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HIBRIDACéES INTERESPECfFICAS, INTERGENERICAS, INTERGRUPAIS,
INTERSUBTRIBAIS, INTERTRIBAIS E INTERSUBFAMILIARES

DE Citrus E GENEROS RELACIONADOS

RITA BORDIGNON

RESUMO

Um total de 2833 hibridos de porta-enxertos para Citrus foram
produzidos. Esses cruzamentos envolveram 14 espécies, 3 géneros e
2 grupos taxonbmicos da subtribo Citrinae. O germoplasma obtido e
incorporado ao BAG de citros se constitue numa valiosa colecdo de
hibridos disponiveis para a selecdo de novos porta-enxertos.
Representa também uma consideravel amplia¢do da variabilidade

genética aproveitdvel para o melhoramento a longo prazo.

Quanto maior a distédncia taxonémica entre duas espécies, maior
foi a dificuldade na obtencdo de hibridos entre elas. Entretanto,
esse fato ndo pode ser utilizado para prever a compatibilidade de
um cruzamento especifico. Isto s6 pode ser determinado por

tentativas prdaticas.

Os hibridos Sunkifolias e Buxisunkis entre Citrus sunki e

Severinia buxifolia s8o 1inéditos. Este & o primeiro caso de
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obtencdo de hibridacdes sexuais entre géneros pertencentes a grupos
taxondmicos diferentes da subtribo Citrinae. Sdo vigorosos,
enraizam facilmente por estaquia e sdo compativeis em enxertia com
Citrus. Tais hibridos tem grande interesse potencial como novos
porta-enxertos e também como germoplasma para o melhoramento como
fonte de genes de Severinia para introgressdo em Citrus e seus

hibridos.

Hibridagdo sexual classica associada a identificagdo de
hibridos através da eletroforese de isoenzimas é& uma metodologia
eficiente que pode ainda muito contribuir para o melhoramento dos

citros.
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INTERSPECIFIC, INTERGENERIC, INTERGRUPAL, INTERSUBTRIBAL,
INTERTRIBAL AND INTERSUBFAMILIAR HIBRIDIZATION OF CITRUS AND

RELATED GENERA

RITA BORDIGNON

SUMMARY

A total of 2833 rootstock hybrids for Citrus were produced.
They comprised 14 species, 3 genera and 2 taxonomic groups of the
subtribe Citrinae. This germplasm in the IAC citrus repository is
an unvaluable collection of hybrids available for future rootstock
selection. It also represents, a broadening of the genetic
variability available for rootstock breeding in citrus on a long

rumn.

The farther the taxonomic distance between two speciesg, the
greater the difficulty of obtaining hybrids between them. However,
this cannot be used to forecast cross-compatibility of a specific
cross. This only can be determined by actual attempts in crossing

those species.

Sunkifolias and Buxisunkis, reciprocal sexual hybrids between

Citrus sunki and Severinia buxifolia obtained in the present
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investigation, constitute the first case of sexual intergrupal
hybrids of subtribe Citrinae. They are vigorous, root easily and
are graft-compatible with Citrus. There is considerable interes in
them as potential new rootstocks, as well as source of Severinia

genes for in trogressing in to Citrus and its hybrids breeding.

Classical sexual hybridization together with  isozyme
identification of hybrids is an efficient strategy that can still

substancially contribute for citrus breeding.



1. INTRODUGAO

Entre as frutiferas, os citros ocupam em escala mundial o
primeiro lugar em producgdo com 68 milhdes de toneladas. Dessas, ©
Brasil contribui com 11,9 milhdes e representa o malor produtor.
Somos também, hd mais de uma década, o maior exportador do mundo de
suco concentrado de laranja com 72% do mercado mundial (PETROBRAS,
1988) . Essas exportagdes geram recursos anuais da ordem de U$S1,5

bilhdes (GARCIA, 1992).

Em poucos anos, a produgdo evoluiu rapidamente. Passou de
6.000 ton em 1963 para 600.000 ton em 1984. De 76.000 ha plantados
em 1974 contamos atualmente com 930.000 ha dessa cultura (NEVES,
1992) sendo que 80% se encontra no Estado de Sdo Paulo. Estimativas
recentes indicam que a produgdo da safra 95/96 deve se aproximar de

13 milhdes de toneladas (DONADIO, 1995).
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Reprodutivamente, os citros apresentam uma peculiaridade
denominada poliembrionia. Em cada semente coexistem varios embrides
onde apenas um deles & de origem zigdtica formado pela unido dos
gametas masculinos e femininos. Os demais sdo apomiticos,
vegetativos, também chamados de nucelares por se originarem do

tecido nucelar materno.

A ocorréncia desses clones nucelares tem uma consequéncia
biolbégica importante. Originam plantas de mesmo gendtipo mesmo se
heterozigotas, resultando numa descendéncia uniforme.

Uma planta comercial de citros é constituida de dois genétipos
distintos: a copa e o porta-enxerto. Pomares comercials regquerem
copas e enxertos uniformes. Nas copas, essa uniformidade é& obtida
gracas A propagagdao vegetativa feita através da enxertia por
borbulhas. Nos porta-enxertos, essa constdncia genotipica &
tentada, com éxito varidvel através da selegdo dos "cavalinhos" na

sementeira.

Em viveiros comerciais, essa seleg¢do das plantulas nucelares
das zigdéticas é feita visualmente, separando-se para enxertia
apenas aquelas morfologicamente uniformes, supostamente nucelares,

descartando-se aquelas fora do padrdo, de provavel origem zigdtica.

Apesar da enorme importéncia dos citros, poucos 8S3do O0s

exemplos de clones de copas originados como resultado de programas
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especificos de melhoramento. A maioria dos clones em cultivo & de
origem remota, incerta, surgidos por variagles somaticas
espontdneas ou hibridag¢des naturais que foram multiplicadas
vegetativamente (DONADIO et al., 1995). Com referéncia aos porta-
enxertos, a situacdo é entretanto, diferente. Principalmente no
EUA, muitos dos clones em cultivo foram resultado de programas de

melhoramento genético (CASTLE, 1989).

Diversos s3o os problemas associados ao melhoramento de
Citrus. Trata-se de uma espécie perene, de longo ciclo de semente
4 semente e longo periodo de juvenilidade. Se, por um lado a
ocorréncia de poliembrionia adventicia €& vantajosa como um
mecanismo para a eliminagdo de virus, concomitante com a
multiplicag¢do vegetativa fiel de gendétipos de interesse, por outro
lado, & um fendmeno que dificulta tremendamente o melhoramento por
reduzir ou mesmo impossibilitar a sobrevivéncia do embrido zigdbtico

entre os varios embrides nucelares.

Além desses problemas mesmo quando os embrides zigdticos se
desenvolvem normalmente, uma outra dificuldade se apresenta é a
identificac¢do das plantas hibridas deles originadas. Normalmente
esse reconhecimento é feito no campo apds varios anos de cultivo e
andlise de caracteristicas morfoldgicas principalmente dos frutos.
Tal procedimento, além de pouco eficiente é altamente dispendioso,
limitando a exequibilidade da andlise de grande nGmero de

individuos resultantes das hibrida¢des. Por exemplo, se um
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determinado cruzamento produz 10% de "seedlings" zigdticos (o que
ndo & raro), de cada 100 arvores adultas no campo, somente 10 tem
interesse em estudos pormenorizados. No entanto, até sua
identificacdo, outras 90 plantas tém que ser analisadas e mantidas

nesse periodo.

Nos citros é bem conhecido o marcador morfoldgico "trifoliata"
de Poncirus trifoliata, dominante em relacdo a "folhas normais",
unifolioladas de Citrus. Assim, quando esse clone, como genitor
masculino, é utilizado em cruzamentos com Citrus as plantas
resultantes que passuirem folhas com trés foliolos sdo hibridas. A
utilizacdo desse marcador morfoldégico restrita portanto a tais
cruzamentos. Para suplantar esses problemas tem-se utilizado a
eletroforese de isoenzimas para identificar marcadores e com eles
os hibridos oriundos de cruzamentos controlados. Essa técnica
(MEDINA FILHO, 1983), desenvolvida nos anos 60 e 70 e aplicada aos
citros nas décadas de 80 e 90 tem sido muito eficaz no apoio de

programas praticos de melhoramento (BALLVE et al., 1991).

A eletroforese & uma técnica de andlise de proteinas. Essas
proteinas (isoenzimas) servem como marcadores bioquimicos revelados

pela andlise de isoenzimas.

O Instituto Agrondmico de Campinas em seu Centro de
Citricultura Sylvio Moreira localizado em Cordeirdpolis mantém

cuidadosamente um Banco Ativo de Germoplasma de Citros (BAG) . Esse



BAG é considerado um dos mais extensos do mundo.

A necessidade preemente do desenvolvimento de novos porta-
enxertos para a citricultura (POMPEU Jr., 1990; 1994), a
disponibilidade desse Banco de Germoplasma e a existéncia de um
laboratério de eletroforese de isocenzimas na Seg¢do de Genética

possibilitaram o desenvolvimento do presente trabalho.

Esse plano teve como objetivo iniciar as etapas basicas de um
programa de melhoramento genético para porta-enxertos em citros por
meio da metodologia clédssica de hibridag¢les, adaptando-se porém a
essa metodologia os procedimentos normalmente empregados na
polinizac¢do controlada do cafeeiro. Especificamente, esse plano

visa:

a) em pragas e técnica de cruzamento de citros e café descritas,
para produzir grande nimero de porta-enxertos hibridos entre
clones elite. Identificar esses hibridos por eletroforese de
isoenzimas. Nesses hibridos, a serem incorporados ao BAG para
selec¢des futuras, poderdo se associlar caracteristicas favoraveis
de interesse agrondmico e industrial presentes em clones

diferentes.

b) ampliar a base genética para o programa de melhoramento,
explorando tentativamente, hibridag¢fes interespecificas,

intergenéricas, intergrupais, intersubtribais e mesmo entre taxa



mais distantes.

c) aumentar com essas investigag¢des, os conhecimentos a respeito
dos limites bioldgicos de compatibilidade de cruzamentos entre

Citrus e géneros da subfamilia Aurantioideae.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Aspectos bioldégicos e taxondmicos

Entre os citros, existe grande variabilidade em relacgao ao
tipo de planta bem como em relagdo aos frutos, quanto a forma, cor,
tamanho, acidez, época de maturag¢do, qualidade industrial, numero
de sementes e taxa de poliembrionia. Existe também grande
diversidade, quanto & adaptadores edafo-climdticas, resisténcia a

doencas e pragas e outros aspectos agrondmicos.

O género Citrus e espécies relacionadas sdo membros da familia
Rutaceae (Tabela 1), subfamilia Aurantioideae, subtribo Citrinae.
Nessa subtribo Citrinae (Tabela 2) se encontram o género do grupo
chamado "Citros Verdadeiros" formado por 6 géneros: Eremocitrus,

Poncirus, Clymenia, Fortunella, Microcitrus e Citrus.
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Desses 6 géneros, apenas Poncirus, Fortunella e Citrus sdo de
importéncia econdmica, destacando-se principalmente este Ultimo

(SPIEGEL-ROY & VARDI, 1984)..

E incerto o centro de origem das principais espécies comercial
com potencial. Segundo COOPER & CHAPOT (1977), as antigas
escrituras chinesas sugerem a idéia que, com excessdo do limdo e do

pomelo, os cultivares de citros se originaram na China.

A taxonomia de Citrus é& bastante polémica. Enquanto TANAKA
(1954) considerava 145 e posteriormente 157 espécies, HODGSON
(1961) propds uma classificacdo em que as agrupa em 36 espécies
somente. Ja SWINGLE (SWINGLE & REECE, 1967) reconhece apenas 16

espécies como validas.

KRUG (1943), estudando 13 géneros da subfamilia Aurantioideae
e mais de 70 formas de Citrus determinou que o nGmero basico de
cromossomos € x=9 em todas as espécies estudadas. A grande maioria
€ dipldide com 2n=2x=18 cromossomos, apesar de existirem
naturalmente algumas formas polipldides naturais e quimeras

periclinais (BACCHI, 1940).

No género Citrus, as flores completas, hermafroditas, se
desenvolvem nas axilas das folhas. Possuem de 4 a 8 pétalas e um
cdlice com 4 a 5 1dbulos com 15 a 30 estames. As anteras, com dois

loculos e deiscéncia 1longitudinal, se localizam ao redor do



pistilo, no mesmo nivel do estigma.

O ovario é composto por 6 a 14 carpelos nos quais se
desenvolvem as placentas contendo os 6vulos. O ©6vulo maduro
consiste do funiculo, nucelo e um saco embriondrio com 8 nicleos e

2 integumentos envoltérios.

