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ANALISE DO COMPORTAMENTO MEIOTICO, VIABILIDADE DE POLEN,
NIVEL DE PLOIDIA E CARACTERIZACAO MORFOLOGICA EM PORTA-
ENXERTOS DE CITROS CONDUZIDOS A CAMPO E EM CASA-DE-
VEGETACAO*

Autora: Divanilde Guerra
Orientadora: Maria Teresa Schifino Wittmann
Coorientador: Sergio Francisco Schwarz

RESUMO

O Brasil se destaca como um dos maiores produtores de citros no mundo, porém
esta atividade apresenta vulnerabilidade pelo uso de poucas combinag¢des copa/porta-
enxerto. Por isso, a diversificagdo ¢ a ampliagdo da variabilidade genética nos pomares ¢
imprescindivel para garantir a producdo citricola nos proximos anos. Fatores ambientais
podem influenciar negativamente caracteristicas morfologicas e reprodutivas das plantas e
o entendimento destas alteragdes pode ajudar na selecdo de genotipos mais estaveis. Este
trabalho teve como objetivos: a) avaliar os porta-enxertos de citros Trifoliata, citrumeleiro
‘Swingle’ e os citrangeiros ‘Troyer’, ‘Fepagro C 13°, ‘Fepagro C 37" e ‘Fepagro C 41°,
conduzidos a campo e em casa-de-vegetagdao, quanto ao comportamento meidtico, indice
meiodtico, viabilidade e capacidade de germinag¢do do podlen; b) comparar os niveis de
ploidia da progénie destes gendtipos nos dois ambientes; ¢) caracterizar morfologicamente
folhas e frutos; e d) determinar o numero de embrides por semente e a capacidade de
germinagdo destes em meio de cultivo e em substrato comercial. Os parametros variaram
nos anos de 2008, 2009 e 2010, pois em meiose, a média de células normais de todos os
gendtipos conduzidos a campo foi de 60,05%, 44,44% e 60,12% e em casa-de-vegetagao
foi de 52,75%, 30,95% e 52,82%, respectivamente; o indice meidtico médio a campo foi
de 61,28%, 46,31% e 61,28% e em casa-de-vegetacao foi de 54,26%, 31,75% ¢ 54,47% ¢ a
média da viabilidade do polen a campo foi de 90,28%, 56,23% e 74,74% e em casa-de-
vegetagdo foi de 64,25%, 41,41% e 66,71%. Em 2010, a germinagdo do pdlen de plantas
conduzidas em casa-de-vegetacdo (36,32%) foi inferior que a campo (41,81%). Quanto ao
nivel de ploidia, 1,69% da progénie de plantas conduzidas a campo ¢ 6,66% daquelas de
casa-de-vegetacdo eram tetraploides, sendo todas as plantas identificadas, por marcadores
SSR, como sendo de origem nucelar. Estas plantas tetraploides apresentaram um
desenvolvimento mais lento e tinham folhas com peciolos menores, mas de maior tamanho
do que as plantas diploides relacionadas. Os porta-enxertos conduzidos em casa-de-
vegetacdo apresentaram folhas com menor largura e comprimento, frutos menores € com
menos sementes do que quando conduzidos em casa-de-vegetacdo. Os porta-enxertos
mostraram diferencas no numero de embrides e a percentagem de germinacdo dos
embrides foi maior quando as sementes eram implantadas em meio de cultivo do que em
substrato. Fatores presentes em ambiente protegido podem influenciar desfavoravelmente
diversas caracteristicas dos porta-enxertos de citros.

'Tese de Doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (126p.) Dezembro, 2011.
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MEIOTIC BEHAVIOR, POLLEN VIABILITY, PLOIDY LEVEL ANALYSES AND
MORPHOLOGICAL CHARACTERIZATION OF CITRUS ROOTSTOCKS
UNDER FIELD AND GREEN HOUSE CONDITIONS?

Author: Divanilde Guerra
Adviser: Maria Teresa Schifino Wittmann
Coadyviser: Sergio Francisco Schwarz

ABSTRACT

Brazil is one of the greatest world citrus producers however this activity is impaired
by the use of a small number of canopy combinations. Therefore, diversification and
broadening of genetic variability in orchards is essential to secure citrus production in the
next years. Environmental factors may negatively affect plant morphological and
reproductive characteristics and a better knowledge of these alterations can help in the
selection of more stable genotypes. The objectives of this work were to: a) evaluate citrus
rootstocks Trifoliata, citrumeleiro ‘Swingle’ and citrangeiros ‘Troyer’, ‘Fepagro C 13’,
‘Fepagro C 37’ and ‘Fepagro C 41’ under field and green-house conditions regarding
meiotic behavior, meiotic index and pollen viability and germination; b) evaluate the
ploidy level of the progenies of these genotypes under the two conditions; c¢) characterize
morphologically leaves and fruits and d) determine embryo number per seed and embryo
germination in culture medium and commercial substrate. Cytogenetic parameters varied
in 2008, 2009 e 2010: the average percentage of cells with normal meiotic behavior, for all
genotypes, under field conditions were 60.05%, 44.44% and 60.12% and in green-house
52.75%, 30.95% and 52.82%, respectively; average meiotic indexes under field conditions
were 61.28%, 46.31% and 61.28% and in green-house 54.26%, 31.75% and 54.47%;
average pollen viability under field conditions was 90.28%, 56.23% and 74.74% and in
green-house 64.25%, 41.41% and 66.71%. In 2010, pollen germination of plants in the
green-house (36,32%) was lower than at field conditions (41,81%). Regarding ploidy level,
1.69% of the progeny of plants grown in the field and 6.66% of the progeny of plants
grown in the green-house were tetraploid. These plants were confirmed by molecular SSR
markers to be from nucellar origin. The tetraploid plants had a slower development and
their leaves had smaller petioles but were bigger than those of related diploid plants. The
rootstocks grown under field conditions had narrower and shorter leaves and smaller fruits
with less seeds than those grown in the green-house. There were differences in embryo
number among rootstocks and embryo germination was higher in medium culture than in
commercial substrate. It can be concluded that green-house conditions affect negatively
several characteristics of the rootstocks analyzed.

' Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (126p.) December, 2011.
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1 INTRODUCAO

Entre as frutas para consumo in natura, os citros lideram em termos de quantidade
de producdo. A citricultura brasileira apresenta nimeros expressivos com area plantada ao
redor de um milhdo de hectares e producao de frutas superando 21 milhdes de toneladas, a
maior no mundo hé alguns anos. O Brasil ¢ o maior produtor e exportador mundial de suco
de citros, responsavel por cerca de 80% da produgdo, fazendo com que a industria citricola
se destaque como uma das principais atividades no agronegécio brasileiro. Além disso,
apresenta grande importancia econdmica e social no pais devido ao valor de produgdo e
geragdo de empregos.

Nos ultimos anos, a producdo brasileira de citros tem aumentado, porém, o
incremento ndo esta associado a elevacdo da produtividade, mas a implantagao de novos
pomares. Apesar do beneficio economico e das condi¢cdes climaticas favoraveis
encontradas em grande parte do territdrio nacional, a produtividade média ainda ¢ muito
baixa quando comparada com outras importantes regides produtoras, devido a problemas
como a falta de irrigagdo, a fatores de ordem fitossanitaria (doencas e pragas), ao manejo
do pomar e a auséncia de cultivares mais produtivas.

Programas de melhoramento convencional de citros tém sido desenvolvidos desde
o século XIX, contudo inumeras dificuldades sdo encontradas, em parte atribuidas a
barreiras naturais relacionadas a biologia reprodutiva, a descontinuidade dos programas de
melhoramento e ao longo ciclo vegetativo. Apesar de todos os entraves, alguns avangos

foram obtidos, mas os desafios no melhoramento de citros persistem.



Em todas as regides citricolas do mundo ha a tendéncia do emprego de poucos
porta-enxertos. No Brasil isso ¢ confirmado de maneira contundente, pois apesar de existir
um numero expressivo de resultados experimentais que possibilitam a diversificacdo das
combinagdes copa/porta-enxerto, o citricultor insiste no uso excessivo de poucas
variedades.

A historia da citricultura no Brasil tem mostrado a importancia da diversificagao de
porta-enxertos ¢ do aumento da variabilidade genética em variedades melhoradas. Como
exemplos de pragas que trouxeram graves problemas ao Brasil pode ser citado, na década
de 40, o virus da tristeza dos citros (CTV) e a leprose; nos anos 50 o cancro citrico; nos
anos 70 o declinio; nos anos 90 a clorose variegada dos citros e a pinta preta e, mais
recentemente, a morte subita dos citros (MSC) e o HLB (Huanglongbing).

Para evitar que pomares inteiros sejam dizimados por novas pragas, a
diversificacdo dos porta-enxertos ¢ uma necessidade urgente. Para isso, os programas de
melhoramento genético de citros t€ém um importante papel na busca de alternativas a baixa
diversidade genética e no desenvolvimento de variedades copa e porta-enxertos que sejam
resistentes a doengas, tolerantes a fatores abioticos, mais adaptadas as distintas condigdes
ambientais, mais produtivas, com frutos que se destaquem em termos de qualidade, além
de producdo de frutos sem sementes que ¢ um dos grandes diferenciais no mercado de
consumo in natura.

Porém, para desenvolver materiais superiores, o conhecimento do germoplasma
existente em um programa de melhoramento genético de citros ¢ fundamental. Analises
citogenéticas sdo muito importantes, pois permitem selecionar materiais promissores,
meioticamente estaveis e com alta viabilidade de polen, e, além disso, ajudam no
monitoramento de possiveis alteragdes da fertilidade dos genotipos.

Condigdes ambientais diferenciadas podem alterar caracteristicas morfoldgicas e

reprodutivas das plantas. A conducdo de plantas citricas em ambiente protegido pode



modificar a morfologia das folhas, a producdo e o tamanho dos frutos, o nimero de
sementes, além de atuar no sistema reprodutivo como no processo meiotico, viabilidade
dos graos de polen e nivel de ploidia.

Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo geral avaliar o possivel efeito
do ambiente em caracteristicas morfologicas e reprodutivas de alguns porta-enxertos de
citros conduzidos a campo e em casa-de-vegetacao.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

a) Analisar o comportamento meiotico, indice meiodtico, viabilidade e
capacidade de germinacdo dos graos de polen de porta-enxertos de citros
mantidos a campo e em casa-de-vegetacao;

b) Comparar o nivel de ploidia da progénie dos porta-enxertos conduzidos a
campo e em casa-de-vegetagao;

c) Caracterizar os porta-enxertos Trifoliata, citrumeleiro ‘Swingle’ e os
citrangeiros ‘Troyer’, ‘Fepagro C 13°, ‘Fepagro C 37’ e ‘Fepagro C 41°,
conduzidos a campo e¢ em casa-de-vegetacdo, quanto a morfologia das
folhas e frutos, determinar o nimero de embrides por semente e a

capacidade de germinagdo em meio de cultivo e em substrato comercial.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Centros de origem e taxonomia dos citros

Os citros pertencem a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, a subtribo
Citrinae e tribo Citreae, a qual ¢ dividida em géneros e espécies. As principais plantas de
interesse comercial pertencem aos géneros Citrus, Poncirus e Fortunella (Swingle &
Reece, 1967).

As plantas cultivadas do género Citrus e afins da familia Rutaceae, especialmente
Poncirus ¢ Fortunella, e os diversos hibridos intergenéricos existentes sdo denominados de
citros (Dornelles, 1988).

Estima-se a origem dos citros entre 20 e 30 milhdes de anos atrds, nas regides
tropicais ¢ subtropicais da Asia e no arquipélago Malaio, de onde se dispersaram para
outras regides do mundo (Swingle & Reece, 1967; Aratijo & Roque, 2005).

O género Citrus ¢ originario da regido sudeste da Asia, com ramos filogenéticos
que se estendem do centro da China ao Japio e do leste da India a Nova Guiné, Austrélia e
Africa Tropical (Swingle & Reece, 1967; Davies & Albrigo, 1994; Donadio et al., 2005).
Contudo, outros centros de origem sdo descritos, como o norte da regido Indo-Burma ¢ a
regido de Yunnan, no centro sul da China (Donadio et al., 2005).

O género Fortunella ¢ originario do sul da China e o género Poncirus parece ser
nativo do centro e norte daquele pais (Swingle & Reece, 1967; Donadio et al., 2005).

Discordancias ocorrem quanto ao sistema de classificagdo taxondmico para a

subfamilia Aurantioideae, principalmente no género Citrus. Neste, a posi¢do e o numero de



espécies sdo controversos, €, atualmente, os principais sistemas de taxonomia sdo o de
Swingle e o de Tanaka. Swingle (1967) subdividiu o género em Citrus ¢ Papeda, onde
Citrus ¢ representado por dez espécies de frutos comestiveis e estames conados na base e
Papeda por seis espécies de frutos acres, ndo comestiveis e estames livres. Tanaka (1977)
dividiu o género Citrus nos subgéneros Archicitrus e Metacitrus, totalizando 162 espécies.
A maior diferenga entre estes dois sistemas diz respeito a classificagdo das tangerinas, visto
que Swingle posicionou a maioria delas dentro de Citrus reticulata, enquanto que Tanaka
separou-as em 36 espécies independentes (Hodgson, 1967; Koller, 1994; Davies &
Albrigo, 1994; Araujo & Roque, 2005; Machado et al., 2005).

A diferenca existente no nimero de espécies, nos sistemas de classificacdo deste
grupo de plantas parece estar associada a alta capacidade de intercruzamento entre espécies
de Citrus ¢ géneros afins, originando hibridos férteis. Além disso, a alta freqiiéncia de
mutagdes permite que novos bidtipos sejam obtidos e, posteriormente, propagados
vegetativamente, ampliando ainda mais o numero de espécies e dificultando a classificacao
(Dornelles, 1988; Araujo & Roque, 2005; Machado et al., 2005).

Os sistemas propostos por Tanaka e Swingle tém sido utilizados, porém, conforme
Machado et al. (2005), nenhum deles resolve completamente os problemas de identificagao
e conceituagdo das espécies do grupo citros.

Atualmente, a reavaliacdo dos sistemas de classificagdo tem sido feita com base em
estudos filogenéticos, apoiados por dados morfolégicos, quimiotaxondmicos e
moleculares. Diversas técnicas moleculares tém sido utilizadas com o objetivo de entender
a filogenia e a diversidade de Citrus e géneros afins, incluindo a analise de sitios de
restri¢do, seqiienciamento, analises estruturais e reagdo em cadeia da polimerase (PCR),
baseada em técnicas como RAPD (“Random Amplified Polymorphic DNA”), AFLPs
(“Amplified Fragment Length Polymorphism”), SCAR (“Sequence Characterized

Amplified Regions”) ¢ SSR (“Simple Sequence Repeat™). Porém, apesar de todos os



trabalhos conduzidos, ndo hé resultados conclusivos sobre qual sistema de classificagao ¢
mais preciso, ocorrendo, ainda, muitas divergéncias (Nicolosi et al., 2000; Araujo &

Roque, 2005; Corazza-Nunes et al., 2005; Machado et al., 2005).

2.2 Distribuicéo geogréfica dos citros

As principais regides citricolas do mundo situam-se entre os paralelos 20° e 40° de
latitude norte e sul, onde as condigdes climaticas sdo adequadas para o seu
desenvolvimento, com temperaturas que favorecem a producdo e a qualidade dos frutos,
pois nas maiores latitudes, a baixa temperatura pode ser um fator limitante & producao
devido a danos e, até mesmo, a morte das plantas (Koller, 2006).

A introdugdo dos citros na Europa ocorreu possivelmente através de invasores,
comerciantes arabes ou pelo exército mugulmano, sendo que hé relatos que o primeiro
fruto citrico utilizado pelas civilizagdes européias foi a cidra (C. medica L.),
aproximadamente 310 anos antes de Cristo. Somente muitos séculos mais tarde tornou-se
conhecida a laranjeira-azeda (C. aurantium L.) e, ao que tudo indica, a laranjeira-doce (C.
sinensis L.) s6 foi introduzida na Europa por volta do ano 1400 (Webber et al., 1967;
Koller, 1994; Donadio et al., 2005).

Na América, os citros foram introduzidos, possivelmente por Cristovao Colombo
no Haiti, em 1493. No Brasil, foram implantados no comeco do século XVI, talvez a partir
de 1530, quando teve inicio a coloniza¢do pelas primeiras expedigdes portuguesas,
provavelmente no estado da Bahia (Koller, 1994; Donadio et al., 2005). Posteriormente, o
cultivo expandiu-se em todo o pais devido as condigdes ideais para vegetar e produzir
(Koller, 2006).

No Rio Grande do Sul, as plantas citricas foram trazidas pelos agorianos para o vale
do Rio Taquari, em 1760, como mudas de pé franco, e posteriormente se expandiram para

o vale do Rio Cai. Entretanto, a regido norte do Rio Grande do Sul havia sido colonizada



por jesuitas espanhois muito antes dessa época, com a fundacao dos Sete Povos das
Missoes, onde presumivelmente foi efetuada a introdugao dos citros, cujo cultivo ndo deve

ter evoluido face a destrui¢@o das redugdes jesuiticas (Koller, 1994; Donadio et al., 2005).

2.3 Importéancia econdémica dos citros

Dentre os principais grupos de frutas no mundo, os citros ocupam o primeiro lugar
em volume de produg¢do com aproximadamente 110 milhdes de toneladas, ficando em
segundo lugar a banana, seguido da uva e da ma¢a (FAO, 2011).

A citricultura destaca-se como uma das mais importantes atividades agricolas
mundiais ¢ uma das mais competitivas agroindustriais. Laranjeiras, limoeiros e
tangerineiras sdo as espécies citricas de maior importancia econdmica, utilizadas para o
consumo in natura e industrializacdo (Koller, 1994; Donadio et al., 2005).

O parque citricola brasileiro iniciou no final da década de 1920, com agricultores
implantando pomares em larga escala, estimulados pela crise no setor do café. Porém, os
maiores investimentos para a industrializagdo da laranja no pais ocorreram a partir de
1962, incentivados pela queda da produgdo norte-americana devido as geadas. O destino
inicial da produg¢ao era como fruta fresca; contudo, devido as condigdes naturais do Brasil,
o parque citricola mudou seu foco comercial para a produgdo de matéria prima utilizada na
industria processadora (Boteon & Neves, 2005). Atualmente, o pais destaca-se como o
maior produtor de citros, responsavel por cerca de 19% da produgdo mundial, com
aproximadamente 21 milhdes de toneladas e o cultivo ¢ feito em todas as regides do pais,
com uma area implantada de aproximadamente um milhdo de hectares (FAO, 2011).

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de suco, com produgdo de
aproximadamente 80% do suco consumido no mundo. Conforme Neves et al. (2001), cerca
de 85% dos recursos obtidos com produtos citricos estdo associados a produgdo e a

exportagdo de suco de laranja, contudo, outros produtos da citricultura nacional so



exportaveis, como o farelo de polpa citrica, 6leo essencial ¢ em menor escala, a laranja
fresca de mesa. Em termos de exportagdo de frutas in natura, esta é pequena, mas quando
somada a fruta comercializada internamente, representa 30% da produg@o (Donadio et al.,
2005).

A citricultura brasileira representa importante segmento econdmico na pauta de
produtos agricolas, ndo so por seu expressivo valor de produgdo, como por sua importancia
na geracao de empregos diretos e indiretos, formagao de capital e renda, agregacdo de
valor regional e interiorizagdo do desenvolvimento, podendo ser caracterizada como uma
das mais tipicas atividades agro-industriais do pais (Neves et al., 2001).

Embora ocupe uma posi¢do de destaque no mercado e as condi¢des edafoclimaticas
favoregam a cultura de citros no Brasil, o principal fator de crescimento da produgao
brasileira foi o aumento da area de cultivo, uma vez que a produtividade é considerada
baixa, com média de duas caixas/planta/ano, quando comparada com outras regioes
produtoras, como por exemplo, a Florida, que alcanga uma média de seis caixas/planta/ano.
A baixa produtividade esta associada a falta de irrigacdo nas lavouras, a auséncia de maior
numero de cultivares copas e porta-enxertos, a suscetibilidade das plantas as varias pragas
e anormalidades fisioldgicas e pelo uso de variedades pouco produtivas (Machado et al.,
2005; Koller, 20006).

Algumas estratégias podem ser adotadas ou mesmo intensificadas para que a
produgdo e a industrializagdo de produtos citricolas mantenham-se rentaveis no pais, tais
como: desenvolvimento de variedades mais produtivas e tolerantes a pragas e moléstias
que acometem a cultura; reducdo das barreiras tarifarias e fitossanitarias; produgdo em
escala e com precos competitivos ¢ modernizagdo da estrutura de beneficiamento e de
comercializacdo. Além disto, o Brasil ¢ um mercado potencial para o consumo de frutas
frescas e por este motivo o incentivo ao consumo e investimentos na qualidade das frutas

ofertadas sdo essenciais (Boteon & Neves, 2005).



2.4 Porta-enxertos de citros

Embora a enxertia dos citros ja fosse conhecida desde o século V, considera-se que
o principal indutor da transi¢ao da citricultura de pés francos para a de plantas enxertadas
foi o surgimento da gomose de Phytophthora na Ilha dos Agores em 1842 e seu controle
mediante porta-enxertos resistentes (Chapot, 1975; Davies & Albrigo, 1994; Koller, 1994).

A propagacdo via sementes ¢ muito facil, porém a aceitacdo da enxertia esta
associada as inUmeras vantagens que esta apresenta. Wutscher & Bistline (1988)
relacionaram as principais razdes para o uso das plantas citricas enxertadas, como:
frutificacdo precoce, supressdo de problemas de juvenilidade, plantas de tamanho
uniforme, controle da producdo, controle da qualidade dos frutos, tolerancia a fatores
desfavoraveis no solo (salinidade, pH e encharcamento) e tolerancia a Phytophthora,
viroses e nematoides.

Os primeiros porta-enxertos utilizados na citricultura foram obtidos via métodos
tradicionais de sele¢do de variedades e clones. Em 1893, na Florida, Swingle e Webber e
paralelamente na California, Frost e seus colaboradores iniciaram os primeiros trabalhos de
melhoramento genético de porta-enxertos de citros através de inimeros cruzamentos, entre
as mais diversas espécies e géneros, produzindo imensa variabilidade genética.
Posteriormente, os hibridos que apresentavam caracteristicas favoraveis, como a
resisténcia ao frio, que ¢ tipica dos géneros Fortunella e Poncirus, além da resisténcia ao
virus da tristeza e aos nematoides, e tolerancia a solos encharcados, caracteristicos do
género Poncirus foram selecionados (Cameron & Frost, 1968; Davies & Albrigo, 1994;
Pompeu Junior, 2005; Machado et al., 2005).

Muitos dos genoétipos desenvolvidos por estes dois programas sdo utilizados ou
deram origem a materiais presentes nos bancos de germoplasma estabelecidos no Brasil,

visto que os primeiros porta-enxertos utilizados na citricultura brasileira foram obtidos via
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selecdo varietal e clonal de variedades importadas, atendendo principalmente a
convivéncia com as doengas Phytophora ¢ tristeza (Pompeu Junior, 2005).

Desde a introducao das plantas citricas no Brasil até¢ o inicio do século XX, a
propagacao destas foi efetuada por sementes, devido a facilidade e a vantagem da limpeza
de virus (Pompeu Junior, 2005). Contudo, no inicio do século passado, quando a industria
citricola brasileira tornou-se importante no ambito comercial, o uso de arvores enxertadas
foi iniciado e a laranjeira ‘Caipira’ (C. sinensis L. Osbeck) foi o porta-enxerto mais
utilizado, provavelmente pela facilidade de obten¢ao das sementes. Porém, devido a baixa
resisténcia a gomose ¢ a seca, passou-se a utilizar como porta-enxerto a laranjeira ‘Azeda’
(C. aurantium) (Pompeu Junior, 1991).

A grande preferéncia pela laranjeira ‘Azeda’ iniciou devido a sua boa afinidade
com a maioria das variedades comerciais, resisténcia a moléstias graves, além da qualidade
das frutas produzidas (Moreira, 1941). Porém, a introducdo do virus da tristeza dos citros
(CTV), possivelmente através de material vegetativo infectado oriundo da Africa do Sul,
no ano de 1937, no estado de Sdo Paulo, causou a morte de arvores conduzidas sobre este
material, que ndo ¢ tolerante a este virus; por isso, 0os pomares foram renovados com porta-
enxertos de limoeiro ‘Cravo’, tangerineira ‘Cledpatra’, limoeiro ‘Rugoso’ e citrangeiro
‘Troyer’(Pompeu Junior, 1991).

A partir dos anos 60, a citricultura brasileira foi novamente instalada praticamente
sobre um s6 porta-enxerto, o limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck), gendtipo este que
corresponde a um possivel hibrido natural entre o limoeiro verdadeiro (C. limon (L.) Burn)
e a tangerineira (C. reticulata Blanco) e com provével origem na India (Hodgson, 1967).

Na década de 70, uma doenga de etiologia desconhecida, “o declinio dos citros”,
acometeu as plantas implantadas sobre o limoeiro ‘Cravo’ que é extremamente suscetivel.
Esta doenga continua causando sérios danos a citricultura paulista, pois muitos pomares

estavam alicercados sobre este porta-enxerto. Os danos foram consideraveis, provocando
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redu¢do de produtividade, onerando os tratos culturais e abreviando a vida til dos pomares
(Dornelles, 1988; Koller, 1994; Pompeu Junior, 2005).

No Rio Grande do Sul os pomares sdo predominantemente formados por mudas
enxertadas sobre P. trifoliata, que é uma espécie com origem provavel no centro e norte da
China e dispersa em todo o mundo, pois induz uma boa produtividade a copa e destaca-se
pela alta qualidade conferida ao fruto, alto conteudo em soélidos soluveis totais e boa
coloracdo de casca, caracteristicas estas que sdo desejaveis na producdo destinada ao
mercado de frutas in natura (Dornelles, 1988; Schéfer & Dornelles, 2000).

Entre os citros, a diversidade de géneros, espécies, cultivares e clones ¢ muito
grande; no entanto, um numero relativamente pequeno de porta-enxertos ¢ utilizado nos
plantios comerciais, devido a razdes botanicas e historicas. Mas, a historia da citricultura
vem mostrando a importancia da diversificacdo destes, além da necessidade de variedades
melhoradas. Por exemplo, o fato da citricultura no sudeste brasileiro estar alicergada em
torno de 40% sobre o porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia) e a citricultura gaucha
com 90% sobre o P. trifoliata, implica em sérios riscos de ver-se repetida a destruigdo
causada pelo virus da “tristeza”, que dizimou milhdes de plantas na década de 40 (Koller,
1994; Schifer & Dornelles, 2000; Schafer et al., 2001; Machado et al., 2005) e a morte
stibita dos citros que destruiu pomares inteiros na ultima década (Machado et al., 2005).
Portanto, a utilizagdo racional e a diversificagdo dos porta-enxertos permitira que os
pomares mantenham-se produtivos e ndo sejam dizimados por novas pragas ¢ doengas
(Pompeu Junior, 1991).

A influéncia do porta-enxerto na producao e qualidade dos frutos ¢ muito marcante.
Por isso a escolha do material a ser utilizado ¢ uma fase muito importante no planejamento
do pomar, devendo ser levadas em consideragdo caracteristicas de clima, solo, variedade

copa, manejo, entre outros (Schifer & Dornelles, 2000; Schafer et al., 2001).
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O porta-enxerto afeta mais de 20 caracteristicas importantes da planta e dos frutos.
Na planta, pode influenciar o vigor, tamanho, habito de crescimento, profundidade de
enraizamento, tolerancia ao frio, adaptacao a condi¢des do solo, tolerancia a salinidade, pH
e estresse hidrico, resisténcia ou tolerancia a doengas do solo, capacidade de absorcao,
sintese e utilizacdo de nutrientes, composicdo quimica das folhas, fertilidade do polen,
precocidade de produgdo, produtividade, época de maturagdo e permanéncia dos frutos na
planta. Nos frutos, pode influenciar o tempo de conservacao apos a colheita, o tamanho, a
textura, a cor, a espessura da casca, o teor de suco, o sabor e a acidez, etc. (Hodgson, 1967;
Pompeu Junior, 1991; Davies & Albrigo, 1994; Stuchi et al., 1996; Schifer & Dornelles,
2000; Pompeu Junior, 2005).

Alguns porta-enxertos sao amplamente utilizados na citricultura mundial e ja foram
avaliados quanto a resisténcia a fatores biodticos e abidticos e principalmente quanto a
influéncias na produtividade e qualidade conferida aos frutos da cultivar copa.

