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RESUMO - Os objetivos deste trabalho foram avaliar a freqiiéncia de
hibridos de cruzamento entre tangerina ‘Cravo’ (Citrus reticulata
Blanco) e laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck), o uso de
marcadores morfologicos e moleculares (RAPD) na identificag8o pre-
coce de plantas zigoticas, e a variabilidade dos hibridos. A porcentagem
de hibridos foi maior na populagdo germinada em placas de Petri (19.4%).
Verificou-se que quanto maior a competi¢do entre os “seedlings” por
espaco ¢ nutrientes, menor a freqiiéncia de plantas hibridas.
A identificagdo dos hibridos ndo foi possivel apenas com o uso de
marcadores morfologicos. A analise morfoldgica dos hibridos revelou
elevada variabilidade.

HYBRID FREQUENCY BETWEEN TANGERINE ‘CRAVO’
AND ORANGE ‘PERA’ CROSSING:
ANALYSIS OF MORPHOLOGICAL AND RAPD MARKERS

ABSTRACT - The objectives of this work were to evaluate the hy-
brid frequency from the cross between tangerine ‘Cravo’ (Citrus
reticulata Blanco) and sweet orange ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck),
the use of morphological and RAPD markers for early identification of
zygotic plants between parents with similar phenotype, and the mor-
phological variability among the hybrids. Plants germinated on Petri
dishes showed the higher hybrid percentage (19.4%). Hybrid plant
frequency was inversely proportional to the competition level for
space and nutrients among the hybrids. Accurate hybrid identification
is not possible using morphological markers alone. The hybrids se-
lected showed high morphological variability.

A citricultura ¢ uma das atividades agricolas de maior importancia econo-
mica ¢ social para o Brasil, gerando centenas de milhares de empregos ¢ mais
de 1,5 bilhao de dolares em exportagdes (Schartz, 1997).
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O melhoramento genético dos citros vem sendo conduzido em diversos
centros de pesquisa do pais, visando a obtencio de novas cultivares copa ¢
porta-enxerto de interesse econdomico. Os citros compreendem um grande
numero de espécies, sendo, em geral, sexualmente compativeis (Cameron &
Frost, 1968). Cruzamentos controlados t€ém sido realizados ha mais de um
século, sendo obtidas progénies com variabilidade genética para diversas
caracteristicas de importancia agrondmica.

A poliembrionia tem sido uma das maiores limita¢des ao melhoramento dos
citros, pois dificulta o desenvolvimento ¢ a identificacdo dos hibridos, embo-
ra proporcione a multiplicacdo de clones nucelares sadios para serem utiliza-
dos como porta-enxertos (Ballve et al., 1991).

Diversas técnicas podem ser utilizadas na identificacdo de hibridos, desde
as baseadas em caracteres morfologicos até analises da composicdo de 6leos
essenciais das folhas (Sakamoto et al., 1997), cromatografia liquida de com-
postos flavonodides (Ortiz et al., 1981), andlises bioquimicas com sistemas
isoenzimaticos (Abdullah et al., 1979), analises moleculares tipo RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA) e bandeamento cromossomico (Soares Filho
etal., 1997).

As analises bascadas na morfologia das plantas sdo as mais simples ¢ de
menor custo, sendo eficientes quando os parentais apresentam caracteristi-
cas distintas (Frost & Soost, 1968; Ballve et al., 1991). Os principais caracteres
morfologicos utilizados na identificacdo de plantas zigoticas de citros refe-
rem-se a presenca de folhas trifoliadas nos hibridos de Poncirus trifoliata
(Cameron & Frost, 1968), coloracdo dos embrides ¢ das plantas jovens (Soa-
res Filho et al., 1997), nimero de glandulas de 6leos (Gogorcena & Ortiz,
1989), comprimento ¢ largura das folhas (Teich & Spiegel-Roy, 1972), arca
foliar (Gogorcena & Ortiz, 1989), forma das folhas, comprimento e tipo de asa
do peciolo (International Board for Plant Genetic Resources, 1988), presenca
de espinhos (Donadio, 1979), entre outros.