O estigma se encontra receptivo entre 1 a 2 dias antes da
antese e assim permanece por varios dias. Em algumas variedades

pode ocorrer cleistogamia.

Salvo os casos de autoincompatibilidade, os citros sdo
passiveis de autopolinizacdo pela coincidéncia da receptividade do
estigma com a deiscéncia das anteras. As células epidérmicas na
superficie do estigma secretam um fluido viscoso com fungao de
reter e promover a germinacdo dos grdos de polem que se apresentam

binucleados e aglomerados (CAMERON & SOOST, 1969).

Insetos polinizadores, principalmente as abelhas, visitam
ativamente as flores promovendo, com isso, a polinizag¢do cruzada.
Os grdos de polem germinam na superficie estigmitica e o ntcleo
generativo se divide formando dois gametas. No saco embrionario, um
desses nlGcleos se funde com a oosfera e o outro com os dois nicleos
polares, originando o nicleo do endosperma tripldide (3n=27),

(FROST & SOOST, 1968).
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Em condic¢des normais, a fertilizacdo ocorre de 2 a 8 dias apoés
a polinizagdo (CAMERON & SOOST, 1969), porém em alguns casos pode

levar até 4 semanas (BACCHI, 1943).

Antes da primeira divisdo do =zigoto, o saco embrionario
aumenta rapidamente de tamanho com a formagdo de vaclUolos e muitas
células do nucelo sdo desorganizadas. As informagdes de literatura
sobre a época da primeira divisdo do zigoto parecem indicar uma
influéncia da variedade e das condicdes ambientais. Assim, enquanto
gue em alguns casos a primeira divisdo zigdtica pode levar até 4
meses (FROST & SOOST, 1968), em outros, pode ser de apenas 2 a 4
semanas (OSAWA, 1912). BACCHI (1943) se refere a este periodo como
sendo 50 dias. As subsequentes divis®es originam um embrido
completo, consistindo do hipocdétilo, radicula, cotilédones e
plimula (FROST & SOOST, 1968).

Simultaneamente 3 formacdo do embrido zigdtico, outros embrides
sdo formados a partir de células do nucelo, originando-se as
chamadas sementes poliembridnicas. A poliembrionia & de ocorréncia
generalizada entre os citros. Algumas formas sao, no entanto,
tipicamente monoembridnicas como algumas tangerinas e tangores.
Enquanto que nesses, o Unico embrido formado tem sua origem a
partir do zigoto, nas formas poliembridnicas existem nenhum, um ou
raramente mais que um embrido sexual maduro, sendo os demais
assexuais oriundos do desenvolvimento de células do nucelo

(STRASSBURGER, 1878; SOOST & CAMERON, 1975). Essas células
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nucelares localizadas prdximas & micropila ddo origem, por uma
série de divisdes mitb6ticas aos embrides adventicios das sementes
poliembridnicas. Da germinacdo e desenvolvimento desses embrides,
resultam as plantas nucelares, geneticamente idénticas a planta

genitora.

Em casos menos frequentes, a poliembrionia pode ter uma origem
ndo nucelar. FROST (1938) e BACCHI (1943) sugeriram a ocorréncia de

poliembrionia do tipo monozigdbética pela fissdo do embrido sexual.

Um terceiro tipo de poliembrionia foi sugerido por BACCHI
(1943) e BANERJI (1954) respectivamente em C. paradisi e C.
grandis, apds observarem citologicamente 2 gametdfitos em um UGnico
évulo, os quails, teoricamente, levariam a formagdo de gémeos
dizigdéticos ou ndo idénticos. De fato, os trés tipos de
poliembrionia ocorrem em Citrus (nucelar, mono e dizigdtica) 1isso
realmente ocorre, tendo sido geneticamente demonstradas em MEDINA

FILHO et al (1993).

2.2. Melhoramento genético

Devido & poliembrionia e a consequente reprodugdo fiel de
gendtipos através dos clones nucelares, o melhoramento genético de
porta enxertos de Citrus tem se baseado principalmente na

hibridacdo de clones com caracteristicas distintas, identificagao
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dos hibridos obtidos e avaliacdo do seu potencial agrondmico.
Portanto, um aspecto de suma importéncia para um programa de
melhoramento de porta-enxerto de citros sdo o0s cruzamentos

controlados e a identificacdo dos hibridos obtidos.

Os relatos de WEBBER, (1900, 1906), WEBBER & SWINGLE (1905) e
SWINGLE (1910) indicam que o trabalho de melhoramento de porta-
enxertos foi iniciado antes de 1990 pelo USDA no estudo da Flérida,
visando o desenvolvimento de hibridos de Poncirus trifoliata e C.
sinensis (laranja doce) com resisténcia ao frio. Denominados

citranges, varios desses hibridos sdo utilizados comercialmente.

Diversos cruzamentos foram realizados entre 1920 e 1940 no
USDA criando novas combinacgdes de citranges e retrocruzamentos
desses para a laranja doce. Hibridos foram também obtidos entre
Kumquat (Fortunella) e trifoliatas (citruquats): entre citranges e
Kumguat (citrangequat); C. aurantifolia (limas) e Kunquat

(limequat); (TRAUB e ROBINSON, 1937; SWINGLE e ROBINSON, 1927).

Durante esse mesmo periodo desenvolveu-se também um extenso
programa de cruzamentos na Universidade da Califdérnia, no Centro de
Pesquisas de Citros em Riverside, USA. Tais pesquisas, iniciadas
por FROST (1926, 1935, 1940) deram maior énfase ao desenvolvimento
de novas copas. CAMERON et al (1965) com muitas informa¢des acerca
de genética contribuiram em muito para o programa de melhoramento

iniciado por FROST.



13

Durante esse periodo, em ambas as localidades dos USA, Lake
Alfred na Flérida e Riverside na Califérnia, estabeleceram-se
extensos Bancos de Germoplasma, que forma base para esses e para 0S
posteriores trabalhos de genética e melhoramento que se sucederam
(SOOST e CAMERON, 1961). De tais coleg¢des derivaram as principais
introducdes de Citrus e géneros afins introduzidos no Instituto

Agrondmico de Campinas pelo Dr. Sylvio Moreira.

Programas de hibridagdes e estudos relacionados a porta-
enxerto foram também conduzidos em Java por TOXOPEUS (1933, 1936)
e no Japdo por NISHIURA & IWASAKI (1963). Esses estudos no Japao
visavam principalmente o desenvolvimento de hibridos de trifoliata

com resisténcia a baixas temperaturas.

Os trabalhos de hibrida¢dao continuaram, nas décadas
subsequentes, a serem realizados principalmente na Fldérida e na
Califérnia (KUPPER & ROOSE, 1990). O interesse pelas hibridagdes
entre diversas espécies de Citrus e ampliagdo dos bancos de
germoplasma com outros géneros afins foi constantemente renovado
durante a evolugdo do parque citricola. Isto se deve ao constante
aparecimento de pragas e moléstias, cujo controle veio a ser feito
pela substituig¢do dos porta-enxertos em uso ndo s6 nos Estados

Unidos como também no Brasil (MOREIRA & SALIBE, 1969).

Desde o inicio dos trabalhos de hibridacdo, verificou-se que

em Citrus existe normalmente uma grande compatibilidade entre
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espécies desse género, produzindo-se hibridos férteis e progénies
vigorosas. Comparado & maioria das espécies de importdncia
econdmica, os limites de compatibilidade entre espécies e mesmo
entre os géneros afins de Citrus sdo muito mais amplos, ndo sendo
dificil a hibridacdo entre eles. Esse fato tem sido bastante
explorado pelos melhoristas e geneticistas dessa cultura conforme
relatado por CAMERON e FROST, (1968).

E consenso entretanto, que os limites bioldgicos para as
hibridacdes intergenéricas em Citrus estdo confinados aos géneros
pertencentes ao grupo dos "Verdadeiros" ndo tendo sido obtidos
hibridos de Citrus com qualquer outro género fora do grupo dos
"Verdadeiros" (Figura 1) (SWINGLE & REECE, 1967; GROSSER et al.,
1988; IWAMASA et al., 1988; GROSSER & GMITTER JR., 1990). Por essa
razdo, grande é&nfase no melhoramento de citros tem sido dada as
pesquisas de fusdo de protoplastos (GROSSER et al., 1989; OHGAWARA
et al., 1985; TUSA et al., 1992; OHGAWARA et al., 1989; VARDI,
1981; KOBAYASHI et al., 1991; GROSSER et al., 1992; LOUSADA et al.,

1992) .

2.3. Identificagdo de hibridos apdés cruzamentos controlados

Poliembrionia e apomixia sdo comuns nos citros. Como

mencionado anteriormente, nas sementes poliembridnicas os embrides

nucelares de reprodugdo vegetativa, se desenvolvem juntamente com
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o) embrido zigbtico. Consequentemente, apbs polinizagdes
controladas, as progénies se constituem em uma mistura de hibridos
e clones nucelares em proporgdes que variam principalmente com a
direcdo do cruzamento. A ndc ser nos casos de cruzamentos entre
certos taxa distantes ou, quando se usa Poncirus trifoliata como
marcador, é grande a dificuldade de distingdo entre esses dois
tipos de plantas, a menos que sejam cultivadas por varios anos no

campo e se avaliem seus frutos e caracteristicas vegetativas.

E pois de grande conveniéncia que a identificag¢do das plantas
hibridas oriundas de embrides zigdticos, apds os cruzamentos
controlados, seja feita no estddio de "seedings", antes do plantio
definitivo. A partir dessa identificag¢do precoce em viveiro em
casas-de-vegetagdo, os campos de observagdo para avaliacgdes
agrondmicas podem entdo serem constituidos somente de plantas

hibridas.

Para que isto seja possivel, sdo necessarios marcadores
morfoldgicos dominantes ou codominantes reconheciveis na fase de
muda. Infelizmente, somente o caracter trifoliata, presente em
Poncirus trifoliata satisfaz essa exigéncia ainda que parcialmente.
Esse marcador é de valia apenas nos cruzamentos envolvendo essa
espécie e limita também seu emprego somente como genitor masculino.
Além desses problemas & necessario, também que os individuos de

Poncirus sejam homozigotos para o alelo trifoliata ou. Caso sejam

heterozigotos seus hibridos trifoliatas ocorrerdo na proporg¢dao de
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1:1 devido a segregacdo dos alelos na meiose.

Atualmente o método mais promissor e pratico de identificagao
precoce de hibridos é a andlise de padrdes isocenzimicos obtidos
através de eletroforese (WARNER et al, 1970; PIERCE & BREWBAKER,

1973; IGLESIAS et al, 1974; TORRES et al, 1978).

As proteinas sdo substdncias que tem carga elétrica e quando
essas sdo submetidas a uma corrente elétrica num determinado meio
de migracgdo (gel de amido), elas se deslocam diferencialmente,
principalmente de acordo com sua carga. Depois de terminada a
eletroforese adiciona-se ao gel um substrato e um sal, ambos
especificos para a isoenzima que se deseja visualizar. Dessa forma,
observam-se no gel, bandas coloridas em diferentes posig¢des e que
se constituem nos marcadores bioquimicos. As bandas nos géis sdo

portanto, fendtipos.

Como as enzimas sdo produto quase diretos dos genes, a
ocorréncia de formas multimoleculares ou isoenzimas se constituem
em excelentes marcadores genéticos. Sdo pouco influenciadas pelo
ambiente, segregam, no geral, como fatores mendelianos simples e
tem uma acdo genética codominante. As aplicagdes dessa técnica no

melhoramento de plantas sdo descritas por MEDINA FILHO (1983).

Trabalhando com citros, BALLVE et al (1991) relatam a

caracterizacgdo de 31 clones de citros empregando-se seils sistemas
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enzimicos. Em condi¢des laboratoriais semelhantes, esses seis
sistemas revelam, nos 31 clones estudados, a expressdo de 7 locus
e 25 alelos. Permite com isso, j& a partir do primeiro par de
folhas dos "seedlings", a disting¢do de hibridos e clones nucelares.
A eficiéncia da técnica depende no entanto do cruzamento especifico
realizado e dos locus avaliados. Essa eficiéncia varia de 0 a 100%
quando apenas um locus é considerado. A andlise de mais de um locus
aumenta a eficiéncia de identificagdo dos hibridos nos casos em que

os locus dos parentais sdo heterozigotos para os mesmos alelos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

A maioria das plantas utilizadas no presente trabalho
encontram-se em colec¢do viva no Centro de Citricultura Sylvio
Moreira do Instituto Agrondmico localizado em Cordeirdpolis, SP.
Essa colecdo, composta de cerca de 1300 introdu¢des, se encontra
disposta em diferentes lotes que, coletivamente, compdem O Banco

Ativo de Germoplasma (BAG) de citros.

