboratd-
rio, por urna semana. Em seguida, foram transferidas para
casa de vegetagdo € 05 sacos de plistico foram zbertos;
ap6s quinze dias, as plantas foram transportadas para va-
sos devidamente esterilizados e adubados, onde, ja
aclimatadas, receberam os cuidados normais de plantas
nessas condigdes. Quando atingiram o tamanho de 50 a
60 cm, foram transplantadas para local definitive, no Setor
de Fruticultura da UFLA.,

Apds a primeira floragio e o desenvolvimento dos fru-
tos, estes foram sclecionados na mesma fase ja citada an-
teriormente (12 a 15 semanas apds a polinizagio), sendo
coletados no més de fevereiro de 1995, abertos, e avaliados
0s seguintes caracteres: nimero total de sementes, nimero
de sementes vidveis, didmetro do fruto, ¢ taxa de poliem-
brionia, expressa pelo niimero total de embrides excisados
por frute, dividido pela quantidade total de sementes.

Para comparagéio dos dados obtidos, foram feitas as
mesmas observagdes, nas épocas adequadas, nos parentais
¢ nos frutos provenientes de hibridagio controlada. Os fru-
tos foram ¢olhidos quando apresentavam didmetro que fa-
cilitasse a individualizagfio e a contagem dos embtides, o
que se caracterizou por uma faixa ideal de viabilidade de
sementes. A faixa do limdo ‘Cravo’ esteve entre 27 ¢
35mm, ado ‘Trifoliata’ entre 27 e 34 mm, ¢ na das semen-
tes resultantes do cruzamento verificou-se que os didme-
tros dos frutos estavam entre 28 ¢ 33 mm, dez semanas
apés a polinizagiio (Ramos, 1990).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Verifica-se, na Tabela 1, que o parental masculi-
no apresentou valores mais elevados em relagio a
todas as caracteristicas analisadas.

Frutos provenientes do cruzamento artificial e
do hibrido apresentaram menor nimero total de se-
mentes do que a média dos pais. Os dados sugerem
que esse cardter ndo apresenta dominéncia. Porém,
¢ um dado promissor, principalmente para o hibri-
do que apresentou aproximadamente nove semen-
tes por fruto, pois o niimero de sementes por fruto
¢ muito importante, uma vez que os porta-enxertos
citricos sfo propagados por sementes.
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TABELA 1, Nimero total de sementes por fruto
(NTS), nimero de sementes vidveis
(NSV), didmetro dos frutos em mm (DF)
e taxa de poliembrionia (TP) nos pa-
rentais (‘Cravo’ e ‘Trifoliata’), *Crave’
em polinizacio artificial e hibridos

(*Cravo’ x ‘Trifoliata’).
Caracte- Parental Parental ‘Cravo’ Hibrido -
ristica Feminino Masculino (polinizagio (*Cravo’x
‘Cravo’ ‘Trifoliata’® artificial)  “Trifoliata’)
NTS 12,77 2893 10,20 9,33
NSV 12,13 26,61 8,40 8,22
DF 27,14 39,43 30,77 31,27
TP 14t 2,90 2,39 1,21

O numero de sementes vidveis apresentou com-
portamento similar & caracteristica anterior. Esse
cariter é primordial, pois talvez seja até mais im-
portante que o nimero de sementes, uma vez que
sd0 essas sementes que apresentam maior probabi-
lidade de germinagdo, resultando em maior nime-
ro de plantas obtidas por semente.

Analisando-s¢ o cardter didmetro de frutos, ob-
serva-se que 0 seu comportamento também nio
apresentou diferengas significativas em relagiio ao
dos anteriores. O didmetro, que na verdade pode set
considerado como peso e tamanho do fruto, tanto
em relago aos frutos da polinizag#o artificial como
em relagfio ao hibrido, apresenta comportamento
comum 3s caracteristicas citadas. Assim sendo,
pode-se deduzir que a expressdo desse cardter nio
temn nenhuma relagio com dominéncia e € necessa-
rio, tanto no tocante a este como a outros caracteres,
um estudo de heranga, para melhor elucidagio do
tipo de segregagio existente.

Verifica-se que a melhor taxa de poliembrionia
foi apresentada pelo hibrido (1,21), o que, na préti-
ca, caracterizaria essa semente como monoembrid-
nica, Também evidencia que a taxa de poliembrionia
do hibrido ¢ préxima a do parental feminino (1,41),
e que ha segregagdo do cardter, relacionada com a
taxa de poliembrionia adquirida nos frutos de
polinizagdo artificial (2,39); o caréter fora herdado
pelo progenitor masculino (2,90). Esses resultados
contrastam com os obtidos por Parlevliet &
Cameron (1959), Cameron & Frost (1968), Furr
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{1969), Russo & Starrantino (1975), Soost &
Cameron (1975), Cameron & Soost (1976), que
afirmam que a poliembrionia é dominante sobre a
monoembrionia. Entretanto, é prudente verificar
produgdes futuras, estudando-se esse cardter por
vérios anos, pois a interagio gendtipo ambiente
pode estar interferindo nos resultados. :

Alguns trabalhos feitos por Parlevliet & Cameron
{1959) mostram segrega¢do 1:1 nos cruzamentos
entre pais monoembribnicos envolvendo a tangeri-
neira ‘Ponkan’ (C. reticulata). Cameron & Frost
(1968) mencionam, contudo, que cruzamentos
envolvendo a tangerineira *Clementina’ (C.
clementina) como parental feminino e Poncirus
trifoliata, que € uma espécie poliembridnica, mos-
tram resultados discrepantes em F1, observando-
-se que entre 32 hibridos testados, 31 pareceram
ser monoembridnicos. Tais resultados sdo seme-
Ihantes aos obtidos no presente trabalho.

De acordo com o que foi descrito, sugere-se a
realizagio de testes de progénie para os parentais
envolvidos no presente trabatho, para elucidar o
comportamento dos hibridos e sua possivel utiliza-
¢do como eventuais porta-enxertos. -

Os resultados obtidos quanto ao nimero total de
sementes e sementes vidveis qualificam a progénie
obtida como bom porta-enxerto, pois, estas carac-
terlsticas refletem um dos pontos importantes para
escolha de cavalos citricos. Os hibridos obtidos
estdo plantados no pomar da Universidade Federal
de Lavras desde fevereiro de 1989 ¢ apresentam
em média, além das caracteristicas ja mencionadas,
altura de copa de 2,3 m, ¢ os didmetros, a 40 cm do
solo, de 5,03 cm e 1,21 m de copa. .

CONCLUSOES

1. E possivel obter hibridos intergenéricos en-
tre Poncirus trifoliata e limo ‘Cravo’.

2. O hibrido obtide (P. trifoliata X lim3o ‘Cra-
v0') apresenta menor nimero de sementes que os
parentais envolvidos no cruzamento. '

3. Quanto s caracteristicas taxa de pollem-
brionia, numero total de sementes ¢ didmetro
do fruto, ha necessidade de estudos mais profun-
dos de progénies para determlnaqﬁo do tipo de he-
ranga,
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4. O hibrido P. trifoliata x limdo ‘Cravo’ com-
porta-se como moncembridnico.
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