Com o avancgo ¢ disseminagao das técnicas moleculares, os marcadores
RAPD passaram a ser utilizados na identificagio precoce de hibridos de citros
(Soares Filho et al., 1997). Segundo Ferreira & Grattapaglia (1995), as princi-
pais vantagens sdo rapidez e precisdo da andlise, grande numero de marcadores
existentes, possibilidade de automacao, necessidade de pequena quantidade
de DNA e nao interferéncia de fatores ambientais. No entanto, trata-se de uma
técnica laboriosa e de custo elevado em relacido a selecdo com base em
caracteres morfologicos (Soares Filho et al., 1997).

A porcentagem de embrides nucelares pode variar de 0% a 100% em fun-
¢ao da constitui¢do genética dos parentais, vigor dos hibridos, fatores
ambientais ¢ estado fisioloégico das plantas (Cameron & Frost, 1968).
Em materiais altamente poliembrionicos, o resgate ¢ a cultura in vitro de em-
brides zigdticos tém sido recomendados para garantir a sobrevivéncia de
hibridos pouco vigorosos (Barlass & Skene, 1982).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a freqiiéncia de hibridos provenien-
tes de cruzamento entre tangerina ‘Cravo’ (Citrus reticulata Blanco) ¢ laranja
‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck), o uso de marcadores morfoldgicos e RAPD
na identificacdo precoce de plantas zigoticas de parentais com fenotipo seme-
lhante, ¢ a variabilidade morfoldgica dos hibridos.
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Os parentais tangerina ‘Cravo’ (feminino) ¢ laranja ‘Péra’ foram caracteriza-
dos quanto a morfologia foliar: largura e comprimento das folhas, relagao
largura/comprimento das folhas, comprimento ¢ tipo de asa do peciolo. Para
esta analise, foram utilizadas 20 folhas em estadio completo de desenvolvi-
mento, coletadas ao acaso nos quatro pontos cardeais da copa das arvores.

As sementes utilizadas foram provenientes de cruzamentos controlados
entre as cultivares estudadas, realizados na florada de agosto a dezembro de
1997, no Centro de Citricultura ‘Sylvio Moreira’ (CCSM-IAC), Cordeirdpolis,
SP, conforme as recomendacdes de Cristofani (1997).

Os integumentos externo ¢ interno das sementes foram removidos ¢ a
germinagao ¢ desenvolvimento das plantas foram conduzidos segundo trés
métodos: 1. Embrides em placas de Petri, sobre papel de filtro umedecido com
agua destilada, mantidas sob fotoperiodo de 16 horas ¢ temperatura média de
27°C, sendo os embrides, apds quatro dias, individualizados e, apos 15 dias,
transferidos para tubetes (100 cm?) contendo substrato Plantmax; 2. Semea-
dura em canteiros (2 cm na linha x 10 cm entre linhas), area de 1.8 m?, direta-
mente no solo, no interior de telado sob condig¢des controladas de irrigagao;
3. Resgate e cultura in vifro de embrides, segundo as recomendacdes de
Wickert (1998), sendo as plantulas com 1-2 cm transferidas para tubetes con-
tendo Plantmax.

Quatro a seis meses apos a germinagdo, uma amostra de 36 plantas foi
retirada ao acaso de cada um dos trés tratamentos. O restante das plantas
desenvolvidas em canteiros ¢ tubetes foi classificada em trés grupos, de acor-
do com sua morfologia: plantas com menor altura (<12 cm) e com folhas de
coloragio verde-escura (Selegdo A); plantas com comprimento, largura das
folhas ou forma da asa do peciolo distintos do parental feminino (Selecio B);
plantas com caracteristicas idénticas as do parental feminino (Selegdo de
nucelares).

As plantas selecionadas (Tabela 1) foram analisadas, quanto a natureza
hibrida, empregando-se marcadores RAPD. O DNA gendmico das plantas foi

TABELA 1. Porcentagem de hibridos de tangerina ‘Cravo’ (Citrus reticulata
Blanco) e laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) selecionados
por caracteres morfologicos e confirmados por marcadores RAPD.
Cordeirépolis, SP, 1999.