Na Tabela 3 sd8o indicados os clones utilizados e seus
respectivos nimeros de identificagdo no BAG. Tais plantas, adultas,
sdo vegetativamente propagadas por borbulha em porta-enxertos de
tangerina Cledpatra ou limdo Cravo. Alguns representantes de

géneros distantes de citros sdo, por motivos de incompatibilidade,
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mantidos como pés-francos. Alguns poucos individuos dos géneros
Pilocarpus, Clausena, Triphasia e Metrodorea sdo externos ao BAG,
pertencendo entretanto, ao Complexo Botdnico Monjolinho do IAC em

Campinas.

3.2. Poliniza¢des controladas e obtengdo de plantas hibridas e

nucelares

Em Cordeirdépolis e, no geral no Estado de Sao Paulo o
florescimento dos citros cultivados se da em Agosto-Setembro.
Algumas introdugdes do BAG tem entretanto, uma época de
florescimento um pouco diferente, antecipada ou atrasada em relagdo
aos clones cultivados, podendo ocorrer, em alguns casos, varias

vezes ao ano.

Durante o florescimento realizam-se as polinizagdes. Feita uma
selecdo dos clones a serem utilizados é entdo avaliada a
disponibilidade de botdes florais dos dols parentais a serem
envolvidos nos cruzamentos. Apenas parte do plano de cruzamentos
idealizado a priori é realizado. Pequenas mas significantes
diferencas no florescimento ou deficiente produgdo de polem dos
genitores sdo suficientes para, na pratica, impedir a realizagdo de

muitos cruzamentos.

Algumas das principais operac¢des na realizag¢do de cruzamentos



20
sdo ilustradas nas Figuras 2 e 3. Os cruzamentos realizados sédo

mostrados nas Tabelas 4 & 15.

Dois a quatro dias antes da antese, os botdes florais do clone
a ser utilizado como genitor feminino sdo emasculados. Nessa fase
os estigmas ainda ndo estdo receptivos e as anteras estdo imaturas,
indeiscentes. Os ramos apds emasculac¢do das flores sdo protegidos
com saco de papel especial. Os botdes florais fornecedores de grdos
de polem sdo colhidos de preferéncia na véspera da antese e
mantidos em placas de Petri até a abertura da flor e liberac¢do dos

grdos de polem.

Dois a cinco dias apds a emasculagdo, OS sacos sdo abertos e
0s estigmas, entao receptivos, polinizados esfregando-se
diretamente as anteras sobre eles. Em seguida, o0S sacos sdo
novamente fechados e os ramos identificados. Procede-se desta
maneira para evitar a autopolinizagdo das flores ou contaminagdes

por polem estranho.

Apds uma a duas semanas de polinizagdo, os sacos de papel sao
removidos, os ramos e identificados com etiquetas metdlicas,
permanentes, marcados com fita para serem visualizados a disténcia.
Periodicamente cada ramo é& inspecionado, eliminando-se 0SS novos
botdes florais gque normalmente surgem em floradas subsequentes e

contaminam os ramos de cruzamento.
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Apds a completa maturacdo dos frutos, procede-se a colheita e

a remocdo de suas sementes. Essas sdo lavadas, e, com pingas
especiais, sdo removidas a testa e o0 tegumento que envolvem as
sementes. S3o colocadas em seguida para germinar em placas de Petri
com papel de filtro umedecido e mantidas em laboratdério, sob

temperatura ambiente.

A germinagdo é rapida, porém variadvel, de acordo com O
material. Assim que se inicia, os embrides da semente, quando
poliembridnica (Figura 4), sdo individualizados com uma pinga e
cuidadosamente transplantados para bandejas tipo "speedling". Em
seguida sdo cobertos com fina camada de areia lavada, molhados
regularmente e mantidos em condig¢des de laboratdério até o
aparecimento da parte aérea. Nesse estddio, sdo entdo levados para

casa de vegetag¢do para promover um rapido desenvolvimento.

Aos sessenta dias aproximadamente, as plantulas ja possuem um
a dois pares de folhas e se encontram numa fase em que & possivel
realizarem-se as anadlises de isocenzimas ©pela técnica de
eletroforese para distinguir os hibridos dos clones nucelares. Para
essas andlises, é suficiente apenas parte de uma folha mesmo que
pequena ja é suficiente. Das folhas desenvolvidas retiram-se discos
de 0,5cm de didmetro com auxilio de um furador de rolhas. Uma vez
analisadas, as plantas hibridas identificadas sdo transplantadas
para o campo. De cada individuo sdo retirados borbulhas para a

preservacdo e estudos posteriores com os hibridos. Apds a retirada
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de Dborbulhas, os hibridos sdo enxertados com copa de laranja

Valéncia para avaliac¢des diversas (Figura 4).

3.3. Identificagdo por eletroforese de iscenzimas das plantas

hibridas obtidas nas polinizag¢des controladas

As analises de 1isoenzimas foram realizadas na Seg¢do de
Genética do Instituto Agrondmico em um equipamento desenvolvido
segundo o modelo idealizado por TANKSLEY (1979). Esse equipamento
¢ mantido a 3+2 C° em cédmara frigorifica com ventilagdo interna
forcada. Em cada um dos quatro géis inserem-se até 40 amostras.
Externamente & cdmara frigorifica, se 1localizam as fontes de

voltagem (Heathkit) com controle de voltagem e amperagem.

Apbds a corrida, cada gel é seccionado horizontalmente em até
5 camadas podendo, cada uma ser revelada para diferentes sistemas

isoenzimicos.

Os procedimentos (BALLVE et al., 1995) para a andlise de
isoenzimas realizados através da eletroforese, podem ser resumidos

nas seguintes etapas:

I. Na véspera da corrida preparam-se os géis de amido
hidrolizado de Dbatata (Sigma) a 12% em solugdo tampdo TRIS

0,018M - A&acido citrico 0,036M, pH entre 7,9 - 8,3, ajustado com
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TRIS 0, 73M.

Para a preparacdo do gel, o amido é dissolvido em 1/4 da
solugdo tampdo resfriada, sendo os 3/4 restantes fervidos e
adicionados 3 essa suspensdo agitando-se vigorosamente. Em seguida
o gel ainda liquefeito é degaseificado pela aplicagdo de vacuo,

colocado em moldes de acrilico os quais sdo mantidos a temperatura

ambiente até o dia seguinte.

II. As folhas das plantas a serem analisadas sdo coletadas,
lavadas e colocadas em saco plastico umedecido e mantidas em
geladeira por até duas semanas. Durante esse periodo realizam-se as

andlises.

Para tanto, & retirado um disco de 1lcm de didmetro da folha do
clone a ser avaliado o qual é macerado em placa acrilica,
utilizando-se &agua como solug¢do extratora e, para facilitar a

maceracdo, adiciona-se um pouco de silica lavada.

ITI. O macerado é absorvido em papel de filtro para
eletroforese e este é inserido no gel de amido, previamente

resfriado a 4°C por meia hora.

IV. Os géis sdo colocados nas cdmaras frigorificas e faz-se o
contato com os eletrodos cujas cubas sdo previamente preenchidas

com tampdo de acido bdérico 0,3M pH 8,3 ajustado com NaOH 4N.
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V. Inicia-se a eletroforese aplicando-se 25mA por gel sem
ultrapassar 150V por 25 minutos para a insergdo do extrato contido
no papel de filtro no gel de amido. Apds esse tempo as amostras sdo
removidas e entdo aplica-se, durante uma hora, um maximo de 25mA e
150V. Posteriormente ajusta-se a amperagem para 30mA e apds 40
minutos, ajusta-se a voltagem para 300V, cuidando-se para ndo
ultrapassar 30mA. Tais condigdes promovem a migrag¢do do fronte para
o anodo em cerca de 8,0 cm da origem. O processo completo leva um

total de aproximadamente 4 horas.

VI. Terminada a eletroforese, os géis sdo seccionados em
camadas horizontais utilizando um fio de ago tensionado que desliza

sobre guias laterais de bast®es de vidro de diferentes didmetros.

VII. As camadas sdo entdo reveladas para os sistemas
isoenzimicos a temperatura ambiente, lavadas e fixadas com glicerol

50% em agua.

Na presente investigagdo, foram revelados seis sistemas
iscenzimicos: APS (fosfatase acida), GOT (glutamato oxeloacetato
transaminase), ME (enzima malica), PGI (fosfoglucoisomerase), PGM
(fosfoglucomutase) e PRX (peroxidase catddica e anddica), com as
especificag¢les abaixo, para a revelagdo, utilizando-se reagentes

Sigma a seguir indicados:



APS (E.C.3.1.3.2. - Fosfatase acida)

(Vallejosg, 1983)

Fast Black K salt 50 mg
Na Acetato 50 mM 50 ml
MgCl,.6H,0 1 M 1 ml
B - Naphthyl acid phosphate 1% em 50% acetona 1,5 ml

- Incubar no escuro

GOT (E.C.2.6.1.1. - Glutamato oxalocacetato transminase)

(Vallejos, 1983)

A. Tris (0,1M)-MgCl, (0,04 M) pH 8,5 com HCl 3N 100 ml

o - Ketoglurate 100 mg
Aspartic Acid 200 mg
B. Pyridoxal-5-P 10 mg
Fast Blue BB salt 150 mg

- colocar sol. A em B momentos antes de incubar no escuro



ME (E.C.1.1.1.40 - Enzima malica)

(Tanksley, com pessoal a H.P.Medina Filho)

Malic Acid
NADP+

MTT

PMS

TRIS (0,1 M)-MgCl, (0,04 M) pH 7,5 com HCl 3N

- ajustar pH 7,5 com 1N NaOH

- incubar no escuro

PGI (E.C.5.1.3.9. - Fosfoglucoisomerase)

(Vallejos, 1983)

Fructose-6-P

NADP+

MTT

PMS

TRIS (0,1 M)-MgCl, (0,04 M) pH 7,5 com HCl 3N

Glucose-6-PDH-momentos antes de incubar

- incubar no escuro

500 mg

10 mg

50 ml

40 mg
7 mg
10 mg
2 mg
50 ml

15 unidades
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PGM (E.C.2.7.5.1. - Fosfoglucomutase)

(Tanksley, com pessoal a H.P. Medina Filho)

Glucose-1-P

NADP+

MTT

PMS

TRIS (0,1 M)-MgCl, (0,04 M) pH 7,5 com HCl 3N

Glucose-6-PDH-momentos antes de incubar

- incubar no escuro

PRX (E.C.1.11.1.7. - Peroxidase)

(Vallejos, 1983 - Receita B)

A.3-Amino-9-ethylcarbazole
N.N. Dimethyl formamide
B. Na Acetate 50 mM pH 4,5

C. H,0, 3%

150 mg

10 mg

50 ml

50 mg

100 ml

0,75 ml

Colocar sol. B em A e adicionar C momentos antes de incubar.
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A revelacdo das bandas de isoenzimas dos sistemas acima,
demora de alguns minutos até, no maximo, 3 horas a temperatura
ambiente. Apds a fixacdo, os géis sdo avaliados visualmente quanto

a presenca e posicgdo relativa das bandas.

O processo de identificacdo dos hibridos através de seus
gendétipos de eletroforese se baseia na presenga e segregagdo de
alelos especificos encontrados nos genitores. Quando ambos o0s
genitores sdo heterozigotos para os mesmos alelos, 50% dos hibridos
sdo identificados por seus gendtipos homozigotos resultantes da
segregacdo meidtica e recombinac¢do desses alelos. Os outros 50% dos
hibridos, heterozigotos, ou sdo identificados por outros locus, ou
confundidos com os nucelares. Esse processo €& detalhadamente
discutido em BALLVE et al 1991. Uma vez identificados como
hibridos, as plantas ainda em casa de vegetagdo em Campinas, sdao

separadas e depois transplantadas para o campo em Cordeirdpolis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Metodologia de cruzamentos

No decorrer do presente estudo, as milhares de polinizagdes
realizadas, o grande naimero de frutos colhidos e os hibridos deles
obtidos vem indicar, sem ddvida, a eficacia dos procedimentos para
polinizacdo controlada descritos por CAMERON E FROST (1968),
mostrando que essa metodologia se aplicou muito bem aos objetivos
do presente trabalho e as condigdes em que aqui foi realizado

(Tabelas 5, 7, 9, 11, 13 e 15).

Conforme discutido por esses autores, os cruzamentos dos
citros podem ser realizados também sem a prote¢do dos ramos antes
e apbs as polinizagdes. Nesse caso, o0s estigmas sdo polinizados

imediatamente apds a emasculagdo. CAMERON E FROST (1968) fazem essa
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afirmacdo baseados na informagcdo de FURR et al (1963) que as
abelhas raramente visitam as flores de citros se as pétalas forem

removidas durante a emasculacdo.