P. trifoliata ¢ um porta-enxerto com potencial ananizante, induz a copa a producdo
de frutos com melhores caracteristicas comerciais que as obtidas com outros porta-enxertos
e induz & maturagdo mais tardia dos frutos da cultivar copa. E resistente ao frio, & gomose
(Phytophthora ssp.) a tristeza (Citrus tristeza virus, CTV), a xiloporose (virdide), ao
nematoide dos citros (Tylenchulus semipenetrans) e adapta-se bem em solos argilosos ¢
umidos (Saunt, 1990; Davies & Albrigo, 1994). Porém, ¢ suscetivel ao exocorte (virdide) e
ao declinio (anormalidade de causa desconhecida); apresenta baixo desenvolvimento em
viveiro; € intolerante a seca e € incompativel com a laranjeira ‘Péra’, limoeiros verdadeiros
e tangoreiro ‘Murcott’. Entretanto, P. trifoliata possui varios genes de resisténcia a
doengas ¢ estresses que ndo sdo encontrados em Citrus (Dornelles, 1988; Schifer &
Dornelles, 2000; Schifer et al., 2001; Pompeu Junior, 2005; Chen et al., 2008).

O citrangeiro ‘Troyer’ [P. trifoliata (L.) Raf. x C. sinensis (L.) Osb.] ¢ um porta-

enxerto que induz crescimento vigoroso das variedades copa em diversos tipos de solos. E
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resistente a xiloporose e a tristeza, porém ¢ pouco tolerante a solos salinos; ¢ sensivel a
exocorte e apresenta menor resisténcia ao frio e a gomose de Phytophthora quando
comparado com o P. trifoliata. No geral, induz a formagdo de plantas menores que as
formadas sobre limoeiro ‘Cravo’ e apresenta boa compatibilidade com laranjeiras
(Hodgson, 1967; Saunt, 1990; Davies & Albrigo, 1994).

O citrumeleiro ‘Swingle’ [P. trifoliata (L.) Raf x C. paradisi] ¢ um porta-enxerto
resistente & gomose, ao nematdide dos citros e ao frio. E menos tolerante a solos alcalinos
que o citrangeiro ‘Troyer’ e tem mostrado grande tolerancia ao declinio. A qualidade das
laranjas produzidas sobre o citrumeleiro ¢ 6tima, com alto indice de agucares, sabor
excelente para o consumo in natura e alto rendimento de suco. O crescimento das
laranjeiras enxertadas em citrumeleiro ¢ mais vigoroso que as enxertadas em P. trifoliata e
similar as enxertadas em citrangeiros (Saunt, 1990; Davies & Albrigo, 1994).

O citrangeiro ‘Fepagro C 13’ [C. sinensis (L.) Osb. cv. Péra x P. trifoliata (L.) Raf].
¢ um porta-enxerto que apresenta bos resisténcia ao frio, porém baixa resisténcia a seca;
alta tolerancia a gomose; Induz alta precocidade de produgdo e alta produgdo; induz a
produgdo de frutos com excelente qualidade; forma plantas de tamanho pequeno e com alta
longevidade; e apresenta certa tolerancia a solos umidos (Souza et al., 2010). Além destes,
a Fepagro desenvolveu outros porta-enxertos denominados citrangeiros ‘Fepagro C 37’ e
‘Fepagro C 41°[C. sinensis (L.) Osb. cv. Péra x P. trifoliata (L.) Raf], porém estes ainda

nao foram avaliados quanto a descritores morfologicos e de produgao.

2.5 Melhoramento genético de citros
A partir de 1893, quando tiveram inicio os primeiros programas de melhoramento
genético de citros, numerosos programas foram desenvolvidos a fim de atender diversos

objetivos, como resisténcia ao frio e moléstias, produtividade, qualidade e coloragdo dos
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frutos, ampliacdo do periodo de safra, menor porte, etc. (Moreira & Pio, 1991; Davies &
Albrigo, 1994; Koller, 1994; Pompeu Junior, 2005; Machado et al., 2005).

O melhoramento genético tradicional via hibridagdo sexual e selecdo apresenta
limitagdes a obtencdo de variedades copa e porta-enxerto devido a descontinuidade nos
programas estabelecidos e a fatores biologicos caracteristicos das espécies, tais como:
embrionia nucelar, auto-incompatibilidade, esterilidade, juvenilidade, entre outros, que
dificultam e retardam o processo de melhoramento.

A embrionia nucelar, que consiste na formacao de dois ou mais embrides na mesma
semente, promove a concorréncia por nutrientes entre embrides nucelares e zigoético,
prejudicando o desenvolvimento deste e dando origem a muitas plantas idénticas a planta
mae. Este ¢ um dos principais fendmenos que torna o melhoramento de citros complexo,
por isso sera discutido mais amplamente no decorrer desta revisao.

A auto-incompatibilidade ¢ a inabilidade de estabelecer frutos por autopolinizagao,
embora o pdlen e a oosfera sejam funcionais em polinizagdo cruzada. Em citros, Soost, em
1964, propds o modelo de auto-incompatibilidade baseado no sistema gametofitico do
alelo S, ou seja, o crescimento do tubo polinico € inibido quando o grao de poélen apresenta
o mesmo alelo S expresso no pistilo (Frost & Soost, 1968; Machado et al., 2005). A auto-
incompatibilidade em plantas que ndo produzem frutos por partenocarpia pode ser um
problema em pomares comerciais constituidos por clones, pois estas portam os mesmos
genes, bem como apresentam graos de pdlen com o mesmo alelo S que o pistilo,
inviabilizando a producao por falta de polen compativel para o processo de fertilizagao.
Porém ¢ interessante em variedades partenocarpicas, pois darda origem a frutos sem
semente, fator este relatado por Ye et al. (2009), em uma cultivar de tangerineira, sendo
observada a presenca de auto-incompatibilidade gametofitica.

A esterilidade em citros resulta de problemas de macho-esterilidade, onde nao ha

produgdo de polen viavel, ou fémea-esterilidade, por ma-formagdo do pistilo ou ovario
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conduzindo a auséncia ou a formagao de gametas femininos inviaveis. Este fendmeno
ocorre com relativa freqiiéncia e tem como principal conseqiiéncia a producdo de frutos
sem sementes por partenocarpia (Frost & Soost, 1968; Machado et al., 2005).

A duragdo do periodo juvenil € varidvel entre as espécies citricas e ¢ influenciada
pelas condi¢des ambientais. A maioria dos genétipos tem longo periodo juvenil, levando
de cinco a 13 anos desde a implantagdo da semente até a floragdo. Além disso, para melhor
caracterizagdo da producdo, as avaliagdes devem ser feitas apos o segundo ou terceiro ano
de floracdo. Isso torna o melhoramento de citros via hibridacdo uma atividade de longo
prazo e cara, além de exigir grandes areas de terra para a manutencdo das plantas até a
selecdo (Frost & Soost, 1968; Davies & Albrigo, 1994; Koller, 1994; Machado et al.,
2005). Ha de se considerar ainda que a juvenilidade em citros esta associada a presenga de
espinhos e crescimento vigoroso, resultando em plantas com porte excessivo e de dificil
manejo (Frost & Soost, 1968; Machado et al., 2005).

Outra dificuldade encontrada no processo de selecdo por técnicas de melhoramento
genético convencional € o fato de muitas caracteristicas possuirem heranca quantitativa, ou
seja, determinadas por varios genes (Machado et al., 2005).

Devido as dificuldades provocadas pelos fatores inerentes da biologia dos citros
acima descritos, que prejudicam e retardam o processo de selecdo, o melhoramento tem
sido mais uma atividade de coleta e selecdo massal de variantes espontaneos do que uma
atividade de melhoramento tradicional via cruzamentos e selecdo, o que explica o fato da
maioria das variedades utilizadas comercialmente serem originadas de mutacdes. Além
disso, praticas como a enxertia e a estaquia, muito utilizadas em espécies citricas, facilitam
a conservagdo de mutagdes (Garcia et al., 1999; Davies & Albrigo, 1994; Machado et al.,
1997; Machado et al., 2005).

Frost & Krug (1942) chamam a atengdo para a enorme diversidade observada em

citros, associada possivelmente a altas freqiiéncias de mutagdes. Mudangas repentinas em
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caracteres herdaveis, observadas sob a forma de variagdes em gemas, ramos ou plantulas,
podem dar origem a gendtipos que mantém as caracteristicas originais da variedade, mas
que apresentam alteragdes em caracteres como produgao, qualidade de frutos ou resisténcia
a doengas. Estas mutagdes, quando benéficas, promovem com freqii€ncia o surgimento de
novas variantes que se tornam variedades comerciais (Davies & Albrigo, 1994).

Segundo Hodgson (1967), cerca de 24% das variedades de laranjeiras doces
originaram-se de mutagdes de gemas, 23% através de mutagdes de plantulas e o restante
tém origem desconhecida. No Brasil, exemplos de selegdo de mutacdes sdo a laranjeira de
umbigo ‘Bahia’, que resultou de alteragdo em uma laranjeira comum no estado da Bahia e
no Rio Grande do Sul, merece destaque a tangerineira ‘Montenegrina’, um hibrido
espontaneo descoberto no Vale do Cai na década de 40 (Rodrigues & Dornelles, 1999).

Apesar das dificuldades, muitos programas de melhoramento genético de citros sdo
baseados em métodos tradicionais para o desenvolvimento de cultivares copa e porta-
enxerto, através de polinizagcdo manual e selecdo dos gendtipos superiores. Bons resultados
tém sido obtidos via hibridagdo sexual, como o tangoreiro ‘Murcott’ [C. reticulata Blanco
x C. sinensis (L.) Osbeck], que apresenta boas caracteristicas e expressao significativa no
mercado de fruta in natura (Davies & Albrigo, 1994; Machado et al., 2005).

Os programas de melhoramento genético de citros devem atender objetivos
especificos de acordo com o local onde estdo inseridos (Davies & Albrigo, 1994). No
Brasil, os objetivos para as variedades copa sdo plantas que produzam frutos com pouca ou
nenhuma semente, boa coloragdo, bom rendimento de suco, produtividade e resisténcia a
doengas como o cancro citrico e o declinio e tolerancia a tristeza (Koller, 1994; Mourao
Filho et al., 2002).

Para os porta-enxertos, os programas de melhoramento buscam plantas resistentes
ou tolerantes a fatores bidticos, como a tristeza, gomose, nematoides, declinio e a morte

subita; tolerantes a fatores abidticos, como temperatura, salinidade, pH do solo, déficit
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hidrico e encharcamento, de facil propagacdo, compativeis com as variedades copa, bom
vigor e induzam a alta produtividade e qualidade aos frutos (Mourao Filho, 1996, Mourdo

Filho et al., 2002; Pompeu Junior, 2005).

2.6 Apomixia, poliembrionia e identificagdo de hibridos

Apomixia em plantas com flores ¢ definida como a formacdo assexual de um
embrido do tecido do 6vulo materno, na auséncia total ou parcial de meiose e fertilizagao
(Bickneel & Koltunow, 2004). Trata-se de um mecanismo natural que permite a
reproducdo clonal através de sementes, gerando progénie estritamente idéntica a planta
mae, devido a ndo contribui¢do do genoétipo paterno (Grossniklaus et al., 1998).

As espécies de Citrus e géneros relacionados podem se reproduzir por via sexuada
e assexuada. Sexuadamente, por meio de autopolinizagdo em face da concomitincia da
deiscéncia das anteras e receptividade do estigma em suas flores hermafroditas ou via
polinizagdo cruzada, através de agentes polinizadores, como o vento ou insetos. Nestas
duas vias, os embrides zigéticos resultam da fusdo de gametas masculinos e femininos
(Machado et al., 2005). Por via assexuada, um ou mais embrides sdo formados sem
fertilizagao, caracterizando o fendmeno da apomixia (Koltunow, 1993).

Em citros, a apomixia ¢ do tipo nucelar, facultativa e esporofitica, isto €, ocorre
formagao de embrides sem redugdo meiodtica ¢ fora do saco embrionario. Os embrides
apomiticos ou nucelares (termo mais comumente utilizado na literatura) sdo formados a
partir de células individuais do tecido somatico do 6vulo ou do integumento interno. Esses
iniciam seu desenvolvimento independente da fertilizacdo, embora este processo parega ser
necessario para a formagdo do endosperma, visto que, na auséncia de fertilizacdo, os
embrides nucelares iniciam o seu desenvolvimento, mas ndo o completam devido a
auséncia de nutrientes e hormonios essenciais (Kultonow, 1993; Garcia et al., 1999;

Spielman et al., 2003; Machado et al., 2005).
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Células nucelares destinadas a se tornarem embrides sao morfologicamente
diferentes, apresentando nticleos maiores e citoplasma mais denso, contudo os mecanismos
que determinam que estas dardo origem aos embrides nucelares ainda nao sao conhecidos
(Kultonow, 1993; Koltunow et al., 1995).

Em citros, plantas monoembridnicas produzem sementes com um Unico embrido e
este ¢ derivado da reproducdo sexual, enquanto que as poliembridnicas produzem sementes
que portam, além do embrido sexual, outros formados por apomixia (Koltunow, 1993;
Koltunow et al., 1995). A presenca de embrides extras (nucelares), além do sexual, leva ao
uso do termo poliembrionia, ou seja, o desenvolvimento de dois ou mais embrides na
mesma semente (Garcia et al., 1999).

A maioria das espécies citricas sdo poliembrionicas, porém cidras (C. medica L.),
toranjas [C. grandis (L.) Osb.] ¢ algumas tangerineiras, como as clementinas (C.
clementina Hort. Ex Tan.) sdo monoembrionicas, produzindo apenas um embrido de
origem sexual por semente (Machado et al., 2005; Aleza et al., 2010). Estas plantas sdo de
grande interesse para uso como parentais femininos em cruzamentos, visto que dardo
origem a embrides zigoéticos (Chen et al., 2008). Porém, eventualmente, pode ocorrer o
desenvolvimento de mais de um embrido zigoético, pela formacdo de dois sacos
embrionarios em um unico 6vulo ou pela clivagem do embrido zigdtico, originando neste
caso, dois embrides idénticos (Moreira et al., 1947; Medina Filho et al., 1993; Cristofani et
al., 2001).

A ocorréncia destes fenomenos foi registrada por Medina Filho et al. (1993) que, na
analise de 633 hibridos de porta-enxertos de citros, identificaram a presenca de 12 pares de
plantas cuja origem foi associada a clivagem do embrido zigoético, além de duas plantas
originadas pela formacao de dois sacos embrionarios em um unico 6vulo.

Casos de poliembrionia em genotipos monoembridnicos de citros foram relatados

por Aleza et al. (2010), que observaram a presenga de mais de um embrido zigdtico em
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sementes obtidas de cruzamento utilizando como genitor feminino cinco gendtipos da
variedade monoembrionica ‘Clementina’, (C. clementina), sendo eles: ‘Bruno’, ‘Fina’,
‘Hernandina’, ‘Clemenules’ e ‘Tomatera’. Analises moleculares confirmaram a origem
zigbtica das plantas, permitindo concluir que se tratava de um processo de clivagem do
embrido zigotico dando origem a duas plantas com mesma constituicdo genética, contudo,
as causas que levaram a clivagem do embrido ndo sdo conhecidas.

Em citros, a poliembrionia pode ou ndo ser vantajosa, dependendo dos objetivos a
serem alcancados. A embrionia nucelar ¢ de grande interesse para os melhoristas, uma vez
que permite a renovagdo dos bancos de germoplasma, conservando as caracteristicas da
planta mée (Cameron & Soost, 1969). E vantajosa também para o sistema de produgdo de
porta-enxertos, pois as plantas apresentam o mesmo vigor ¢ mantém as caracteristicas da
planta mae, permitindo, desta forma, que os pomares apresentem uniformidade quanto ao
tamanho ¢ as caracteristicas da copa (Machado et al., 2005). No entanto, em programas de
melhoramento que tem como objetivo a produgdo de hibridos, a embrionia nucelar é uma
das grandes barreiras ao desenvolvimento de novos genétipos de citros (Machado et al.,
2005). Em algumas espécies citricas a competicdo entre embrides nucelares e zigdticos €
tanta, que o embrido sexual é eliminado ou apresenta desenvolvimento lento e fragil,
reduzindo a freqiiéncia de gendtipos recombinantes para a sele¢do e impossibilitando a
obtencdo de novas cultivares com constituicdo genética distinta (Koltunow, 1993; Ruiz et
al., 2000; Cristofani et al., 2001; Ramos et al., 2006). Como alternativa para minimizar a
perda dos embrides zigdticos, que em condi¢des de campo sdo dominados pelo maior vigor
dos nucelares, o resgate in vitro destes tém sido recomendado (Koller, 1994).

A proporcdo de embrides nucelares parece variar entre as espécies citricas, sendo
que fatores ambientais, nutrigdo da planta, cultivar, forma de polinizacdo e variedade
polinizadora atuam diretamente no tamanho e no niimero de embrides contidos em uma

semente (Frost & Soost, 1968; Garcia et al., 1999).
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A determinacdo do nimero de embrides pode ser feita direta ou indiretamente.
Conforme Moreira et al. (1947), o método direto consiste na contagem do numero de
embrides presentes € o método indireto € baseado no nimero de embrides que conseguem
germinar de cada semente. Além disso, os autores descreveram metodologia para calcular a
percentagem de poliembrionia, a qual ¢ realizada através da freqiiéncia de sementes com
dois ou mais embrides no total de sementes do experimento.

Diferengas no nimero de embrides podem ser observadas em fung¢do do método
utilizado. Moreira et al. (1947), em limoeiro ‘Cravo’ (C. reticulata), limoeiro ‘Comum’ (C.
limon) e P. trifoliata observaram pelo método direto a média de 1,7; 1,7 e 2,6 embrides por
semente, enquanto que pelo método indireto observaram 1,1; 1,1 e 1,5, respectivamente.

O método direto de determinacdo do nimero de embrides ¢ mais preciso, embora
seja mais trabalhoso. Rodrigues et al. (1999), através do método direto, avaliaram as
tangerineiras ‘Cai’ e ‘Montenegrina’ (C. deliciosa Tenore), ‘Ponca’ (C. reticulata Blanco)
e ‘King’ (C. nobilis Loureiro) quanto ao nimero de embrides por semente ¢ observaram
valores médios de 5,74; 5,65; 7,66 e 3,24, respectivamente. Soares Filho et al. (2000),
através do método direto, avaliaram o nimero de embrides por semente e a taxa de
poliembrionia em tangerineiras ‘Clementina’ e ‘Sunki’ e em limoeiros ‘Cravo’ e
‘Volkameriano’, observando uma média de embrides de 1,0; 1,3; 1,5 ¢ 2,1 e a percentagem
de poliembrionia foi de 1,4%; 15,9%; 35,2% e 58,6%, respectivamente.

O método indireto também ¢ muito utilizado por ser menos trabalhoso, contudo,
apresenta menor precisdo. Soares Filho et al. (2002) observaram através do método
indireto, a média de embrides por semente de 1,07 em tangerineira ‘Clementina’, 1,15 em
tangerineira ‘Sunki’, 2,60 em limoeiro ‘Volkameriano’, 2,56 em laranjeira-azeda ‘Comum’
e 4,29 em laranjeira-azeda ‘Double calice’ e a percentagem de poliembrionia foi de 1,5%,
8,3%, 79,2%, 76,4% ¢ 90,50%, respectivamente. Ramos et al. (2006) avaliaram, pelo

método indireto, o numero médio de embrides por semente ¢ a percentagem de
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poliembrionia em citrumeleiro ‘Swingle’ e P. trifoliata e observaram valores médios de 1,6
e 1,4 embrides por semente e 48,1% e 31,5% na taxa de poliembrionia, respectivamente.

Em citros, quando se objetiva selecionar apenas as plantas zigodticas, a identificagao
de hibridos e a eliminacdo precoce de plantas nucelares resulta em economia de recursos e
tempo (Ballve et al., 1997). Porém a distingdo entre embrides zigoéticos e nucelares em
estadios iniciais de desenvolvimento ¢ dificil, pois a maioria dos caracteres morfoldgicos
apresentam heranga aditiva, sdo poligénicos e altamente influenciados pelo ambiente; além
disso, hibridos obtidos via cruzamento podem ser muito semelhantes ao parental feminino
dificultando a sele¢do precoce destes (Teich & Spiegel-Roy, 1972; Ballve et al., 1997;
Ruiz et al., 2000).

A identificacdo de hibridos citricos zigdticos por marcadores morfoldgicos é mais
efetiva quando as caracteristicas sdo visualmente diferencidveis. Um dos primeiros
métodos utilizados para distinguir plantulas zigéticas de nucelares foi realizado com base
em um gene marcador dominante, codificador da caracteristica ‘trifoliolada’, expressa em
P. trifoliata. Assim, em cruzamentos entre plantas dos géneros Citrus e Poncirus os
individuos zigoticos apresentavam folhas trifolioladas (Cameron & Frost, 1968).

A caracterizagdo morfologica de plantas hibridas de citros tem sido util em analises
preliminares, reduzindo o nimero de genotipos a serem avaliados por técnicas mais caras,
como os marcadores moleculares. Teich & Spiegel-Roy (1972) descreveram um indice
utilizando a razdo entre o comprimento e a largura da folha para identificar hibridos
derivados do cruzamento entre a tangerineira 'King' (C. nobilis Lour.) (genitor materno) e
laranjeiras, tangeleiros e tangerineiras. Plantulas que apresentaram indice similar a ‘King’
foram consideradas nucelares ¢ as com indice diferente, hibridos, porém, a confiabilidade
deste método nao foi avaliada.

Ballve et al. (1997) avaliaram a progénie obtida via cruzamentos controlados entre

C. limonia x C. aurantium, C. sunki x C. aurantium e cruzamentos reciprocos, além de C.
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sunki x C. sinensis. O marcador tamanho das asas do peciolo foi utilizado, visto que C.
limonia e C. sunki apresentam asas estreitas ¢ C. aurantium e C. sinensis asas amplas. Nas
avaliagdes morfologicas de um total de 1024 plantas, 504 foram caracterizadas
fenotipicamente como de origem zigoética. Posteriormente, analises izoenzimaticas
permitiram identificar 561 hibridos. Portanto, as analises morfologicas foram eficientes na
caracterizagdo de 90% dos hibridos, demonstrando ser este um método pratico e facil
devido a presenca de distinto marcador morfolédgico.

Oliveira et al. (2002) pré-selecionaram plantas possivelmente zigéticas de citros
através da analise do apice das folhas de plantulas obtidas do cruzamento entre o
tangoreiro ‘Murcott’ (C. reticulata Blanco x C. sinensis (L.) ¢ a laranjeira ‘Péra’ (C.
sinensis (L.) Osb.). A analise visual indicou que as folhas de 'Péra’ (doadora de polen) e
dos possiveis hibridos apresentavam apices pontiagudos, enquanto que Murcott' (planta
mae) e possiveis plantulas nucelares apresentavam formato redondo. Na avaliagdo de 99
plantulas, 52 foram classificadas como de origem zigdtica e 47 nucelar, sendo estas
posteriormente confirmadas por analises moleculares com marcadores microssatélites
(SSR). Portanto, a selecdo via marcadores morfologicos pode ser eficiente e permite
reduzir os custos de genotipagem de um grande nimero de plantas, muitas das quais de
origem nucelar.

Oliveira et al. (2000) pré-selecionaram via marcadores morfologicos, hibridos
provenientes do cruzamento entre tangerineira ‘Cravo’ (C. reticulata Blanco) e laranjeira
‘Péra’ [C. sinensis (L.) Osbeck]. As plantas foram conduzidas em tubetes e canteiros ¢
classificadas em dois grupos: plantas com menor altura (<12 cm) e folhas de coloragdo
verde-escura (selecdo A) e plantas com comprimento, largura das folhas ou forma da asa
do peciolo distintos do parental feminino (selecao B). Via marcadores moleculares do tipo
RAPD, das plantas pré-selecionadas e conduzidas em tubetes 46,5% e 55,6% eram hibridas

e para as plantas conduzidas em canteiros 8,3% e 80,4% foram caracterizadas como
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zigoticas. Estes resultados permitiram concluir que a identificagdo de hibridos baseada
exclusivamente em caracteres morfologicos ¢ dificil, principalmente quando as espécies
parentais sdo semelhantes fenotipicamente, mas constitui importante ferramenta para a
reducao de custos com analises laboratoriais.

Técnicas moleculares sdo utilizadas na selegdo precoce de plantas hibridas em
citros. O uso desta ferramenta oferece algumas vantagens, tais como: rapidez e precisdo da
analise, grande nimero de marcadores existentes, necessidade de pequena quantidade de
DNA e ndo interferéncia de fatores ambientais (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Entre os métodos baseados em DNA, andlises com marcadores do tipo RAPD e
SSR destacam-se em citros. Marcadores moleculares do tipo RAPD utilizam um conjunto
de primers universais, dominantes e que podem ser usados para analise gendmica em uma
ampla variedade de espécies. Os SSR sdo marcadores co-dominantes, multialélicos,
altamente informativos e de ampla utilizagdo na maior parte das culturas, além de permitir
o uso de primers desenvolvidos para espécies relacionadas (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Marcadores do tipo RAPD foram utilizados por Bastianel et al. (1998) para a
identificagdo de embrides zigoéticos obtidos do cruzamento entre as tangerineiras
‘Montenegrina’ (C. deliciosa Tenore) e ‘King’ (C. nobilis Loureiro). Das 202 plantas
avaliadas, 54 (26,73%) foram caracterizadas como de origem sexual. Enquanto que
Schifer et al. (2004) identificaram duas (3,23%) plantas zigoticas de uma populagdo de 62
genotipos obtidos via polinizagdo aberta de P. trifoliata.

Cristofani et al. (2001), com o uso de marcadores moleculares RAPD e SSR
avaliaram 282 plantas obtidas de cruzamento controlado entre laranjeira ‘Caipira’ [C.
sinensis (L.) Osbeck] e laranjeira ‘Azeda’ (C. aurantium L.) e identificaram 17 (6%)
plantas zigoticas. No cruzamento entre laranjeira ‘Caipira’ e limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia
Osbeck) avaliaram 83 plantas, ¢ destas, oito (9,6%) eram de origem sexual. Weiler et al.

(2010) confirmaram a origem hibrida de 93 plantas obtidas pelo cruzamento da
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tangerineira ‘Clementina Fina’ (C. clementina Hort. ex Tan.) e ‘Montenegrina’ (C.
deliciosa Ten.), com marcadores moleculares SSR.
Portanto, marcadores moleculares estdo sendo eficientes na identificacdo de

individuos zigdticos, permitindo que estes sejam selecionados precocemente.

2.7 Citogenética de citros

Estudos citogenéticos compreendem todo e qualquer estudo relativo ao
cromossomo isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, no que diz respeito a
morfologia, organizagdo, fun¢do e replicagdo, bem como na sua variagdo e evolucio
(Guerra, 1988).

Segundo Sybenga (1998), analises citogenéticas sao utilizadas para a determinagao
do niimero cromossomico, nivel de ploidia, andlise do comportamento cromossomico na
meiose e fertilidade de podlen. Em programas de melhoramento genético sdo muito
importantes, pois permitem selecionar materiais promissores que possam ser utilizados em
cruzamentos dirigidos, além de ajudar no monitoramento de possiveis alteragdes da
fertilidade dos individuos e do nivel de ploidia.

A determinagdo do nimero cromossémico ¢ muito importante no melhoramento e
pode ser feita através da contagem de cromossomos em células somaticas de ponta de raiz
ou células gaméticas, ou ainda de modo alternativo, especialmente quando se trabalha com
um grande nimero de plantas, por citometria de fluxo.

A citometria de fluxo ¢ um método que mede a quantidade de DNA e infere sobre
niveis de ploidia. A medida da quantidade de DNA ocorre nas seguintes etapas: isolamento
mecanico dos nucleos intactos das plantas; coloragdo dos nticleos com fluorocromo que ¢
adicionado as células para que estas possam ser detectadas e quantificadas devido a
fluorescéncia emitida pelo fluorocromo; passagem em alta velocidade desta suspensdo de

células diante de uma fonte de luz ultravioleta. A passagem das particulas pelo foco de luz
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convertidos em pulsos ¢ eletronicamente processada para produzir sinais, cuja distribuicao
¢ integrada em uma 4area, na forma de picos. A fluorescéncia obtida no foco de luz ¢
proporcional a quantidade de DNA nuclear e a posicao do pico reflete o nivel de ploidia
(Dolezel et al., 1994; Bennet & Leicht, 1995).

A estimativa de nivel de ploidia através da citometria de fluxo tem varias
vantagens, como: rapidez, conveniéncia ¢ sensibilidade, além de permitir que seja
analisado um grande numero de amostras a partir de diversos tipos de tecidos vegetais, em
um curto periodo de tempo, contudo ha certos inconvenientes, como imprecisdes nos
resultados e alto custo do equipamento e reagentes (Bennett & Leicht, 1995; Saito et al.,
2003).

O processo meidtico consiste na divisdo e formagdo de gametas haploides a partir
de células dipldoides. Durante a reprodugdo sexual, a unido de dois esporos haploides
restaura o complemento cromossdmico dipléide de um individuo, mantendo o nimero
cromossOmico constante de geragdo em geracdo (Singh, 2003). As anormalidades
meiodticas influenciam negativamente a fertilidade dos individuos.