Método de Meétodo de coleta Nimero de Nimero de Porcentagem
germinagdo/cultivo das plantas plantas  hibridos de hibridos
Placas de Petri/tubetes Ao acaso 36 7 19,4

Selegio A' 101 47 46,5
Selecdio B 81 45 55,6
Selegio de nucelares’ 36 0 0,0
Canteiro Ao acaso 36 2 5,6
Selecdio A 36 3 83
Selecdo B 46 37 80,4
Selecdo de nucelares 36 1 2,8
Cultura de tecidos/tubetes Ao acaso 36 1 2.8

! Plantas com menor altura e com folhas de coloragio verde-escura.
2 Plantas com morfologia foliar distinta do parental feminino.
3 Plantas com caracteristicas morfoldgicas semelhantes ao parental feminino.
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extraido usando a metodologia de Murray & Thompson (1980), com as altera-
¢des propostas por Machado et al. (1996). A quantificacdo do DNA foi feita
segundo Sambrook et al. (1989) ¢ a qualificacdo observando-sc a presenca/
auséncia de rastro na corrida eletroforética em gel de agarose. As reagoes de
amplificacdo foram feitas de acordo com Grattapaglia & Sederoff (1994), sen-
do realizadas em termociclador MJ Research Thermocycler com blocos para
tubos de 0,5 mL programados para 36 ciclos de 1 minuto a 92°C, 1 minuto a
36°C, 2 minutos a 72°C e uma extensao de 10 minutos a 72°C. A visualizacio
dos fragmentos amplificados foi realizada segundo Cristofani (1997).
Os “primers” OPG8, OPG13 ¢ OPG19, de seqiiéncia arbitraria de dez nucleotideos
da Operon Technologies Inc., foram utilizados para identificacdo dos
“seedlings™ zigoticos.

Em seguida, foi realizado o transplantio dos hibridos para saquinhos de
1,5 L contendo substrato Rendmax (produto comercial da Eucatex a base de
perlita), sendo mantidos em casa de vegetacdo com irrigagao controlada. Uma
nova analise morfologica das plantas foi realizada apés 60 dias, consideran-
do-se a freqiiéncia de plantas com folhas lanceoladas, arredondadas ¢ de
formas intermedidrias; folhas com malformacdes; asa deltoide, cordiforme ¢
estreita do peciolo; presencga ¢ auséncia de espinhos; florescimento precoce;
e porte reduzido. Também foi quantificado o comprimento ¢ a largura média
das folhas dos hibridos.

A analise molecular do material vegetal amostrado ao acaso revelou fre-
qiiéncias de hibridos de 19,4% ¢ 5.6% nas plantas germinadas em placas de
Petri e em canteiro, respectivamente (Tabela 1). Resultados intermediarios, em
cruzamentos controlados entre as espécies C. reticulata e C. sinensis, foram
obtidos por Roose & Traugh (1988) (10%) ¢ Donadio (1979) (13%).

A freqiiéncia de hibridos obtida pode ser considerada satisfatéria, uma vez
que na literatura sdo comuns relatos inferiores a 5% (Cameron & Frost, 1968).
A compatibilidade genética entre os parentais, a realizagdo de polinizagdo
controlada (Ballve et al., 1997) ¢ as condicdes ambientais ¢ fisiologicas das
plantas (Cameron & Frost, 1968) devem ter contribuido para a superagao do
nivel elevado de poliembrionia dos parentais (Moreira et al., 1947; Frost &
Soost, 1968). Segundo Frost & Soost (1968), as espécies de C. sinensis ¢
C. reticulata apresentam nivel de poliembrionia de moderado a elevado de-
pendendo da cultivar e das condigdes ambientais.

A porcentagem de hibridos foi maior no tratamento plantas germinadas em
placas de Petri e cultivadas individualmente em tubetes, em virtude da menor
competic¢io dos individuos por espago ¢ nutrientes. Os “seedlings™ zigdticos
s30 geralmente menos vigorosos que os nucelares em decorréncia da prova-
vel homozigose de alelos deletérios recessivos, origindrios de mutacoes nos
parentais e acuamulados pela embrionia nucelar (Cameron & Frost, 1968; Frost
& Soost, 1968). A sobrevivéncia das plantulas germinadas em placas de Petri
¢ transferidas para tubetes foi superior a 90%. A metodologia em canteiro com
populacio adensada de “seedlings™ permitiu a selegdo de individuos mais
vigorosos, principalmente os nucelares, devendo ser recomendada apenas
para a multiplicagdo de porta-enxertos.
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As plantas resultantes de cultura de embrides apresentaram apenas 2,8%
de hibridos. A adogao do critério de que os embrides zigdticos sao 0os maiores
(Soares Filho et al., 1997) nio foi suficiente para a identificacdo dos hibridos,
uma vez que tanto os embrides zigoticos como os nucelares localizam-se na
regido da micropila do nucelo e possuem diversas formas e tamanhos (Frost &
Soost, 1968).

