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RESUMO

A producéo de citros esta espalhada em todos os continentes agricultaveis e no Brasil ela representa
volume de frutas produzidas. O porta-enxerto é extremamente importante no estabelecimento de um pomar
qualidade. Na Estagdo Experimental Agronémica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, estd localiza
populagéo de hibridos citricos, implantada em 1990 e oriunda de polinizagdo aberta, sendo o genitor feminino o tau
‘Lee’ [Citrus clementina Hort. ex Tan. x (C. tangerina Hort. ex Tan. x C. paradisi Macf.)]. Dentre os hibridos deste pomz
selecionadas quatorze plantas com caracteristicas morfolégicas semelhantes as do porta-enxerto tangerineira ‘Su
sunki Hort. ex. Tan.). Para confirmar a paternidade dos hibridos foram utilizados marcadores moleculares
microssatélites. A andlise molecular permitiu identificar onze hibridos que ndo tiveram a ‘Sunki’ como parental mascu
demais hibridos, potenciais hibridos de tangerineira ‘Sunki’, genétipos 49, 77 e 92, tiveram maior taxa de poliembrioni
numero de plantulas emergidas por semente e maior nimero de sementes produzidas por fruto quando comparadas
tangerineira ‘Sunki’.

Palavras-chave: Citrus sunki; porta-enxertos; poliembrionia; microssatélites.

ABSTRACT

Citrus production is spread all over the world. In Brazil citrus represent the major volume of fruit producti
rootstock is extremely important to establish a good-quality orchard. At the Estagdo Experimental Agrondémica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul was established placed a hybrid citrus plants orchard, originated fron
pollination with ‘Lee’ tangelo [Citrus clementina Hort. ex Tan. x (C. tangerina Hort. ex Tan. x C. paradisi Macf.)] as
parent. Amongst those hybrids, fourteen plants were selected with characteristics alike to those of the rootstock
tangerine (Citrus sunki Hort. ex. Tan.) In order to confirm hybrids paternity, single sequence repeat (SSR) markers wer
The molecular analysis allowed to identify eleven hybrids that did not have ‘Sunki’ tangerine as male parent. The hyb
77 and 92, potencialy hybrids of ‘Sunki’, stood out for higher poliembriony, higher number of emerged seedling per se
higher number of seeds per fruit in comparison to ‘Sunki’.

Key-words: Citrus sunki; rootstocks; poliembriony; SSR markers.
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INTRODUGAO

A citricultura é o principal cultivo fruticola
mundial, encontrando-se dispersa em todos os
continentes agricultaveis do mundo. As principais
areas de produgdo comercial encontram-se entre as
latitudes 20° e 40° N e S, sendo o Brasil
responsavel por cerca de 20% da produgdo mundial
de citros (FAO, 2008).

Os porta-enxertos aportam a planta
citrica a capacidade de adaptagdo aos fatores
abiodticos como salinidade, pH, excessos ou déficits
de agua no solo, tolerancia ao frio, resisténcia ou
tolerancia frente aos nematoides, fungos, virus e
virdides. Ademais, influem de forma decisiva nas
caracteristicas da variedade copa, como vigor e
tamanho da planta, produgdo, qualidade e época de
maturagéo dos frutos (Castle, 1987).

No Brasil, cerca de 80% dos pomares
estdo plantados sobre o porta-enxerto limoeiro
‘Cravo’ (Citrus limonia Osb.), preferido pela sua
caracteristica de induzir grande vigor, maior
tolerancia a estresse hidrico e alta produtividade
(Pompeu Junior, 2005). O Rio Grande do Sul é o
unico Estado do Brasil onde predomina o porta-
enxerto Poncirus trifoliata (L.) Raf., utilizado em
mais de 90% do total de mudas produzidas (Schafer
& Dornelles, 2000). No Estado de Sergipe, o
limoeiro ‘Rugoso’ (C. jambhiri Lush.) divide com o
'Cravo' a primazia na maioria dos pomares (Soares
Filho et al., 2008). A falta de diversificagdo de porta-
enxertos acarreta vulnerabilidade dos pomares,
com o aparecimento de novas moléstias, como
ocorrido no caso da tristeza dos citros na década de
40 (Schafer et al., 2004) e, mais recentemente, a
morte subita na regido sudeste do Brasil (Jesus
Junior & Bassanezi, 2004).