No presente trabalho, a primeira série de polinizag¢des foram
realizadas fazendo-se a protecdo dos ramos. No Gltimo ano, esse
procedimento ndo foi adotado. Verificou-se que casos de
contaminag¢do por polem estranho foram raros para os dois
procedimentos, indicando, que realmente, a protegdo com sacos de
papel ndo é essencial. Isso simplifica bastante e aumenta muito a
rapidez na execugdo das polinizagbes controladas. Algumas
contaminacdes foram verificadas, tendo se originado  por
autofecundacdo devido a ocasionais manipulag¢des desenvolvidas no

processo de castragdo e ou polinizagdo.

Cabe salientar que, com poucos recursos investidos na execugao
dos cruzamentos um expressivo nimero de hibridos obtidos, foi feito

o que corrobora a eficiéncia dos procedimentos empregados.

Um outro fato que vem consolidar a eficiéncia da metodologia
empregada, foi a obtencdo inédita dos hibridos reciprocos entre C.
sunki e S. buxifolia denominados Sunkifolias e Buxisunkis, os guais

serdo discutidos no item 4.3.3.2.

Sabe-se que o reconhecimento do polem compativel ocorre na

superficie do estigma das plantas. Por essa razdo, YAMASHITA,
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(1981) ; PANDEY, (1963); SHIVANNA E RANGAWAMY, (1965) E VAN TUYL et
al., (1982) experimentaram a aplicagdo do fluido estigmdtico de
genitores masculinos na superficie do estigma de genitores
incompativeis, com © objetivo de evitar as reacdes de
incompatibilidade, promovendo com isso, a hibridacdo de espécies
que normalmente ndo se cruzam ou autofecundagdes de clones
autoincompativeis. Baseando-se nessas informag¢des, tentou-se a
hibridacdo distante de C. sunki com Severinia buxifolia (Tabela 2),
apesar da literatura indicar que os cruzamentos de citros somente
seriam compativeis quando realizados entre espécies ou entre
géneros pertencentes ao mesmo grupo taxonémico. Aplicou-se, nessa
primeira tentativa, o fluido estigmdtico de Severinia sobre o

estigma de Sunki antes de sua polinizacdo por Severinia.

Como foram obtidos hibridos desse cruzamento, tido como
impossivel, pensou-se inicialmente que a razdo desse sucesso foi
devida ao fluido estigmatico aplicado. Entretanto, em ocasido
subsequente, realizaram-se cruzamentos sem a aplicag¢do de fluido
estigmatico, obtendo-se outro hibrido Sunkifolia e dois Buxisunkis
(reciprocos). Esses resultados indicaram que, pelo menos no
presente caso, o sucesso da obtencdo de hibridos tdo distantes ndo
foi devido a aplicacdo de fluido estigmdtico, e sim a outras razdes

como serdo discutidas no item 4.3.3.2..

Especial atenc¢do é necessaria para a fonte de polem a ser

utilizada nos cruzamentos. O procedimento aqui empregado a esse



32
respeito é proveniente da metodologia normalmente empregada nas
polinizagdes com o cafeeiro (KRUG, 1935) conforme explicado a

seguir.

Na véspera dos cruzamentos, pela manhd, sdo coletados botodes
ainda n3o abertos ou iniciando a antese, antes das 9:00hs, pois é
rara a ocorréncia das abelhas nesse periodo. Esses botdes sao entdo
colocados em placas de Petri fechadas e sem umidade como é feito
com cafeeiro. Os botdes florais de citros ndo necessitam de umidade
nas placas para promover a abertura da flor e liberag¢do do polem.
Na verdade, qualquer adig¢do de umidade as placas prejudica a antese
das flores. Para apressar a antese, é conveniente colocar as placas
de Petri com os botdes recem colhidos por cerca de uma hora ao sol
da manhd. Esse procedimento promove no geral uma rapida e abundante
liberagdo de polem, permitindo que as polinizagbes sejam feitas na
mesma manhd da coleta dos botdes. Apds abertura das fores, as

placas sdo mantidas & sombra e se prestam para a polinizac¢do por

mais um dia.

Uma situag¢do diferente ocorre porém, com as flores de
Feroniella oblata. Interessantemente, observou-se que a deiscéncia
das anteras dessa espécie somente ocorreu apds quatro dias da
coleta, quando as flores foram deixadas em ambiente seco e fresco
sob ar condicionado do laboratdério. Nesta ocasido, as anteras se
encontravam bastante desidratadas e ja com colorag¢do marrom. Os

grdos de polem, de coloracdo amarelo palido, eram abundantes na
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superficie das anteras podendo entdo, serem utilizados nas
polinizagdes. Como nenhum hibrido foi obtido com o polem de
Feroniella assim produzido, investigou-se a viabilidade desse polem
através de testes de germinacdo em laminas de vidro com solugao de
sacarose apropriada (LINSKENS, 1964) . Verificou-se que a
viabilidade do polem de Feroniella €& normal. Cabe salientar que, em
condigdes de campo em Cordeirdpolis, raramente foram observadas
flores de Feroniella com anteras deiscentes. A produgdo de frutos
também foi pequena, durante esses anos. Trata-se de material

botdnico exdético pouco adaptado as nossas condigdes.

Concluindo, a metodologia de cruzamento e os procedimentos
empregados se mostraram bastante adequados e eficientes para a
producdo de hibridos de porta-enxertos de citros em nossas

condicdes.

4.2. Identificagdo de hibridos através de eletroforese de

isoenzimas e do cardter trifoliata

A ocorréncia de poliembrionia nos citros traz consigo a
consequente dificuldade para distinguirem-se, apds cruzamentos
controlados, os hibridos dos clones nucelares. Esses Gltimos, nao
tem valor para o melhoramento genético. Por essa razdo e devido a
insuficiéncia de marcadores morfoldgicos, €& que utiliza-se a

eletroforese de isoenzimas na identificac¢do de hibridos.
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Uma excecdo a essa afirmacgdo se refere ao fator morfoldgico
folha trifoliata. A maioria dos géneros da subfamilia Aurantioideae
possui folhas unifoliadas. Folhas trifolioladas ocorrem entretanto
em Poncirus trifoliata, Swinglea glutinosa, Triphasia trifolia e
Luvunga. A caracteristica "folha trifoliolada", & condicionada em
Poncirus por um ou dois pares de genes dominantes em relagdo ao
carater folha unifoliada de Citrus (TOXOPEUS, 1962) .
Invariavelmente, os hibridos F, entre Citrus e Poncirus sao
trifoliolados. Ndo se tem informagdo sobre o numero de locus e agdo
génica envolvida na expressdo desse cardter nas outras espécies

trifolioladas.

Embora seja um bom marcador morfoldgico, sua utilizagdo
pratica no melhoramento restringe-se somente a identificagdo de
hibridos entre P. trifoliata e Citrus, com a restrig¢do adicional de
ser o processo valido apenas quando P. trifoliata & o genitor
masculino. No cruzamento reciproco, isto &, quando P. trifoliata é
o genitor feminino, ndo & possivel distinguir os hibridos pelo
cardter folhas trifolioladas, pois as plantas nucelares também

possuem essa caracteristica.

Os hibridos C. sunki x P. trifoliata (Tabela 7) foram
identificados através desse marcador morfoldgico. Entretanto, ele
ndo pdde ser utilizado nos cruzamentos reciprocos dessa combinagdo
e também em Trifoliata x Azeda (Tabela 7), os hibridos foram

identificados através de eletroforese.
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O cruzamento Trifoliata (?) x Azeda (J) representa um bom
exemplo do valor da andlise de isoenzimas na identificagdo de
hibridos de citros. Sem essa técnica, ndo poderiam ter sido
reconhecidos os hibridos entre essas espécies, visto terem falhado
completamente as tentativas de hibridag¢bes reciprocas. Os
cruzamentos Azeda x Trifoliata, 152 flores de Azeda foram
polinizadas ndo se obtendo, entretanto, nenhuma descendéncia. As
flores de Azeda, apesar de grandes e de facil emasculagao, sdao
extremamente sensiveis & manipulagdo, ocorrendo sua abcisdo a menor
injaria. Hibridos de Azeda (utilizada como genitor feminino) foram
somente obtidos, quando se efetuaram castrag¢des especialmente

cuidadosas.

O carater trifoliata fol também utilizado na identificacdo de
hibridos de Sunki com Citremon S&do Jacinto, Citremon 46216,
Citrumelo Sacaton e introdugdes, 1693, 1707, 1708, 1709 e 1697.
Como pode ser verificado na Tabela 4 esses materiais s&o hibridos
ou derivados de hibridos de Poncirus, sendo, portanto,
heterozigotos para o cardter trifoliata. Dessa forma, seus hibridos
com Sunki ocorreriam teoricamente na proporgdo de 1 trifoliata: 1
unifoliata. Devido a praticidade da avaliagdo visual, selecionaram-
se apenas os hibridos com folhas trifolioladas ficando os hibridos
unifoliados, que s6 poderiam ser identificados por eletroforese,

confundidos com as plantas nucelares e foram entdao descartados.

Entre os diversos tipos de cruzamentos realizados, atengdo
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especial foi dada a hibridac¢des interespecificas entre clones elite
de porta-enxertos visando produzir hibridos associando qualidades

de interesse presentes em ambos genitores.

Tais hibridac¢des se referem principalmente aos cruzamentos de
limdo Cravo Limeira, tangerina Sunki, laranja Azeda Sdo Paulo e

Trifoliata Davis A, por razdes que serdo discutidas no item 4.3.1.

Na Figura 5 sdo mostrados alguns géis de isoenzimas de plantas
obtidas desses cruzamentos. Na Tabela 16 sdo indicados em detalhes
esses cruzamentos, seus gendtipos para sete locus isoenzimicos e os
gendtipos dos hibridos resultantes desses cruzamentos. Nota-se que
nesses cruzamentos, os gendtipos que identificam os hibridos variam

conforme o cruzamento especifico considerado.

Por exemplo, no cruzamento Sunki x Azeda, os locus Aps-1,
Got-1 e Me-1 ndo contribuem para identificar os hibridos. Ambos
genitores sdo homozigotos para os mesmos alelos em cada um desses
trés locus. Entretanto, Got-2 e Pgm-1, isoladamente identificam 50%
dos hibridos, visto terem os demais o mesmo gendtipo das plantas
nucelares, idéntico ao genitor feminino Sunki. J& através do locus

Prxa-1 sdo identificados 75% dos hibridos, pois é esperado que

apenas um em cada quatro hibridos tenham o mesmo gendtipo (FM) da

tangerina Sunki.

Para esse mesmo cruzamento, com o locus Pgi-1 discrimina-se
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100% das plantas hibridas obtidas. Na progénie desse cruzamento
todas as plantas que ocorrerem com gendtipo FF sdo consideradas

nucelares e as plantas com genbétipo WF e FS, sem divida, hibridas.

Nesse caso do cruzamento de Sunki x Azeda apenas com a
utilizagdo de 1 loco isoenzimico (Pgi-1) & possivel a identificacgdo
de 100% dos hibridos. Entretanto, em outros cruzamentos, COmO pPor
exemplo Sunki x Cravo, & necessaria a andlise simulténea de varios
locos para a identificacdo de cerca de 100% dos hibridos obtidos.
Neste caso (cruzamento 2 da Tabela 16), através de Got-1 sdo
identificados 50% dos hibridos e da mesma forma, através dos locos
Got-2, Pgi-1 e Prxa-1 metade dos hibridos sdo identificados.
Considerando a andlise simultdnea dos 4 locos, a possibilidade de
uma planta hibrida ter o mesmo gendtipo de uma nucelar para os 4
locos, seria 1/2 x 1/2 x 1/2 x 1/2 = 6,25%. Isto significa que
93,75% dos hibridos podem ser inequivocamente identificados. Isto
& possivel porgue uma mesma amostra de uma planta pode ser
analisada para cinco sistemas isoenzimicos diferentes. Portanto os
hibridos sdo identificados e confirmados através de varios locos

distintos.

Utilizando-se esse mesmo raciocinio foram identificados os
hibridos dos demails cruzamentos indicados na Tabela 16, e nos
outros cruzamentos realizados ressalta feita a consideragdo que se

segue.
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Para alguns cruzamentos, os genitores envolvidos haviam sido
pouco investigados, ndo tendo sido submetidos & uma analise
genética minuciosa como a que se havia procedido com os clones
elite de porta-enxertos acima discutidos. Mesmo nesses casos, a
eletroforese também permite uma identificagdo dos hibridos através
de uma andlise mais simplificada. Nos hibridos observa-se um padrao
de bandas de isoenzimas composto pela associa¢do dos padrdes de
seus genitores, independente de uma interpretagdo genética

detalhada dessas bandas.