Os parentais tangerina ‘Cravo’ ¢ laranja “Péra’ apresentaram pequenas va-
riacoes quanto a morfologia foliar, nas condi¢oes ambientais de Cordeiropolis,
SP, com comprimento médio do limbo foliar de 6,3+0.6 cme 9,8+1.2 cm, largura
de 3,1£0.4 cm e 5,1£0,9 cm e relagdo comprimento/largura de 2,1+0,1 ¢ 2,040.,3,
respectivamente. Verificou-se que as folhas de laranja “Péra’ foram considera-
velmente maiores do que as de tangerina ‘Cravo’, com pequena diferenga na
relagdo comprimento/largura das folhas. Donadio et al. (1995) obtiveram re-
sultados semelhantes nas regides de Bebedouro ¢ Jaboticabal, ambas no
Estado de Sao Paulo.

Outra diferenga morfoldgica observada entre os parentais foi em relagao ao
peciolo. As folhas de tangerina ‘Cravo’ apresentaram peciolo mais curto ¢
com asa estreita, ao passo que na copa de laranja ‘Péra’ verificou-se aproxima-
damente 50% das folhas com peciolos com asa deltdide ¢ 10% em forma
cordiforme, de acordo com a classificagdo do International Board for Plant
Genetic Resources (1988). A variabilidade de expressdo desse fenotipo ja ha-
via sido relatada em C. aurantium por Ballve et al. (1997). Donadio (1979),
Ashari et al. (1988) e Donadio et al. (1995) também mencionam a largura da asa
do peciolo como importante marcador em laranjas doces ¢ tangerinas. Segun-
do Ballve et al. (1997) esse carater ¢ controlado por poligenes, devendo haver
algum tipo de epistasia.

A andlise das plantas desenvolvidas nos tubetes ¢ no canteiro revelou
materiais com diferengas em relacdo as dimensoes das folhas, largura da asa
do peciolo ¢ altura das plantas, enquanto as plantas provenientes da cultura
de embrides mostraram-se uniformes.

Nos tubetes foram obtidas 574 plantas derivadas de germinagdo em placas
de Petri, das quais 17,6% apresentaram menor vigor, caracterizado pela menor
altura e reduzida emissao de folhas novas; ¢ 14,1% morfologia foliar (folhas
lanceoladas, ovais ou com malformagdes, asa larga do peciolo ¢ tamanho
pronunciado da folha) diferente do parental feminino. As demais plantas fo-
ram semelhantes a tangerina ‘Cravo’.

No canteiro foram obtidas mais de 2.000 plantas com ampla variabilidade
de altura e coloragio das folhas, porém apenas 46 apresentaram variagoes na
morfologia foliar. A competi¢do por espago ¢ nutrientes deve ter contribuido
para a ampla variabilidade no porte das plantas.

A natureza hibrida ou nucelar das plantas selecionadas morfologicamente
foi confirmada pelo emprego de marcadores RAPD, sendo selecionados os
“primers” OPG8, OPG13 ¢ OPG19 que apresentaram, respectivamente,
1 (PM 623), 6 (PM 327, 536, 629, 1384, 2780 ¢ 2945) ¢ 2 (PM 1203 ¢ 1261)
marcadores com alta repetibilidade. Em teoria, apenas a utilizagio do “primer”
OPG13 ¢ suficiente para a deteccdo de 99,9% dos hibridos do cruzamento
estudado por possuir seis marcadores de natureza dominante.
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Nas plantas provenientes de tubetes, a selecio baseada no porte das plan-
tas ¢ na morfologia foliar apresentou 46,5% ¢ 55.6% de eficiéncia, ao passo
que em canteiro foi de 8,3% ¢ 80,4%, respectivamente para as selegoes A ¢ B
(Tabela 1). Esses dados demonstram que a identificagio de hibridos baseada
exclusivamente nos caracteres morfologicos nao ¢é precisa, mas constitui im-
portante ferramenta para a reducio de custos com analises laboratoriais.