Nas espécies citricas apomiticas, os
processos sexual e apomitico ocorrem
simultaneamente em um mesmo 6vulo (Koltunow,
1993), de forma que o embrido zigético e os
nucelares competem por nutrientes e espago
(Morais-Lino et al., 2008). Os embrides apomiticos
s&o originarios de células do tecido nucelar, parede
interna do saco embrionario; dai os mesmos
também serem denominados embrides nucelares
(Frost & Soost, 1968). Os embrides nucelares
iniciam seu desenvolvimento independentemente
da fertilizagdo, mas para que estes tenham seu
desenvolvimento pleno até embrides maduros e
vidveis em condi¢des naturais de germinagdo, ha a
exigéncia de que o évulo seja fertilizado (Koltunow
et al., 1995).

O porta-enxerto tangerineira ‘Sunki’ (C.
sunki Hort. ex. Tan) é originario do sudeste da
China e é indicado como porta-enxerto para
laranjeiras, tangerineiras e pomeleiros por suas
caracteristicas desejaveis, como: inducdo de boa
formagéao de copa, tolerancia a tristeza, xiloporose e
declinio e tolerancia a solos salinos (Castle, 1987;
Pompeu Junior, 2005). Esta variedade estad sendo
utilizada na citricultura brasileira como alternativa ao

indesejaveis como suscetibilidade a gomos
exocorte (Pompeu Junior, 2005), semer
tamanho reduzido e pequeno numero de ser
viaveis por fruto.

O presente estudo teve como ok
identificar dentro de uma populagéo, hibrid
tenham como genitor masculino a tange
‘Sunki’ e determinar o comportamento
quanto ao tamanho e rendimento de sement
frutos, poliembrionia e germinacdo das sen
servindo como subsidio para novas varie
porta-enxerto para uso na citricultura.

MATERIAL E METODOS

Na Estagdo Experimental Agrondn
Universidade Federal do Rio Grande do Sul
UFRGS), localizada no municipio de Eldore
Sul, Rio Grande do Sul (30°29'S e 51°
mantém-se uma populagdo segregante ok
partir da polinizagdo aberta do tan
‘Lee’ [Citrus clementina Hort. ex Tan.
tangerina Hort. ex Tan. x C. paradisi Macf.)],
de 1990.

O clima do local é do tipo Cfa, o
temperado sem estagdo seca definida (K6
1948). As temperaturas médias anuais mini
maximas da regido sdo 14 °C e 24
respectivamente, com uma temperatura
anual de 19,6 °C. A precipitagdo pluvior
média anual é de 1.398 mm e a umidade rela
ar média anual de 79% (Mota et al., 1971).

Da populagao total de cerca de 250 p
quatorze foram selecionadas pela sua seme
a tangerineira ‘Sunki’ quanto a forma (achat
tamanho (pequeno) dos frutos, habito de fruti
(em pencas), sabor do fruto e aroma dos
esséncias da casca do fruto.

Para confirmagdo da paternidade
hibridos foram realizados testes mole
usando marcadores de DNA do tipo micross:
no Laboratério de Biotecnologia do Centro
Citros Sylvio Moreira — IAC (Centro de Citric
Cordeirépolis/ SP, em julho e agosto de 2005

A extracdo de DNA foi feita de
maceradas com nitrogénio liquido, utiliza
metodologia descrita por Shillito & Saul (198¢
adaptagbes desenvolvidas pelo Laboratdl
Biotecnologia do Centro de Citricultura, utili
se sarcosyl 1% no tampdo de extragdo e ne
final, sem extragdo com fenol, adicionand
enzima RNAase para digestdo do RNA, se
mistura mantida a uma temperatura de 37
cercade 1 h.