Analises da viabilidade dos graos de polen, pelo método de coloragdao dos graos ou
através da capacidade de germinacdo in vitro em meio de cultivo sdo muito importantes,
pois podem contribuir, por exemplo, para a taxonomia (Rodrigues et al., 1999), mas,
principalmente, para a determinagdo da fertilidade masculina (Agarwal, 1989), pois, em
espécies citricas, a presenca de graos de podlen viaveis € necessaria para a fertilizagdo e
formagdo das sementes (Koltunow et al., 1995).

Em citros, os primeiros estudos citogenéticos foram conduzidos por Strasburger em
1907 e por Osawa em 1912 e estes descreveram erroneamente o numero hapldide n=8 para
o género. A contagem equivocada deve, possivelmente estar associada a limitagcdes das
técnicas utilizadas e ao pequeno tamanho dos cromossomos que variam de 1 a 3,5um e da

morfologia (meta e submetacéntricos) muito semelhante. Somente em 1925, Frost,
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determinou corretamente o numero cromossomico basico em meidcitos de laranjeiras-doce
e pomeleiros como n=9 (2n=18), com a ocorréncia de nove cromossomos bivalentes em
células mae-de-polen (Lee, 1988; Davies & Albrigo, 1994).

A predominancia de plantas diploides em citros foi confirmada por Guerra et al.
(1997) que ao estudar de 51 acessos de Citrus, P. trifoliata e sete hibridos interespecificos
observaram a presenga de células com 2n=18 cromossomos.

Estudos de andlise do comportamento meidtico foram desenvolvidos objetivando
identificar o grau de normalidade na microsporogénese de citros. Raghuvanshi (1962)
avaliou algumas espécies de Citrus quanto ao comportamento meidtico e observou meiose
regular, com a formagdo de nove cromossomos bivalentes. Algumas alteragdes, como
pontes em andfase, cromossomos univalentes e fragmentos foram observadas, estando
estas associadas possivelmente a freqliente ocorréncia de inversdes nas espécies.

Agarwal (1987) através de analises do comportamento meidtico de trés hibridos de
citros: citrumeleiro (C. paradise x P. trifoliata), citrangeiro (C. sinensis x P. trifoliata) e
kumgquateiro (C. aurantifolia x Fortunella) observou formagao de nove bivalentes em
metafase I e alta fertilidade de polen com 77,1%, 95,4% e 96,1%, respectivamente.

Agarwal (1989) avaliou o comportamento meidtico de hibridos de porta-enxertos
considerados promissores obtidos através de cruzamentos intergenéricos de Citrus e
Poncirus e genéricos de Citrus. Poucas irregularidades cromossdmicas foram observadas
com predominio de nove bivalentes em metafase. A viabilidade do polen foi elevada com
variagoes de 73,9 a 87,7% de grdos viaveis.

Sellito-Boaventura & Pio (1989) avaliaram o comportamento meidtico de trés
cultivares de laranjeiras-doce [C. sinensis (L.) Osbeck] ‘Pineapple’, ‘Ruby’ ¢ ‘Moro’. As
trés cultivares eram diploides n=9 (2n=18) e apresentaram diferengas na percentagem de
anormalidades meidticas. Em ‘Pineapple’, 14% das células durante a metafase I

apresentaram univalentes; em anafase I, 6% continham retardatirios e pontes
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cromossomicas ¢ 16% das células em anafase Il mostravam retardatarios e pontes. Na
cultivar ‘Ruby’, em metafase I, 12,5% das células apresentaram separacdo precoce dos
cromossomos € 6,2% tinham a presenga de um cromossomo a mais (91I+11); em anéfase I,
20,2% demonstravam disjungdo irregular; 6,8% com cromossomos retardatarios e 2,0%
com um cromossomo a mais (2n=19); em anafase II, 31,0% das células mostraram
disjun¢do irregular ¢ 3,0% cromossomos retardatarios. Na cultivar ‘Moro’, 16,5% das
células apresentaram separagdo precoce de um cromossomo ¢ em 8,7% observou-se a
presenga de um cromossomo a mais (9I1+11); em anafase I e II, 53,0% e 57,7%
respectivamente, continham cromossomos retardatirios. A percentagem de tétrades
normais ¢ viabilidade dos graos de pdlen foram de 75,2% e 64,4% para ‘Pineapple’, 59,8%
e 33,0% para ‘Ruby’ e 56,4% e 2,4% para ‘Moro’, respectivamente.

Cavalcante et al. (2000) avaliaram o comportamento meidtico em 70 plantas de
uma populagao de tangerineira ‘Lee’ [C. Clementina x (C. paradisi x C. tangerina)]. Todas
as plantas avaliadas eram dipléides (2n=18). A maioria (84,3%) apresentou meiose regular
com nove bivalentes em metafase I e segregacdo normal nas fases de anafase/telofase I e
II. Baixas percentagens de irregularidades foram observadas, como aderéncia e presenca de
univalentes e tetravalentes em metafase [, cromossomos retardatarios e pontes
cromossOmicas em anafase/telofase I e estas anormalidades podem estar associadas a falta
de homologia entre os cromossomos. O indice meidtico variou de 38 a 100%, e foi
observada a presenca de micrdcitos em células em fase de tétrades, porém 94% das plantas
apresentaram indice meidtico superior a 90%, demonstrando ser esta uma populagdo
meioticamente estdvel. Na estimativa da viabilidade dos grdos de podlen com o corante
carmim propidnico foram observados valores de 9,9% a 98,0% de viabilidade, enquanto
que em analises de capacidade de germinagdo in vitro dos grdos, a percentagem de

germinagdo variou de 1,5% a 91,5%. Correlacdo positiva e significativa (0,80) foi obtida
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através da comparagdo entre a viabilidade avaliada pelo método de coloragdao com corante
carmim propidnico e germinagao in vitro de polen.

Ye et al. (2009) avaliaram o comportamento meidtico da cultivar Shatangju e de
uma nova cultivar de tangerineira sem semente denominada ‘Wuzishatangju’ (C. reticulata
Blanco), proveniente de mutacao de ramo. Nao foram observadas diferengas entre a nova
cultivar e sua genitora, visto que ambas apresentaram elevada presenga de células normais
em meiose. A viabilidade dos graos de polen foi similar entre as duas, com valores de
83,94% para ‘Wuzishatangju’ e de 92,58% ‘Shatangju’ e a capacidade de germinag@o in
vitro foi de 41,6% e de 47,8%, respectivamente. A elevada percentagem de graos viaveis e
que germinaram sao um indicio de que ha polen suficiente para o processo de fertilizagao,
estando a auséncia de sementes, na nova cultivar, associada a outro fator.

Brugnara et al. (2008) determinaram o nivel de ploidia e estimaram a viabilidade
dos graos de pdlen de 31 plantas de uma populagdo obtida pelo cruzamento de tangerineira
‘Montenegrina’ (C. deliciosa Ten.) com a tangerineira ‘King’ (C. nobilis Lour.) e
‘Montenegrina’ com a laranjeira ‘Caipira’ (C. sinensis (L.) Osb.). Toda a populagdo
avaliada era diploide (2n=18). A fertilidade de polen dos genitores foi de 58%, 79% e 47%
para ‘Montenegrina’, ‘King’ e ‘Caipira’, respectivamente. Nos 21 hibridos avaliados do
cruzamento entre ‘Montenegrina’ e ‘King’, os valores variaram de 42 a 98% e nos dez
hibridos do cruzamento de ‘Montenegrina’ e ‘Caipira’ a variagdao foi de zero a 95% de
viabilidade. Esta variagdo sugere que efeitos genéticos e ambientais estejam interagindo.

Weiller et al. (2011) determinaram o nivel de ploidia e estimaram a viabilidade do
polen de uma populagdo hibrida obtida pelo cruzamento de tangerineira ‘Clementina Fina’
(C. clementina Hort) x tangerineira ‘Montenegrina’ (C. deliciosa Ten.) e observaram que
as 52 plantas avaliadas, além dos genitores eram diploides (2n=18). Na estimativa da
viabilidade dos graos de polen, variagdes entre 79,04% e 98,08% foram observadas, o que

também sugere a influéncia de fatores genéticos e ambientais sobre a viabilidade do polen.
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Hu et al. (2007) avaliaram a viabilidade dos grdos de pélen de uma cultivar de
tangerineira (C. suavissima Hort. ex. Tanaka) e de uma nova cultivar obtida via mutagéo,
denominada ‘Ougan’. Dois métodos foram utilizados, coloragdo com iodeto de potassio
(1%) e fluoresceina (FDA) e os valores observados foram de 84,5% e 71,4%,
respectivamente na planta genitora, porém na cultivar mutante ‘Ougan’ nao foram
observados graos vidveis, o que foi associado a limitagdo no acumulo de lipidios em
células do tapeto, o que possivelmente promoveu danos ao desenvolvimento dos
micrésporos e provocou o aborto dos graos de pdlen. A auséncia de polen viavel pode estar
influenciando o reduzido nimero de sementes da nova cultivar.

Moreira & Gurgel (1941), em estudo com 27 variedades de laranjeiras, observaram
graos de pdlen bem corados, pouco corados, ndo corados e vazios, através da coloragdo
com carmim acético 40%. Com estas mesmas variedades, porém no experimento de
germinacdo in vitro, foi possivel observar que apenas os graos bem corados germinaram.

Kobayaschi et al. (1995) avaliaram a capacidade de germinagao in vitro dos graos
de podlen em quatro hibridos somaticos obtidos pela hibridagdo entre tangerineira
‘Satsuma’ (C. unshiu Marc. cv. Hayashi) + laranjeira ‘Navel’ (C. sinensis Osb. cv.
brasiliensis); toranjeira (C. paradisi Macf. cv. Marsh) + laranjeira ‘Navel’; tangoreiro
Murcott [C. reticulata Blanco x C. sinensis (L.) Osbeck] + laranjeira ‘Navel’; e Yuzu (C.
junus Sieb) + laranjeira ‘Navel’ e observaram valores de 11,7%, 9,9%, 13,5% e 27,0%,
respectivamente de germinagdo dos graos, sendo este um indicativo que a viabilidade dos

graos de polen ¢ reduzida nestes hibridos.

2.8 Poliploidia e sua ocorréncia em citros
A poliploidia, ou seja, a existéncia de trés ou mais conjuntos cromossdmicos no
mesmo nucleo é de ocorréncia comum nas plantas, tendo desempenhado um importante

papel na origem e evolugao das espécies vegetais, além de ser um mecanismo de adaptacao
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e especiacao (Ramsey & Schemske, 1998; Otto & Whitton, 2000). Polipléides em geral
sao bons colonizadores, podendo ocupar habitats pioneiros nos quais os ancestrais
dipléides ndo sd@o bem sucedidos, pois por possuirem mais copias gendomicas do que os
dipléides podem acumular mais variabilidade encoberta (De Wet, 1980; Schifino-
Wittmann, 2004), ou devido a chance de carregar novos alelos benéficos, podem ser
favorecidos no estabelecimento em novas areas (Otto & Whitton, 2000).

Polipléides formados por conjuntos cromossomicos idénticos sdo referidos como
autopoliploides e os que surgem por hibridacdo interespecifica sdo denominados
alopolipldides (Ramsey & Schemske, 1998; Otto & Whitton, 2000; Soltis & Soltis, 2009).

Em andlises citogenéticas, o comportamento cromossomico em fun¢do da origem
dos poliploides pode ser diferenciado. Na meiose, em autopolipldides recém formados,
espera-se pareamento cromossomico em multivalentes, pois estes apresentam copias iguais
de um mesmo genoma, enquanto que em alopoliploides espera-se a formagao de bivalentes
intragenomicos, devido a existéncia de genomas distintos (Ramsey & Schemske, 1998;
Otto & Whitton, 2000). Entretanto, devido ao processo de diploidizacdo (tanto génico
como cromossdmico) autopolipldides tendem a ter seu pareamento cromossomico
regularizado em bivalentes (Ramsey & Schemske, 2002).

Alguns mecanismos citoldégicos que induzem a poliploidia em plantas sdo
conhecidos, dentre eles: formacdo de organismos poliploides via gametas nao-reduzidos
(2n) durante a micro e megasporogénese e duplicagdo somatica em embrides jovens,
gerando espordfitos completamente poliploides ou em por¢des do tecido das plantas,
gerando quimeras mixopldides (Ramsey & Schemske, 1998).

Em citros, plantas com nimero cromossdmico diferenciado podem ser encontradas
naturalmente em populacdes consideradas diploides, como tripldides (2n=3x=27),

tetraploides (2n=4x=36), etc. (Davies & Albrigo, 1994; Koller, 1994; Guerra et al., 1997,
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Araujo & Roque, 2005) e estas podem ocorrer por duas formas distintas, ou seja, via
somatica ou sexual (Lee, 1998; Machado et al., 2005).

Em citros, os poliploides de origem somatica podem surgir por processos naturais
de mutagao de gema pela duplicagdo dos cromossomos nas células nucelares e nao divisao
destas em duas durante a mitose, dando origem a plantas tetraploides. As plantas obtidas
por este processo sdo denominadas ‘polipldides espontaneos’(Cameron & Frost, 1968; Lee,
1988; Machado et al., 2005; Zeng et al., 2006).

Polipléides naturais de origem sexual podem ser obtidos pela fusdo de gametas nao-
reduzidos e estes tém origem em um processo meidtico anormal em que a reducdo do
nimero cromossdmico gamético ndo ocorre (Ramsey & Schemske, 1998; Schifino-
Wittmann & Dall’Agnol, 2001). A fusdo de um gameta ndo-reduzido com um haploide
normal ou de dois gametas ndo-reduzidos resultara em plantas poliploides (Frost & Soost,

1968; Cameron & Frost, 1968; Lee, 1988; Machado et al., 2005).

Estudos citogenéticos sugerem que hibridos citricos triploides (2n=3x=27), uma das
formas poliploides de maior interesse em programas de melhoramento devido a formagao
de frutos sem sementes, podem ser obtidos pela unido de gamentas n e gametas 2n, através
do cruzamento de individuos diploides com tetraploides (Frost & Soost, 1968; Cameron &
Frost, 1968; Lee, 1988; Machado et al., 2005). Um exemplo de cultivar triploide
espontanea com valor comercial ¢ a limeira acida ‘Tahiti’, que ¢ altamente produtiva e nao
produz sementes, sendo que a auséncia de sementes em triploides € associada ao niimero
cromossomico diferenciado e a incapacidade de emparelhamento destes durante o processo
meiotico (Del Bosco et al., 2007; Dutt et al., 2010).

Plantas citricas tetraploides naturais (2n=4x=36) podem ser obtidas pela fusdo de
dois gametas ndo reduzidos (Cameron & Frost, 1968). Estas s3o valiosas no

melhoramento, uma vez que em cruzamentos com diploéides podem produzir variedades
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triploides sem sementes, além de apresentarem potencial interesse para uso direto como
porta-enxertos ananizantes (Cameron & Frost, 1968; Lee, 1988).

Fatores como hibridacdo interespecifica, grau de ploidia e a natureza
mono/poliembrionica da variedade podem contribuir para a freqiiéncia dos polipldides em
citros (Guerra et al., 1997, Machado et al., 2005). Além destes, fatores ambientais e
diferentes variedades também podem ter influéncia na origem destas plantas, fato este
comprovado por Schwarz (2001), que observou plantas tetraploides em progénies de citros
dipléides, com freqiiéncia variando em fun¢do do ambiente e do gendtipo.

A identificacdo de plantas polipldides ¢ muito importante em programas de
melhoramento genético de citros. Porém, como as formas naturais ndo sao muito comuns,
técnicas de hibridacdo somatica via fusdo de protoplastos e indugdo por agentes quimicos,
como a colchicina, t€ém sido utilizadas objetivando obter plantas autotetraploides ou
alotetraploides que possam ser utilizadas em cruzamentos ou como porta-enxertos.

Guo et al. (2006) avaliaram plantas obtidas via hibridagdo somatica com calos
embriogénicos do tangeleiro ‘Orlando’ (C. paradisi Macf. x C. reticulata Blanco) e
protoplastos de meséfilo do limoeiro ‘Rugoso da Florida' (C. jambhiri Lush) e
identificaram 52 plantas tetraploides. Destas, seis foram avaliadas via marcadores
moleculares, sendo quatro caracterizadas como alotetrapldides.

A duplicagdo cromossomica induzida por colchicina foi testada por Zeng et al.
(2006) que obtiveram 19,23% de plantas duplicadas via protoplastos de Kumquat
(Fortunella crassifolia) e calos embriogénicos de laranjeira ‘Navel” (C. sinensis Osbeck).
Ja Dutt et al. (2010) observaram variagao de 2,7% a 34,7% de plantas autotetraploides em
suspensao de células de ovulos de tangerineira ‘Ponkan’ (C. reticulata Blanco), sendo a
variagdo na percentagem de plantas duplicadas associada as doses de colchicina utilizadas.

Alguns estudos do comportamento meiotico foram realizados em poliploides

induzidos. Del Bosco et al. (1999) observaram muitas irregularidades meioticas como a
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presenca de univalentes, tetravalentes e multivalentes no hibrido alotetraploide, obtido via
fusdo de protoplasto de laranjeira ‘Valéncia’ (C. sinensis L. Osbeck) e limoeiro
‘Femminello’ (C. limon L. Burm. f.). Elevada presenga de diades, triades e pentades
comprometeram o indice meiodtico do hibrido, que apresentou 20,0% de células normais,
enquanto nos genitores os valores variaram de 48,41% a 61,39%.

Chen et al. (2004) observaram anormalidades na meiose de um hibrido
alotetraploide obtido via fusdao de protoplasto entre laranjeira ‘Hamlin’ [C. sinensis L.
Osbeck] e limoeiro ‘Rough’ (C. jambhiri Lush). Em metafase I foram identificadas 78,1%
de células com univalentes; em anafase I e 11, 64,8% e 75,8% de células com retardatarios.
As anormalidades comprometeram o indice meiodtico, pois apenas 13,2% das células em
tétrade eram normais. Nos genitores poucas anormalidades foram observadas.

Chen et al. (2004) identificaram 78,8% de células com univalentes em metafase I,
68,0% e 72,0% de células com retardatarios em anafase I e II, respectivamente, em um
hibrido alotetraploide obtido via fusdo de protoplasto entre limeira ‘Key’ (C. aurantifolia
Swing.) e laranjeira 'Valéncia’ (C. sinensis). Estas anormalidades comprometeram o indice
meidtico, pois apenas 18,0% das células na fase de tétrade eram normais.

Por outro lado, Kamiri et al. (2011) observaram poucas irregularidades meioticas
em um hibrido alotetrapléide obtido via fusdo de protoplasto entre C. reticulata Blanco e
C. limon (L.) Burm. O hibrido apresentou predominio de bivalentes (76,0%), baixas
freqliéncias de univalentes (8,0%), trivalentes (4,0%), tetravalentes (11,0%) e hexavalentes
(1,0%). Poucas células com retardatarios em anafase/telofase 1 e baixas freqiiéncias de
células com anormalidade na fase de tétrades foram observadas.

A produgdo de plantas tetraploéides com o uso de técnicas de hibridagdo somatica
via fusdo de protoplastos ou colchicina tem apresentado certa eficiéncia, contudo outra
barreira observada ¢ a alta percentagem de irregularidades meidticas nas plantas obtidas, o

que pode ser um limitante ao uso destas em cruzamentos dirigidos.



3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido a campo na Fazenda Panoramas Citros, localizada no
Municipio de Butid, RS com latitude 29°57°’S e longitude 51°40°W e em casa-de-
vegetacdo na EEA-UFRGS (Estacdo Experimental Agronomica da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul), Municipio de Eldorado do Sul, RS, a latitude de 30°29’S e

longitude 51°06°W.

As analises citologicas foram realizadas no Laboratério de Citogenética do
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia (DPFA), Faculdade de

Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS.

As analises moleculares foram conduzidas no Laboratorio de Analises Genéticas do
Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia (DPFA), Faculdade de

Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Porto Alegre, RS.

A propagacdo das plantas, analises morfologicas e avaliacdes da capacidade de
germinagdo das sementes foram realizadas no Laboratério de Biotecnologia em
Horticultura e em casa-de-vegetacdo no Departamento de Horticultura e Silvicultura
(DHS), Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS)

Porto Alegre, RS.

A determinacdo do nivel de ploidia, através de citometria de fluxo, foi realizada no
IAC (Instituto Agrondomico de Campinas) - Centro APTA Citros Sylvio Moreira,

Cordeiropolis, SP.
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Para a condu¢do dos experimentos foram utilizados os porta-enxertos de citros
Trifoliata, citrumeleiro ‘Swingle’ [C. paradisi Macf. x P. trifoliata (L.) Raf] ¢ citrangeiro
‘Troyer’(C. sinensis x P. trifoliata). Além destes, a FEPAGRO (Fundagdo Estadual de
Pesquisa Agropecuaria, RS), unidade de Taquari, desenvolveu hibridos-matrizes,
denominados citrangeiros ‘Fepagro C 13°, ‘Fepagro C 37’ ¢ ‘Fepagro C 41’ [C. sinensis
(L.) Osb. cv. Péra x P. trifoliata (L.) Raf], que também foram utilizados nos estudos. Os

porta-enxertos avaliados e a localizagdo sdo indicados na Tabela 1.

TABELA 1.  Porta-enxertos de citros conduzidos a campo na Fazenda Panoramas
Citros, Butid -RS e em ambiente protegido na EEA/UFRGS, Eldorado do
Sul — RS, utilizados para o desenvolvimento deste estudo nos anos de
2008, 2009, 2010 ¢ 2011.

FAZENDA PANORAMAS CITROS EEA-UFRGS
Trifoliata Trifoliata
(Poncirus trifoliata) (Poncirus trifoliata)
Citrumeleiro ‘Swingle’ Citrumeleiro ‘Swingle’
(Citrus paradisi x P. trifoliata) (Citrus paradisi x P. trifoliata)
Citrangeiro ‘Troyer’ Citrangeiro ‘Troyer’
(Citrus sinensis x P. trifoliata) (Citrus sinensis x P. trifoliata)
Citrangeiro ‘Fepagro C 13’ Citrangeiro ‘Fepagro C 13’
(Citrus sinensis x P. trifoliata) (Citrus sinensis x P. trifoliata)
Citrangeiro ‘Fepagro C 37’ Citrangeiro ‘Fepagro C 37°
(Citrus sinensis x P. trifoliata) (Citrus sinensis x P. trifoliata)

Citrangeiro ‘Fepagro C 41°
(Citrus sinensis x P. trifoliata)

As plantas conduzidas a campo estdo enxertadas sobre o citrumeleiro ‘Swingle’ e
sdao submetidas as condi¢des climaticas naturais, com adubacao a base de NPK a cada 90
dias. Em ambiente protegido as plantas sdo conduzidas em casa-de-vegetacdo com
estrutura metalica e revestida por plastico. Estas estdo enxertadas sobre P. trifoliata e sdo
mantidas em vasos de 100 L, contendo substrato a base de solo, residuo de casca de acacia
e casca de arroz carbonizada (2:2:1-v:viv). A irrigagdo ¢ didria sob a o sistema de
gotejamento e a fertilizagdo ¢ feita a cada 15 dias. Para melhor entendimento, o material e

métodos serd subdividido em quatro topicos: analises citogenéticas; determinacao do nivel
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de ploidia; caracterizagdo morfoldgica de plantas dipléides e poliploides e caracterizagao
dos porta-enxertos.

3.1 Analises citogenéticas

A descri¢ao do esquema de coleta adotado nos anos de 2008, 2009 e 2010 pode ser

observado na Figura 1.

2008 - 2009 - 2010
Fazenda Panoramas Citros

v
Trifoliata “Troyer’ Citrumelo ‘Fepagro C 13’ ‘Fepagro C 37’

4

Coleta de botdes florais em diversas fases de desenvolvimento

v
Fixacao das flores l
4 v
Analise Analise do Analise da viabilidade Analise da
meiotica indice meidtico do pélen germinagdo in vitro
v v v v

Avaliagoes, captura de imagens e fotos

2008 - 2009 - 2010

EEA - UFRGS
\
Trifoliata ‘Troyer’ Citrumelo ‘Fepagro ‘Fepagro ‘Fepagro
Cc13 c37 c4ar
A

Coleta de botdes florais em diversas fases de desenvolvimento

v
Fixacao das flores l
v \ 4
Analise Analise do Analise da viabilidade Analise da germinacao
meidtica indice meiotico do polen in vitro
v v v v

Avaliagdes, captura de imagens e fotos

FIGURA 1. Esquema dos locais, porta-enxertos e procedimentos de coleta e fixagao
para as analises citogenéticas nos anos de 2008, 2009 e 2010 na Fazenda
Panoramas Citros, Butia - RS e na EEA-UFRGS, Eldorado do Sul — RS.
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3.1.1 Analise meidtica, indice meiotico e viabilidade do pdlen

Para a andlise do comportamento meidtico, indice meiodtico e viabilidade dos graos
de polen, foram coletadas flores em diversos estadios de desenvolvimento de plantas ja
estabelecidas a campo na Fazenda Panoramas Citros e em casa-de-vegetacdo na EEA-

UFRGS (Tabela 1), nos anos de 2008, 2009 ¢ 2010.

As flores foram coletadas em varias datas e fixadas em solucdo de alcool e acido
acético na propor¢do 3:1. O material foi mantido em temperatura ambiente por 24 horas,
posteriormente transferido para alcool 70% e armazenado em congelador para o preparo

das laminas.

Para as analises, as 1aminas foram preparadas com todas as anteras de cada flor, as
quais foram separadas, cortadas e maceradas com bastio de vidro, sendo retirado da lamina
o excesso de tecido vegetal, sobre a qual foi adicionada uma gota do corante carmim
propidnico (2%). Posteriormente, adicionou-se uma laminula sobre a ldmina e esta foi
pressionada com a extremidade mais larga de uma agulha histolégica para obter um bom
espalhamento das células. Depois de confeccionadas, as laminas foram seladas com luto
(breu e cera de abelha, na proporg¢ao de 3:1), identificadas e observadas em microscopio ou

colocadas em caixas ¢ armazenas em geladeira para avaliagdo no dia seguinte.

Para o estudo do comportamento meioético, foram analisados dez botdes florais por
porta-enxerto/local e avaliadas, no minimo, dez células meidticas com bom espalhamento
dos cromossomos em cada lamina. A analise foi realizada em todas as células-mae-de-
polen (CMP) possiveis e em todas as fases da meiose I: metafase, anafase e telofase e
meiose II: metafase, anafase e teldfase, com especial atencdo para as configuragdes
cromossomicas em metafase I e disjuncdo em anafase I e II. As células que apresentavam
todos os cromossomos em associa¢des bivalentes e sem retardatarios foram consideradas

normais e as que apresentavam cromossomos univalentes, trivalentes, quadrivalentes,
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associacoes multiplas, retardatarios e pontes cromossdmicas foram consideradas como

irregulares.

Para a determinacao do indice meidtico foram avaliados dez botdes florais em
estadio intermediario, ou seja, botdes maiores do que aqueles utilizados para as andlises do
comportamento meidtico e menores do que aqueles com graos de pdlen, e analisadas 100
células por lamina, perfazendo um total de 1000 células/porta-enxerto/local. As tétrades
foram consideradas normais quando apresentavam os quatro micrésporos de igual tamanho
e anormais aquelas com numero diferente de quatro, com a presenga de micronucleos ou
tamanho diferenciado. O indice meidtico foi calculado conforme sugerido por Love

(1949), ou seja, pela percentagem de tétrades normais.

A andlise da viabilidade dos graos de pdlen foi conduzida com botdes florais bem
desenvolvidos, mas ainda fechados. Para cada individuo foram analisadas dez laminas,
contando 1.000 graos aleatoriamente por lamina, perfazendo um total de 10.000 graos por
porta-enxerto/local. Os graos foram considerados viaveis quando se apresentavam bem
corados ¢ invidveis quando vazios ou incolores, sendo a viabilidade estimada em
percentagem. Foram realizadas medi¢des do comprimento e largura de 20 gros
considerados normais, em dez graos pequenos e dez graos de tamanho superior ao normal.

A avaliagdo de graos maiores consiste na hipotese de que estes sejam ndo reduzidos.

3.1.2 Analise da germinacdo in vitro dos graos de poélen
A analise da capacidade de germinagéo in vitro dos graos de podlen foi realizada em
2010 (Figura 1), através da avaliagdo de graos de polen dos porta-enxertos descritos na

Tabela 1 de plantas conduzidas a campo e em casa-de-vegetacao.