Dos cruzamentos Severinia buxifolia x (Citrus sunki e seus
reciprocos, resultaram os hibridos Sunkifolias e Buxisunkis (Figura
6). Tais hibridos, oriundos de taxa tdo distantes (Figura 7)
apresentavam, ja aos 6 meses da germinagdo, folhas e espinhos bem
distintos dos clones nucelares de Sunki e Severinia ndo existindo
maiores dificuldades na sua identificacdo visual. A morfologia das
folhas e a asa do peciolo sdo intermediarias aquelas dos genitores
(Figura 6) . As andlises isoenzimicas de Pgi-1, Pgm-1, Got-1, Got-2
e Prxa-1 confirmaram inequivocamente a natureza hibrida dessas

plantas.

C. sunki & homozigota FF para Pgi-1. Em S. buxifolia
verificou-se a ocorréncia de um novo alelo para esse locus, aqui
denominado B. S. buxifolia é heterozigota BS, sendo o alelo S comum
a diversas outras espécies de Citrus. Para Prxa-1, Severinia a

semelhanca de C. sunki, & heterozigota FM. E interessante salientar
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que apesar da distédncia taxondmica entre Citrus e Severinia deve
existir uma homeologia razoavel entre esses dois géneros no que diz
respeito aos locus Prxa-1 e Pgi-1, visto que nos Sunkifolias e
Buxisunkis, o produto dos alelos de cada espécie em cada um desses

dois locus se combinam, formando heterodimeros.

O sistema isoenzimico GOT em Citrus apresenta 2 locus: Got-1
e Got-2, sendo este UGltimo, provavelmente um locus duplicado em
tandem no genoma (BALLVé et al, 1991) A interpretagdo genética
desse sistema em S. buxifolia e seus hibridos é complexa, ndo tendo
sido possivel estabelecer uma correspondéncia genética desses locus
entre as duas espécies. Sunkifolias e Buxisunkis, entretanto
apresentam um padrio composto da associagdo das bandas das espécies
genitoras. Essa situagdo, conforme discutido anteriormente, permite
da mesma forma identificar tais hibridos pela eletroforese de

isoenzimas.

Para o locus Pgm-1, Sunki & homozigota FF sendo Severinia
homozigota para o alelo P, que ocorre em Poncirus trifoliata.

Sunkifolias e Buxisunkis se mostram nos géis, heterozigotos FP.

Concluindo, as analises de isoenzimas mostraram-se
suficientemente eficientes para a identificacgdo precoce de hibridos
de citros. Na Tabela 17, encontram-se os gendtipos para sete locus
isoenzimicos de alguns genitores utilizados nas hibridag¢des. O

cardcter morfoldégico folha trifoliata mostrou-se igualmente
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eficiente. E porém, nos anos que pode ser utilizado, muito mais
priatico e rapido e deve ser preferido a eletroforese de isoenzimas
principalmente quando um grande nUGmero de plantas necessita ser
analisado. O emprego desse marcador fica entretanto, restrito a

hibridac¢des com Poncirus e seus derivados, quando participam nos

cruzamentos como genitores masculinos.

4.3. RESULTADO DAS HIBRIDACOES REALIZADAS

4.3.1. Hibridos interespecificos e retrocruzamentos de

Poncirus para Citrus

Ao contrario da maioria das espécies boténicas bem estudadas,
poucas sdo as barreiras biolbdgicas que evitam a hibridagédo
interespecifica entre os Citrus. Dessa forma, conhecem-se hibridos
como os tangelos (Citrus reticulata x Citrus paradisi), tangores

(Citrus reticulata x Citrus sinensis), etc (Figura 1).

Na Tabela 5 sdo mostrados os resultados das hibridagdes
interespecificas de Citrus, nelas incluidos retrocruzamentos de
primeira e segunda geracdo de Poncirus para Citrus. Esses
resultados confirmam as afirmagdes acima. O objetivo principal dos
cruzamentos das Tabelas 4 e 5 foi a obtengdo de hibridos entre
clones elite de porta-enxertos, hibridos de Poncirus e outros

materiais como tangelo Orlando, limd3o Volkameriano e Sheekawasha.
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Grande énfase fol dada nos cruzamentos de Citrus sunki, C.
aurantium e C. limonia. Hibridag¢les envolvendo a tangerina Sunki
foram priorizadas por ser ela o Unico porta-enxerto a mostrar
resisténcia ao declinio em testes de vAarios anos. Sunki ndo é
utilizada em larga escala devido a susceptibilidade a gomose
(FEICHTEMBERGER, 1990). O declinio, ou "blight" como & chamado nos
EUA (CASTLE, 1989), é& uma doenga responsavel pela morte de 10
milhdes de arvores por ano no Brasil (POMPEU Jr., 1994), causando
enormes prejuizos econdmicos. O limdo Cravo sobre o qual se assenta
90% do parque citricola nacional, & altamente susceptivel ao

declinio.

A laranja Azeda, outrora a base da citricultura paulista, ndo
mais foi utilizada apds a introducgdo do CTV (Citrus tristeza virus)
em 1937. O CTV causa a doenca denominada tristeza que, transmitido
pelo pulgdo preto, mata as copas de laranjas-doce enxertadas sobre
esse porta-enxerto. Ndo fosse esse problema que na década de 40
dizimou os pomares do Estado de Sdo Paulo, a laranja Azeda estaria
hoje sendo utilizada, como ainda o é na regido do Texas nos EUA,
devido ao vigor na sementeira e em campo, excelente qualidade que
confere as frutas das copas nela enxertada e a alta resisténcia a

gomose de Phytophthora (FEICHTEMBERGER, 1990).

A laranja Azeda foi substituida pelo limdoc Cravo, vigoroso,
ristico e resistente ao CTV na década de 40. Com a incidéncia do

declinio na década de 70, surgiu entdo, a necessidade de substituir
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o limdo Cravo por um porta-enxerto resistente a essa doencga, a
tristeza e também com bom nivel de toler@ncia a gomose de

Phytophthora.

Os hibridos obtidos entre Sunki e Azeda, Sunki e Cravo e seus
reciprocos estardo, no futuro, sendo testados para essas

caracteristicas.

Uma vez que os clones de citros sdo altamente heterozigotos,
tentou-se obter grande nimero de hibridos entre os clones elite
visando aumentar a chance de serem obtidas plantas que associem
diversas caracteristicas de interesse, presentes nos genitores
envolvidos nos cruzamentos. Espera-se, por exemplo, que entre os
hibridos Sunki x Azeda e reciprocos, exista pelo menos algum que
seja resistente ao declinio como a Sunki e a gomose como a Azeda,
e também com razodvel taxa de poliembrionia e induza boa qualidade

de frutos como ambos os pais.

E interessante notar nos cruzamentos de Sunki como genitor
feminino a alta taxa de hibridos em relagdo ao numero de plantas

obtidas (Tabela 5).

A tangerina Sunki produz em sua descendéncia de polinizagdo
aberta nf3o mais que 30% de plantas zigbticas, ou seja, produz
razoavel quantidade de plantas nucelares (MEDINA FILHO, dados ndo

publicados). Entretanto, a alta taxa de hibridos obtidos (plantas
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zigbticas) em cruzamentos com a Sunki contrasta com a taxa de

nucelares obtidas na descendéncia normal desse clone.

Isso talvez seja devido & uma propensdo natural da Sunki para
produzir plantas zigbéticas quando polinizadas com polem compativel,
e em caso inverso, produzir nucelares quando polinizadas com polem
incompativel. O fato da Sunki produzir plantas por autofencundacao
entre os "descartes" de sementeira comercial (MEDINA FILHO, dados
ndo publicados) indica entretanto que este clone tem, pelo menos,
certa autocompatibilidade. Esta porém ndo seria total, o que
levaria em condigdes de livre polinizag¢do normais a produc¢do de uma
taxa razodvel de clones nucelares. A biologia da reprodugdo da

tangerina Sunki necessita de maiores estudos.

As hibridag¢des entre Sunki e Cravo, sob o ponto de vista
prdtico da citricultura revestem-se de uma grande importéncia.
Procura-se associar nos hibridos entre esses clones (Tabela 5) a
produtividade e a resisténcia ao declinio da Sunki (TEOFILO
SOBRINHO et al., 1990) com a excepcional rusticidade em campo e

performance em viveiro do limdo Cravo (POMPEU JUNIOR, 1990).

Além disso, seria também necessdrio que esse hibrido
apresentasse em relagdo a gomose, pelo menos o mesmo nivel de
resisténecia do limd3o Cravo que é comercidvel toleravel. Existem
grandes esperancas que, entre os 468 diferentes hibridos dessa

combinac¢do, pelo menos um tenha essas caracteristicas desejadas.
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Nesses cruzamentos entre clones elite, procurou-se também
realizar, na medida do possivel, os cruzamentos em ambas as
dire¢des, utilizando-se o mesmo clone tanto como genitor masculino
quanto feminino. Duas foram as razdes principais para a realizagdo

dos cruzamentos reciprocos.

A primeira & que desconhecia-se a taxa de poliembrionia e o
grau de dificuldade na obtengdo de hibridos entre eles. Essas sdo
informagdes que somente foram adquiridas apds a realizagdo dos
cruzamentos. Na literatura ndo caso inexistem informagdes a

respeito.

A segunda razdo é& a producgdo de hibridos de constituigdo
nuclear semelhantes, em citoplasmas distintos. A literatura esta
repleta de exemplos de caracteristicas agrondmicas condicionadas
por interagdes nlcleo-citoplasmaticas (JONES & EMSWELER, 1936;

THOMPSON, 1961).

Analisando-se a Tabela 5, principalmente para os seis
primeiros cruzamentos, nos quais um grande numero de flores foram
polinizadas, verificam-se grandes diferencas entre o namero de
hibridos obtidos por flores polinizadas, entre o numero de plantas
por frutos colhidos e entre o nimero de hibridos identificados em

relacdo ao numero de plantas obtidas.

Isso se deve i diversos fatos. Sunki, Cravo e Azeda diferem



45

bastante quanto a:

a) Capacidade de suportar a manipulag¢do de suas flores, quando das

operagdes de emasculagdo e polinizagdo.

b) Capacidade de promover o pegamento dos frutos e manter um
desenvolvimento normal até a maturidade, mesmo quando pouca ou

nenhuma semente viavel encontra-se em seu interior.

c) Frequéncia de sementes poliembridnicas por fruto e taxa de

poliembrionia nessas sementes.

d) Compatibilidade especifica com o polem do genitor masculino.

e) Capacidade de produzir hibridos.

Um exemplo interessante que ilustra bem essa discussdo é o
caso do cruzamento Sun Chu Sha Kat x Sunki, no qual foram obtidas
417 plantas a partir de apenas 20 frutos (Tabela 5). Isso se deve
ao fato da Sun Chu Sha Kat possuir grande nimero de sementes por
fruto e essas terem normalmente dois ou mais embrides. A produgdo
de hibridos de Sunki em tais sementes poliembridnicas resultou
extremamente baixa. De 417 plantas obtidas, apenas seis eram
hibridas. Situacdes bastante semelhantes foram observadas com a
tangerina Sun Chu Sha Kat em hibrida¢des com Cravo e Azeda. Isto

contrasta bastante com o0s cruzamentos Sunki x Azeda e Sunki x
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Cravo, onde Sunki, como genitor feminino propiciou a obtencgdo de

grande numero de hibridos e poucos nucelares.

Em resumo, os novos hibridos interespecificos produzidos
correspondem a 32 combinacles diferentes das quais, 25 tem a

tangerina Sunki como um dos genitores.

Vadrios anos serdo necessarios para avaliar esses hibridos
interespecificos aqui produzidos. Representam uma grande
variabilidade genética disponivel para a sele¢do de porta-enxertos

para a citricultura.

4.3.2. Hibridos Intergenéricos

Nas hibridac&es intergenéricas, os esforgos foram concentrados
em cruzamentos com Poncirus trifoliata devido & caracteristica
enanicante e também & qualidade das frutas que confere as copas
sobre ele enxertadas. O clone Davis A foi empregado, porque, de
acordo com as informag¢des de POMPEU JR. (comunicagdo pessoal), ele
representa o melhor clone disponivel de Poncirus o qual, além das
caracteristicas acima, possui razoavel compatibilidade em enxertos

com a laranja Péra.

As caracteristicas da tangerina Sunki e da laranja Azeda,
mencionadas no item 4.3.1, estimularam a realizagdo de cruzamentos

entre Poncirus esses clones no intuito de se obterem hibridos de
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porta-enxertos tolerantes ao declinio, a gomose e enanicantes. A
atual citricultura tende, cada vez mais, a aumentar a densidade de
plantio nos pomares e a producdo de frutos de alta qualidade para
a industrializagdo. Essas caracteristicas podem estar representadas

nos hibridos obtidos.