A quantificagdo de DNA foi feita em
agarose a 0,8%, corado com brometo de ef
sua concentragdo foi determinada por comp
com marcadores com concentragdo conhec
DNA foi mantido a uma concentragédo de -
mm e deixado em congelador a -20 °C.

As reagdes de amplificagdo foram
utilizando oligonucleotideos iniciadores (pr
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Um total de nove pares de primers foram utilizados
para andlise das plantas: CCSM 06 (AG)n, CCSM
10 (AG)n, CCSM 49 (CAA);, CCSM 52 (CA)y,
CCSM 72 (TC)y,, CCSM 101 (AG)1,, CCSM 140
(TC)1s, CCSM 150 (AG)11N(AG)s, CCSM 170
(GA)21. As sequéncias dos primers séao
apresentadas na Tabela 1. As reagdes foram
preparadas num volume de 25 mm3, contendo 1,5
unidades da enzima Taq polimerase; 10 mmol dm™
de dNTP mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP); 2,5 mm?®
de tamp&o 10X (10 mmol dm®de Tris — HCI 9 pH
8,3), 50 dm®de MgCl, 60 ng de cada primer (Direto
e Reverso), 100 ng de DNA gendémico e H,O
autoclavada, e realizadas em termocicladores MJ
Research programados para 30 ciclos de 94 °C por
30 s, 65-56 °C por 30 s e 72 °C por 5 s. A

temperatura de anelamento se iniciou a |
decrescendo até 0,3 °C a cada ciclo seguidc
ciclos de anelamento a 56 °C. A visualiza
feita em gel de agarose a 3,0% preparad
tam?éo TAE (0,04 mol dm3de Tris-acetato, -
dm™~de EDTA pH 8,3), corados com brom
etidio (0,5 pg cm™) e com migrag&o no gel po
de 2 h a 120 V em cubas horizontais. A visual
também foi feita em géis de poliacrilamic
corados com nitrato de prata. Os gé
poliacrilamida foram utilizados quando a dif
no tamanho dos alelos foi muito pequena (
de 15 pb), ou quando a amplificacdo em
agarose mostrava duvidas quanto a nitid
bandas.

TABELA 1 — Primers utilizados na populagéo analisada, suas seqiiéncias, nimero (NAA) e tamanho (TA
alelos amplificados e conteudo de informagao de polimorfismo (PIC) de cada loco.

Primer Seqiéncias dgs primers 5 Sequléncias dgs primers 5 NAA TAA (pb) F
->3’ >3’

CCSM 06 atctgtgtgaggactgaa cctctattaatgtgcctg 2 230-270 0
CCSM 10 gactggattagagttctctg atggatgtgttatctcactc 1 240 0
CCSM 49 accgatcagcagaagagg ttgctgttgcttctgttg 2 80-95 0
CCSM 52 ccaagcttcccgggtaccge agtgtgctggaattcgge 4 60-95 0
CCSM 72 cacatgctagctgattcg aaaatgcaatcacaaacc 2 80-90 0
CCSM 101 tgtgattactgattattg ctacttgtatgtgctcct 1 110 0
CCSM 140 gtgattagatgtgtgagg attatggatgattgttaatac 1 90 0
CCSM 150 tcagacaatgtgttagagag tcggttgctacttgtatc 2 130-170 0
CCSM 170 agttgagtactgtgtgcgaa ctaatggctgagagagttgc 2 170-195 0

Foi calculado o Conteudo de Informacéo
de Polimorfismo (PIC), para cada loco, o que
fornece uma estimativa do poder discriminante (ou
o poder de discriminagdo) do marcador. Para
calcular o PIC, obteve-se as freqiiéncias alélicas
através de contagem direta no gel de revelacédo e
aplicou-se na equagéo PIC =1 - X p? onde p; € a
freqliéncia do alelo i na populagéo.