O meio de cultivo utilizado foi o descrito por Sahar & Spiegel-Roy (1984), com 1%
de agar, 15% de sacarose, 100ppm H3;BOs;, 1000ppm Ca(NO3).4H>O, 300ppm

MgS04.7H,0 e 100ppm KNO;. Os componentes do meio de cultivo foram adicionados em
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um recipiente de vidro e misturados em agua estéril para um volume final de 10ml. A
solucdo foi aquecida em microondas por 20 minutos em temperatura média até a
dissolugdo total dos reagentes e procedeu-se a adi¢ao de uma gota do meio de cultivo em

laminas previamente identificadas.

Flores com os graos de pdlen maduros, porém com as pétalas fechadas, foram
coletadas, identificadas, acondicionadas em sacos plasticos e mantidas em geladeira por
dez horas. Apds, as pétalas foram retiradas e as anteras expostas a luz incandescente por 20
minutos para promover a liberacdo de pdlen. Na abertura das anteras, os graos foram
distribuidos em laminas contendo uma gota do meio de cultivo e adicionou-se uma
laminula sobre o meio. As laminas foram mantidas em B.O.D. (25°C) por 24 horas e ap6s

procedeu-se a avaliagdo.

A analise do nimero de graos de podlen foi feita em quatro laminas por porta-
enxerto/local, através de contagem aleatéria do numero de grdos germinados e ndo
germinados em 250 grdos por lamina/porta-enxerto/local, totalizando 1000 graos. Foram
considerados germinados os grios que apresentavam o comprimento do tubo polinico
superior ao diametro do grdo de polen. Além disso, em cada lamina, foram medidos o
comprimento do tubo polinico de dez graos germinados e a medi¢do estendeu-se desde a

camada externa do grio (exina) até a por¢do extrema do tubo germinado.

As avaliagdes de comportamento meidtico, indice meidtico, estimativa da
viabilidade dos grdos de polen, germinagdo in vitro, comprimento do tubo polinico e
analises mitdticas de ponta de raiz (item 3.2.2) foram realizadas diretamente em
microscopio Optico. As imagens foram obtidas por uma camera fotografica ou através de

um sistema de captacdo de imagens.

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS.
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3.2 Determinacédo do nivel de ploidia por citometria de fluxo e caracterizacéo
molecular dos genétipos poliploides

A Figura 2 esquematiza os procedimentos adotados nos anos de 2008, 2009 e 2010,

desde a marcagdo das flores até a caracterizagdo molecular da progénie.

2008
Fazenda Panoramas Citros EEA - UFRGS

v

Marcacao das flores com fita colorida

v
Trifoliata ‘Troyer’ Citrumelo ‘Fepagro ‘Fepagro ‘Fepagro
Cc13’ C37 c4r
A
2009
Coleta dos frutos marcados
v

Coleta das sementes

Desinfestagao Retirada tegumento externo da semente

v v

Conduc¢ao em meio de cultura

v
Obtengao de plantulas

v

Transplante e condugdo em casa-de-vegetagdo

v

2010
Determinacao do nivel de ploidia

v v
Ponta de raiz Citometria de fluxo

Analise com marcadores moleculares

FIGURA 2. Esquema dos procedimentos adotados desde a marcagdo das flores até a
obtencdo da progénie que foi avaliada quanto ao nivel de ploidia e
caracterizacdo com marcadores moleculares nos anos de 2008, 2009 ¢ 2010
na Fazenda Panoramas Citros, Butia - RS e na EEA-UFRGS, Eldorado do
Sul — RS.
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3.2.1 Marcagcéo de flores, colheita dos frutos e inoculagdo em meio de cultivo

Para a analise do nivel de ploidia, no ano de 2008, flores em estadio de pré-antese,
dos porta-enxertos descritos na Tabela 1, foram marcadas a campo na Fazenda Panoramas
Citros e em casa-de-vegetacao na EEA-UFRGS, com fitas de diversas cores, com uma cor

para cada data de condugdo do trabalho em todos os genotipos (Figura 3a).

A marcacao ocorreu nos dias: 25/08; 27/08; 02/09; 09/09; 17/09 e 19/09, sendo
colocadas fitas coloridas no maior numero possivel de flores em cada um dos porta-
enxertos. Porém, o nimero exato de flores marcadas, em cada data de trabalho, ndo foi
determinado, pois houve variagdes na disponibilidade destas em estddio de

desenvolvimento adequado, ao longo da florada.

A polinizacao das flores marcadas ocorreu de forma natural, ou seja, foi aberta, sem

ser identificado qual genotipo contribuiu com o polen para efetuar a fertilizagao.

Para a avaliagdo deste experimento, com intuito de observar a possivel relacdo dos
diferentes ambientes de cultivo sobre o nivel de ploidia, além da marcacao das flores em
diversas datas, a temperatura ambiente ¢ a umidade relativa do ar foram monitoradas
durante todo o periodo de florescimento, em 2008, nos dois ambientes de desenvolvimento
do estudo. O monitoramento a campo na Fazenda Panoramas Citros foi realizado através
da estacdo metereologica da EEA-UFRGS e dentro da casa-de-vegetacdo da EEA-UFRGS,

pela instalacdo de um termohigrografo (Apéndice 1).

Os frutos obtidos de flores marcadas (Figura 3b) permaneceram no pé até atingirem
maturagdo plena (Figura 3c¢). Em 2009, estes foram colhidos, identificados conforme a

marcagdo da cor da fita e levados ao laboratorio para as avaliagdes.

Em laboratério, os frutos foram lavados e esfregados com detergente neutro e
escova, e, apods, efetuou-se a sua desinfestagdo pela imersdo em alcool 70% durante dez

minutos, seguidos da imersao em solucao de hipoclorito de so6dio (2% de ingrediente ativo)
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por cinco minutos e pela triplice lavagem com agua deionizada autoclavada. Apos a
secagem completa da casca dos frutos em temperatura ambiente, estes foram abertos e
tiveram suas sementes coletadas, contadas, classificadas e selecionadas. A selecao
consistiu na escolha de diversos tipos e formatos de sementes, desde murchas e enrugadas

até sementes bem desenvolvidas e cheias.

FIGURA 3. Marcagao das flores. a) Flores marcadas com fitas de diversas cores; b)
Fruto em estaddio inicial de desenvolvimento; c¢) Fruto em estadio de
maturacao. EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, 2008/2009.

As sementes selecionadas foram desinfestadas pela imersdo em éalcool 70% por 30
segundos, seguida da imersdo em solucao de hipoclorito de sddio (2% de ingrediente ativo)
por dez minutos, seguida da triplice lavagem com &gua destilada. O processo de
desinfestagdo das sementes foi realizado em camara de fluxo laminar, em condigdes
assépticas, utilizando vidraria previamente esterilizada. A limpeza das superficies da

camara foi efetuada com alcool 70% e exposicao a luz ultravioleta por 30 minutos.
p p

Em camara de fluxo laminar realizou-se a retirada do tegumento externo (casca) e
do tegumento interno (tégmen) que envolvem a semente (Figura 4) e procedeu-se a
inoculagdo destas em tubos de ensaio contendo 30ml de meio de cultivo MS. O meio de
cultivo foi preparado conforme metodologia descrita por Murashige & Skoog (1962). O

pH do meio foi estabilizado em 6,4 e os tubos foram, posteriormente, autoclavados.
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FIGURA 4. Sementes obtidas de frutos que tiveram as flores marcadas. a) Sementes
quando coletadas; b) Semente ja desprovida do tegumento externo (casca);

c) Sementes ja desprovidas do tegumento interno (tégmen). Escala: cm.
UFRGS, Porto Alegre — RS, 2009.

Apos a inoculagdo, as sementes foram mantidas em tubos com meio de cultivo e
em ambiente controlado, com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C, durante
o periodo de germinagdo até as plantas atingirem cerca de dez centimetros de altura. Apos,
foram transplantadas para vasos contendo substrato para citros da marca comercial
Rendimax e aclimatadas por trés semanas com a abertura gradual dos sacos plasticos
envoltos aos vasos (Figura 5). As plantas permaneceram na casa-de-vegetacdo até a

avaliacdo do nivel de ploidia.

FIGURA 5. Estadios de desenvolvimento das plantas. a) Germinagao dos embrides em
meio de cultivo; b) Aclimatagdo das plantas; c) Desenvolvimento inicial
das plantas em casa-de-vegetacao. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2009.
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3.2.2 Anélises para a determinacéo do nivel de ploidia

A determinacdo do nivel de ploidia, pela técnica de citometria de fluxo, foi
realizada em julho de 2010, com o auxilio de um citometro “Cy Flox Ploidy Analyser” da
Partec. Foram avaliados os porta-enxertos descritos na Tabela 1, trés plantas cujo nivel de
ploidia ja era conhecido (testemunhas diploide, tripldide e tetraploide) e a progénie obtida

de frutos que tiveram as flores marcadas em 2008.

Aproximadamente 1cm® de material vegetal de cada planta foi macerado em placa
de petri contendo 100ul de buffer de extracao por 30 a 60 segundos com auxilio de uma
lamina. Apds a maceragdo, adicionou-se 400ul da solugao de coloragdo (Staining solucion)
e 600ul do fluido (Sheath) e as amostras permaneceram nesta por cerca de 60 segundos. A
solugdo contendo as células foi separada do tecido vegetal remanescente através de um
filtro de 30um de didmetro (Figura 6) e na sequéncia as amostras foram inseridas no

citometro, procedendo-se a leitura dos picos obtidos de plantas diploides e poliploides.

FIGURA 6. Preparo do material para andlises via citometria de fluxo. a) Material
vegetal (1cm?); b) Material vegetal macerado; ¢) Filtragem em filtro de
30um de diametro. IAC, Cordeiropolis - SP, 2010.

As plantas poliploides identificadas por citometria de fluxo tiveram o nimero
cromossomico confirmado pela contagem de cromossomos em células somaticas de ponta
de raiz. Além destas, outras 28 plantas foram avaliadas via células somaticas, as quais nao

haviam sido avaliadas em citometro de fluxo.
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Para a analise via contagem de cromossomos em células somadticas, raizes foram
coletadas, pré-tratadas com solucao de paradiclorobenzeno por 18-20h a 4°C, fixadas em
3:1 (etanol-acido acético) por 12-24h e estocadas em dalcool 70% em congelador. As
laminas foram preparadas com hidrélise das raizes em HCl IN a 60°C por dez minutos,
coradas com Feulgen (24h), pré-tratadas com pectinase (2%), esmagadas em carmim
propidnico (2%) e, posteriormente, ldmina e laminula foram seladas com breu. Foram

analisadas no minimo dez células com bom espalhamento dos cromossomos.
3.2.3 Analises com marcadores moleculares

O perfil molecular das plantas poliploides e dos genitores foi estabelecido por

marcadores moleculares do tipo SSR.

O protocolo para a extragdo foi o de Ferreira & Grattapaglia (1996), com
modificac¢des. Para a extragdo de DNA foram coletadas duas folhas jovens de cada planta.
Cerca de 100mg de folhas foram macerados em cadinho com nitrogénio liquido. O
macerado foi transferido para tubo de microcentrifuga de 2ml ocupando % do volume. Em
seguida foi adicionado 600ul do tampao de extracdo (Tris-HCl 100mM pH 8,0; NaCl
1,4M; EDTA 0,02M; CTAB 2%; B-mercaptoetanol 0,5%; PVP-40 1%) e apods agitagao
completa foi adicionado 140ul de B-mercaptoetanol e 10ul de proteinase K (10mg/ml). As
amostras foram incubadas em banho-maria a 65°C por cinco minutos, agitadas levemente e
mantidas em banho-maria a 65°C por 30 minutos ¢ agitados levemente a cada dez minutos.
Apoés, as amostras foram resfriadas em agitador orbital por 30 minutos. Apos o
resfriamento, foi realizada a desproteinizacao, adicionando-se 600ul de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). Os tubos foram agitados novamente no agitador orbital por 30 minutos e
centrifugados por 15 minutos a 13000 rpm. O sobrenadante de cada amostra foi transferido
para um novo tubo de 2ml e foi adicionado 600ul de isopropanol gelado para precipitar o

DNA, sendo os tubos invertidos gentilmente por alguns segundos. As amostras foram
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colocadas no freezer (-20°C) por 24 horas. Apos, os tubos foram centrifugados por dez
minutos a 13000 rpm e o sobrenadante foi retirado e deixando-se secar. Apos a secagem, 0
‘pellet’ foi lavado com 500ul de solucao de lavagem (acetato de amonio e alcool) por 20
minutos, as amostras foram centrifugadas por cinco minutos a 13000 rpm e o sobrenadante
foi novamente descartado e os acidos nucléicos mantidos em temperatura ambiente para
secarem. Posteriormente, estes foram ressuspendidos em 100ul de dgua miliq no banho-
maria por 5 minutos a 65°C, adicionou-se 2ul de RNAse (10mg/ml), acrescentou-se 50ul
de acetato de amdnio 7,5M e 375ul de etanol e inverteu-se gentilmente. As amostras foram
centrifugadas por dez minutos a 13000 rpm, descartou-se o sobrenadante e deixou-se em
temperatura ambiente para secar. Quando seco, o DNA foi ressuspendido com 50ul de

agua miliq e mantido em geladeira por 24 horas.

Quantidade e qualidade do DNA das amostras foram determinadas conforme
metodologia descrita por Sambrook et al. (1989), com modificagdes. As amostras foram
aplicadas em gel de agarose 1% e coradas com brometo de etidio (0,5ng/ml) e submetidas
a eletroforese por uma hora a 110 V. A quantificacdo foi realizada através de comparagdes
com padrdes de concentragao conhecidos (Lambdas A50, 100, 2200 e A500) ¢ a qualidade
do DNA foi avaliada pela auséncia de rastros. Apds a quantificagdo, uma aliquota foi
diluida em agua estéril dando origem a solucdo trabalho com concentragdao de 20ng/ul. O

restante do DNA foi armazenado constituindo a solucao estoque.

As reagdes de amplificagdo foram preparadas utilizando primers de microssatélites
desenvolvidos no TAC (Tabela 2), os quais foram identificados a partir do genoma da
laranjeira-doce (C. sinensis Osb.) de prefixo CCSM e de sequéncias expressas (ESTs) de
citros com prefixo CCSME. As reagdes foram preparadas em tubos de 0,6ml, com volume
total da reagdo de 24ul contendo 0,3ul da enzima taq polimerase (5U/ul); 1,0ul de ANTP

mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP a 10mM); 2,5ul de tampao de reagdo 10X (10 mM tris-
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HCI 9 pH 8,3); 1,0ul de MgCl (50mM); 2ul de primer R e 2ul de primer F; 5,0ul de

DNA gendmico (20ng/ml) e 10,2ul de agua.

TABELA 2. Relagdo dos 18 primers polimorficos de microssatélite utilizados para a
caracterizagdo da progénie. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2010.

Primers Seqiiéncia F (5° - 3”) Seqiiéncia R (5” - 37)
CCSM 01 CAGCTCCAAGAAACCCTA GCCAATATATCATGCAGGTA
CCSM 03 GCAATGCACCTTGTCATTAG  CATCACAGGCACTTATGCAG
CCSM 06 ATCTGTGTGAGGACTGAA CCTCTATTAATGTGCCTG
CCSM 12 GATTGAATCTTCTGTAGCTC ATCATCATCTAGTGTCACTG
CCSM 18 AACAGTTGATGAAGAGGAAG GTGATTGCTGGTGTCGTT
CCSM 28 CTTGACATAATAGAGTGGAG TCGTTCATGTACTCTCCATT
CCSM 49 ACCGATCAGCAGAAGAGG TTGCTGTTGCTTCTGTTG
CCSME 54 ACGCTCTCTCCACTATCCGA  CTGCAGCCGAAGATATGTGA
CCSME 60 CTTGGAGGAAAACAGCAGAGG CGAATTGGAATCAAAGGCAT
CCSME 62 TTCGATAGCGCTGTTGTTTG CACCATCACCATCACGGTAG
CCSME 63 GGTGGCGAGATTATGCTGTT TGCAGTCCAACAAAAACAA
CCSM 90 GTGCAGTTGCATATGAG CTGTAAGTCAAACGGAAG
CCSM 129 GTATGTGGAGAGATGTTC ATCTGCTCTTATGACCAC
CCSM 146 TGGTTAGAAGGTGAACAG ACATAGAGGTTTGCTTACC
CCSM 147 AGACTCACGTAACCTACTTC GCATTGTTATGATACGTCTG
CCSM 150 TCAGACAATGTGTTAGAGAG TCGGTTGCTACTTGTATC
CCSM 156 GTCTCTGTTGTGTGTCGGTT  ACGAAGTGAAGTGTGTAATG
CCSM 170 AGTTGAGTACTGTGTGCGAA  CTAATGGCTGAGAGAGTTGC

A amplificagdo das regides especificas foi realizada com a utilizagdo da técnica de

PCR (“Polymerase Chain Reaction”) em termociclador submetendo as amostras a 30 ciclos

de 94°C por 30 segundos, 65-56°C por 30 segundos (“touchdowm” de 0,3°C a cada ciclo),

72°C por cinco segundos e mantidas a 4° até a retirada das amostras. As amplificacdes

foram efetuadas em termociclador PTC-100 (Programmable Thermal Controller MJ

Research, INC.).
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Apos a amplificacao foi adicionado em cada amostra Sul de azul de bromofenol e,
em seguida, aplicadas em gel de agarose 3,0%. Em cada gel aplicava-se as amostras mais o
padrao de fragmentos de tamanho conhecido (Gibco BRL com 100 pares de base). Para
visualiza¢ao das bandas no gel foi adicionado 8ul de brometo de etideo (0,4ul/ml). Na
cuba foi colocado solu¢do tampao TBE 1X suficiente para cobrir o gel e favorecer a
corrente elétrica. O tempo para a separagdo eletroforética foi de duas horas, a 110 volts.
Ao término de cada corrida, os géis foram fotografados sob luz ultravioleta e os
fragmentos determinados por comparagdo com o padrao 100pb, utilizando-se o programa

Kodak EDAS 290 (Electrophoresis Documentation and Analysis System).

A confirmagdo da origem nucelar das plantas poliploéides foi realizada pela
avaliacdo do perfil molecular de cada planta comparado com o da planta genitora

(testemunha) em todas as combinagdes de primers.

3.3 Avaliacdes do desenvolvimento e caracterizacdo morfoldgica de plantas

diploides e polipléides

Apoés a determinagdo do nivel de ploidia por citometria de fluxo e ponta de raiz,
plantas poliploides e diploides, oriundas da mesma semente foram transplantadas para
vasos maiores com capacidade de trés litros, preenchidos com substrato para citros da

marca comercial Rendimax e mantidas lado a lado em casa-de-vegetacao.

As comparagdes foram feitas entre uma planta poliploide com uma planta dipléide
oriunda da mesma semente, sendo cada conjunto destas, para efeito de nomenclatura neste
trabalho, identificado como um acesso. Um total de oito acessos, ou seja, oito sementes de
quatro porta-enxertos que produziram concomitantemente plantas dipldides e poliploides
foram avaliadas. Todas as polipldides identificadas foram tetraploides (4x) e a descrigdo de

cada acesso juntamente com o porta-enxerto de origem sdo apresentados na Tabela 3.
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TABELA 3.  Acessos de plantas diploides e tetraploides provenientes da mesma semente
cultivadas em vasos em casa-de-vegetacao para realizacdo de avaliagdes
comparativas de desenvolvimento e caracterizagao morfolégica. UFRGS,
Porto Alegre — RS, 2010/2011.

Acesso Porta-enxerto Nivel de ploidia de cada planta
1 Citrumeleiro ‘Swingle’ 2x 4x
2 Citrangeiro ‘Troyer’ 2x 4x
3 Citrangeiro ‘Fepagro C 13’ 2x 4x
4 Citrangeiro ‘Fepagro C 13’ 2x 4x
5 Citrangeiro ‘Fepagro C 13’ 2x 4x
6 Citrangeiro ‘Fepagro C 13’ 2x 4x
7 Citrangeiro ‘Fepagro C 13’ 2x 4x
8 Citrangeiro ‘Fepagro C 37’ 2x 4x

Nao foi possivel avaliar todas as plantas poliploides, pois estas ndo apresentavam
plantas dipléides obtidas na mesma semente, o que poderia comprometer as comparagdes,
pois plantas oriundas de sementes diferentes poderiam ter sido beneficiadas pelas

condi¢des do ambiente, bem como, pela quantidade de reservas da propria semente.

O desenvolvimento das plantas foi monitorado pelo periodo de um ano, com nove
avaliacdes, sendo a primeira em 03 de agosto de 2010 e as demais em intervalos de 45
dias, em 17/09/2010, 01/11/2010, 16/12/2010, 31/01/2011, 17/03/2011, 02/05/2011,
16/06/2011 e 01/08/2011. As plantas foram analisadas quanto a altura com auxilio de uma
régua graduada, medindo-se desde a superficie do substrato até o ponto de crescimento no
apice.

Também nestas datas, com o auxilio de um paquimetro foram feitas as medigdes de
trés folhas completamente expandidas de cada planta e os respectivos foliolos, através da
mensura¢cdo do comprimento do peciolo, largura (feita no ponto mais largo da lamina
foliar) e comprimento da folha. A cada avaliacdo as folhas mensuradas eram marcadas e as

folhas acima destas eram avaliadas.
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As folhas foram avaliadas e classificadas conforme as classes da Tabela 4, quanto
ao tipo, cor, comprimento do peciolo em relagdo ao limbo, peciolo alado, forma do peciolo
e do limbo e formato da margem conforme os descritores propostos pelo International

Board for Plant Genetic Resources (IBPGR, 1988).

TABELA 4.  Descritores morfologicos de folhas e suas classes utilizadas na

caracterizagdo morfoldgica de plantas dipldides e poliploides de acordo
com o IPGRI, 1988. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2010/2011.

Caracteristica Classes

Tipo Simples, Trifoliolada

Cor Verde-claro, Verde, Verde-escuro

Relagdo peciolo x limbo Séssil, Brevipeciolada, Longipeciolada
Peciolo alado Ausente, Estreito, Largo

Forma do peciolo Cordiforme, Deltéide, Obovado

Forma do limbo Elipso6ide, Ovada, Obovada, Lanceolada, Orbiculada
Forma da margem Crenada, Dentada, Inteira, Ondulada

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente pelo teste de Tukey 5% de

probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS.

3.4 Caracterizacdo morfoldgica e determinagdo do numero de embribes por

semente em porta-enxertos de citros
3.4.1 Caracterizacao de folhas e frutos

Folhas completamente desenvolvidas e frutos em fase de maturagdo plena dos
porta-enxertos descritos na Tabela 1, foram colhidos na EEA-UFRGS e na Fazenda
Panoramas Citros no ano de 2009. Os procedimentos para a caracterizacao morfologica das

folhas estdo esquematizados na Figura 7.
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Caracterizacdo morfologica das folhas

A
Trifoliata ‘Troyer’ Citrumelo ‘Fepagro ‘Fepagro ‘Fepagro
cC13 c3r c4r
I | [ [ [ |
v
v v v v
Tipo folha Cor folha Peciolo X limbo Peciolo alado
v v v
Forma peciolo Forma limbo Formato margem
v v v v
Comprimento Largura Comprimento Comprimento
peciolo folha folha total

FIGURA 7. Esquema dos procedimentos para a caracterizagdo morfologica das folhas
dos porta-enxertos de citros conduzidos a campo na Fazenda Panoramas
Citros, Butia -RS e em casa-de-vegetagao na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul
—RS, em 2009.

Folhas, num total de 20 por porta-enxerto/local, coletadas cinco em cada quadrante,
foram analisadas e classificadas conforme as classes descritas na Tabela 4, quanto ao tipo,
cor, comprimento do peciolo em relagdo ao limbo, peciolo alado, forma do peciolo, forma
do limbo e formato da margem, de acordo com o descrito no IBPGR (1988).

Com um paquimetro foram feitas as medi¢des das folhas, sendo mensurado o
comprimento do peciolo em relacdo ao limbo, a largura (feita no ponto mais largo da
lamina foliar), o comprimento da folha e o comprimento total (limbo mais peciolo). Nas
folhas trifolioladas, as analises foram conduzidas no foliolo central, ou seja, no maior

deles.

Os procedimentos para a caracterizacao dos frutos estdo esquematizados na Figura



Caracterizacdo morfoldgica dos frutos

A
Trifoliata ‘Troyer’ Citrumelo ‘Fepagro ‘Fepagro ‘Fepagro
cC13 c3r c4r
I [ | [ | |
v
v v v
Forma fruto Formato base Formato 4pice
v v v

Diametro de fruto

Altura de fruto

Massa de fruto

v v v
N° Total N° Sementes N° Sementes
sementes viaveis inviaveis
v
v v v
Determinagdo do n° Germinacao Germinacao
embrides por semente meio de cultivo substrato
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FIGURA 8. Esquema dos procedimentos para a caracterizagdo morfologica dos frutos
dos porta-enxertos de citros conduzidos a campo na Fazenda Panoramas
Citros, Butia -RS e em casa-de-vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul

— RS, em 2009.

Os frutos, num total de dez por porta-enxerto/local, coletados cinco em cada lado da

linha de plantas, foram colhidos quando se encontravam em fase de maturacao plena. Os

parametros avaliados foram: forma, formato da base e formato do apice, conforme as

classes da Tabela 5, de acordo com o descrito no IBPGR (1988).

Com um paquimetro foram feitas as medigdes do didmetro e altura dos frutos e em

balanca de precisdo foi mensurada a massa destes. Procedeu-se a abertura transversal com

um bisturi, fé€z-se a extracdo individual de todas as sementes, as quais foram contadas e

classificadas em viaveis ou inviaveis.
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TABELA 5. Descritores morfologicos de frutos e suas classes utilizadas para a
classificagdo de frutos de porta-enxertos conduzidos a campo e em casa-
de-vegetacdo (IPGRI, 1988). UFRGS, Porto Alegre — RS, 2009.

Caracteristica Classes

Forma Esferdide, Elipsoide, Periniforme, Obliquo,
Achatado, Ovoide-Obliquo, Ovoide
Formato da base Com pescoco, Convexo, Achatado, Concavo,
Com colarinho, Colarinho com pescogo
Formato do é4pice Mamiliforme, Angular, Convexo,

Retilineo, Deprimido

3.4.2 Determinacado do numero de embrides e potencial de germinacéo

Em 2009, frutos em estddio de maturacdo plena foram coletados a campo na
Fazenda Panoramas Citros de cada um dos porta-enxertos descritos na Tabela 1, sendo que

as sementes destes foram extraidas para a condug@o dos experimentos.

A determina¢ao do nimero de embrides por semente foi efetuada através da analise
de 100 sementes de cada um dos porta-enxertos. Com o auxilio de pinga e bisturi e sob
lupa, o tegumento externo (casca) ¢ o tegumento interno (tégmen) foram retirados e

procedeu-se a separagdo e a contagem do nimero de embrides.

Para a avaliacdo da capacidade de germinagdo dos embrides, 200 sementes de cada
um dos porta-enxertos conduzidos na Fazenda Panoramas Citros foram selecionadas. A
metodologia utilizada para a desinfestacdo das sementes ¢ descrita no item 3.2.1. Apos a
desinfestacdo, as sementes foram submetidas a um processo de escarificagdo, utilizando-se
o tratamento quimico de referéncia (TQR) descrito por Oliveira et al. (2006), onde as 200
sementes foram imersas, sob agitacdo por 45 minutos, em solu¢do contendo 0,5 litro de
hipoclorito de sddio (NaClO) a 12%, 3ml de acido cloridrico (HCI1) e 20g de hidroxido de
sodio comercial (NaOH), dissolvidos em um litro de dgua. Apos a agitacdo, as sementes

foram lavadas com d4gua corrente ¢ procedeu-se a remoc¢do do tegumento externo
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esfregando-se as sementes umas sobre as outras, no interior de um pano umido. Destas
sementes, 100 foram selecionadas para a implantacdo em meio de cultivo e 100 para a

implanta¢ao em substrato.

Em camara de fluxo laminar, 100 sementes de cada um dos porta-enxertos foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo 30ml de meio de cultivo MS (Murashige &
Skoog, 1962). O pH do meio foi estabilizado em 6,4 e os tubos foram posteriormente
autoclavados. O delineamento experimental foi completamente casualizado, onde quatro
repetigdes com 25 tubos de ensaio compunham cada tratamento. As sementes foram
mantidas em tubos com meio de cultivo em ambiente controlado com fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 25 + 2°C por 60 dias. Apos, procederam-se as avaliagdes através da

retirada do material do tubo, separacdo e contagem do niimero de plantas germinadas.

Em bandejas de germinagdo preenchidas com substrato comercial para citros, 100
sementes de cada um dos porta-enxertos foram postas a germinar. O delineamento
experimental foi completamente casualizado, onde quatro repeticdes com 25 alvéolos
compunham cada tratamento. As sementes foram mantidas em casa-de-vegetagdo por 60
dias. Posteriormente, as plantulas foram retiradas dos alvéolos, separadas e avaliadas

quanto ao nimero de plantas germinadas.