O fato de a maioria dos caracteres morfoldgicos apresentarem heranga
aditiva, serem poligénicos e altamente influenciados pelo ambiente, dificulta-
ram a identificagio dos hibridos (Cameron & Frost, 1968; Teich & Spicgel-
Roy, 1972). Além desse aspecto, segundo Frost & Soost (1968), Khan & Roose
(1988) e Ballve et al. (1991), podem ser obtidos hibridos muito semelhantes ao
parental feminino mesmo quando os parentais sao distintos morfologicamente.

Webber (1932) foi o primeiro a demonstrar que as plantas zigdticas de
citros sao menos vigorosas que as nucelares. Cameron & Frost (1968), Khan
& Roose (1988) ¢ outros confirmaram esses resultados. No entanto, a seme-
adura muito adensada proporcionou niveis distintos de crescimento entre as
proprias plantas nucelares.

A variabilidade fenotipica dos hibridos foi quantificada na Tabela 2, sendo
citada a freqiiéncia de marcadores morfoldgicos relacionados a forma ¢ di-
mensoes das folhas, tipo de asa do peciolo, presenga de espinhos ¢ porte das
plantas na populacao. Esses dados podem orientar na selecdo morfologica de
novos materiais. Conforme observado, a segregacio ocorreu para varias ca-
racteristicas, pelo fato de os citros serem altamente heterozigotos. Segundo
Cameron & Frost (1968), certos hibridos podem ser bastante diferentes dos
pais ou proximos a um deles, porém os hibridos tendem a apresentar caracte-
risticas intermedidrias, pelo tipo de heranga dos genes envolvidos.

TABELA 2. Caracteres morfologicos de hibridos do cruzamento entre tangeri-
na ‘Cravo’ (Citrus reticulata Blanco) e laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis
(L.) Osbeck). Cordeiropolis, SP, 1999.

Carater morfologico Porcentagem de
hibridos ou valor médio
Folhas lanceoladas 4.3%
Folhas arredondadas 4.3%
Folhas com malformagdes 2,2%
Folhas com forma entre lanceolada/arredondada 89.2%
Folhas com asa deltoide do peciolo 22.5%
Folhas com asa cordiforme do peciolo 5.8%
Folhas com asa estreita do peciolo 71,7%
Presenca de espinhos grandes (> 1,5 cm) 23.2%
Presenca de espinhos pequenos (< 1,5 cm) 51,5%
Auséncia de espinhos 25,3%
Florescimento precoce 0,7%
Plantas com crescimento reduzido 4.3%
Comprimento médio das folhas 58+1,1cm
Largura média das folhas 2,9+0.8 cm
Relagfio comprimento e largura das folhas 2,1+04
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Por meio do trabalho realizado pode-se observar que: 1. Quanto maior a
competicio entre os “seedlings”™ por espago ¢ nutrientes, menor a freqiiéncia
de plantas hibridas na populagdo; 2. A germinagido em placas de Petri ¢ o
posterior crescimento de plantulas individualizadas em tubetes deve ser reco-
mendado para a selecdo de “seedlings” zigoticos, ao passo que a germinagiao
adensada ¢ o desenvolvimento de plantas em canteiros para a multiplicagao
de materiais “seedlings™ (porta-enxertos); 3. O uso de caracteres morfoldgicos
nao possibilita a identificacio precisa de hibridos, quando as espécies parentais
sao semelhantes fenotipicamente; 4. A utilizagao de caracteres morfologicos
proporciona uma selegio precoce ¢ eficiente de plantas com probabilidade
elevada de serem hibridos, os quais podem ser confirmados por marcadores
RAPD: 5. Os hibridos apresentam grande variabilidade morfoldgica, geral-
mente com caracteristicas intermediarias aos parentais.
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