A selecdo dos possiveis filhos da
tangerineira ‘Sunki’ foi feita por exclusdo dos
hibridos que nado apresentaram o alelo desta
variedade. Neste caso, a tangerineira ‘Sunki’
possivelmente homozigota para um alelo A e o
tangeleiro ‘Lee’ homozigoto para um alelo B, como
observado na Figura 1 e 2, obrigatoriamente sua F1
precisa apresentar heterozigose naquele loco,
apresentando AB. Desta forma, plantas que n&o
apresentaram ambos os alelos AB, foram
consideradas filhas de outro pai e ndo da ‘Sunki’.
Paralelamente, plantas da progénie que
apresentaram alelos diferentes dos presentes em
‘Sunki’ e ‘Lee’ foram eliminados do grupo de
nocciveie filhoe dAa ‘S|iinki’ Para evchican de 11ima

Em junho de 2004 e de 2005, frut
plantas selecionadas pela morfologia
colhidos. A colheita foi realizada em dois ano
fato de nem todas as plantas apresenta
numero suficiente de frutos para as analis
cada safra, ja que as plantas sdo mantidas e
de francos e nenhum tipo de raleio de fru
realizado tentando diminuir o efeito da alter
de produgdo, justamente para aval
comportamento fisiolégico das mesmas.

Destes frutos foi medido o diame
altura, a massa, e feita a contagem do num
sementes (sementes chochas foram despre:
As sementes foram extraidas e mantidas por
dias submersas no proprio suco para ferment
extragdo da mucilagem. Apds esse procedi
foram lavadas em agua e secas a sombra. C
secas, as sementes foram tratadas com oxi
de cobre para controlar ataque de fungos,
embaladas em sacos plasticos e mantid:
geladeira (4 °C). Em janeiro de 2005 as ser
dos frutos colhidos em 2004 foram pos
aerminar o mesmo <se nrocedendo em outtl
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FIGURA 1 — Foto do gel amplificado com o primer CCSM 170: na primeira canaleta o marcador Ladc
100 pb, na seqliéncia o genitor feminino ‘Lee’, a tangerineira ‘Sunki’ e as plantas 21, 27, 2
51, 77, 92 do estudo.

21 27 28 49 51 77 92

FIGURA 2 — Foto do gel amplificado com o primer CCSM 150: na primeira canaleta o marcador Ladc
100 pb, na seqliéncia o genitor feminino ‘Lee’, a tangerineira ‘Sunki’ e as plantas 21, 27, 2
51, 77, 92 do estudo.

Para cada planta a ser avaliada foram 0,33:0,22:0,22:0,22, respectivamente, a
postas a germinar 200 sementes em bandejas de profundidade de cerca de 1,5 cm, e mantid
isopor de 200 alvéolos (uma semente por alvéolo) sistema de irrigagdo do tipo floating por 62 d

diretamente em substrato composto de casca de casa de vegetacdo do Laboratério de Biotec
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plantas emergidas por semente germinada (NPE).
Arrancaram-se as plantas para contagem com o
intuito de evitar erros devidos a bifurcagdo de
plantas.

Para contagem do ndmero de embrides por

semente (NES), 50 sementes de cada genétipo,
tomadas ao acaso, foram descascadas
cuidadosamente, com auxilio de pinga de relojoaria
e agulha histolégica, e os embrides foram contados
ao microscoépio estereoscépico de 20 aumentos.
O numero de sementes por fruto, assim como, o
niumero de embribes e numero de plantulas
emergidas por semente foram comparados com os
de ‘Sunki’, referentes ao mesmo ano, pelo teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de nove pares de primers de
microssatélites polimérficos entre ‘Lee’ e ‘Sunki’
foram avaliados 9 locos e 17 alelos. Os primers
utilizados amplificaram de 1 a 4 alelos por primer,
destacando-se o CCSM 52 que apresentou o maior
PIC: 0,72. O numero de alelos amplificados por
primer, o tamanho dos fragmentos e o PIC séo
apresentados na Tabela 1. Os valores de PIC
encontrados foram, em geral, mais altos que os
observados por Corazza-Nunes et al. (2002) em C.
paradisi Macf. e C. maxima (Burm.) Merr., e
semelhantes aos encontrados por NOVELLI et al.
(2006) em C. sinensis L. Osb., com exceg¢do do
CCSM 72, que teve um PIC de apenas 0,12, e do
CCSM 52, que teve um valor bastante elevado.
Essas diferengas sdo esperadas ja que tratam-se
de populagdes e primers diferentes.