A taxa de poliembrionia foi calculada em percentagem conforme metodologia

descrita por Moreira et al. (1947).

Os resultados da caracterizagdo morfologica das folhas, frutos, determinagdo do
nimero de embrides por semente e capacidade de germinagao foram analisados pelo teste

de Tukey a 1% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SAS.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises citogenéticas
4.1.1 Andlise meiotica, indice meidtico e viabilidade do pdlen

Para a andlise do comportamento meidtico, um dos principais problemas na
condugdo do estudo foi a determinacdo exata do tamanho dos botdes florais em que se

encontravam as fases de meiose I e II.

Em 2008, botdes florais que se encontravam em meiose | apresentavam tamanho
médio de 0,2 a 0,3cm e em meiose II de 0,4 a 0,5cm. Porém, no segundo ano de avaliacao,
em 2009, os botdes eram maiores, com 0,3 a 0,4cm para meiose [ ¢ 0,4 a 0,6cm para
meiose II. Ja no terceiro ano, em 2010, o tamanho médio foi novamente de 0,2 a 0,3cm

para meiose [ e de 0,4 a 0,5cm para meiose II.

Todos os porta-enxertos avaliados eram dipldides n=9 (2n=2x=18). Estes dados
confirmam a predominancia deste nivel de ploidia em citros, concordando com os
resultados obtidos por Agarwal (1987; 1989) e Guerra et al. (1997) em Citrus e géneros

afins.

Nos trés anos de avaliacdo do comportamento meidtico, células normais (Figura 9)
e células com irregularidades (Figura 10) foram observadas nos dois ambientes onde as
plantas sdo conduzidas, contudo maiores freqiiéncias de células com anormalidades foram

identificadas em flores de plantas mantidas em casa-de-vegetacao (Tabelas 6, 7 ¢ 8).
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FIGURA 9.

Caracterizacdo de células normais desde a meiose I até o estadio de polen.
a, b) Diacinese com 9 II (bivalentes); c, d) Metafase I com 9 II; e, f, g)
Anafase I com disjungdo normal; h, i) Telofase I; j) Metafase II; k, 1)
Anéafase II; m) Telofase II; n) Tétrade; o) Grao de pdlen vidvel. Escala:
10pum. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2008, 2009 ¢ 2010.
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FIGURA 10. Caracterizagdo de células com irregularidades desde a meiose I até o
estadio de polen. a) Diacinese com 8 II (bivalentes) e 2 I (univalentes); b)
Metafase 1 com 8 II e 2I; ¢) Metafase I com 6 II, 2 T ¢ 1 IV
(quadrivalente); d) Andfase I com retardatarios; e) Telofase I com
retardatarios; f) Metafase II com disjun¢do irregular; g, h. i) Anafase II
com disjun¢do irregular; j) Teldfase II com microntcleos; k) Diade; 1)
Triade; m) Pentade; n) Graos de poélen normais e invidveis; o) Grao de
pélen viavel de tamanho normal e grdo de podlen vidvel maior que o
normal, porém nao reduzido. Escala: 10um. UFRGS, Porto Alegre — RS,
2008, 2009 e 2010.
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Analise meiotica de cinco porta-enxertos de citros conduzidos a campo na

Fazenda Panoramas Citros, Butid - RS e de seis porta-enxertos de citros
conduzidos em casa-de-vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS,

em 2008.
Porta-enxerto Metafase Anafase/  Met./ Anaf./ N° total % Células
I Telofase I°  Telofase II°  células normais
Fazenda Panoramas citros
Trifoliata 911 (61) 34(15) 23(12) 188 62,77 aA
811+ 21 (43)
‘Swingle’ 911 (48) 41(35)(5%) 14(15) 180 57,22 cA
611 + 21 + 11V
(22)
‘Troyer’ 911 (62) 25(17) 20(8) 173 61,85 abA
811 + 21 (41)
‘Fepagro C 13’ 911 (60) 37(24)(4*) 26(8) 204 60,29 abA
711 + 41 (45)
‘Fepagro C 37’ 911 (46) 28(23) 37(22) 191 58,12 bcA
611 + 61 (34)
711+ 11V (1)
Média =00 e e 60,05
Estacdo Experimental Agronémica
Trifoliata 911 (60) 22(17) 21(8) 176 58,52 aB
711 + 41 (48)
‘Swingle’ 911 (49) 15(19)(1%*) 13(12) 164 46,95 cB
8II + 21 (53)
SIT+2IV(2)
‘Troyer’ 911 (75) 26(17) 14(12) 202 56,93 abB
8II + 21 (58)
‘Fepagro C 13’ 911 (56) 25(19) 20(18) 178 56,74 abB
811 + 21 (40)
‘Fepagro C 37° 911 (81) 45(37)(2%) 16(22) 275 51,64 bB
811 + 21 (71)
6l + 21+ 11V (1)
‘Fepagro C 41° 911 (48) 33(32)(2%) 20(24) 221 45,70 ¢
711+ 41 (62)
Média 00 e e 52,75

* Numero de células com associagdes nos parénteses; ° Nimero de células com irregularidades nos
parénteses; * Pontes cromossomicas; I Univalente; II Bivalentes; IV Quadrivalentes. Mé¢dias seguidas de
mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente, dentro de local, pelo teste de Tukey
(p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna n3o diferem significativamente, na
comparagdo do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey (p>0,05).
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TABELA 7. Analise meidtica de cinco porta-enxertos de citros conduzidos a campo na
Fazenda Panoramas Citros, Butid - RS e de seis porta-enxertos de citros
conduzidos em casa-de-vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS,

em 2009.
Porta-enxerto Metafase Anéfase/ Met./ Anaf./ N°total % Células
I Telofase I° Telofase 11° células normais
Fazenda Panoramas citros
Trifoliata 911 (55) 37(37)(2%) 20(28) 231 48,48 aA
811 + 21 (49)
711+ 41 (3)
‘Swingle’ O11 (54) 32(47)(2%) 13(26) 246 40,24 cA
TIL+ 41 (72)
‘Troyer’ 911 (53) 42(43)(3%) 12(19) 229 46,72abA
811 + 21 (56)
SIT+21V(1)
‘Fepagro C 13’ 911 (43) 32(39) 15(19) 200 45,00 bA
811 + 21 (52)
‘Fepagro C 37° 911 (42) 29(40)(4*) 23(35) 225 41,78 cA
8II + 21 (45)
oIl + 21 (7)
Média =00 s e e e 44,44
Estacdo Experimental Agronémica
Trifoliata 911 (30) 23(30)(3*) 7(19) 170 35,29 aB
811 + 21(36)
711+ 41 (22)
611+21+11V(1)
‘Swingle’ 911 (28) 25 (56)(6*) 15 (35) 235 28,94 cB
811 + 21 (66)
611 + 61 (4)
‘Troyer’ 911 (34) 20 (43) 12 (35) 208 31,73 bB
811 + 21 (64)
‘Fepagro C 13’ 911 (32) 20 (50)(2%*) 10 (31) 200 31,00 bB
711 + 41 (49)
51T+ 81 (6)
‘Fepagro C 37° 911 (27) 32 (47) 11 (45) 230 30,43 bcB
811 + 21 (65)
711 + 41(3)
‘Fepagro C 41° 911 (29) 21 (45)(3*) 12 (52) 219 28,31 ¢
811 + 21(53)
611 + 61 (4)
Média 0000 e e 30,95

* Numero de células com associagdes nos parénteses; ° Nimero de células com irregularidades nos
parénteses; I Univalente; II Bivalentes; IV Quadrivalentes. Médias seguidas de mesma letra mintscula na
coluna ndo diferem significativamente, dentro de local, pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias seguidas de
mesma letra maitscula na coluna nio diferem significativamente, na compara¢do do mesmo porta-enxerto,
mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey (p>0,05).
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Analise meiotica de cinco porta-enxertos de citros conduzidos a campo na

Fazenda Panoramas Citros, Butid - RS e de seis porta-enxertos de citros
conduzidos em casa-de-vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS,
em 2010.

Porta-enxerto

Metafase
Ia

Anafase/
Telofase 1°

Met./ Anaf./
Telofase 11°

N° total
células

% Células
normais

Fazenda Panoramas citros

Trifoliata

‘Swingle’

‘Troyer’

‘Fepagro C 13’

‘Fepagro C 37’

9I1 (58)
71 + 41 (25)
611 + 61 (7)
SIT+ 21V (3)
9l1 (52)
811 + 21 (32)
SIT+ 21V (5)
911 (58)
811 + 21 (23)

7+ 11V (11)

611 + 61 (4)
911 (56)
811 + 21 (30)
7+ 11V (5)
SIT + 21V (3)
911 (60)
811 + 21 (34)
711 + 41 (8)

51(32)

40(28)(3*)

36(16)(5%)

40(29)

45
GD)(T*)

30(19)

38(28)

37(24)

43(22)

34(22)

225

226

214

228

235

61,78 aA

57,52 bA

61,21 aA

60,96 abA

59,15 abA

Média

60,12

Estacdo Experimental Agronémica

Trifoliata

‘Swingle’

‘Troyer’

‘Fepagro C 13’

‘Fepagro C 37°

‘Fepagro C 41’

911 (58)
811 + 21 (39)
711 + 41 (3)

9II (44)
811 + 21 (37)

611 + 21+ 11V(1)

911 (64)
811 + 21 (48)

611 +21+1TV(4)

9l1 (53)
811 + 21 (33)
7+ 11V (3)

9I1 (62)
811 + 21 (55)
611 + 61 (2)

9l (51)
611 + 61 (57)
511+ 21V (5)

42(32)

34(23)(9%)

3327)(1)

45(34)(4%)

43(32)(3%*)

43(40)(5%*)

32(30)

29(30)

32(22)

25(29)

31(30)

31(38)

236

207

231

226

258

270

55,93 aB

51,69 bB

55,84 aB

54,42 aB

52,71 bB

46,30 c

Média

52,82

*Numero de células com associagdes nos parénteses; "Numero de células com irregularidades nos parénteses; I Univalente; I
Bivalentes; IV Quadrivalentes. Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna nio diferem significativamente, dentro de local,
pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna nao diferem significativamente, na comparagio do

mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey (p>0,05).



61

Em 2008, a maior percentagem de células normais em meiose dos porta-enxertos
conduzidos a campo foi de 62,77% em Trifoliata ¢ a menor 57,22% em citrumeleiro
‘Swingle’. Para os porta-enxertos conduzidos em casa-de-vegetacao, a maior percentagem
foi de 58,52% em Trifoliata e a menor 45,70% em citrangeiro ‘Fepagro C 41°. A
percentagem média de células normais em plantas conduzidas a campo foi de 60,05% e em

casa-de-vegetacao foi inferior, com valores de 52,75% (Tabela 6).

Em 2009, a maior percentagem de células normais em meiose dos porta-enxertos
conduzidos a campo foi de 48,48% em Trifoliata e a menor de 40,24% em citrumeleiro
‘Swingle’. Para os porta-enxertos conduzidos em casa-de-vegetacdo a maior percentagem
foi de 35,29% em Trifoliata e a menor de 28,31% em citrangeiro ‘Fepagro C 41°. A
percentagem média de células normais em plantas conduzidas a campo foi de 44,44% e em

casa-de-vegetacao foi inferior, com valores de 30,95% (Tabela 7).

Em 2010, a maior percentagem de células normais em meiose dos porta-enxertos
conduzidos a campo foi de 61,78% em Trifoliata e a menor de 57,52% em citrumeleiro
‘Swingle’. Para os porta-enxertos conduzidos em casa-de-vegetagdo a maior percentagem
foi de 55,93% em Trifoliata e a menor de 46,30% em citrangeiro ‘Fepagro C 41°. A
percentagem média de células normais em plantas conduzidas a campo foi de 60,12% e em

casa-de-vegetacdo foi inferior, com valores de 52,82% (Tabela 8).

Para a andlise do indice meidtico (Tabelas 9, 10 e 11), variagdes no tamanho dos
botdes florais em estadio de tétrade foram observadas. Nos anos de 2008 e¢ 2010, botdes
com tamanho entre 0,5 ¢ 0,6cm estavam em estadio ideal para as andlises, porém no ano de

2009, eram botdes com 0,7 a 0,8cm.

Neste estudo, células com tétrades normais foram observadas (Figura 9), porém
muitas irregularidades, como a presenca de diades, triades, pentades e células contendo

micrécitos foram identificadas (Figura 10) e (Tabelas 9, 10 e 11).
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Indice meiodtico de cinco porta—enxertos de citros conduzidos a campo na

Fazenda Panoramas Citros, Butid - RS e de seis porta-enxertos de citros
conduzidos em casa-de-vegetagdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul —

RS, em 2008.

Porta-enxerto Ne° N° N° Outras* N° Total indice

Tétrades Diades Triades células meiotico

(%)
Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 645 196 121 42 1004 64,24 aA
‘Swingle’ 587 82 234 97 1000 58,70 bA
‘Troyer’ 662 103 184 117 1066 62,10 abA
‘Fepagro C 13’ 719 58 184 204 1165 61,72 abA
‘Fepagro C 37’ 597 113 126 165 1001 59,64 bA
Média = ceeeem e e s e 61,28
Estacdo Experimental Agrondmica

Trifoliata 704 73 124 232 1133 62,14 aA
‘Swingle’ 484 104 176 258 1022 47,36 dB
‘Troyer’ 672 97 142 198 1109 60,60 abA
‘Fepagro C 13’ 551 107 135 218 1011 54,50 cB
‘Fepagro C 37’ 542 94 158 206 1000 54,20 cB
‘Fepagro C 41” 489 112 138 307 1046 46,75 d
Média = ceeeem e e e e 54,26

* Qutras irregularidades observadas como a presenga de poliades, micrdcitos e micrésporos com tamanhos
desiguais. Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao diferem significativamente, dentro de
local, pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maituscula na coluna nio diferem
significativamente, na comparagdo do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey

(p>0,05).
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TABELA 10. Indice meidtico de cinco porta—enxertos de citros conduzidos a campo na
Fazenda Panoramas Citros, Butid - RS e de seis porta-enxertos de citros
conduzidos em casa-de-vegetagdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul —

RS, em 2009.
Porta-enxerto Ne° N° N° Outras* N° Total Indice
Tétrades Diades Triades células meidtico
(%)
Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 524 96 136 245 1001 52,35 aA
‘Swingle’ 485 164 212 308 1169 41,49 cA
‘Troyer’ 491 119 184 231 1025 47,90 bA
‘Fepagro C 13’ 491 97 138 329 1055 46,54 bA
‘Fepagro C 37’ 438 98 187 289 1001 43,28 cA
Média 46,31
Estacdo Experimental Agronémica
Trifoliata 396 124 284 318 1122 35,29 aB
‘Swingle’ 360 156 278 375 1169 30,80 bB
‘Troyer’ 376 212 287 326 1201 31,31 bB
‘Fepagro C 13’ 342 133 194 362 1031 33,17 abB
‘Fepagro C 37’ 398 128 304 375 1205 33,03 abB
‘Fepagro C 41° 287 192 252 335 1066 26,92 ¢
Média 31,75

* Qutras irregularidades observadas como a presenga de poliades, micrdcitos e micrésporos com tamanhos
desiguais. Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao diferem significativamente, dentro de
local, pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maituscula na coluna nio diferem
significativamente, na comparagdo do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey

(p>0,05).
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Indice meiodtico de cinco porta—enxertos de citros conduzidos a campo na

Fazenda Panoramas Citros, Butid - RS e de seis porta-enxertos de citros
conduzidos em casa-de-vegetagdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul —

RS, em 2010.
Porta-enxerto Ne° N° N° Outras* N° Total Indice
Tétrades Diades Triades células meidtico
(%)
Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 655 158 77 132 1022 64,09 aA
‘Swingle’ 609 147 88 196 1040 58,56 bA
‘Troyer’ 635 142 114 127 1018 62,38 abA
‘Fepagro C 13’ 598 156 92 122 968 61,78 abA
‘Fepagro C 37’ 602 152 78 178 1010 59,60 bA
Média = e e e e 61,28
Estacdo Experimental Agronémica
Trifoliata 724 189 114 129 1156 62,63 aA
‘Swingle’ 477 158 146 219 1000 47,70 cB
‘Troyer’ 624 118 107 189 1038 60,12 aA
‘Fepagro C 13’ 578 128 125 224 1055 54,79 bB
‘Fepagro C 37’ 584 145 118 220 1067 54,73 bB
‘Fepagro C 41” 472 148 131 257 1008 46,83 ¢
Média = e e e e 54,47

* Qutras irregularidades observadas como a presenga de poliades, micrdcitos e micrésporos com tamanhos
desiguais. Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna nao diferem significativamente, dentro de
local, pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maituscula na coluna nio diferem
significativamente, na comparagdo do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey

(p>0,05).
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Em 2008, o maior indice meidtico em porta-enxertos conduzidos a campo foi
64,24% em Trifoliata e o menor de 58,70% em citrumeleiro ‘Swingle’. Para os porta-
enxertos conduzidos em casa-de-vegetacdo, o maior indice foi 62,14% em Trifoliata e o
menor de 46,75% em citrangeiro ‘Fepagro C 41°. Na média, o indice meidtico das plantas

conduzidas a campo foi de 61,28% e em casa-de-vegetagao foi de 54,26% (Tabela 9).

Em 2009, o maior indice meidtico em porta-enxertos conduzidos a campo foi
52,35% em Trifoliata ¢ o menor de 41,49% em citrumeleiro ‘Swingle’. Para os porta-
enxertos conduzidos em casa-de-vegetagdo, o maior indice foi 35,29% em Trifoliata e o
menor de 26,92% em citrangeiro ‘Fepagro C 41°. Na média, o indice meidtico das plantas

conduzidas a campo foi de 46,31% e em casa-de-vegetagao foi de 31,75% (Tabela 10).

Em 2010, o maior indice meidtico em porta-enxertos conduzidos a campo foi
64,09% em Trifoliata e o menor de 58,56% em citrumeleiro ‘Swingle’. Para os porta-
enxertos conduzidos em casa-de-vegetacdo o maior indice foi 62,63% em Trifoliata e o
menor de 46,83% em citrangeiro ‘Fepagro C 41°. Na média, o indice meidtico das plantas

conduzidas a campo foi de 61,28% e em casa-de-vegetacao foi de 54,47% (Tabela 11).

Para a analise da viabilidade dos graos de pdlen nos anos de 2008, 2009 ¢ 2010
foram utilizados botdes florais com tamanho superior a 0,8cm e que se apresentavam ainda

fechados.

Nos trés anos de desenvolvimento do estudo foram identificados graos normais
(Figura 90) e graos inviaveis (Figura 10n) nos dois ambientes de estudo. Porém as maiores
percentagens destes foram observadas em flores de plantas conduzidas em casa-de-

vegetagdo (Tabelas 12, 13 e 14).
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TABELA 12. Tamanho dos graos e estimativa da viabilidade do pdlen de cinco porta—

enxertos de citros conduzidos a campo na Fazenda Panoramas Citros,

Butia - RS e de seis porta-enxertos de citros conduzidos em casa-de-

vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, em 2008.

Tamanho e estimativa da viabilidade dos gréos de pdlen
Grao Grao Grao Fertilidade
normal pequeno grande polen
Porta ET. E.L. ET. E.L. ET. E.L. Min. Max. F.P
enxerto (wm) (um)  (um) (um)  (um) (um) (%)
Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 11,3 11,9 9,4 9,8 12,4 13,2 43,3 97,5 95,12 aA
‘Swingle’ 11,0 12,1 10,1 10,8 12,5 13,1 459 91,2 85,46 dA
‘Troyer’ 11,0 11,2 10,1 10,1 12,8 13,0 41,8 96,7 93,11 abA
‘FepagroC 13> 11,3 11,8 9,8 10,1 13,1 13,7 53,4 943 90,47 bcA
‘FepagroC37° 11,1 11,6 9,5 9,8 12,5 13,1 56,3 90,9 87,24 cdA
Média 90,28
Estacdo Experimental Agrondémica

Trifoliata 11,2 11,6 9,2 9,6 13,0 13,2 32,4 94,2 68,13 bcB
‘Swingle’ 11,4 12,3 10,4 11,2 13,0 13,3 43,5 90,3 52,08 dB
‘Troyer’ 11,2 11,8 9,8 10,3 13,0 13,1 389 91,7 71,15bB
‘Fepagro C 13> 10,6 11,1 8,8 9,4 13,0 134 50,6 92,6 75,46 aB
‘FepagroC37° 11,2 11,7 9,5 9,9 13,1 13,3 48,1 89,7 6531cB
‘FepagroC41° 11,2 11,7 9,8 10,2 13,0 13,2 42,9 79,2 53,42d
Média 64,25

E.T. Eixo transversal; E.L. Eixo longitudinal; Min. Valor minimo de viabilidade observado; Max. Valor
maximo de viabilidade observado; F.P. Percentagem de viabilidade de pdlen observada. Médias seguidas de
mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente, dentro de local, pelo teste de Tukey
(p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna ndo diferem significativamente, na
comparacdo do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey (p>0,05).
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TABELA 13. Tamanho dos graos e estimativa da viabilidade do pdlen de cinco porta—

enxertos de citros conduzidos a campo na Fazenda Panoramas Citros,

Butia - RS e de seis porta-enxertos de citros conduzidos em casa-de-

vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, em 2009.

Tamanho e estimativa da viabilidade dos gréos de polen
Grao Grao Grao Fertilidade
normal pequeno grande pélen
Porta ET. E.L. ET. E.L. ET. E.L. Min. Max. F.p
enxerto (um)  (um) (um)  (um) (hm)  (um) (%0)
Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 1,3 11,9 10,2 10,5 12,0 13,1 26,5 81,2 63,47 aA
‘Swingle’ 11,8 12,1 10,8 11,1 13,3 13,7 0 74,4 49,32 dA
‘Troyer’ 11,1 11,5 10,1 10,2 124 12,6 0 79,8 59,55 DbA
‘FepagroC 13> 11,5 12,0 10,2 10,5 13,3 13,7 0 58,2 57,12 bcA
‘FepagroC37° 11,3 11,8 10,0 10,3 13,5 14,0 12,9 87,3 51,72dA
Meédia I e et e e e 56,23
Estacdo Experimental Agrondmica

Trifoliata 11,7 12,0 10,1 10,3 12,5 13,14 12,2 85,8 4945 aB
‘Swingle’ 11,4 11,9 10,1 10,7 13,9 14,32 0 80,2 36,70 cB
‘Troyer’ 10,2 11,0 10,0 10,0 13,0 13,76 0 60,3 48,62 aB
‘FepagroC 13> 11,6 11,9 10,3 10,6 13,0 13,5 0 65,7 42,69 bB
‘FepagroC37° 11,6 12,1 10,6 10,9 13,0 13,4 0 74,7 38,41 cB
‘FepagroC41° 11,2 11,5 10,2 10,7 13,0 13,6 0 58,0 32,60d
Média e e e e e e e e 41,41

E.T. Eixo transversal;, E.L. Eixo longitudinal; Min. Valor minimo de viabilidade observado; Max. Valor
maximo de viabilidade observado; F.P. Percentagem de viabilidade de pdlen observada. Médias seguidas de
mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente, dentro de local, pelo teste de Tukey
(p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna nf3o diferem significativamente, na
compara¢do do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey (p>0,05).
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TABELA 14. Tamanho dos graos e estimativa da viabilidade do pdlen de cinco porta—

enxertos de citros conduzidos a campo na Fazenda Panoramas Citros,

Butia - RS e de seis porta-enxertos de citros conduzidos em casa-de-

vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, em 2010.

Tamanho e estimativa da viabilidade dos gréos de p6len
Grao Grao Grao Fertilidade
normal pequeno grande pblen
Porta ET. E.L. ET. E.L. ET. E.L. Min. Max. F.P
enxerto (um)  (pm) (um)  (um) (um)  (um) (%)
Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 11,3 11,9 10,1 104 13,0 13,1 57,2 97,0 97,776 aA
‘Swingle’ 11,8 12,0 10,8 10,9 13,8 14,0 0 81,4 55,11dA
‘Troyer’ 11,3 11,5 10,1 10,2 124 12,7 0 89,3 79,52bA
‘FepagroC 13> 114 11,5 10,0 10,2 13,0 13,6 69,7 85,2 77,22bA
‘FepagroC37° 11,7 11,8 10,5 10,6 13,3 13,6 73,8 82,5 64,08 cA
3 17 Y 74,74
Estacdo Experimental Agrondmica

Trifoliata 11,5 11,6 10,0 10,2 13,0 13,7 36,3 92,6 78,40aB
‘Swingle’ 1,8 11,9 10,7 10,9 13,3 13,8 69,2 88,8 57,96 dA
‘Troyer’ 11,5 11,6 10,5 10,6 13,0 13,5 60,1 80,1 71,39bB
‘FepagroC 13> 11,7 11,8 10,6 10,8 13,4 13,8 23,6 81,2 68,54 bcB
‘FepagroC37° 11,8 12,0 10,5 10,8 13,5 13,7 56,8 81,2 61,11 cA
‘FepagroC41° 11,5 11,8 10,3 10,4 13,0 13,8 0 85,8 62,83 ¢
Média e e e o e e e s 66,71

E.T. Eixo transversal;, E.L. Eixo longitudinal; Min. Valor minimo de viabilidade observado; Max. Valor
maximo de viabilidade observado; F.P. Percentagem de viabilidade de pdlen observada. Médias seguidas de
mesma letra mindscula na coluna ndo diferem significativamente, dentro de local, pelo teste de Tukey
(p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna nf3o diferem significativamente, na
compara¢do do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey (p>0,05).

Em 2008, a maior percentagem de viabilidade de pdlen em porta-enxertos

conduzidos a campo foi de 95,12% em Trifoliata e a menor de 85,46% em citrumeleiro
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‘Swingle’. Para os porta-enxertos conduzidos em casa-de-vegetacao a maior percentagem
de viabilidade foi de 75,46% em citrangeiro ‘Fepagro C 13’ e a menor de 52,08% em
citrumeleiro ‘Swingle’. A média de viabilidade das plantas conduzidas a campo foi de

90,28% e em casa-de-vegetacao foi de 64,25% (Tabela 12).

Em 2009, a maior percentagem de viabilidade de polen em porta-enxertos
conduzidos a campo foi de 63,47% em Trifoliata e a menor de 49,32% em citrumeleiro
‘Swingle’. Para os porta-enxertos conduzidos em casa-de-vegetagdo a maior percentagem
foi de 49,45% em Trifoliata e a menor de 32,60% em citrangeiro ‘Fepagro C 41°. A média
de viabilidade das plantas conduzidas a campo foi de 56,23% e em casa-de-vegetacao foi

de 41,41% (Tabela 13).

Em 2010, a maior percentagem de viabilidade de polen em porta-enxertos
conduzidos a campo foi de 97,76% em Trifoliata e a menor de 55,11% em citrumeleiro
‘Swingle’. Para os porta-enxertos conduzidos em casa-de-vegetagdo a maior viabilidade foi
de 78,40% em Trifoliata e a menor de 57,96% em citrumeleiro ‘Swingle’. A média de
viabilidade das plantas conduzidas a campo foi de 74,74% e em casa-de-vegetacdo foi de

66,71% (Tabela 14).

No processo meidtico, a predomindncia de bivalentes reflete o nivel de homologia
entre 0s cromossomos parentais, porém, em citros, anormalidades na meiose como a

presenca de univalentes, pontes e retardatarios ¢ muito comum (Raghuvanshi, 1962).

Neste estudo, muitas células com irregularidades em meiose foram observadas nos
trés anos de avaliacao (Tabelas 6, 7 ¢ 8).

Agarwal (1987) observou processo meidtico regular em citrumeleiro, citrangeiro e
kumquateiro e sugeriu que a normalidade estd associada a alta homeologia cromossdmica
entre os géneros Citrus, Fortunella e Poncirus. Entretanto Agarwal (1989) observou

poucas irregularidades em metafase I, em hibridos intergenéricos do cruzamento entre
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Citrus e Poncirus, porém identificou elevada presenca de células com separagdo
cromossomica desuniforme em anafase, o que estd de acordo com os resultados obtidos no
presente trabalho.

Neste estudo, foram observadas elevadas freqiiéncias de células anormais com
univalentes (Tabelas 6, 7 e 8). A presenca deste tipo de irregularidade também foi descrita
por Sellito-Boaventura & Pio (1989), que em trés cultivares de laranjeira-doce (C. sinensis)
identificaram univalentes em 12,5%, 14,0% e 16,5% das células e sugeriram que a
presenca destes esteja associada a disjungdo precoce dos cromossomos.