No gue concerne aos cruzamentos entre Citrus e Poncirus, nao
parece existir incompatibilidade. Das 468 flores polinizadas,
obtiveram-se 195 hibridos. E curioso o resultado dos cruzamentos
Trifoliata x Sunki. De 257 flores polinizadas, obtiveram-se apenas
2 frutos. Entretanto esses frutos geraram 21 plantas, das quais 20
eram hibridas. Esse resultado ndo seria muito esperado, visto serem
as sementes do Davis A poliembridnicas e, portanto, ndo muito
propensas a obtencdo de hibridos em cruzamentos utilizando-o como

genitor feminino.

Esses hibridos de Trifoliata representam também, & semelhanca
dos hibridos interespecificos, um excelente material para a selegao
de novos porta-enxertos. A nivel de viveiro, tem-se observado

varios exemplares com grande vigor vegetativo em varios exemplos.

De acordo com SWINGLE & REECE (1967), parece ndo existir
maiores dificuldades nos cruzamentos de Citrus com Fortunella ou
Eremocitrus. VAarios outros hibridos intergenéricos existentes
(Figura 1) sugerem nao haver grandes problemas para obter outros

hibridos intergenéricos. Excecdo é feita aos cruzamentos envolvendo
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Clymenia e Microcitrus.

Clymenia ndo estd representada no BAG de Cordeirépolis.
Microcitrus australasica (limdo Faustrine) & Dbastante prolifico,
porém outros representantes desse género, tem crescimento reduzido
ndo foram visto florececer e sdo pouco adaptados as nossas

condigdes.

Fora do grupo da Subtribo Citrinae, o Unico cruzamento
intergenérico tentado fol entre Murraya paniculata e Clausena
excavata (Tabela 7). Ambas pertencerem a Subtribo Clauseninae, mas
sdo morfologicamente bastante diferentes. Das 32 flores polinizadas

ndao foram obtidos frutos.

Diferentemente da maioria dos géneros da subfamilia
Aurantioideae, que sao dipldides com 18 cromossomos (KRUG, 1943),
Clausena lansium é polipldide com 78 cromossomos somaticos (SANTOS
& GUERRA, 1993). Quanto a espécie C. excavata aqui investigada nao
se tem informagdes sobre seu nimero de cromossomos. Entretanto,
mesmo que C. excavata fosse também polipldéide, seria temeroso
explicar que ndo se cruza com Murraya devido a diferengas nos graus
de ploidia, mas esse poderia ser um fator importante. Um maior
nimero de polinizag¢des seriam necessarias para a ontencgao de

informa¢des mais precisas.
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4.3.3. Hibridos Intergrupais

4.3.3.1. Cruzamentos envolvendo Citropsis sp.,
Severinia buxifolia e diversas espécies de

Citrus

As hibridag®es intergrupais realizadas se resumem em
cruzamentos de S. buxifolia do grupo dos "Primitivos", com varias
espécies do género Citrus que pertencem ao grupo dos "Verdadeiros".
A Gnica excegdo é o cruzamento de C. sunki com Citropsis sp,

este Gltimo do grupo dos "Proximos a Citros" (Tabela 8).

Das tentativas de hibridac¢des intergrupais, apenas obteve-se
sucesso nas hibridacgles Citrus sunki x Severinia buxifolia e seus
reciprocos (Tabela 9). Tais cruzamentos produziram seis hibridos em
516 flores. Nenhum outro hibrido de Severinia foi obtido embora 344
flores, de 9 outras espécies de Citrus tenham sido polinizadas com

Severinia.

Tampouco obteve-se em 129 flores sucesso nas tentativas de
cruzamentos de duas espécies de Citrus (C. sunki e C. reshni) com
Citropsis que pertence ao grupo dos "Prdéximos a Citros". BARRET,
(1977) e IWAMASA et al., (1988) também ndo conseguiram hibridos

entre Citrus x Citropsis.

Aparentemente existe uma certa compatibilidade entre C. sunki
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e S. buxifolia. Ndo ocorreria porém, entre S. buxifolia e outras
espécies de Citrus. Esse fato vem reafirmar a idéia de ser dificil
generalizagdes a respeito de compatibilidade entre géneros e
espécies diferentes baseados na classificagcdo taxondmica ou
afinidades bioquimicas e moleculares (MEDINA FILHO et al., 1984).
Os mecanismos de isolamento entre espécies sdo complexos e ndo
permitem inferéncias baseadas em caracteristicas morfoldgicas
utilizadas para a classificacdo taxondmica. Informag¢des seguras
somente sdo conhecidas através de tentativas experimentais de

cruzamentos controlados.

Devido a sua importancia, os hibridos entre Citrus do grupo
dos "Verdadeiros" e Severinia do grupo dos "Primitivos", serdo

comentados com mais detalhes no item 4.3.3.2. a seguir.

4.3.3.2. Sunkifolias e Buxisunkis: hibridos
distantes reciprocos entre Citrus Sunki e

Severinia buxifolia

A subtribo Citrinae da subfamilia Aurantioideae é dividida
taxonomicamente em trés grupos: o grupo dos "Citros Primitivos", o
grupo dos géneros "Prdximos a Citros" e o grupo dos "Citros

Verdadeiros". O género Citrus e cinco outros pertencem a este

ultimo grupo (Tabela 2).

Os hibridos interespecificos como o0s tangelos, lemonanges,
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tangores, etc, sdo comuns em citros (Figura 1), enquanto que os
hibridos intergenéricos, de acordo com a literatura pertinente
(BARRET, 1977; GROSSER et al., 1988 e GROSSER & GMITTER JR, 1990;
CAMERON & FROST, 1968; IWAMASA et al., 1988), sdo possiveis somente
entre géneros pertencentes ao mesmo grupo. Dessa forma, os hibridos
conhecidos até o presente como os citrunquats, eremolemons,
citranges, faustrimedins, etc (Figura 7) sdo todos hibridos entre
representantes dos "Citros Verdadeiros". Supostamente este fato
viria corroborar a idéia da impossibilidade de se obterem hibridos

intergrupais.

Na primeira tentativa de cruzamentos entre essas duas
espécies, 156 botdes florais de C. sunki em diferentes estadios de
desenvolvimento receberam na superficie de seus estigmas o fluido
estigmatico de Severinia. Em seguida foi colocado o polem dessa
espécie, a semelhanca das tentativas de YAMASHITA, (1981) para
suplantar autoincompatibilidade em Citrus e de PANDEY, (1963);
SHIVANNA & RANGASWAMY, (1969) e VAN TUYL et al., (1982) para evitar

incongruidades em outras plantas.

Dos seis frutos obtidos dessas polinizagdes foram extraidas
oito sementes monoembridnicas, as quais originaram sete plantas,
trés das quais verificaram-se hibridas. Uma vez que polinizagles
normais sem o fluido estigmdtico ndo foram realizadas nessa ocasiao
- pois tomou-se por certa a impossibilidade de obtengdo de tais

hibridos através dos métodos de polinizagdes convencionais -
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permaneceu a ddvida se o sucesso de tais hibridag¢des distantes
tinha sido devido & polinizagdo em botdes imaturos, a aplicacg¢do do
fluido estigmatico ou & uma certa compatibilidade natural até entdo

desconhecida entre os genitores utilizados.

No ano seguinte, tentou-se também o cruzamento reciproco
polinizando-se 219 flores de Severinia buxifolia sem qualquer
procedimento especial. Obtiveram-se trés frutos, cada um com uma
semente monoembridnica de cotilédones verde-escuros. Duas
germinaram normalmente e resultaram hibridos que foram denominados
Buxisunkis. Das novas polinizag¢des de Sunki com Severinia obteve-se
mais um Sunkifolia. Portanto, o sucesso na obtencdo dos
Sunkifolias e Buxisunkis se deve a um certo grau de compatibilidade

entre essas duas espécies.

Tentativas para obter hibridos entre essas duas espécies foram
infrutiferas em Riverside, nos EUA (CAMERON & FROST, 1968) e em
Saga, no Japdo (IWAMASA et al., 1988). Por essa razdo, tem-se
nesses paises recorrido & fusdo de protoplastos como um método
alternativo as infrutiferas tentativas de cruzamentos entre essas
e outras espécies (GROSSER et al., 1992; GROSSER, 1991; LOUSADA et
al., 1992; OHGAWARA et al., 1985; OHGAWARA et al., 1989; GROSSER et

al., 1988).

A obtencdo desses hibridos sexuais dipldides Sunkifolias e

Buxisunkis & de grande interesse cientifico e pratico. Tanto quanto
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se sabe, representam o primeiro caso de hibridag¢des entre géneros
distantes pertencentes & grupos distintos da subtribo Citrinae
(Figura 7) e contesta um conceito generalizado na 1literatura

citricola.

Os seis individuos hibridos diferentes representam combinagdes
distintas de genes nucleares de Severinia e de Citrus, vez que
foram obtidos por via sexual, portanto, passando pela meiose e
segregacdo de seus alelos. O fato de esses hibridos terem sido
obtidos em ambas as direc¢des é também bastante interessante. Isso
amplia as ©possibilidades de explorar interagdes nuacleo-
citoplasmaticas desses gendtipos com o citoplasma de ambas as

espécies.

Esses hibridos, caso sejam férteis, pode ndo ser também Uteis
como "pontes genéticas" para transferir genes de interesse de
Severinia para outras espécies de Citrus, géneros relacionados ou

seus hibridos.

A tangerina Sunki, entre varios porta-enxertos testados em
larga escala no Brasil, & o UGnico que se mostra resistente ao
"declinio dos citros”. A Sunki ndo tem sido atualmente utilizada em
larga escala como porta-enxerto de laranjas devido a
susceptibilidade & gomose de Phytophthora. Severinia buxifolia é
considerada altamente resistente a este fungo, a varios nematdides

que causam problemas praticos a citricultura, a salinidade e parece
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conferir &s copas de laranjas nela enxertadas excelente qualidade
do suco. Entretanto, Severinia ndo & utilizada como porta-enxerto
devido ao crescimento extremamente vagaroso na sementeira e a
susceptibilidade ao virus da tristeza, para o qual a Sunki &

resistente.

Investigacles futuras deverdo determinar o potencial
agrondmico desses seis hibridos, dos quais quatro ja se mostram

bastante vigorosos.

4.3.4. Cruzamentos Intersubtribais

Os cruzamentos entre subtribos da tribo Citreae foram
representados por cruzamentos envolvendo Triphasia trifolia da
subtribo Triphasiinae, Feroniella oblata e Swinglea glutinosa da
subtribo Balsamocitrinae e Citrus celebica, Citrus sunki e Poncirus

trifoliata da subtribo Citrinae.

Nenhum hibrido foi obtido apesar de intensas tentativas,
principalmente de Sunki com Swinglea (511 flores), Feroniella (484)

e Triphasia (144) (Tabela 11).

Embora ndo tenham sido obtidos hibridos, é digno de nota o
grande numero de frutos e plantas resultantes desses cruzamentos.
Por exemplo, os cruzamentos Sunki x Feroniella produziram, de 71

frutos, 314 plantas, uma média de 4,4 plantas por fruto, bem
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superior a 2,0 normalmente produzido pela Sunki em condig¢des de
livre polinizacdo. Merece destaque o nimero de plantas por fruto de

Citrus celebica (64).

De 333 flores de Sunki polinizadas com Swinglea, obtiveram-se
23 plantas tipicas de C. sunki, com excegdo de duas. Essas estdo
atualmente desenvolvendo o primeiro par de folhas, ndo tendo sido
ainda submetidas a eletroforese de isoenzimas. A tentativa de
cruzamento com Swinglea somente foi possivel devido a uma florada
extempordnea da Sunki visto aquela espécie florescer tardiamente,

em fins de outubro em Cordeirdpolis.

Como Swinglea glutinosa €& uma espécie trifoliolada, seria
l6gico considerar a possibilidade de que, hibridos entre ela e C.
sunki fossem também trifoliolados a semelhanca dos hibridos Citrus
X Poncirus. Essas duas plantas referidas na Tabela 11 possuem uma

morfologia de folha atipica, podendo uma delas vir a ser

trifoliolada.

Seria uma grande conquista cientifica se tais plantas fossem
realmente hibridas entre as subtribos Citrinae e Balsamocitrinae,
fato que estenderia os limites de obtengdo de hibridos de Citrus

com um género fora da subtribo Citrinae.

Swinglea glutinosa, nativa das Filipinas (SWINGLE & REECE,

1967) & bem adaptada a solos submetidos a alta temperatura, embora
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possa suportar temperaturas prdximas de zero no inverno.

Segundo BITTERS et al (1969), essa espécie & compativel em
enxertos com Citrus, O que torna mais interessante ainda o
potencial dessas plantas se forem hibridas. Entretanto, maiores

comentarios seriam prematuros.