Os dados gerados permitiram identificar
que onze dos quatorze hibridos pré-selecionados
(21, 27, 28, 51, 93, 99, 154, 196, 232, 276 e 292)

ndo sao filhos da tangerineira ‘Sunki’. Natural
o procedimento ndo permitiu inferir que as |
numero 49, 77 e 92 sejam filhas da ‘Sunki’,
alelos iguais aos encontrados neste pai pod
sido herdados de outros pais durante a polin
da ‘Lee’, que ndo foi controlada. Analise
conclusiva poderia ser feita se a totalidac
possiveis genitores masculinos pudess
acessada, mas, varios desses acesso
genotipos) ja ndo se encontram mais na cole
citros da EEA/UFRGS. Grattapaglia et al.
usaram marcadores microssatélites para
paternidade em eucalipto e a técnica se n
eficiente na identificagdo dos genitores mas
da progénie avaliada, apontando a existén
pais nao identificados que, provavelmente
pertenciam a populagdo em estudo.

E desejavel que um porta-enxertc
0 maximo possivel de sementes por fruto,
necessario um menor numero de frutos para
ndmero almejado de plantas. Os gendtipc
possiveis filhos da tangerineira ‘Sunki’ av:
apresentaram um numero maior de sement
fruto comparado com o porta-enxerto ‘Sunk
apresentou 3,40 e 4,45 sementes por fruto no
2004 e 2005, respectivamente, nimero seme
ao obtida por Soares Filho et al. (2000),
sementes por fruto. No caso do genoti
avaliado neste trabalho, apresentou uma mé
10,35 sementes por fruto (Tabela 2). Al
selegdes da tangerineira ‘Sunki’, como ‘Mara:
‘Tropical’, apresentam numero de sement
fruto igual a 7,7 e 18,7, respectivamente (:
Filho et al., 2003). A polinizagédo cruzada pc
um fator de variagdo do niumero de sement
fruto, o que, juntamente com as causas ger
pode explicar as diferengas citadas.

TABELA 2 - Caracteristicas dos frutos de 4 gendtipos de Citrus sp. da Estagdo Experimental Agrondmi

UFRGS, 2004/05

Ano Massa N° Sementes Viaveis/
Planta (9)
2004 77 38,80 08,70**
Sunki 16,93 03,40
49 36,28 10,35**
2005 92 30,54 06,35*
Sunki 11,60 04,45

** Diferenga em relagédo a Sunki significativa dentro do ano (Teste de Kruskal-Wallis - p<0,0001)
* Diferenga em relagéo a Sunki significativa dentro do ano (Teste de Kruskal-Wallis — p=0,0334)
Obs. As plantas 49 e 92 n3o foram avaliadas no ano de 2004, assim como a planta 77 nao foi avaliada no ano de 20
nestes anos nédo houve produgéo destes hibridos por causa da alternancia de produgéo, pois cada hibrido é represent

um individuo.

As sementes de todos os hibridos
avaliados neste estudo apresentaram um NES
maior que o porta-enxerto ‘Sunki’. A tangerineira
‘Sunki’ apresentou numero maximo de trés
embrides em uma mesma semente, enquanto que o
hibrido 92 apresentou oito. Para porta-enxertos &

a planta de origem (embrides de origem nuce
porcentagem de sementes poliembridnic
tangerineira ‘Sunki’ foi 22% e 18% para o
2004 e 2005, respectivamente. Os hibridos 4
apresentaram 98% de sementes poliemb
(Tabela 3). Diferengas na poliembrionia e
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1941; Soares Filho et al., 2003). Soares Filho et al.
(2000) determinaram o numero de embrides em
‘Sunki’, que variou de 1 a 13, com média de 1,3.
Essa média é muito semelhante a de 1,24, obtida
neste trabalho, porém, bastante distante do niumero
maximo de trés embrides por semente aqui
identificado (Tabela 3), Em estudo posterior,

Soares Filho et al. (2003) avaliaram dife
selegdes de tangerineira ‘Sunki’, obtendo res
semelhantes ao encontrado no presente trabz
avaliarem material que denominaram de
comum, com média de 1,3 embrides por sen
ndmero maximo de 4 embrides por semente.