Raghuvanshi (1962) sugere duas hipdteses para a presenca de univalentes em citros.
A primeira, estando associada a inversdes, translocagdes ¢ hibridagdes e, a segunda, devido
a falta de homologia nos diferentes cromossomos, conduzindo a separagdo precoce dos
bivalentes. Portanto, a elevada presenca de univalentes e retardatarios observada neste
trabalho (Tabelas 6, 7 e 8) pode estar associada a falta de homeologia entre os
cromossomos que constituem os gendtipos utilizados no estudo, bem como, devido ao
processo de hibridagdo, visto que, dos seis porta-enxertos avaliados, cinco foram obtidos
por hibridagdo entre dois géneros distintos, ou seja, Citrus e Poncirus, concordando com as
hipodteses sugeridas por Raghuvanshi (1962).

Nas Tabelas 6, 7 e 8, pode-se observar a baixa freqiiéncia de pontes
cromossOmicas, com valores inferiores a 5,0%, porém muitas células com retardatarios em
anafase/telofase I e II foram identificadas. A presenca destas irregularidades foi relatada
por Sellito-Boaventura & Pio (1989), que observaram elevada frequéncia de pontes
cromossOmicas e retardatarios em trés cultivares de laranjeira-doce, com variagdes de
6,0% a 53,0% em anafase I e de 16% a 57% em anafase II. Bem como no trabalho
desenvolvido por Cavalcante et al. (2000), em que quatro plantas hibridas de tangerineira
‘Lee’ mostraram percentagens entre 50 ¢ 67% de células irregulares em anafase I e uma

planta com 60% das células com anormalidades em anéfase/telofase I1.
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A andlise do indice meidtico foi sugerida por Love (1949) como alternativa a
avaliacdo do comportamento meiotico quando se trabalha com grande niimero de plantas.
Neste estudo, na comparagdo entre os resultados obtidos pela anélise da meiose (Tabelas 6,
7 e 8) e do indice meidtico (Tabelas 9, 10 e 11), similaridade foi observada, ou seja,
plantas que apresentaram as menores percentagens de células normais na meiose, também
mostraram os menores valores de indice meidtico. Resultados estes que concordam com a
alternativa proposta por Love (1949) que, na impossibilidade de conducdo de andlises
meiodticas, a avaliacdo do indice meidtico pode ser uma opgao.

Love (1949) descreve que as plantas que apresentam indice meiodtico superior a
90% podem ser consideradas meioticamente estaveis. Nos trés anos de condugdo deste
trabalho, muitas células em diade, triade, pentade e com microcitos foram observadas
(Tabelas 9, 10 e 11), levando a um indice meidtico inferior a 65%, demonstrando que estas
sdo meioticamente instaveis.

Na analise da viabilidade de polen, consideravel presenga de graos inviaveis foi
observada em todos os anos de desenvolvimento do estudo (Tabelas 12, 13 e 14). Em
muitos gendtipos, a percentagem minima de viabilidade foi zero, ou seja, em algumas
flores ndo foi observada a presenca de graos vidveis.

A presenca de graos anormais esta associada a irregularidades no processo meidtico
(Tabelas 6, 7 e 8) e ao baixo indice meiodtico (Tabelas 9, 10 e 11) observados em todos os
anos de condugao deste estudo, concordando com o que é proposto por Chen et al. (2004) e
Kamiri et al. (2011), que sugerem que em citros as anormalidades como os univalentes ¢
retardatarios na meiose I n3o migram para os poélos e permanecem cCOmo Cromossomos
perdidos em meiose II, resultando em células anormais em fase de tétrade e,
posteriormente, em graos inviaveis de pélen.

Frost & Soost (1968) afirmam que as anormalidades no processo meidtico, que sao

comuns em citros, como a presencga de univalentes, pontes e retardatarios, além da falta de
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afinidade gendmica conduzem a formacdo de gametas anormais ou inviaveis. Agarwal
(1987) sugere que a freqiiéncia de univalentes apresenta correlagdo positiva com a
esterilidade do poélen em citros, ou seja, quanto maior a presenca de células irregulares em
meiose, maiores as percentagens de graos inviaveis.

Reduzida viabilidade de pdlen foi observada neste estudo, onde em 2008, a média
das plantas conduzidas a campo foi de 90,28% e em casa-de-vegetagdo foi de 64,25%
(Tabela 12). Em 2009, a média a campo foi de 56,23% e em casa-de-vegetacao de 41,41%
(Tabela 13) e em 2010, as médias foram de 74,74% e 66,71% em campo ¢ em casa de

vegetagdo, respectivamente (Tabela 14).

Valores inferiores de fertilidade dos graos de polen aos observados neste estudo sao
relatados por Sellito-Boaventura & Pio (1989) em laranjeira-doce, com variagdes entre
2,4% e 64,4%. Por outro lado, valores superiores foram observados por Agarwal (1987)
que na analise de trés hibridos: citrumeleiro, citrangeiro ¢ kumquateiro obteve valores de
77,1%, 95,4% e 96,1%, respectivamente e por Agarwal (1989) que em hibridos
intergenéricos de Citrus e Poncirus e genéricos de Citrus observou variagdes de 73,9 a

87,7% de viabilidade.

Neste estudo, diferencas foram observadas entre porta-enxertos conduzidos no
mesmo ambiente nas trés caracteristicas avaliadas, ou seja, comportamento meidtico
(Tabelas 6, 7 e 8), indice meiotico (Tabelas 9, 10 e 11) e viabilidade do polen (Tabelas 12,
13 e 14). Estes resultados podem estar associados a variabilidade genética dos gendtipos e
que estes respondam de forma diferenciada as condi¢des ambientais ¢ de manejo a que sao
submetidos.

A variagdo na constitui¢do genética dos materiais ¢ descrita por Bodanese-Zanettini

(1982) em trigo como a responsavel por alteragdes na freqiiéncia de pontes cromossomicas
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e de células com univalentes, sendo que as anormalidades parecem variar conforme o
genotipo das plantas.

Em citros, a constituigdo genética dos gendtipos parece atuar nas taxas de
irregularidades na meiose e viabilidade do polen. Cavalcante et al. (2000), na analise de
uma populacdo de tangerineiras oriundas do mesmo cruzamento, observaram meiose
regular em 67 plantas, porém trés gendtipos apresentaram altas percentagens de
univalentes com valores entre 76,5% a 80,95%; enquanto que na analise da viabilidade de
polen, as variagdes na populagdo foram amplas com valores de 9,9% a 98,0%.

Brugnara et al. (2008) observaram diferencas na viabilidade de polen entre
genotipos obtidos pelo cruzamento das tangerineiras ‘Montenegrina’ ¢ ‘King’ com valores
de 42% a 98% e de zero a 95% em hibridos entre ‘Montenegrina’ e laranjeira ‘Caipira’.
Weiller et al. (2011) observaram variagdes de 70% a 98,08% na viabilidade do pdlen em
populacdo obtida pelo cruzamento das tangerineiras ‘Clementina Fina’ ¢ ‘Montenegrina’, o
que permitiu aos autores sugerirem que fatores genéticos estejam atuando.

Neste estudo, foram observadas diferengas para os mesmos porta-enxertos, porém
quando conduzidos em ambientes distintos, ou seja, a campo e em casa-de-vegetagdo, nas
trés caracteristicas avaliadas: comportamento meidtico (Tabelas 6, 7 e 8), indice meidtico
(Tabelas 9, 10 e 11) e viabilidade do polen (Tabelas 12, 13 e 14) nos trés anos de estudo,
com maiores percentagens de anormalidades meioticas, menores indices meioticos € menor
fertilidade de polen nas plantas conduzidas em casa-de-vegetacgao.

Estes resultados indicam que as condi¢cdes ambientais ou algum fator especifico na
casa-de-vegetacdo estejam influenciando as caracteristicas analisadas e comprometendo a
fertilidade masculina. Alguns fatores sdo sugeridos como responsaveis pelas
anormalidades observadas, como: falhas no sistema de irrigagdo em ambiente protegido,

problemas na adubagdo das plantas conduzidas em vasos e a maior temperatura ou a
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oscilagao desta em casa-de-vegetacdo (Apéndice 1), porém a definicdo do fator ou fatores
nao foi possivel.

Nos trés anos de estudo, os porta-enxertos citrumeleiro ‘Swingle’ e o citrangeiro
‘Fepagro C 41° apresentaram as maiores percentagens de irregularidades em todas as
caracteristicas avaliadas, ficando evidente que estes genoOtipos sdo instdveis nas
caracteristicas citogenéticas.

Alguns fatores sdo descritos na literatura como agentes responsaveis por danos ao
processo meiodtico e a viabilidade do pdlen. Conforme Nishiyama (1976), em diversas
culturas, temperaturas abaixo da considerada ideal durante o processo meidtico promovem
injarias as células do tapeto, comprometendo a nutricdo, o desenvolvimento dos
micrésporos, o comportamento meidtico e a viabilidade do pdlen. Porém, temperaturas
acima da ideal também podem promover lesdes como as descritos no estudo desenvolvido
por Takagi et al. (1982), em C. unshiu, que evidenciaram danos no ovario e aos graos de
pélen, provocados possivelmente pela alta temperatura em ambiente controlado. Isto esta
de acordo com os resultados obtidos por Nava et al. (2009) que observaram o
comprometimento da viabilidade de poélen em pessegueiro provocados pela alta
temperatura.

A hipdtese sugerida de falhas no sistema de irrigacdo com deficiéncia hidrica nas
plantas conduzidas em casa-de-vegetacdo provocando danos a fertilidade masculina estaria
de acordo com o que € proposto por Saini (1997) de que a fase de microsporogenese €
muito sensivel a deficiéncia hidrica e que esta pode provocar danos irreversiveis as anteras.
Lalonde et al. (1997) observaram que a deficiéncia hidrica durante o processo meidtico
promoveu a redugdo na produgdo e esterilidade dos graos de pdlen em Triticum aestivum

L. e por Liu et al. (2006) em arroz.
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A influéncia do ambiente sobre a viabilidade dos graos de polen também foi
relatada por Moreira & Gurgel (1941) que observaram variagdo de 36 a 49% em plantas
clones de laranjeira ‘Péra’conduzidas em ambientes distintos.

Neste estudo, diferencas foram observadas entre os anos de condugdao do
experimento. Em 2008, 2009 e 2010, a média de células normais das plantas conduzidas a
campo foram respectivamente de 60,05%, 44,44% e 60,12% e em casa-de-vegetacao foi de
52,75%, 30,95% e 52,82%. O indice meidtico a campo foi de 61,28%, 46,31% e 61,28% ¢
em casa-de-vegetacdo de 54,26%, 31,75% e 54,47%, respectivamente. A percentagem de
viabilidade do polen a campo foi de 90,28%, 56,23% e 74,74% e em casa-de-vegetagdo foi
de 64,25%, 41,41% e 66,71%.

Influéncias de fatores externos sobre o processo meidtico devem ter ocorrido de
forma mais intensa em 2009, visto que, neste ano, as percentagens de células normais na
meiose, indice meidtico e viabilidade do pdlen foram inferiores quando comparadas com
os dados obtidos em 2008 e 2010. Embora ndo se possa afirmar com certeza, a analise dos
dados de temperatura e precipitacdo (dados ndo mostrados), nos meses de floragdo dos
citros, ou seja, agosto e setembro apresentaram variagdes nos trés anos de estudo. A
temperatura média em 2009 foi superior (16,3°C) na comparagdo com 2008 (14,9°C) e
2010 (14,8°C), bem como, a precipitacdo, sendo que na soma dos meses de agosto e
setembro os valores obtidos em 2009 (618,5mm) foram superiores na comparagdo com
2008 (308,4mm) ¢ 2010 (304,9mm). Portanto, estes fatores podem ter atuado nos
resultados obtidos neste trabalho.

Diversos fatores parecem influenciar a viabilidade dos graos de poélen de espécies
citricas, tais como: local de coleta, variedade, ano ¢ ambiente de cultivo (Moreira &
Gurgel, 1941). Estes autores relataram diferencas de viabilidade de pdlen entre ramos da
mesma planta, em diferentes plantas da mesma variedade, em plantas de distintas origens,

em genotipos implantados sob diferentes porta-enxertos e em diferenciadas épocas de



76

coleta. Porém, Latado et al. (2004), ndo observaram diferencas na viabilidade de graos de
polen de plantas mutantes de laranjeira ‘Péra’, em trabalho conduzido em anos distintos,
indicando que as condicdes climaticas diferenciadas nos anos de avaliacdo nao foram
suficientes para alterar a viabilidade do polen.

A cor das anteras serve como um indicativo inicial da viabilidade do polen. Neste
trabalho, muitas flores apresentavam anteras de cor amarela (Figura 11a), enquanto outras
mostravam cor branca (Figura 11b). Nas analises, as anteras amarelas apresentavam graos

viaveis, enquanto que nas de cor branca, baixa ou nenhuma viabilidade foi observada.

1 T 1 I
0 1 2 3

FIGURA 11. Flores do citrangeiro ‘Fepagro C 37°. a) Flor obtida a campo com antera
de coloragdo amarela normal; b) Flor obtida em casa-de-vegetacdo com
antera de coloragdo branca anormal. Escala: cm. UFRGS, Porto Alegre —
RS, 2009.

Cores distintas em anteras também foram descritas por Frost & Soost (1968) em
laranjeira de umbigo ‘Washington’, onde anteras maduras de cor amarela e brilhantes
produziram graos de pdlen férteis, enquanto que anteras brancas ou creme-palidas ndo
produziram graos viaveis. Variacdo na coloragdo e morfologia das anteras também foi

descrita por Brugnara et al. (2008), que observaram que estas, quando de coloragdo parda e

enrugadas nao produziram graos de pdlen vidveis em uma planta hibrida de tangerineira.
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Diferencas na forma e coloracdo das anteras podem estar associadas a
caracteristicas genéticas da planta ou serem alteradas por fatores ambientais. Em trigo,
Subedi et al. (1998) observaram que, sob baixas temperaturas, as anteras sofrem danos
como: redu¢do no tamanho, estrutura enrugada, indeiscéncia e coloragdo amarelo-palida ao
invés de amarela, o que compromete a viabilidade do pélen.

Portanto, flores dos porta-enxertos de citros conduzidos em casa-de-vegetacao
podem ter sofrido algum estresse, os quais alteraram a coloragdo das anteras e
comprometeram a viabilidade do pdlen. Além disso, as alteragcdes foram em algumas
flores, visto que nos mesmos porta-enxertos foram observadas flores com anteras de
coloracdo normal e flores com anteras de cor diferenciada.

Neste trabalho foram feitas medi¢des do tamanho dos grdos de polen normais,
pequenos e grandes (Tabelas 12, 13 e 14) objetivando identificar graos nao reduzidos, os
quais apresentam tamanho em torno de 30 a 40% maior do que os considerados normais
(Hermsen, 1984; Ramanna, 1992; Ramsey & Schemske, 1998; Simioni et al., 2004).
Conforme Ramsey & Schemske (1998), gametas ndo reduzidos ocorrem de forma
espontanea em praticamente todas as populagdes naturais de plantas, mas em geral, em
reduzidas percentagens, em torno de 1% ou menos. Em citros Brugnara et al. (2008) ¢
Weiller et al. (2011) identificaram percentagens inferiores a 1% de graos de pdlen nao
reduzidos. Porém, neste trabalho, a presenca destes ndo foi identificada, embora alguns
graos tenham se aproximado dos valores minimos de graos ndo reduzidos. Este resultado
pode estar associado & amostragem utilizada e que esta tenha sido baixa, nao permitindo a

identificacdo destes.
4.1.2 Andlise da germinacdao in vitro dos gréos de polen

Os resultados obtidos na avaliagao dos graos de polen das plantas conduzidas a

campo e em casa de vegetagdo podem ser observados na Tabela 15.
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TABELA 15. Percentagem média de germinagdao e comprimento do tubo polinico de
graos de polen coletados de plantas conduzidas a campo na Fazenda
Panoramas Citros, Butia - RS e em casa-de-vegetacdo na EEA/UFRGS,
Eldorado do Sul — RS, em 2010.

Fazenda Panoramas Citros Casa-de-vegetacao
Porta-enxerto Germinagdo Comprimento Germinagao Comprimento
(%) (um) (%) (um)
Trifoliata 47,49 aA 48,58 aA 43,12 aB 24,36 aB
‘Swingle’ 35,92 cA 44,30 abA 31,44 deB 19,43 bcB
‘Troyer’ 46,52 aA 46,70 abA 41,56 bB 23,60 abB
‘Fepagro C 13’ 44,00 bA 45,98 abA 38,23 cB 23,17 abB
‘Fepagro C 37° 35,12 cA 43,30 bA 32,40 dB 21,89 abcB
‘Fepagro C41° =—=—mme= meeeee 31,18 ¢ 19,24 ¢
‘Média 4181 4559 3632 21,78

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem significativamente, dentro de local, pelo
teste de Tukey (p>0,05). Médias seguidas de mesma letra maiGscula na coluna ndo diferem
significativamente, na compara¢do do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey
(p>0,05).

Todos os porta-enxertos apresentaram graos de polen germinados, o que permitiu a
contagem e a medicdo do comprimento do tubo polinico. Exemplos de graos germinados e

nao germinados podem ser visualizados na Figura 12.

FIGURA 12. Germinagdo in vitro de graos de pdlen de citros. a e b) Graos de polen do
porta-enxerto Trifoliata conduzido a campo. ¢ e d) Graos de polen do
porta-enxerto  Trifoliata conduzido em  casa-de-vegetagdo na
EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, em 2010. Escala:10 um.



79

Os resultados obtidos pela germinagdo in vitro permitiram observar diferengas entre
0s genotipo e também entre os locais onde estes sdo conduzidos. Das plantas mantidas a
campo, a maior percentagem de graos germinados foi em Trifoliata com 47,49% e a menor
em citrangeiro ‘Fepagro C 37’ com 35,12%. O comprimento do tubo polinico também
apresentou variacdo, com a maior média em Trifoliata com 48,58um e a menor em
citrangeiro ‘Fepagro C 37’ e citrumeleiro ‘Swingle’ com 43,3pum. Neste ambiente, a média
de todos os porta-enxertos para a germinacao foi de 41,81% e a média do comprimento do
tubo polinico foi de 45,59um (Tabela 15).

Em casa-de-vegetacdo, a maior percentagem de graos germinados foi em Trifoliata
com 43,12% e a menor em citrangeiro ‘Fepagro C 41’ com 31,18%. Em relagdo ao
comprimento do tubo polinico, a maior média foi de 24,36um em Trifoliata e a menor de
19,24pum em citrangeiro ‘Fepagro C 41°. A média de germinagdo dos porta-enxertos foi de
36,32% e a média do comprimento do tubo polinico foi de 21,78 um (Tabela 15).

Na comparagdo entre os porta-enxertos conduzidos em distintos ambientes,
diferencgas significativas ocorreram e as menores percentagens de germinag¢dao de podlen
foram observadas em plantas conduzidas em casa-de-vegetagdo e isto pode estar associado
a limitagdes na reserva de nutrientes essenciais durante a formagao dos graos (Tabela 15).
Este resultado concorda com os obtidos por Hedhly et al. (2004), que observaram redugao
na producdo e capacidade de germinagdo dos graos de pdlen de cerejeira (Prunus avium
L.), em ambiente protegido, em comparagdo a plantas conduzidas a campo, evidenciando
que algum fator presente em casa-de-vegetagdo atue na germinagao do polen.

Aloni et al. (2001) observaram danos na formacdo e redu¢do no potencial de
germinacdo dos graos de pdlen de pimentdes sob altas temperaturas. Srinivasan et al.
(1999) afirmam, que o estresse por frio, durante a formacdo dos graos de polen, pode
comprometer o acimulo de energia e nutrientes, como carboidratos ¢ aminoacidos em

diversas plantas, reduzindo seu potencial germinativo.
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Estresse de frio pode ter ocorrido em 2010 e ter atuado nos resultados obtidos no
presente trabalho, comprometendo a germinagdo € o comprimento do tubo polinico (Tabela
15). Os melhores resultados obtidos nesta analise com o porta-enxerto Trifoliata podem
estar associados a este apresentar a caracteristica de resisténcia ao frio, portanto, sofrendo
menores danos que os demais genotipos.

Neste estudo, maior percentagem de viabilidade de polen foi obtida através do
método de coloragdo com carmim propionico (Tabela 14) em comparagdo a germinagdo in
vitro (Tabela 15), em 2010. Este resultado concorda com o que foi sugerido por Moreira &
Gurgel (1941), de que as andlises via coloragdo podem superestimar a viabilidade destes.

Os resultados estao de acordo também com o que foi observado por Cavalcante et
al. (2000) em uma populagio de tangerineira ‘Lee’, que identificaram diferengas
significativas entre os métodos de analise, com viabilidade de 9,9% a 98,0% com o corante
carmim propidnico e de 1,25% a 91,5% por germinagao in vitro.

Portanto, os dados citogenéticos mostram claramente haver um desempenho
diferenciado entre distintos gendtipos nos dois ambientes ¢ que também algum ou alguns
fatores ambientais em casa-de-vegetagdo influem desfavoravelmente na fertilidade das

plantas.

4.2 Determinacéo do nivel de ploidia e caracterizacdo molecular dos genotipos

polipl6ides

Em abril de 2009 foram colhidos 121 frutos a campo e 44 em casa-de-vegetagdo,

oriundos da marcagdo conduzida em agosto e setembro de 2008 (Tabela 16).
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TABELA 16. Frutos colhidos em 2009 na Fazenda Panoramas Citros, Butia - RS e na
EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, oriundos de flores marcadas em
agosto/setembro de 2008.

NUmero de Frutos

Porta-enxerto Fazenda Panoramas Citros EEA/UFRGS
Trifoliata 35 6
‘Swingle’ 18 5
‘Troyer’ 22 11
‘Fepagro C 13’ 24 10
‘Fepagro C 37’ 22 8
‘Fepagro C 41’ — 4
Total 121 44
Totaldoanro 16

Baixo vingamento de frutos foi observado neste trabalho, pois das flores marcadas,
poucas se mantiveram e deram origem a frutos. Embora a marcag¢ao tenha sido a mesma ou
até mais intensa em casa-de-vegetagdo, devido ao menor porte das plantas, o que facilitava

as atividades, a producdo de frutos em ambiente protegido foi menor (Tabela 16).

A reduzida frutificagdo dos porta-enxertos de citros observada neste trabalho esta
de acordo com os resultados obtidos por Malerbo-Souza et al. (2003) em dois anos de
avaliagdo da laranjeira ‘Péra Rio’ [C. sinensis L. Osb.] sob condi¢des naturais, onde
observaram que no primeiro ano 88,10% dos botdes fecundaram, porém nenhum resultou

em fruto e no segundo 40,60% fecundaram e apenas 6,33% transformaram-se em frutos.

Os resultados obtidos no presente trabalho deixam claro que a frutificagdo em citros
¢ reduzida, constatacdo esta feita por Spiegel-Roy & Goldschmidt (1996) que descrevem

que a percentagem de flores que dao origem a frutos em citros pode variar de 0,1 a 10%.

A menor produgdo de frutos em casa-de-vegetacdo pode estar associada a auséncia
de agentes polinizadores, como o vento e insetos, embora em citros a reproducdo possa
ocorrer via autopolinizacdo ou via polinizagdo cruzada, o que concorda com o estudo

descrito por Malerbo-Souza et al. (2003) que observaram que em laranjeira ‘Péra-Rio’ o
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maior vingamento de frutos (35,30%) ocorreu em flores de polinizacdo livre, quando
comparado com flores protegidas da fecundagao cruzada.

Nos dados obtidos pela viabilidade de polen (Tabelas 12, 13 e 14), observa-se que
apesar da percentagem de graos normais ser inferior em casa-de-vegetacao, existe polen
vidvel para o processo de fertilizacdo, o que permite deduzir que outros fatores atuam na
reducdo de frutos em ambiente protegido, tais como: auséncia de polinizadores, sistema
reprodutivo feminino com danos, auséncia de condi¢des adequadas para a germinagdo do
tubo polinico e fertilizagao, etc.

Em diversas espécies, estresse de temperatura durante o estadio reprodutivo induz
ao aborto e abscisao das flores, esterilidade de polen, alteragdes no tubo polinico, aborto do
6vulo e frutificagdo reduzida (Thakur et al., 2010). Estresse de temperatura pode ter
ocorrido dentro da casa-de-vegetagdo e ter promovido anormalidades no processo
meidtico, reduzida viabilidade dos grios de pdlen e comprometido o processo de
fertilizacdo e producdo de frutos, visto que, em ambiente protegido, ndo ha agentes
polinizadores. No monitoramento da temperatura (Apéndice 1), observou-se que em
ambiente protegido a temperatura maxima no ano de 2008 (45,0°C) foi superior aos
valores observados a campo (29,3°C).

4.2.1 Determinacao do nivel de ploidia

Das sementes inoculadas foram obtidas 878 plantas, destas, 850 foram analisadas
via citometria de fluxo e 28 por células somaticas de ponta de raiz, quanto ao nivel de
ploidia. Os resultados obtidos via citometria de fluxo da progénie de plantas conduzidas a
campo e em casa-de-vegetacdo podem ser observados nas Tabela 17 e 18, respectivamente.
Os resultados obtidos pela contagem dos cromossomos de células somaticas podem ser

observados na Tabela 19 e Figura 13.
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TABELA 17. Analise por citometria de fluxo de plantas obtidas de sementes de frutos
que tiveram as flores marcadas a campo em 2008 na Fazenda Panoramas
Citros, Butia — RS. TAC, Cordeirdpolis — SP, 2010.

Porta-enxerto Datas N° Plantas Dipléides Poliploides
avaliadas
N° % N° %
Trifoliata 1 10 10 100 0 0
Trifoliata 2 12 11 91,67 1 8,33
Trifoliata 3 15 15 100 0 0
Trifoliata 4 8 8 100 0 0
Trifoliata 5 4 4 100 0 0
Trifoliata 6 9 9 100 0 0
Total - 58 57 98,28 1 1,72
‘Swingle’ 1 22 22 100 0 0
‘Swingle’ 2 24 23 95,83 1 4,16
‘Swingle’ 3 4 4 100 0 0
‘Swingle’ 4 26 26 100 0 0
‘Swingle’ 5 6 6 100 0 0
‘Swingle’ 6 14 14 100 0 0
Total - 96 95 98,96 1 1,04
‘Troyer’ 1 15 15 100 0 0
‘Troyer’ 2 17 16 94,12 1 5,88
‘Troyer’ 3 11 11 100 0 0
“Troyer’ 4 5 5 100 0 0
‘Troyer’ 5 9 9 100 0 0
‘Troyer’ 6 12 12 100 0 0
Total - 69 68 98,55 1 1,45
‘Fepagro C 13’ 1 19 18 94,74 1 5,26
‘Fepagro C 13’ 2 17 16 94,12 1 5,88
‘Fepagro C 13’ 3 9 9 100 0 0
‘Fepagro C 13’ 4 13 13 100 0 0
‘Fepagro C 13’ 5 18 18 100 0 0
‘Fepagro C 13’ 6 22 22 100 0 0
Total - 98 96 97,96 2 2,04
‘Fepagro C 37’ 1 25 25 100 0 0
‘Fepagro C 37’ 2 23 21 91,30 2 8,69
‘Fepagro C 37’ 3 17 17 100 0 0
‘Fepagro C 37’ 4 11 11 100 0 0
‘Fepagro C 37° 5 6 6 100 0 0
‘Fepagro C 37’ 6 12 12 100 0 0
Total - 94 92 97,87 2 2,12
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TABELA 18. Analise por citometria de fluxo de plantas obtidas de sementes de frutos
que tiveram as flores marcadas em casa-de-vegetacdo em 2008 na
EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS. IAC, Cordeirépolis — SP, 2010.

Porta-enxerto Data N° Plantas Diploides Poliploides
avaliadas

N° % N° %
Trifoliata 1 23 22 95,65 1 4,35
Trifoliata 2 14 13 92,86 1 7,14
Trifoliata 3 11 11 100 0 0
Trifoliata 4 8 8 100 0 0
Trifoliata 5 5 5 100 0 0
Trifoliata 6 2 2 100 0 0
Total oo 63 61 96,83 2 3,17
‘Swingle’ 1 18 18 100 0 0
‘Swingle’ 2 10 9 90,00 1 10,00
‘Swingle’ 3 8 8 100 0 0
‘Swingle’ 4 8 8 100 0 0
‘Swingle’ 5 10 10 100 0 0
‘Swingle’ 6 6 6 100 0 0
Total oo 60 59 98,33 1 1,66
‘Troyer’ 1 16 16 100 0 0
‘Troyer’ 2 21 20 95,24 1 4,76
‘Troyer’ 3 2 2 100 0 0
‘Troyer’ 4 13 13 100 0 0
‘Troyer’ 5 11 11 100 0 0
‘Troyer’ 6 4 4 100 0 0
Total oo 67 66 98,51 1 1,49
‘Fepagro C 13’ 1 18 15 83,33 3 16,67
‘Fepagro C 13’ 2 32 26 81,25 6 18,75
‘Fepagro C 13’ 3 28 24 85,71 4 14,29
‘Fepagro C 13’ 4 24 21 87,50 3 12,50
‘Fepagro C 13’ 5 9 8 88,89 1 11,11
‘Fepagro C 13’ 6 5 4 80,00 1 20,00
Total ~ -memeee- 116 98 84,48 18 15,52
‘Fepagro C 37’ 1 20 18 90,00 2 10,00
‘Fepagro C 37’ 2 32 28 87,50 4 12,50
‘Fepagro C 37’ 3 15 15 100 0 0
‘Fepagro C 37’ 4 12 12 100 0 0
‘Fepagro C 37’ 5 11 11 100 0 0
‘Fepagro C 37’ 6 10 10 100 0 0
Total ~ -memeee- 100 94 94,00 6 6,00
‘Fepagro C 41” 1 9 8 88,89 1 11,11
‘Fepagro C 41” 2 7 7 100 0 0
‘Fepagro C 41” 3 6 6 100 0 0
‘Fepagro C 41’ 4 4 4 100 0 0
‘Fepagro C 41’ 5 3 3 100 0 0
‘Fepagro C 41° 6 0 0 100 0 0
Total ~  -memeeee- 29 28 96,55 1 3,44
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TABELA 19. Analise de células somaticas de ponta de raiz de plantas obtidas de frutos
de flores marcadas em 2008 a campo na Fazenda Panoramas Citros,
Butia — RS e em casa-de-vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul —
RS. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2010 e 2011.