4.3.5. Cruzamentos Intertribais

Os cruzamentos intertribais realizados, se resumem naqueles
entre Murraya paniculata da tribo Clauseneae e representantes da
tribo Citreae, subtribo Citrinae. Nenhum hibrido foi obtido, embora

614 flores tenham sido polinizadas artificialmente.

O potencial de Murraya como porta-enxerto de citros parece
incerto. As tentativas de enxerto sobre Murraya, ou falham ou
produzem plantas ands, com pouco vigor (BITTERS et al., 1969;

1977) .

O interesse de se obterem hibridos com Murraya & devido a
grande distdncia taxondmica entre os parentais. E evidente que
quanto maior a disténcia taxondmica entre duas espécies, menores as

possibilidades delas terem pragas e doeng¢as comuns.

Em outras palavras, em termos de melhoramento, hibridos entre

Murraya e Citrus poderiam ser de interesse, pois mesmo ndo se
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conhecendo atualmente todo o potencial dessa espécie, um hibrido
entre eleas, poderia no minimo, ampliar a base genética para
futuros trabalhos de melhoramento ou representar a solugao para um
futuro problema. A UGnica referéncia encontrada na literatura sobre
esses cruzamentos intertribais com citros, & o comentario de
CAMERON & SOOST (1968), o qual segundo esses autores, TOXOPEUS em
Java, teria obtido hibridos entre esses dois géneros, embora muito

fracos.

Infelizmente ndo se teve mais noticias, nem pela literatura
nem por colecdo de material vegetal distribuido a outros centros,
dos supostos hibridos de TOXOPEUS que teriam sido produzidos pouco
antes da 2°* guerra mundial, permanecendo dividas sobre a real

existéncia desses hibridos.

4.3.6. Cruzamentos intersubfamiliares

Entre os cruzamentos intersubfamiliares, quatro diferentes
espécies foram cruzadas, embora apenas duas subfamilias estivessem
envolvidas. A Rutoideae com 86 géneros e a Aurantioideae com 33
géneros sdo as duas maiores subfamilias da familia Rutaceae, a qual

é composta por 150 géneros (ENGLER, 1931).

Ndo foi encontrada na literatura, referéncias alguma sobre
cruzamentos envolvendo Citrus e géneros tdo distantes localizados

em Subfamilia fora da Aurantioideae.
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Os testes preliminares de enxertia de Citrus sobre Metrodorea
nigra (MEDINA FILHO, dados ndo publicados), mostraram due as
borbulhas de Citrus sinensis permanecem vivas por VAarios meses,
iniciando mesmo um pequeno crescimento nessa espécie. Esse fato
acena para a existéncia de pelo menos uma ténue congruidade entre

esses géneros de subfamilias diferentes da familia Rutaceae.

Os cruzamentos intersubfamiliares ficam bastante limitados
pela época de florescimento desses materiais. Nesse trabalho foram
possiveis somente as tentativas de cruzamentos com hibridos de

Fortunella por gque florescem varias vezes durante O ano.

Das 386 flores polinizadas, nenhum fruto foi obtido desses

cruzamentos.

4.3.7. Consideragdes gerais sobre o resultado das

hibridagdes

Os resultados obtidos corroboram plenamente o conceito de que
as hibrida¢des interespecificas em Citrus sd3o obtidas sem
dificuldades, o mesmo se aplicando as hibrida¢Oes intergenéricas,

pelo menos no que diz respeito ao grupo dos "Verdadeiros".

A dificuldade aumenta & medida que os clones utilizados nos
cruzamentos vao ficando taxonomicamente mais distantes. Entre os

varios cruzamentos intergrupais, foram obtidos somente os hibridos
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Sunkifolias e Buxisunkis (Citrus x Severinia). Entre os
intersubtribais, talvez tenha se conseguido um hibrido entre
(Citrus x SWINGLEA) . Nos cruzamentos intertribais, nenhum hibrido
foli obtido, embora dos cruzamentos tenham sido colhidos varios
frutos. J& nos intersubfamiliares, ndoc somente hibridos foram

obtidos, como sequer houve pegamento dos frutos. hibridos.

Devido & importédncia desses géneros e espécies da subfamilia
Aurantioideae, um esforgo especial deveria ser feito principalmente
para introduzir no IAC outros géneros e espécies, da colegdao de
Riverside na Califdérnia. Dos 33 géneros dessa subfamilia, 25 sao

mantidos nessa colegdo (USDA-ARS).

Essas introdug¢des viriam enriquecer o BAG do Instituto
Agrondmico e permitir com isso, muitas outras investigagbes a
respeito da genética e melhoramento dos citros. No BAG de
Cordeirbpolis que, sem divida & um acervo boténico importantissimo,
principalmente no que se refere as laranjas doces (Citrus
sinensis), estdo representados apenas 13 géneros dessa importante

subfamilia.

Na subtribo Citrinae, por exemplo, entre o dgrupo dos
"Primitivos", existe apenas o género Severinia, representado apenas
por uma espécie. Dos dois géneros que compdem o grupo dos
"Proximos", encontra-se em colegdo apenas Citropsis (embora

erroneamente catalogado como Atalantia) .
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Entre os seis géneros do grupo dos Verdadeiros, 4 estéao

presentes.

No decorrer desse trabalho, intenso esforgco foi investido na
obtencdo de hibridos de porta-enxertos através de cruzamentos
interespecificos e intergenéricos. A reunido por hibridacdo de
genomas distintos nesses exemplares hibridos nd3o somente reune
caracteristicas de interesse presentes em genitores diferentes como
tampbém cria a oportunidade para a expressdo da variagdo genética
transgressiva e para a variagdo nova ("novel variation"). Esta
Gltima se expressa nos hibridos como uma caracteristica néo
encontrada em nenhum dos pais. Esse processo promove também a
segregagdo de genes de interesse. Inicia, com a formagao do
hibrido, a sua introgressdo em germoplasmas diversos. Com 1isso,
aqueles genes de grande utilidade que se encontram em germoplasma
ndo diretamente utilizavel como porta-enxerto, portanto nado
aproveitados, tornam-se entdo pelo processo de hibridagdo,

utilizaveis.

Apesar da poliembrionia nos citros, causar consideraveis
dificuldades para a obtencdo de hibridos, por outro lado, ela é
extremamente vantajosa para a multiplicagdo uniforme e fiel dos
hibridos entdo obtidos, possibilitando a sua utilizagdo pratica em

trabalhos de selecdo e plantios comerciais.

Os hibridos entre C. limonia, C. aurantum, C. grandis, C.
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sunki, C. depressa, C. reticulata, C. limon, C. paradise, Poncirus
trifoliata, Severinia buxifolia, e outros, foram enxertados com
copas de laranja Valéncia e estardo sendo avaliados durante muitos
anos, visando determinar seu potencial no melhoramento e sua

utilizacdo como novos porta-enxertos para a citriculrura.

Os hibridos produzidos nesse trabalho se constituem em um
importantissimo material genético incorporado ao BAG do Instituto
Agrondmico. Se encontra agora a disposigdo dos pesquisadores para
selegdo agrondmica e, sem divida, serd estudado por muitos anos no

futuro.

Historicamente, a citricultura no Brasil tem sobrevivido a
ininterruptas ameacas de pragas, doengas e condig¢des adversas do
ambiente, gracas a utilizacdo pratica da variabilidade genética a

qual se adicionam os resultados do presente trabalho.
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5. CONCLUSOES

1) A técnica de cruzamentos utilizada se mostrou eficiente para a
producdo de grande numero de hibridos de porta-enxertos de

citros e géneros afins.

2) Em termos amplos, quanto maior a disténcia taxondmica entre duas
espécies, maior a dificuldade na obtengdo de hibridos entre
elas. Entretanto ndo é possivel generalizagdes e previsdes de
compatibilidade em cruzamentos baseando-se na posig¢do taxondmica
dos genitores. Informagdes seguras somente sdo obtidas por

tentativas reais de cruzamentos entre eles.

3) Ao contrdrio dos relatos na literatura, foi possivel a obtengao
de hibridos entre as espécies Citrus sunki e Severinia buxifolia

como também seus reciprocos denominados Sunkifolias e
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Buxisunkis. Essas hibridacdes entre espécies do grupo dos
"Citros verdadeiros" e do grupo dos "Citros Primitivos" podem se
constituir em uma "ponte genética" para transferir genes
importantes de Severinia para Citrus e seus hibridos.
Sunkifolias e Buxisunkis, inéditos no mundo, tem também grande
potencial como novos porta-enxertos para a citricultura.
Enraizam facilmente por estaquia e sdo compativelis em enxertos

com Citrus.

4) Um total de 2833 hibridos de porta-enxertos foram produzidos
envolvendo 14 espécies, 3 géneros e 2 grupos da subtribo
Citrinae. Esse germoplasma representa ndo somente uma valiosa
colegdo de hibridos a serem por muitos anos avaliados
diretamente como porta-enxertos, como também amplia a
variabilidade aproveitavel a longo prazo para a selegdo e

melhoramento de porta-enxertos de citros.

5) Existe ainda um enorme potencial para o melhoramento de citros
a ser explorado através da estratégia classica de hibridagao
sexual associada a identificacdo de hibridos através de

eletroforese de isoenzimas.
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TABELA 1. Posicdo taxondmica da subfamilia Aurantioideae,
Citrus,

encontra o
géneros,

género

1600 espécies) .
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FAMILIA RUTACEAE

Subfamilia Rutoideae

Subfamilia Dictyolomatoideae

Subfamilia Flindersioideae

Subfamilia Spathelieodeae

Subfamilia Toddalioideae

Subfamilia Aurantioideae

Subfamilia Rhabdodendroideae

onde se
na familia Rutaceae (150
géneros
tribos
Subtribos
Subtribo 16, Pilocarpinae

Pilocarpus pinnatifolius
Metrodorea nigra

género

géneros

género

géneros

géneros
tribos
subtribos
Subtribo 28 -
Citrus

Citrinae

género
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TABELA 2. Classificacgdo taxonfOmica da subfamilia Aurantioideae a
qual pertence ao género Citrus (SWINGLE e REECE, 1967).

SUBFAMILIA AURANTIOIDEAE

TRIBO CLAUSENEAE

SUBTRIBO MICROMELINAE Micromelum
Glycosmis
SUBTRIBO CLAUSENINAE — Clausena
Murraya
SUBTRIBO MERRILLIINAE Merrillia
TRIBO CITREAE
SUBTRIBO TRIPHASIINAE
Wenzelia
Monanthocitrus
WENZELIA — Oxantera
Merope
Triphasia
TRIPHASTIA —
Pamburus
Luvunga
LUVUNGA —
Paramignia
SUBTRIBO CITRINAE
Severinia
PRIMITIVOS Pleiospermium
CITROS — Burkillanthus
Limnocitrus
Hesperethusa
PROXIMOS Citropsis
CITROS —
Atalantia
Fortunella
Eremocitrus
VERDADEIROS Poncirus
CITROS — Clymenia
Microcitrus
Citrus
SUBTRIBO BALSAMOCITRINAE
TABOG Swinglea
Aegle
Afraegle
BAEL-FRUIT — Aeglopsis
Balsamocitrus
Feronia
WOOD-APPLE——W
Feroniella



TABELA 3. Introducgles de citros e
colec¢des

localizagdo

afins
vivas

utilizadas nos cruzamentos, sua

Instituto Agrondmico de

Campinas e a identificag¢do correspondente.

INTRODUGAO

LOCALIZAGAO

IDENTIFICACAO

Tangerina Sunki

Limdo Cravo Limeira

Laranja Azeda Sdo Paulo

Poncirus trifoliata
Davis A

Tangerina Sun Chu
Sha Kat

Limdo Volkameriano

Tangerina Cledpatra

Tangelo Orlando

Sheekawasha

Calamondim

Toranja Chinesa

Toranja Indochina

Toranja Periforme

Pomelo do Cabo

Lima Americana

.