TABELA 3 - Média de embrides por semente e freqiiéncia relativa de sementes com 1 a 8 embrides
gendtipos de Citrus sp. da Estagdo Experimental Agronémica da UFRGS, 2004/05.

Embrides por semente

Frequéncia relativa (%)
Ano Planta Média 1 2 3 4 5 6 7
2004 77 2,86** 4 40 28 24 2 2 0
Sunki 1,22 78 22 0 0 0 0
2005 49 4,06 ** 2 10 24 28 20 12 4
92 4,02 ** 2 14 26 22 16 16 2
Sunki 1,26 78 18 4 0 0 0 0

** Diferenga em relagéo a Sunki significativa dentro do ano (Teste de Kruskal-Wallis - p<0,0001)

Os gendtipos 49, 77 e 92 tiveram
germinagdo superior ao da ‘Sunki’, sendo que esta
teve 79,5% e 78% de germinagdo nos anos de
2004 e 2005, respectivamente. Ja no genotipo 77
a germinagdo foi de 94,5% (Tabela 4). Ocorrem
diferengas entre genoétipos no tempo necessario

para germinagdo das sementes, con
observado por Soares Filho et al. (2003) e S
et al. (2005). Porém, considera-se 62 dias f
suficiente para que sementes de citros gern
em temperaturas superiores a 20 °C.

TABELA 4 - Porcentagem de germinacéo (G), nimero médio de plantulas emergidas por semente (N
frequiéncia relativa de sementes com emergéncia de 1 a 8 plantulas em 4 gendtipos de
sp. da Estagao Experimental Agrondmica da UFRGS, 2004/05.

NPE
Frequéncia relativa (%)

Ano Planta G (%) Média 1 2 3 4 5 6 7
2004 77 94,5 1,78 39,17 47,08 11,64 2,11 0 0 0
Sunki 79,5 1,07 93,00 7,00 0 0 0 0 0

2005 49 89,0 1,38* 64,04 33,71 235 0 0 0 0
92 89,0 1,65* 48,88 38,76 10,67 1,69 0 0 0

Sunki 78,0 1,01 98,72 1,28 0 0 0 0 0

** Diferenga em relagéo a Sunki significativa dentro do ano (Teste de Kruskal-Wallis - p<0,0001)

Das sementes que originaram mais de
uma planta certamente emergiu pelo menos uma
plantula de origem nucelar, que é um clone.
Segundo Frost & Soost (1968) embrides apomiticos
geralmente sdo mais vigorosos. Neste caso, seria
possivel selecionar os clones através da eliminagéo
das plantulas menos vigorosas. Contudo, Soares
Filho et al. (2000) observaram pronunciada
concentragdo de embrides zigéticos na classe de
maior tamanho em sementes com baixa a
moderada poliembrionia.

Os hibridos 49, 77 e 92 destacaram-se
por superarem a tangerineira ‘Sunki’ em todos os
parametros de propagagdo avaliados, ou seja,
numero de sementes por fruto, nUmero de embrides

clonal em relagdao a tangerineira ‘Sunki’, t
herdado desta as caracteristicas de indugéo
formacgéo de copa, tolerancia a tristeza, xilog
declinio e morte subita, o que sera avalic
futuro.

CONCLUSOES

Nas condigdes do presente exper
conclui-se, que:

Da populagdo de hibridos avaliac
plantas 21, 27, 28, 51, 93, 99, 154, 196, 232,
292 nao tém a tangerineira ‘Sunki’ como p
masculino.

Os hibridos 49, 77 e 92 apresentam

antidan nara nronacaacan clonal via eceamentec
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