Porta-enxerto Data Células Nivel
avaliadas Ploidia
Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 1 10 2X
Trifoliata 1 14 2X
Trifoliata 1 16 2X
Trifoliata 1 13 2X
Trifoliata 1 17 2X
‘Fepagro C 13° 2 14 2X
‘Fepagro C 13’ 2 11 2X
‘Fepagro C 13’ 2 16 2X
‘Fepagro C 13’ 2 15 2X
‘Fepagro C 13° 2 20 2X
‘Fepagro C 13’ 2 12 2X
‘Fepagro C 13’ 2 11 2X
‘Fepagro C 13’ 2 10 2X
‘Fepagro C 13° 2 14 2X
‘Fepagro C 13’ 3 10 2X
‘Swingle’ 4 24 2X
‘Swingle’ 4 13 2X
‘Swingle’ 4 12 2X
‘Swingle’ 4 22 2X
Casa-de-vegetacao

‘Troyer’ 2 13 2X
‘Troyer’ 2 28 2X
‘Troyer’ 2 15 2X
‘Troyer’ 2 17 2X
‘Troyer’ 2 12 2X
‘Fepagro C 13’ 2 19 2X
‘Fepagro C 13’ 2 20 2X
‘Fepagro C 13’ 2 20 4 X
‘Swingle’ 4 16 2X




FIGURA 13.

Cromossomos somaticos de citros obtidos de células de ponta de raiz. a,
b, c e d) Células mitdticas com 18 cromossomos (2n=18) do porta-enxerto
citrangeiro ‘Fepagro C 13’; e, f, g e h) Células mitdticas com 36
cromossomos (2n=36) de plantulas obtidas de flores marcadas do porta-
enxerto citrangeiro ‘Fepagro C 13 conduzido em casa-de-vegetacdo na
EEA/UFRGS em 2009. Escala: 10um. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2010
e 2011.
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Das 850 plantas da progénie analisadas por citometria de fluxo, 415 foram obtidas
de genodtipos conduzidos a campo e destas 408 (98,31%) eram diploides (2n=18) e sete
(1,69%) tetraploides (2n=36) (Tabela 17). Enquanto que, das 435 plantas avaliadas da
progénie obtidas em casa-de-vegetagdo, 406 (93,33%) eram diploides (2n=18) e 29

(6,66%) tetraploides (2n=36) (Tabela 18).

Exemplo dos histogramas obtidos nas avaliagdes via citometria de fluxo podem ser

observados na Figura 14.
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FIGURA 14. Determinacao do nivel de ploidia por citometria de fluxo. a) Testemunha

dipléide (tangerineira); b) Citrangeiro ‘Fepagro C 13’ dipléide e uma
planta tetraploide obtida da progénie; c) Planta tetraploide da populagao
avaliada. IAC, Cordeiropolis — SP, 2010.

Nas plantulas obtidas de genotipos conduzidos a campo foram identificadas sete
tetrapldides (1,69%), com a maior quantidade de polipldides nas progénies do citrangeiro

‘Fepagro C 37’ (2,12%) e citrangeiro ‘Fepagro C 13’ (2,04%) (Tabela 17).

Em plantulas obtidas de genotipos conduzidos em casa-de-vegetagdo foram
identificadas 29 tetraploides (6,66%) com maior percentagem de poliploides em progénies

do citrangeiro ‘Fepagro C 13’ (15,52%) e citrangeiro ‘Fepagro C 37’ (6,0%) (Tabela 18).

Na andlise de células somaticas de ponta de raiz, das 28 plantas avaliadas, 27

(96,43%) eram diploides (2n=18) e uma (3,57%) tetrapldide (2n=36), sendo esta resultante
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da progénie do citrangeiro ‘Fepagro C 13°, conduzido em casa-de-vegetacao e originou-se
de semente de um fruto cuja flor foi marcada na segunda data (Tabela 19).

Com relagao as datas de marcagdo, maiores percentagens de plantas com alteracao
no nivel de ploidia foram observadas em flores que estavam em pré-antese nas primeiras
datas (Tabelas 17 e 18). Na primeira data foram obtidas uma planta poliploide a campo e
sete em casa-de-vegetacdo. Na segunda foram obtidas seis plantas a campo ¢ 13 em casa-
de-vegetacdo. Na terceira, quarta, quinta e sexta datas ndo foram identificadas plantas
polipldides a campo, enquanto que em casa-de-vegetacao, na terceira e quarta data foram
obtidas quatro e trés, respectivamente e na quinta e sexta data uma planta. A maior
freqliéncia de plantas polipldides em flores que estavam em pré-antese nas primeiras datas
de marcag¢do s3o um indicio de que algum fator do ambiente, como a oscilagdo da
temperatura maxima (Apéndice 1b) no periodo subseqiiente a antese tenha induzido a

poliploidizagdo nestas, do que nas demais datas.

Neste estudo, em oito sementes foram identificadas uma plantula tetraploide e
diversas dipldides na mesma semente, porém nao foi constatada a presenga de mais de uma
planta tetraploide da mesma semente, fato este observado por Aleza et al. (2011), que
identificaram mais de duas plantas tetraploéides na mesma semente.

A taxa de formacao de poliploides em plantas parece variar com a origem hibrida
ou ndo do material, de acordo com os gendtipos parentais e com as condi¢des ambientais,
especialmente a temperatura (Otto & Whitton, 2000).

Barrett & Hutchison (1978), na analise de 42 populagdes de Citrus, Poncirus e
hibridos identificaram maiores frequéncias de plantulas tetraploides nucelares nos hibridos.

Neste trabalho, a taxa de formagao de polipldides parece ser mais freqiiente em
plantas hibridas, concordando com a hipétese sugerida por Otto & Whitton (2000), pois as
maiores percentagens de plantas duplicadas foram identificadas nos hibridos citrangeiro

‘Fepagro C 13’ e citrangeiro ‘Fepagro C 37’ (Tabelas 17 e 18) na comparagdo com P.
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trifoliata que ¢ uma espécie de citros, podendo ser esta uma evidéncia de que a hibridagao
esteja contribuindo para o incremento na taxa de poliploidia. Porém ndo apresenta relacao
com os resultados obtidos para o citrangeiro ‘Troyer’ e o citrumeleiro ‘Swingle’ que
também sao hibridos, mas mostraram baixas freqiiéncias de plantas duplicadas.

A diferenga na taxa de poliploidia entre os genotipos deste estudo (Tabelas 17 e 18)
em que a frequéncia de plantas duplicadas foi mais intensa nos citrangeiros ‘Fepagro C 13’
e ‘Fepagro C 37’ estd de acordo com a afirmagao feita por Otto & Whitton (2000) e Aleza
et al. (2011) de que a freqiiéncia de tetraploides obtidas de plantas apomiticas diploides

pode variar conforme a constituicao genética dos materiais.

Este também pode ser o fator responsavel pelas diferentes percentagens de plantas
polipldides observadas por Barrett e Hutchison (1978), que obtiveram 0,2% de plantas

duplicadas em limoeiro ‘Rough’ e 3,3% na limeira ‘Key’ conduzidas no mesmo ambiente.

Variagdes na percentagem de plantas tetraploides também foram relatadas por
Saleh et al. (2008) em P. trifoliata (5,4%); citrangeiro ‘Carrizo’ [C. sinensis [(L.] Osbeck
x P. trifoliate] (7%) e tangerineira ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort.) (4%). Aleza et al. (2011)
obtiveram média de 1,8% de plantas poliploides, porém variagdes na percentagem de
plantas tetraploides ocorreram entre os genotipos: C. sinensis (0,8%); C. paradisi (2,8%);
C. reticulata (3,0%); e nos hibridos C. reticulata x C. sinensis (3,5%) ¢ C. reticulata x C.

paradisi (2,5%), evidenciando uma possivel relagdo genética para esses resultados.

Para Barrett & Hutchison (1978), a capacidade de produzir mudas tetraploides em
gendtipos apomiticos de citros ¢ uma caracteristica genética e influenciada pelo ambiente,
por isso sdo observadas variagdes entre os locais de origem. Essas variagcdes foram
observadas em Citrus, Poncirus e hibridos, com freqiiéncias de 0,75% de poliploides em
sementes obtidas de frutos colhidos na Flérida e 0,90% em plantulas de frutos da

Califérnia.
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Variagdes genéticas e ambientais podem ter atuado nos resultados de percentagem
de polipléides em Trifoliata (1,72%) quando comparados com os resultados obtidos por
Saleh et al. (2008) em P. trifoliata (5,4%), pois além das condi¢cdes ambientais, os
genotipos utilizados no estudo podem ter constituicdo genética distinta devido as

freqii€ntes mutacdes que ocorrem em citros.

Neste estudo foram identificadas diferengas na taxa de poliploidia em porta-
enxertos mantidos em ambientes distintos. Da progénie obtida dos genétipos conduzidos a
campo, 1,69% eram tetraploides (Tabela 17), enquanto que em casa-de-vegetacdo este
indice foi de 6,66% (Tabela 18). Estes resultados sdo um indicativo de que o ambiente esta
influenciando a duplicacdo e que as plantas conduzidas em local protegido estdo mais

propensas a darem origem a polipléides do que as conduzidas a campo.

Baixas temperaturas s3o sugeridas como um dos fatores que atuam na
poliploidizagao de citros. Isto foi inferido por Aleza et al. (2011), que observaram maiores
percentagens de plantulas tetraploides oriundas de frutos do porta-enxerto citrangeiro
‘Carrizo’ colhidos em regides frias. Os autores citam valores de 12,1% na Corsega; 8,8%
na California; 19,2% em Valéncia; 13,3% no Uruguai; 6,2% na Africa do Sul; 2,5% na
Florida; 1,9% em Sao Paulo ¢ 0,9% na Bahia. Esta hipotese também foi sugerida por
Galan-Sauco et al. (2001), em manga (Mangifera indica L.), pois foram identificadas
plantas tetraploides oriundas de genotipos conduzidos em regides de baixas temperaturas,
enquanto que, em gendtipos de regides mais quentes, ndo foram identificados poliploides.

Os resultados obtidos neste trabalho (Tabelas 17 e 18), quanto a frequéncia de
plantas poliploides ndo concordam com a hipodtese sugerida por Galan-Sauco et al. (2001)
e Aleza et al. (2011) de que as baixas temperaturas atuam na duplicagdo das plantas, visto
que a temperatura minima nos dois ambientes foi similar, ou seja, 2,2°C a campo ¢ 2,0°C

em casa-de-vegetagdo (Apéndice 1), porém a amplitude das variagdes da temperatura em
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casa-de-vegetagdo foi maior do que a campo, podendo sugerir que esta variagdo na
amplitude tenha alguma influéncia sobre o nivel de ploidia das plantulas avaliadas.
Entretanto, ndo ¢ possivel concluir com certeza qual o fator, ou fatores, que realmente
tenham influenciado na poliploidizacao das plantas deste estudo, tendo em vista as diversas
variaveis envolvidas.

4.2.2 Caracterizacdo molecular dos gendtipos poliploides

Neste trabalho, através da analise molecular com 18 primers polimorficos de SSR
ficou evidenciado que as plantas tetrapldides tém origem através da duplicacdo dos
cromossomos em cé¢lulas nucelares, devido ao mesmo padrao de bandas encontrado no

genitor e na progénie (Figura 15).

M C13 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 PT PT M

FIGURA 15. Gel de agarose 3%. Amplificagdo de fragmentos de DNA utilizando
microssatélite CCSM 06. M=Marcador molecular; C13= Citrangeiro
‘Fepagro C 13’ (genitor); 1 a 18= Progénie obtida do citrangeiro
‘Fepagro C 13°; PT= Trifoliata (testemunha). UFRGS, Porto Alegre —
RS, 2011.
O resultado obtido neste trabalho esta de acordo com o que ¢ relatado por Allario et
al. (2011) e Hussain et al. (2011), de que as plantas tetraploides em citros resultantes da
duplicacdo dos cromossomos de células nucelares sdo consideradas genéticamente

idénticas a planta mae, apresentando as mesmas caracteristicas morfoldgicas e o mesmo

perfil genético.
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Conforme Cristofani-Yaly et al. (2010), primers desenhados para uma determinada
espécie de citros podem ser utilizados em espécies relacionadas, reduzindo assim, custos
para o desenvolvimento destes. Esta constatacdo foi feita apds a avaliacio de 24
iniciadores de SSR em 12 genétipos de Citrus, Poncirus e hibridos, o que permitiu
constatar que estes marcadores desenvolvidos para a cultivar laranjeira ‘Péra’ (C. sinensis
L. Osbeck) foram eficientes e podem ser utilizados para a andlise de outras espécies de
citros. Desta forma a utilizagdo destes, neste trabalho, garante os resultados obtidos.

Saleh et al. (2008) utilizaram marcadores SSR com cinco primers para comparar
plantulas tetrapoides e diploides de P. trifoliata, citrangeiro ‘Carrizo’ [C. sinensis L.
Osbeck x P. trifoliata] e tangerineira ‘Cleopatra’ (C. reshni Hort.). Allario et al. (2011)
utilizaram dez pimers de SSR para o estabelecimento do perfil molecular de plantas
dipléides e tetraploides do limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck). Aleza et al. (2011),
avaliaram 80 plantas tetrapldides de 30 gendtipos de citros com 24 primers de SSR para
estabelecer o perfil molecular e comparar com os parentais diploides.

Nos trabalhos de Saleh et al. (2008), Allario et al. (2011) e Aleza et al. (2011),
assim como neste estudo (Figura 15), o perfil molecular das plantas tetraploides foi
idéntico ao das diploides, provando que os genotipos poliploides sdo tetraploides
decorrentes da duplicacdo do conjunto de cromossomos de células somaticas do genotipo

dipléide.

4.3 Avaliacdes do desenvolvimento e caracterizacdo morfoldgica de plantas

diploides e polipléides

Nas avaliagdes do desenvolvimento foram observadas variagdes quanto a altura
entre as plantas diploides e tetraploides, sendo que as diploides foram sempre superiores

(Figura 16).
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FIGURA 16.

Comparagao do desenvolvimento de oito acessos de plantas dipldides e

tetrapldides oriundas da mesma semente (acesso) em nove avaliagdes no
periodo de um ano. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2010/2011.
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A maior altura inicial em plantas dipldides foi no acesso sete com 22,4cm na
primeira e 52,0cm na ultima avaliagdo, enquanto que o acesso tetraploide apresentou

9,1cm e 32,7cm, respectivamente (Figura 16 e Apéndice 2).

A menor altura inicial em plantas diploides foi de 12,4cm no acesso oito na
primeira avaliagdo e 41,5cm na ultima, enquanto que no acesso tetraploide a altura foi de

11,2cm e 30,0cm, respectivamente (Figura 16 e Apéndice 2).

Na caracterizagao morfologica, todas as plantas apresentaram folhas do tipo dois,

ou seja, trifolioladas (Figura 17 e Tabela 20).

Quanto a cor, as plantas dipldides apresentaram coloragdo verde, enquanto as
tetraploides apresentaram um verde visivelmente mais intenso (Figura 17), sendo
consideradas como de cor verde escuro (Tabela 20). As plantas tetrapldides apresentaram

folhas mais coridceas que as diploides (Figura 17).

FIGURA 17. Caracterizacao morfologica das folhas. a) Folha de uma planta tetraploide.
b e ¢) Folhas de plantas dipléides. Escala: cm. UFRGS, Porto Alegre —
RS, 2010.

Para a caracteristica comprimento do peciolo em relacdo ao limbo, todas as plantas

eram brevipecioladas, com peciolo estreito e de formato obovado. Quanto ao formato do
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limbo, as folhas das plantas dipléides foram classificadas como elipsoides, enquanto que as
dos individuos tetraploides apresentaram variacdo entre elipsoide, ovada e orbiculada.

Quanto ao formato da margem, todas apresentaram folhas com borda dentada (Tabela 20).

TABELA 20. Caracterizagao morfologica em folhas de oito acessos de plantas diploides
e tetraploides conduzidos em casa-de-vegetagdo. UFRGS, Porto Alegre —

RS, 2010/2011.
Acesso Ploidia Tipo  Cor Peciolo Peciolo Forma Forma Formato
x Limbo alado  peciolo limbo margem
1 2X 2 Verde Brevip. Estreito Obovado Elipsdéide Dentada

4X 2 Verde- Brevip. Estreito Obovado Elipsdéide Dentada
escuro
2 2X 2 Verde Brevip. Estreito Obovado Elipsdéide Dentada

4X 2 Verde- Brevip. Estreito Obovado Elipsdéide Dentada

o SSCuIO
3 2X 2 Verde Brevip. Estreito Obovado Elipsdéide Dentada
4X 2 Verde- Brevip. Estreito Obovado Ovada Dentada
. SSCUIO
4 2X 2 Verde Brevip. Estreito Obovado Elipsdéide Dentada

4X 2 Verde- Brevip. Estreito Obovado Orbiculada Dentada

5 2X 2 Verde Brevip. Estreito Obovado Elipsdéide Dentada

4X 2 Verde- Brevip. Estreito Obovado Elipsdide Dentada

- .
6 2X 2 Verde Brevip. Estreito Obovado Elipsdéide Dentada
4X 2 Verde- Brevip. Estreito Obovado Elipsoide Dentada
- ..
7 2X 2 Verde Brevip. Estreito Obovado Elipsdide Dentada
4X 2 Verde- Brevip. Estreito Obovado  Ovada/  Dentada
oo BSCUTO Orbiculada
8 2X 2 Verde Brevip. Estreito Obovado Elipsdide Dentada

4X 2 Verde- Brevip. Estreito Obovado Elipséide Dentada
escuro
Folha tipo 2= Folha trifoliolada. Brevip.= Brevipeciolada.
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Na comparagdo entre os acessos de plantas diploides e tetraploides foram
observadas variacdes quanto ao tamanho de peciolo, comprimento e largura de folha

(Tabela 21).

TABELA 21. Comparagao de oito acessos de plantas diploides e tetrapldides quanto ao
comprimento de peciolo, comprimento de folha (limbo) e largura de folha
de plantas cultivadas em vasos e mantidas em casa de vegetacao. UFRGS,
Porto Alegre-RS, 2010/2011.

Comprimento de Comprimento de folha Largura de folha
Acesso peciolo (cm) (cm) (cm)
Planta 2x  Planta4x  Planta2x  Planta4x  Planta2x  Planta 4x
1 2,02a 1,39b 2,490 3,08 a 1,39b 1,89 a
2 1,62 a 1,L10b 2,18b 2,84 a 1,21b 1,66 a
3 1,75 a 0,79 b 224 a 2,69 a 1,28 b 1,67 a
4 1,45a 0,85b 2,56 b 3,18a 1,53 a 1,86 a
5 1,43 a 0,81b 2,23 b 2,81a 1,34 a 1,64 a
6 1,63 a 1,09 b 2,26 b 33a 1,31b 1,7a
7 1,94 a 0,70 b 2,29b 2,88 a 1,22 a 1,47 a
8 2,37 a 1,23 b 2,27b 2,82 a 1,33 a 1,66 a
© Média 1,78a  09b 232b 295a 133a 1,692

Meédias seguidas de mesma letra miniscula na linha na comparagdo entre os acessos diploide e tetraploide
nao diferem significativamente, pelo teste de Tukey (p>0,05).

Na comparagdo entre plantas dipldides e tetraploides oriundas da mesma semente,
em todas as avaliagdes o peciolo das plantas diploides foi superior em comprimento
(Tabela 21). Nas diploides, o menor tamanho de peciolo foi de 1,43cm no acesso cinco,
enquanto que o acesso tetraploide apresentou 0,81cm. O maior tamanho de peciolo nas
plantas diploides foi no acesso oito com 2,37cm, enquanto que o acesso tetraploide
apresentou 1,23cm (Tabela 21). Na média geral dos oito acessos diploides e tetraploides,
houve diferencas estatisticas significativas e as plantas diploides apresentaram peciolos
mais compridos com média de 1,78cm, enquanto as tetraploides apresentaram média de

0,99 cm (Tabela 21).
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Na andlise do comprimento das folhas, na maioria das avaliagdes, as folhas de
individuos dipldides apresentaram menor comprimento ao das tetraploides. Nas plantas
dipléides, o menor comprimento foi de 2,18cm no acesso dois, enquanto que o tetraploide
apresentou 2,84cm e o maior comprimento de folha foi de 2,56cm no acesso quatro,
enquanto que o tetraploide apresentou 3,18cm (Tabela 21). Na média geral dos oito
acessos diploides e tetraploides, houve diferencas estatisticas significativas e as plantas
tetrapldides apresentaram maior comprimento de folha com média de 2,95cm e as

dipléides com média de 2,32cm (Tabela 21).

Quanto a largura das folhas, na maioria das avaliagcdes, plantas diploides
apresentaram menor largura que as tetraploides. Em diploides, a menor largura foi de
1,21cm no acesso dois, enquanto o acesso tetraploide apresentou 1,66¢cm e a maior largura
foi de 1,53cm no acesso quatro, enquanto o acesso tetraploide apresentou 1,86¢cm (Tabela
21). Contudo, na média geral dos oito acessos, ndo houve diferencas estatisticas
significativas entre as plantas diploides e tetraploides, mesmo que estas apresentassem uma
tendéncia a folhas de maior largura com média de 1,69cm e as dipldéides com 1,33cm

(Tabela 21).

Neste trabalho, na caracterizacdo para o tipo de folha observou-se que todas as
plantas possuiam folhas do tipo 2, ou seja, trifolioladas (Tabela 20 e Figura 17). Este
resultado era esperado, pois as plantas avaliadas foram obtidas do cruzamento com o porta-
enxerto P. trifoliata, que apresenta folhas deste tipo, sendo esta caracteristica governada

por um gene dominante (Cameron & Frost, 1968; Saunt, 1990).

Quanto a coloragao das folhas, neste estudo observou-se que as plantas tetraploides
apresentavam folhas de coloracdo mais escura do que as diploides (Figura 17),

concordando com o que foi descrito por Ollitrault & Jacquemond (1994), Moreira & Pio
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(1991) e Machado et al. (2005), que relatam a diferenciagdo na cor em fun¢ao do nivel de

ploidia.

Neste trabalho, nas analises de crescimento das plantas tetrapldides, observou-se
que estas apresentaram menor tamanho e forma mais compacta (Figura 16), concordando
com Cameron & Frost (1968) e Lee (1988), de que as caracteristicas morfoldgicas sao
diferenciadas entre plantas com distinto nivel de ploidia. Os resultados do presente
trabalho estdo de acordo com os dados obtidos por Allario et al. (2011), que na
comparagdo da altura entre plantas dipldides e tetraploides oriundas da mesma semente, de
frutos do porta-enxerto limoeiro ‘Cravo’ (C. limonia, Osbeck) observaram que as plantulas
polipldides eram menores. Estes autores verificaram também que as plantas tetraploides
apresentaram folhas com coloragdo mais intensa, o que estd de acordo com o que foi
constatado neste trabalho (Figura 17).

Os resultados obtidos com as avaliagdes de altura das plantas diploides e
tetrapldides de citros ao longo de um ano (Figura 16) concordam com o que é proposto por
Frost & Soost (1968), que descrevem que, em termos citogenéticos, a Uinica variagao entre
plantas citricas autotetrapldides e seus irmaos dipldides estd no numero duplicado de
cromossomos. Porém em caracteres morfoldgicos, variagdes podem ser observadas no
crescimento e comportamento, pois as plantas tetraploides apresentam crescimento mais
lento, formato compacto, com menos brotagdes e de menor vigor. Conforme Syvertsen et
al. (2000), as menores taxas de crescimento observadas em mudas citricas tetraploide estdo
associadas as taxas reduzidas de transpiracao devido ao menor numero de estdmatos.

Com relagdo ao peciolo, Frost & Soost (1968) sugerem que plantas poliploides
apresentam peciolo mais largos que as diploides. Neste estudo ndo foram observadas
diferengas nesta caracteristica, porém variagdes no comprimento foram identificadas, pois

as diploides apresentaram peciolos com maior tamanho que as tetraploides (Tabela 21).
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Nas avaliacdes, as plantas tetraploides apresentaram folhas com maior
comprimento e maior largura (Tabela 21), o que esta de acordo com o que foi relatado por
Frost & Soost (1968), Moreira & Pio (1991) e Machado et al. (2005) de que as plantas
tetraploides de citros apresentam folhas de maior tamanho, mais espessas, largas e de

coloragao mais escura do que as folhas de plantas diploide.

Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo também com o que foi descrito
por Latado et al. (2007), em plantas autotetraploides de laranjeira 'Péra-de-abril' e de
tangoreiro 'Murcott', que observaram folhas com maior espessura, menor relagao
comprimento/largura (C/L) e coloragdo mais intensa. Estas variagdes também sao descritas
em outras espécies frutiferas como em mangifera (Mangifera indica L.), onde plantas
tetrapldides apresentam folhas mais compridas e largas, peciolos mais compridos, folhas

mais coriaceas ¢ com frutos maiores que as dipldoides (Galan-Sauco et al., 2001).

4.4 Caracterizacdo morfologica e determinacdo do numero de embribes por

semente em porta-enxertos de citros
4.4.1 Caracterizacao de folhas e frutos

De acordo com IBPGR (1988), a caracterizagdo morfologica consiste na adogao de
descritores botanicos herdaveis facilmente visiveis e mensurdveis, que a principio, sao
expressos em todos os ambientes.

A utilizacdo desta metodologia na diferencia¢do das plantas é mais rapida, facil e de
menor custo, contudo a eficiéncia estd associada a presenga de marcadores morfologicos
distintos, pois em cultivares com grande semelhanca fenotipica, podem ocorrer limitagdes
na discriminagdo destas (Oliveira et al., 2002).

Neste trabalho, na caracterizacdo morfoldgica, os porta-enxertos apresentaram

folhas do tipo 2, ou seja, trifolioladas, de cor verde, brevipecioladas para o comprimento
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do peciolo em relagao ao limbo, com a presenga de peciolo estreito e de formato obovado.
No formato da margem, todos apresentaram margem dentada. Porém, foram observadas
variagcoes quanto ao formato do limbo, onde o porta-enxerto Trifoliata apresentou folhas
orbiculadas nos dois ambientes, sendo que, nas demais, o formato foi elipsoide (Tabela

22).

TABELA 22. Caracterizagdo morfologica das folhas de plantas matrizes dos porta-
enxertos de citros conduzidos a campo na Fazenda Panoramas Citros,
Butid - RS e em casa-de-vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul —

RS, em 2009.

Porta-enxerto Tipo Cor Peciolo x Peciolo  Forma Forma Formato

limbo alado peciolo limbo margem

Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 2 verde  brevipecioladas  estreito obovado  orbiculada  dentada
‘Fepagro C 13’ 2 verde  brevipecioladas  estreito  obovado  elipsoide dentada
‘Fepagro C 37’ 2 verde  brevipecioladas  estreito  obovado  elipsoide dentada
‘Swingle’ 2 verde  brevipecioladas  estreito  obovado elipsodide dentada
‘Troyer’ 2 verde  brevipecioladas  estreito  obovado  elipsoide dentada
Casa-de-vegetacéo

Trifoliata 2 verde  brevipecioladas  estreito obovado orbiculada  dentada
‘Fepagro C 13’ 2 verde  brevipecioladas estreito  obovado  elipsoide dentada
‘Fepagro C 37’ 2 verde  brevipecioladas  estreito  obovado elipsodide dentada
‘Fepagro C 41° 2 verde  brevipecioladas estreito ~ obovado  elipsoide dentada
‘Swingle’ 2 verde  brevipecioladas  estreito  obovado elipsodide dentada
‘Troyer’ 2 verde  brevipecioladas estreito  obovado  elipsoide dentada

Folhas tipo 1= simples; Folha tipo 2= trifoliolada.

Na comparagdo entre os ambientes, variacdes nos parametros médios de largura,

comprimento e comprimento total foram observadas (Tabela 23).
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TABELA 23. Caracterizacdo morfologica das folhas dos porta-enxertos conduzidos a
campo na Fazenda Panoramas Citros, Butia - RS e em casa-de-vegetagao
na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, em 2009.

Porta-enxerto Largura folha ~ Comprimento folha Comprimento total
(cm) (cm) (limbo + peciolo)
(cm)
Fazenda Panoramas Citros
Trifoliata 2,61 cA 5,64 cA 6,97 cA
‘Fepagro C 13’ 3,96 bA 6,68 bcA 8,56 bA
‘Fepagro C 37’ 4,14 aA 7,38 bA 9,48 bA
‘Swingle’ 3,75 bA 8,61 aA 10,71 aA
‘Troyer’ 3,70 bA 6,38 bcA 8,43 bA
Casa-de-vegetacéo
Trifoliata 2,41 cA 4,16 cB 5,97 dA
‘Fepagro C 13’ 3,72 abA 6,11 bcA 7,37 cB
‘Fepagro C 37’ 3,49 bB 7,15 aA 9,46 aA
‘Fepagro C 41° 397a 7,30 a 9,16 a
‘Swingle’ 3,46 bA 6,65 abB 8,60 bB
‘Troyer’ 3,64 abA 6,22 bcA 8,03 bA

Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem significativamente, dentro de local, pelo
teste de Tukey (p>0,05). Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna ndo diferem
significativamente, na comparagdo do mesmo porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey
(p>0,05).

Com relagdo a média da largura das folhas, o maior valor observado a campo foi de
4,14cm no citrangeiro ‘Fepagro C 37’ e o menor de 2,61lcm em Trifoliata. Nas plantas
conduzidas em casa-de-vegetacdo o maior valor foi de 3,97cm em citrangeiro ‘Fepagro C
41’ e o menor de 2,41cm em Trifoliata. Foram observadas diferencas significativas entre
ambientes, a excecdo do citrangeiro ‘Fepagro C 37°, que apresentou folhas de menor

largura em casa-de-vegetacao do que a campo (Tabela 23).

Com relagdo a média do comprimento das folhas, o maior valor a campo foi de
8,6lcm no citrumeleiro ‘Swingle’ e o menor de 5,64cm em Trifoliata. Nas plantas

conduzidas em casa-de-vegetacdo, o maior valor foi de 7,30cm em citrangeiro ‘Fepagro C
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41’ e o menor de 4,16cm em Trifoliata. Foram identificadas diferencas significativas entre
ambientes, em Trifoliata e citrumeleiro ‘Swingle’ que apresentaram folhas de menor

comprimento em casa-de-vegetacao (Tabela 23).

Na média do comprimento total das folhas (peciolo e limbo), o maior valor a
campo foi de 10,71cm em citrumeleiro ‘Swingle’ e o menor de 6,97cm em Trifoliata. Em
casa-de-vegetacdo, o citrangeiro ‘Fepagro C 37’ apresentou maior comprimento total com
9,46¢cm e o menor valor foi de 5,97cm em Trifoliata. Entre ambientes ocorreram diferengas
significativas em citrangeiro ‘Fepagro C 13’ e citrumeleiro ‘Swingle’, que apresentaram

folhas de menor comprimento total em casa-de-vegetagdo (Tabela 23).

Na comparagdo entre os ambientes, todas as plantas conduzidas a campo
apresentaram maiores valores nos parametros avaliados do que as conduzidas em casa-de-

vegetacdo, embora alguns ndo tenham diferido estatisticamente (Tabela 23).

Hodgson (1967) propds o uso de descritores morfologicos de frutos para a
tipificagdo varietal. Os principais referem-se a caracteristicas internas e externas dos frutos,
como cor, superficie, forma, tamanho, base, calice, pedicelo, apice, espessura do albedo,
nimero e caracteristicas de sementes, etc. Com base nisto, no presente trabalho, alguns
destes parametros foram avaliados a fim de caracterizar os frutos dos porta-enxertos e

muita varia¢ao foi observada em caracteristicas externas ¢ internas (Tabelas 24 ¢ 25).

Neste estudo, na caracterizacdo morfologica dos frutos (Tabela 24), os porta-
enxertos Trifoliata, citrangeiros ‘Fepagro C 13°, ‘Fepagro C 37°, ‘Fepagro C 41’ e ‘Troyer’
apresentaram frutos de forma esferdide e com formato da base e do apice convexo, ndo
apresentando variagdes nestas caracteristicas quando conduzidos em distintos ambientes,

ou seja, a campo ¢ em casa-de-vegetacao.

O porta-enxerto citrumeleiro ‘Swingle’ ndo apresentou variagdes nestas

caracteristicas quando conduzido em distintos ambientes, mas apresentou frutos com
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caracteristicas diferenciadas aos demais. Quanto a forma, apresentou-se como periniforme
e quanto ao formato da base apresentou fruto com pescogo e com formato do apice

convexo (Tabela 24).

TABELA 24. Caracterizacdo morfologica dos frutos dos porta-enxertos conduzidos a
campo na Fazenda Panoramas Citros, Butia - RS e em casa-de-vegetagao
na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, em 2009.

Planta Forma Formato da base Formato do apice

Fazenda Panoramas Citros

Trifoliata Esferoide Convexo Convexo
‘Fepagro C 13° Esferoide Convexo Convexo
‘Fepagro C 37° Esferoide Convexo Convexo
‘Swingle’ Periniforme Com pescogo Convexo
Citrangeiro ‘Troyer’ Esferoide Convexo Convexo

Casa-de-vegetacao

Trifoliata Esferoide Convexo Convexo
‘Fepagro C 13’ Esferoide Convexo Convexo
‘Fepagro C 37’ Esferoide Convexo Convexo
‘Fepagro C 41° Esferoide Convexo Convexo
‘Swingle’ Periniforme Com pescogo Convexo
‘Troyer’ Esferoide Convexo Convexo

Foram observadas variagdes nas caracteristicas avaliadas dos frutos de plantas
distintas conduzidas em um mesmo ambiente. As variagdes eram esperadas e devem estar
associadas a diferenciada constituigdo genética, que, possivelmente, influenciou as

caracteristicas dos frutos (Tabela 25).
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TABELA 25. Valores médios da caracterizagdo dos frutos dos porta-enxertos
conduzidos a campo na Fazenda Panoramas Citros, Buti4 - RS e em casa-
de-vegetacdo na EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS em 2009.

Porta-enxerto  Didmetro  Altura Massa Ne° Sem. Sem.
(cm) (cm) (2) Sem. viav. inviav.
Fazenda Panoramas Citros

Trifoliata 4,74 cA  4,68cA 38,47cA 39,60aA 3820aA 1,60cA
‘FepagroC 13> 5,22bA  4,84cA 52,84bA 2422dA 19,20cA 3,00 bB
‘Fepagro C37° 596aA 5,16bA 74,06 aA  35,00bA 21,20cA 13,80 aA
‘Swingle’ 6,46 aA 6,64 aA 85,58aA  38,80aA 23,20bA 15,60 aB

‘Troyer’ 530bA  5,42bA 53,10bA  30,60cA 16,60dA 14,00 aA

Casa-de-vegetacao

Trifoliata 399¢cB  451cA 33)22dB  21,80bB  21,00aB 0,80 dB
‘FepagroC 13> 3,51dB 3,29dB 39,72c¢cB  22,40bB 890dB 13,50 bA
‘Fepagro C37° 5,08bB 4,67cB 63,98bB 19,70bB  8,00dB 11,70 bB
‘Fepagro C 41” 6,12 a 6,49 a 116,9 a 20,40 b 16,80 b 3,20 ¢

‘Swingle’ 547bB 557bB  73,88bB  31,80aB 13,20cB 18,60 aA

‘Troyer’ 422cB  495c¢cB  40,02cB  22,60bB  9,00dB 13,60 bA

N° Sem.: Numero médio total de sementes por fruto; Sem. Viav.: Numero médio de sementes viaveis por
fruto; Sem. Invidv.: Numero médio de sementes invidveis por fruto. Médias seguidas de mesma letra
minuscula na coluna ndo diferem significativamente, dentro de local, pelo teste de Tukey (p>0,05). Médias
seguidas de mesma letra maiuscula na coluna no diferem significativamente, na comparacdo do mesmo
porta-enxerto, mas em locais diferentes, pelo teste de Tukey (p>0,05).

A campo, o maior diametro foi observado em citrumeleiro ‘Swingle’ com 6,46cm e
o menor em Trifoliata com 4,74cm. A maior altura foi em citrumeleiro ‘Swingle’ com
6,64cm e a menor de 4,68cm em Trifoliata. A maior massa foi de 85,58g em citrumeleiro
‘Swingle’ e a menor de 22,84g em citrangeiro ‘Fepagro C 13°. O maior nimero de
sementes viaveis foi de 38,20 em Trifoliata e 0 menor 16,60 em citrangeiro ‘Troyer’. O
maior nimero de sementes invidveis foi de 15,60 em citrumeleiro ‘Swingle’ ¢ o menor de

1,60 em Trifoliata (Tabela 25).
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Em casa-de-vegetacao, o maior didmetro foi observado em citrangeiro ‘Fepagro C
41’ com 6,12cm e o menor em citrangeiro ‘Fepagro C 13° com 3,51cm. A maior altura foi
em citrangeiro ‘Fepagro C 41° com 6,49cm e a menor de 3,29cm em citrangeiro ‘Fepagro
C 13’. A maior massa foi de 116,9g em citrangeiro ‘Fepagro C 41’ ¢ a menor de 19,72g em
citrangeiro ‘Fepagro C 13’. O maior numero de sementes foi de 31,80 em citrumeleiro
‘Swingle’ e o menor de 19,70 em citrangeiro ‘Fepagro C 37°. O maior nimero de sementes
viaveis foi de 21,00 em Trifoliata e o menor 8,00 em citrangeiro ‘Fepagro C 37°. O maior
nimero de sementes invidveis foi de 18,60 em citrumeleiro ‘Swingle’ e o menor de 0,80

em Trifoliata (Tabela 25).

Foram observadas diferencas significativas em quase todos os parametros avaliados

entre os mesmos genoétipos quando conduzidos em ambientes diferenciados (Tabela 25).

Para as caracteristicas didmetro, altura e massa, os frutos do citrumeleiro ‘Swingle’
conduzido a campo apresentaram maiores valores com 6,46cm, 6,64cm e 85,58g,
respectivamente. Enquanto que, os frutos deste mesmo porta-enxerto, quando conduzido
em casa-de-vegetacdo, apresentaram valores inferiores com 5,47cm, 5,57cm e 73,88g,
respectivamente (Tabela 25). Na caracteristica altura, o porta-enxerto Trifoliata apresentou
frutos mais altos quando conduzidos a campo, porém nao ocorreu diferencas significativas

entre os ambientes.

O maior nimero de sementes a campo foi observado em Trifoliata com média de
39,60 sementes/fruto e neste, em casa-de-vegetagao, foi de 21,8 sementes/fruto, sendo que

todos os gendtipos a campo apresentaram maior numero de sementes (Tabela 25).

A maior média de sementes viaveis a campo foi identificada em Trifoliata com
38,20 e em casa-de-vegetacdo este gendtipo apresentou média de 21,00 sementes viaveis
por fruto. A maior média de sementes inviaveis a campo foi 15,60 em citrumeleiro

‘Swingle’ e em casa-de-vegetacdo este gendtipo teve média de 18,6 sementes
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inviaveis/fruto. As plantas conduzidas a campo apresentaram maior numero de sementes
vidveis que as conduzidas em casa-de-vegetacdo com diferencas significativas entre eles,
enquanto que, para o numero de sementes inviaveis, ndo houve diferengas significativas

para o citrumeleiro ‘Swingle’ e os citrangeiros ‘Fepagro C 13’ e ‘Troyer’ (Tabela 25).

Frutos das plantas conduzidas a campo apresentaram valores superiores com
diferengas significativas em quase todos os parametros avaliados, o que permite sugerir
que algum fator presente em casa-de-vegetagao atue sobre estas caracteristicas, reduzindo
o tamanho, massa, altura, nimero de sementes, etc. ou também, que diferencas no manejo

promovam o maior desenvolvimento de frutos das plantas a campo (Tabela 25).

Em citros, os marcadores morfolégicos apresentam facilidade e rapidez nas
avaliagdes, contudo para a caracterizagdo de hibridos no género Citrus, marcadores
morfologicos que possam distinguir os genétipos sdo escassos devido a elevada

similaridade entre a progénie obtida dos cruzamentos (Ballve et al., 1997).

Neste estudo, a caracterizacdo morfologica das folhas foi eficiente, pois os
gendtipos apresentaram caracteristicas distintas e diferencas significativas entre os

ambientes (Tabelas 22 e 23).

Apesar da limitagcdo no niumero de marcadores morfoldgicos em hibridos de citros,
bons resultados foram obtidos por Koehler-Santos et al. (2003) na distingdo de 34
variedades de tangerineiras através da avaliagdo de folhas e por Weiler et al. (2011) na
diferenciagdo de plantas de uma progé€nie obtida pelo cruzamento de tangerineira

‘Clementina Fina’ e ‘Montenegrina’.

No presente trabalho, para a caracterizacdo morfologica dos frutos, foram obtidos
bons resultados, pois os genotipos apresentaram ampla variacdo nas caracteristicas

avaliadas (Tabelas 24 e 25).
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Domingues et al. (1999) obtiveram resultados significativos na avaliagdo de
caracteristicas morfologicas dos frutos em dez variedades de tangerineiras. A distingao dos
genotipos foi possivel devido a acentuada variabilidade fenotipica, verificando-se que
muitos caracteres agrondmicos desejaveis encontravam-se dispersos entre oS acessos,

podendo virem a ser aproveitados em programas de melhoramento.

Neste estudo foram observadas variagdes nos frutos dos distintos genotipos quando
conduzidos no mesmo ambiente e¢ estas foram relacionadas a diferenciada constituicao
genética dos materiais, bem como, variacdes nos parametros avaliados nos mesmos
genotipos, porém quando conduzidos em diferentes ambientes, o que permitiu levantar a
hipotese de que o ambiente em casa-de-vegetacdo estivesse atuando nos resultados
(Tabelas 24 e 25). As hipdteses sugeridas para as diferencas aqui observadas estdo de
acordo com o que ¢ proposto por Stuchi et al. (1996) e Soares Filho et al. (2000), os quais
inferiram que variagdes na morfologia do fruto, nimero total de sementes e percentagem

de sementes viaveis em citros estd associada a fatores genéticos e ambientais.

As condi¢des ambientais ¢ de manejo em casa-de-vegetagdo podem ter atuado nos
resultados obtidos (Tabelas 24 e 25). A temperatura em casa-de-vegetacao foi superior que
a campo, além de apresentar maior oscilagdo (Apéndice 1), podendo ser um dos fatores a
atuar nos resultados obtidos, porém outros podem ser sugeridos, tais como: problemas na
adubacdo, deficiéncias no processo de irrigagdo ¢ o fato de os porta-enxertos estarem
exertados sobre distintos gendtipos, visto que, as plantas conduzidas em casa-de-vegetagao
estdo alicer¢adas sobre o porta-enxerto Trifoliata, que induz menor tamanho a cultivar
copa, enquanto que os porta-enxertos conduzidos a campo estdo enxertados sobre o porta-

enxerto citrumeleiro ‘Swingle’ que é mais vigoroso que aquele.

Na caracterizagdo de frutos, Passos et al. (2006) avaliaram os porta-enxertos P.

trifoliata, citrumeleiro ‘Swingle’ e citrangeiro ‘Troyer’ quanto a altura, didmetro, massa ¢
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quantificaram o nuimero de sementes por frutos e obtiveram valores inferiores aos
resultados obtidos neste trabalho (Tabela 25), sendo que as diferengas poderiam estar
relacionadas a fatores de ambiente e ao manejo das plantas.

Os frutos obtidos de plantas conduzidas a campo apresentaram maior diametro,
altura, massa e numero de sementes na comparacdo com os dados obtidos de frutos
colhidos em casa-de-vegetacao (Tabela 25). Estas diferengas podem estar associadas a
fatores ambientais, ou devido a auséncia de polinizacdo cruzada em casa-de-vegetacao,
hipotese esta que esta de acordo com os resultados obtidos por Malerbo-Souza et al. (2003)
em laranjeira (C. sinensis cultivar Péra Rio) de que os frutos obtidos de polinizagdo
cruzada sdo mais pesados do que os frutos obtidos por autopolinizacdo. Além disso, sob
polinizagdo aberta observaram que o nimero de sementes por gomo foi significativamente
maior.

O menor tamanho dos frutos e 0 menor niimero de sementes viaveis observados em
casa-de-vegetacdo pode estar associado a danos no processo de polinizagdo. A fertilizagao
produz sementes vidveis e estas atuam diretamente na sintese de giberelina, que por sua
vez, promovem o maior desenvolvimento dos frutos. Portanto, o menor tamanho dos frutos
em casa-de-vegetagdo pode estar associado ao menor nimero de sementes viaveis com
menor sintese de giberelinas, e 0 menor niimero destas deve estar associado a falhas no
processo de fertilizacao (Agusti, 2000).

Neste estudo, a média do niimero de sementes para os porta-enxertos citrangeiro
‘Troyer’, citrangeiro ‘Fepagro C 13’ e citrumeleiro ‘Swingle’ foi de 30, 24 e 38,
respectivamente (sob condi¢des de campo) (Tabela 25), valores estes superiores aos
descritos por Koller (1994) que encontrou, nos mesmos porta-enxertos, 15, 15 e 18

sementes/fruto, respectivamente.
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Moreira et al. (2010), em citrumeleiro ‘Swingle’, identificaram 58 sementes, sendo
26 viaveis e 32 inviaveis. Porém neste estudo foram observados valores inferiores para o
mesmo porta-enxerto, com 38 sementes, sendo 22 viaveis e 16 inviaveis (Tabela 25).
4.4.2 Determinacdo do numero de embrides e capacidade de germinacdo em
meio de cultivo e substrato
Foram observadas diferengas no ntimero de embrides de acordo com o método
utilizado. Os resultados obtidos pelos métodos direto e indireto podem ser observados na

Tabela 26 ¢ Figura 18.

TABELA 26. Determinagdo do nimero médio de embrides pelos métodos direto e
indireto, capacidade de germinacdo destes em meio de cultura e em
substrato comercial para citros e taxa de poliembrionia em cinco porta-
enxertos de citros. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2009.

Porta-enxerto N° de N° de N° de Germin  Taxa  Germin  Taxa
embrides  embrides  embrides (meio) Poliemb  (substr) Poliemb
(Minimo) (Maximo)  (Média) (%) (%)
Trifoliata 1,0 5,0 230bc 1,91 bc 52 1,22 be 14
‘Fepagro C 13° 1,0 12,0 5,04 a 1,18 ¢ 84 1,09 ¢ 19
‘Fepagro C 37’ 1,0 9,0 3,09ab 2,97 ab 92 1,33 ab 36
‘Swingle’ 1,0 6,0 2,03 ¢ 3,08a 94 1,45a 45
‘Troyer’ 1,0 8,0 3,17ab 2,49 ab 89 1,28 ab 33

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

FIGURA 18. Determinagdo do numero de embrides e capacidade de germinacao de
embrides do citrangeiro ‘Fepagro C 37°. a) Numero de embrides; b)
Germinagao dos embrides em meio de cultivo; ¢) Germinagdo em
substrato comercial. Escala: cm. UFRGS, Porto Alegre — RS, 2009.
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Pelo método direto de determinagdao do numero de embrides, o citrumeleiro
‘Swingle’ apresentou & menor média com 2,03 e o citrangeiro ‘Fepagro C 13’ a maior com
5,04 embrides/semente (Tabela 26). Porém foi observada variagao de um embrido/semente
(em todos os gendtipos) a 12 embrides/semente em citrangeiro ‘Fepagro C 13°. Foram
observadas também variacdes na taxa de poliembrionia, com valores de 52% em Trifoliata

e 94% em citrumeleiro ‘Swingle’ (Tabela 26).

Pelo método indireto, em meio de cultura, os valores minimos € maximos foram de
1,18 em citrangeiro ‘Fepagro C 13° e 3,08 plantas/semente em citrumeleiro ‘Swingle’.
Enquanto que em substrato, os valores foram de 1,09 em citrangeiro ‘Fepagro C 13’ ¢ 1,45
plantas/semente em citrumeleiro ‘Swingle’. As variagcdes na taxa de poliembrionia foram

de 14% em Trifoliata e 45% em citrumeleiro ‘Swingle’ (Tabela 26).

Na determinacdo do nimero médio de embrides observou-se que o Trifoliata
apresentou 2,30 embrides/semente, valor este inferior aos obtidos em citrangeiro ‘Fepagro
C 13’ (5,04) e citrangeiro ‘Fepagro C 37 (3,09), os quais apresentam grande potencial
para uso na sustentacdo de novos pomares (Tabela 26). Portanto, esta caracteristica ¢é
favoravel ao uso destes porta-enxertos por viveiristas para a formagdo de mudas de citros.

A diferenga no nimero de embrides dos distintos genotipos (Tabela 26) deve estar
associada a inimeros fatores, tais como: cultivar, espécie polinizadora, estado nutricional,
disponibilidade hidrica, condi¢des climaticas, etc. podendo ocorrer variagdes em frutos da
mesma planta no mesmo ano ¢ entre as plantas em anos distintos (Ramos & Pasqual, 1992
apud Rodrigues et al., 1999; Moreira et al., 2010).

Fatores ambientais sdo sugeridos como os responsaveis por variagdes no numero de
embrides/semente por Soares Filho et al. (2000) em tangerineira ‘Clementina’, tangerineira
‘Sunki’, limoeiro ‘Cravo’ e limoeiro ‘Volkameriano’ ¢ por Aleza et al. (2011) em uma

tangerineira que mostrou variagao de 2 a 29 embrides/semente.
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Neste trabalho, foram observadas diferencas na comparagdo entre os métodos,
sendo o método direto mais eficiente (Tabela 26). Estas diferencas devem-se pelo método
direto permitir a contagem de todos os embrides, independente do seu tamanho (pequenos),
localizagdo (as vezes dentro dos cotilédones dos embrides maiores) e formagao (que nao
estdo completamente formados).

A maior precisdo do método direto neste estudo estd de acordo com o observado
por Moreira et al. (1947), que por este método obtiveram niimero médio de embrides em
limoeiro ‘Cravo’ de 1,7, em limoeiro ‘Comum’ 1,7 e em P. trifoliata 2,6. Com o método
indireto observaram o nimero médio de embrides ¢ a percentagem de poliembrionia, de
1,1 ¢ 7,9% em limoeiro ‘Cravo’; 1,1 e 13,1% em limoeiro ‘Comum’ ¢ 1,5 ¢ 39,3% em
citrange (P. trifoliata x C. sinensis), respectivamente. Concordando também com
Domingues et al. (1998), que observaram variagdes de 1,4 a 6,2 embrides/semente pelo
método direto e 1,0 a 2,3 pelo indireto em laranjeira "Péra'.

Porém, devido a facilidade na condugdo, o método indireto ¢é utilizado. Neste
estudo foram observadas na média, em Trifoliata, 1,22 plantas/semente através da
germinacdo em substrato (Tabela 26), valor este superior ao observado por Oliveira et al.
(2003), que identificaram média de 1,07 plantas/semente germinadas em tubetes e

conduzidos em viveiro telado.

Resultados obtidos no presente trabalho evidenciam que, em meio de cultivo, maior
nimero de embrides consegue germinar devido as condi¢des ideais de temperatura,
umidade e nutrientes, comparado a germinacdo em substrato comercial, por isso a taxa de
poliembrionia foi superior em meio de cultivo (Tabela 26).

Neste trabalho, o nimero médio de plantulas germinadas em substrato em
citrumeleiro ‘Swingle’ e Trifoliata mostrou valores de 1,45 e 1,22, respectivamente
(Tabela 26). Contudo, valores superiores de plantulas pelo método indireto (germinagao)

nos mesmos porta-enxertos foram obtidos por Ramos et al. (2006), que observaram valores
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de 1,6 e 1,4 embrides/semente, respectivamente. Mas estes autores, pelo método direto,
encontraram ampla variacdo no nimero maximo de embrides, com valores de até cinco
embrides/sementes em ‘Swingle’ e de quatro embrides/sementes de P. trifoliata, ficando
evidente que muitos dos embrides presentes na semente ndo conseguem germinar ¢ dar

origem a plantulas em condig¢des de campo ou casa-de-vegetacao.

Um dos fatores que pode ser limitante a germinagao ¢ a presenga do tegumento nas
sementes, fator este relatado por Moreira et al. (2010), que observaram maior germinagdo
em sementes sem tegumento em porta-enxertos de citros e isto estd associado
possivelmente a limitagdo hidrica promovida pelo tegumento.

Outro fator que pode ser limitante a germinagdo ¢ a competicdo por nutrientes e
espaco entre os embrides em condicdes de campo. Aleza et al. (2011) observaram
germinagdo de 6,6 plantulas/semente em meio de cultivo, enquanto que, em casa-de-
vegetacdo, a média foi de apenas de 1,5. Estes resultados sdo semelhantes aos observados
neste estudo (Tabela 26), onde maior niimero de embrides germinados/semente foi
observado em meio de cultura. Além disso, os resultados obtidos por Aleza et al. (2011)
confirmam que a presencga de embrides nas sementes ¢ superior ao niumero de plantulas que
conseguem germinar em substrato, evidenciando que a andlise de embrides pelo método

direto é mais precisa.



5 CONCLUSOES

Houve um desempenho citogenético distinto entre diferentes porta-enxertos
conduzidos no mesmo ambiente;

As condigdes de ambiente protegido foram desfavoraveis as caracteristicas
citogenéticas analisadas;

O citrumeleiro ‘Swingle’ teve o pior desempenho citogenético nos dois ambientes;

Menor vingamento de frutos foi observado em plantas conduzidas em casa-de-
vegetacao;

A progénie obtida de plantas conduzidas em casa-de-vegetacdo apresentou maior
percentagem de plantas tetrapldides do que a progénie obtida de plantas conduzidas a
campo;

Todas as plantas tetraploides eram de origem nucelar e apresentaram crescimento
mais lento, peciolos menores e folhas maiores do que plantas diploides;

Os porta-enxertos conduzidos a campo apresentaram frutos com maior diametro,
altura e maior numero de sementes vidveis do que os porta-enxertos conduzidos em casa-
de-vegetacao;

Houve variagdo na média do numero de embrides entre os gendtipos do estudo pelo
método direto e indireto; onde o método direto apresentou maior eficiéncia;

A germina¢ao média dos embrides foi superior em meio de cultura do que em

substrato comercial para citros;
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Maior taxa de poliembrionia foi identificada em sementes germinadas em meio de
cultivo;

A implantagdo e conducdo de plantas citricas em ambiente protegido apresenta
limitagdes ao comportamento meiotico, indice meiotico, viabilidade do poélen e producao

de frutos.
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APENDICE 1.  Temperatura minima e maxima a campo e¢ em casa-de-vegetacdo no
periodo de 25 de agosto a 30 de setembro de 2008, obtidos através da
estacdo metereologica da EEA-UFRGS (campo) e termohigrogafo
(casa-de-vegetacdo). EEA/UFRGS, Eldorado do Sul — RS, 2008.

a Temperatura minima e maxima a campo
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b Temperatura minima e maxima em casa-de-
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APENDICE 2.  Medidas obtidas nas analises de altura das plantas diploides e
tetraploides conduzidas lado a lado em casa-de-vegetacdo nas nove
datas de avaliag¢do. Porto Alegre — RS, 2010.

Altura das plantas nas datas de avalia¢éao

Acesso  Ploidia  03/08 17/09 01/11 16/12 31/01 17/03 02/05 16/06 01/08

12X 155 185 255 312 332 350 370 37,5 390
4X 103 12,0 150 18,6 212 240 260 255 260
22X 222 250 295 353 392 42,0 440 443 450
4X 192 202 23,1 267 290 306 320 335 340
32X 182 21,0 262 31,4 345 382 394 40,0 41,0
4X 161 180 220 263 296 31,8 335 340 345
42X 196 23,0 31,1 380 450 498 522 53,0 54,0
4X 168 190 23,1 270 300 320 350 353 360
52X 21,1 232 320 365 41,0 440 470 47,5 485
4X 143 17,7 250 290 320 335 350 358 360
62X 151 180 23,1 282 320 340 350 353 360
4X 11,0 150 195 250 27,6 300 320 32,7 33,0
72X 224 260 325 389 436 473 51,0 513 520
4X 9,10 11,0 163 22,1 265 294 313 325 327
82X 124 180 253 31,0 356 392 400 405 41,5