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Cordeirdpolis

Col. Clones Velhos n° 200
Quadra 57
Banco de Matrizes

Quadra 30 n° 863
Banco de Matrizes

Col. Clones Velhos n°® 244
Quadra 16 n° 285

Quadra 30 n° 848

Quadra 30 n° 1004 (RG035)
Col. 5 Clones Novos n°® 234

Banco de Matrizes

Banco de Matrizes

Banco de Matrizes

Col. Clones Velhos n°® 20
(Suen Kat)

Col. Clones Velhos n° 421

Col. Clones Velhos N° 341

Col. Clones Velhos n° 358

Col. Clones Velhos n°® 352

Col. Clones Velhos n° 327

Col. Clones Velhos n°® 313

Continua

79



Continua
INTRODUCAO LOCALIZAGAO IDENTIFICAGAO
Lima Francesa Cordeirdpolis Col.7 Clones Velhos n° 300
Citremon S&o Jacinto Cordeirdpolis Col. Clones Velhos n° 399
Citremon 46216 Cordeirdpolis Col. Clones Velhos n° 400
Citrumelo Sacaton Cordeirdpolis Col. Clones Velhos n° 405
Limequat Eustis Cordeirdpolis Col. Clones Velhos n° 425
Citrange webberii Cordeirdpolis Col. Clones Velhos n° 397
Tangerina Miray Cordeirdpolis RG 019 n°® 1699
Sunki x Trifoliata Cordeirdpolis RG 019 n° 1697
Citradia Cordeirdpolis RG 019 n° 1708
(Azeda x Trifoliata)
Cravo x Trifoliata Cordeirdpolis RG 019 n° 1707
Swingle (citrumelo)

Cordeirdpolis RG 019 n° 1694
Smooth Flat Seville x Cordeirdpolis RG 019 n° 1709
citrumelo Swingle
(tangerina Shamooti x Cordeirdpolis RG 019 n°® 1693
tangerina Mediterranea
x trifoliata Swingle
(citrumelo)
Citrus ichangensis Cordeirdpolis Col. Clones Velhos n° 373
Citrus macroptera Cordeirdpolis Col. Clones Velhos n° 377
Citrus celebica Cordeirdpolis Col. Clones Velhos n° 378

Continua
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Continua

INTRODUGCAO

LOCALIZACAO

IDENTIFICACAO

Feroniella oblata

Citropsis Spp.

Murraya paniculata

Severinia buxifolia

Swinglea glutinosa

Triphasia triflora

Clausena excavata

Pilocarpus pinnatifolius

Metrodorea nigra

C.C., Cordeirodpolis

C.C., Cordeirdpolis

C.C., Cordeirdpolis
IAC, Campinas

C.C., Cordeirdpolis

C.C., Cordeirdpolis

IAC, Campinas

IAC, Campinas

TAC, Campinas

IAC, Campinas

Col. Clones Velhos n° 410

Col. Clones Velhos n° 413
(Atalantia ceylanica)

Col. Clones Velhos n° 415

C. Bot. Monjolinho,
Secdo Genética

Col. Clones Velhos n° 419

Quadra 16 n° 397

Quadra 30 n° 1327

C. Bot. Monjolinho,

C. Bot. Monjolinho,
Se¢do Floricultura

C. Bot. Monjolinho,
Sec¢do Genética

C. Bot. Monjolinho,

Sede

Sede
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TABELA 4. Hibridaces (

Citrus e retrocruzamentos de Poncirus trifoliata para Citrus.

referidas na Tabela 5) entre espécies do género

HIBRIDACGES INTERESPECIFICAS

CRUZAMENTO ESPECIES

Sunki x Azeda Citrus sunki x Citrus aurantium
Azeda x Sunki Citrus aurantium x Citrus sunki
Sunki x Cravo Citrus sunki x Citrus limonia
Cravo x Sunki Citrus limonia x Citrus sunki
Cravo x Azeda Citrus limonia x Citrus aurantium
Azeda x Cravo Citrus aurantium x Citrus limonia
Sunki x Sun Chu Sha Kat Citrus sunki x Citrus reticulata
Sun Chu Sha Kat x Sunki Citrus reticulata x Citrus sunki
Sun Chu Sha Kat x Cravo Citrus reticulata x Citrus limonia
Sun Chu Sha Kat x Azeda Citrus reticulata x Citrus aurantium
Sunki x Sheekawasha Citrus sunki x Citrus depressa
Sheekawasha x sunki Citrus depressa x Citrus sunki
Azeda x Sheekawasha Citrus aurantium x Citrus depressa
Sheekawasha x Azeda Citrus depressa x Citrus aurantium
Sheekawasha x Cravo Citrus depressa x Citrus limonia
Sunki x C. ichangensis Citrus sunki x Citrus ichangensis
Sunki x Toranja Chinesa Citrus sunki x Citrus grandis
Sunki x Toranja Indochina Citrus sunki x Citrus grandis
Sunki x Limdo Volkameriano Citrus sunki x Citrus limon

Continua
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Continua
CRUZAMENTO ESPECIES
Sunki x Lima Americana Citrus sunki x Citrus aurantifolia
Sunki x Tangelo Orlando Citrus sunki x (Citrus reticulata x
Citrus paradisi)
Sunki x Citremon S&o Jacinto Citrus sunki x (Poncirus trifolata
x Citrus limon)
Sunki x Citremon 46216 Citrus sunki x (Poncirus trifoliata
x Citrus limon)
Sunki x citrumelo Sacaton Citrus sunki x (Poncirus trifoliata
x Citrus paradisi)
Sunki x citrus webberii Citrus sunki x (Citrus webberii)
Sunki x 1697 Citrus sunki x (Citrus sunki x
Poncirus trifoliata)
Sunki x 1694 Citrus sunki x Citrus reticulata
Sunki x 1699 Citrus sunki x (Citrus paradisi x
Ponicirus trifoliata)
Sunki x 1707 Citrus sunki x [Citrus limonia X
(Poncirus trifoliata
x Citrus paradisi)|]
Sunki x 1708 Citrus sunki x (Citrus aurantium x
Poncirus trifoliata)
Sunki x 1709 Citrus sunki x [Citrus aurantium X
(Poncirus trifoliata
x Citrus paradisi)]
Sunki x 1693 Citrus sunki x [(Citrus aurantium X

Citrus reticulata) x
Poncirus trifoliatal




TABELA 5. Cruzamentos interespecificos de Citrus e retrocruzamentos de
Poncirus trifoliata realizados e hibridos obtidos.
HIBRIDACGES INTERESPECIFICAS
CRUZAMENTO FLORES FRUTOS PLANTAS HIBRIDOS
POLINIZADAS COLHIDOS OBTIDAS
Sunki x Azeda 539 205 1181 902
Azeda x Sunki 1091 682 1096 222
Sunki x Cravo 441 116 489 418
Cravo x Sunki 1320 559 272 50
Cravo x Azeda 370 99 1099 187
Azeda x Cravo 592 388 60 22
Sunki x Sun Chu Sha Kat 62 46 432 6
Sun Chu Sha Kat x Sunki 68 20 417 6
Sun Chu Sha Kat x Cravo 102 8 176 4
Sun Chu Sha Kat x Azeda 83 20 427 12
Sunki x Sheekawasha 20 11 127 99
Sheekawasha x sunki 108 24 610 31
Azeda x Sheekawasha 8 0 0 0
Sheekawasha x Azeda 153 44 656 20
Sheekawasha x Cravo 89 27 391 21
Sunki x C. ichangensis 51 13 106 99
Sunki x Toranja Chinesa 95 19 68 31
Sunki x Toranja Indochina 41 3 1 1

Continua
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Continua
CRUZAMENTO FLORES FRUTOS PLANTAS HIBRIDOS
POLINIZADAS COLHIDOS OBTIDAS

Sunki x Lim&o Volkameriano 118 61 327 74
Sunki x Lima Americana 24 9 43 --
Sunki x Tangelo Orlando 132 52 414 40
Sunki x Citremon S&o Jacinto 52 13 41 6
Sunki x Citremon 46216 24 13 16 1
Sunki x citrumelo Sacaton 28 5 10 6
Sunki x Citrus webberii 15 6 40 31
Sunki x 1697 79 40 139 43
Sunki x 1694 18 9 67 - -
Sunki x 1699 51 19 73 45
Sunki x 1707 58 33 156 121
Sunki x 1708 83 50 156 71
Sunki x 1709 9 3 4 4
Sunki x 1693 48 26 106 60




TABELA 6. Hibridacgdes
Citros Verdadeiros da Subtribo Citrinae e entre

(referidas na Tabela 7) entre géneros do grupo dos

Subtribo Clauseninae.

HIBRIDACOES INTERGENERICAS

géneros da

CRUZAMENTO GENEROS
Sunki x Trifoliata CITRUS bd PONCIRUS

C. sunki P. trifoliata
Trifoliata x Sunki PONCIRUS X CITRUS

P. trifoliata C. sunki
Trifoliata x Azeda PONCIRUS x CITRUS

Azeda x Trifoliata

Murraya x Clausena

P. trifoliata

CITRUS X
C. aurantium

MURRAYA x
M. paniculata

C. aurantium

PONCIRUS
P. trifoliata

CLAUSENA
C. excavata
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TABELA 7. Cruzamentos intergenéricos realizados e hibridos identificados.

HIBRIDAGOES INTERGENERICAS

CRUZAMENTO FLORES FRUTOS PLANTAS HIBRIDOS
POLINIZADAS COLHIDOS OBTIDAS

Sunki x Trifoliata 156 92 119 88

Trifoliata x Sunki 257 2 21 20

Trifoliata x Azeda 55 10 117 87

Azeda x Trifoliata 152 0 0 0

Murraya x Clausena 32 0 0 0
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TABELA 8. Hibridac®es (referidas na Tabela 9) entre grupos da subtribo
Citrinae.
HIBRIDAC5ES INTERGRUPAIS
CRUZAMENTO GRUPOS
Sunki x Severinia VERDADEIROS X PRIMITIVOS
Citrus sunki Severinia buxifolia
Severinia x Sunki PRIMITIVOS X VERDADEIROS
S. buxifolia C. sunki
Citropsis x Sunki PROXIMOS X VERDADEIROS
Citropsis sp C. sunki
Cleopatra x Citropsis VERDADEIROS x PROXIMOS
C. reshni Citropsis sp
Lima francesa x Severinia VERDADEIROS b'¢ PRIMITIVOS
C. aurantifolia S. buxifolia
C. celebica x Severinia VERDADEIROS be PRIMITIVOS
C. celebica S. buxifolia
Cravo x Severinia VERDADEIROS x PRIMITIVOS
C. limonia S. buxifolia
Pomelo do Cabo x Severinia VERDADEIROS b'e PRIMITIVOS
C. paradisi S. buxifolia
Toranja periforme x Severinia VERDADEIROS x PRIMITIVOS
C. grandis S. buxifolia
C. macroptera x Severinia VERDADEIROS X PRIMITIVOS
C. macroptera S. buxifolia
Calamondim x Severinia VERDADEIROS X PRIMITIVOS

(Citrus sp x
Fortunella s

p)

S. buxifolia
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TABELA 9. Cruzamentos intergrupais realizados e hibridos obtidos.

HIBRIDACﬁES INTERGRUPAIS

CRUZAMENTO FLORES FRUTOS PLANTAS HIBRIDOS
POLINIZADAS COLHIDOS OBTIDAS
Sunki x Severinia 297 6 7 3
Severinia x Sunki 219 3 2 2
Citropsis x Sunki 103 0 0 0
Cleopatra x Citropsis 26 9 258 0
Lima francesa x Severinia 38 3 3 0
C. Celebica x Severinia 67 1 39 0
Cravo x Severinia 128 2 3 0
Pomelo do Cabo x Severinia 64 0 0 0
Toranja periforme x Severinia 22 0 0 0
C. macroptera x Severinia 6 0 0 0

Calamondim x Severinia 9 1 5 0




TABELA 10. Cruzamentos

(referidos na TABELA 11) entre subtribos da tribo

Citreae.
CRUZAMENTOS INTERSUBTRIBAS

CRUZAMENTO SUBTRIBOS
Sunki x Triphasia CITRINAE X TRIPHASIINAE

C. sunki Triphasia trifolia
C. celebica x Triphasia CITRINAE X TRIPHASIINAE

C. celebica T. trifoli
Sunki x Feroniella CITRINAE b ¢ BALSAMOCITRINAE

C. sunki Feroniella oblata
Feroniella x Sunki BALSAMOCITRINAE X CITRINAE

Feroniella oblata C. sunki
Swinglea x Trifoliata BALSAMOCITRINAE X CITRINAE

Swinglea glutinosa Poncirus trifoliata
Trifoliata x Swinglea CITRINAE X BALSAMOCITRINAE

P. trifoliata Swinglea glutinosa
Sunki x Swinglea CITRINAE X BALSAMOCITRINAE

C. sunki S. glutinosa
Swinglea x Sunki BALSAMOCITRINAE b'e CITRINAE

S. glutinosa C. sunki
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TABELA 11. Cruzamentos intersubtribais realizados.
CRUZAMENTOS INTERSUBTRIBAIS
CRUZAMENTO FLORES FRUTOS PLANTAS HIBRRIDOS
POLINIZADAS COLHIDOS OBTIDAS

Sunki x Triphasia 144 42 57 0
C. celebica x Triphasia 55 2 128 0
Sunki x Feroniella 415 71 314 0
Feroniella x Sunki 69 0 0 0
Swinglea x Trifoliata 27 0 0 0
Trifoliata x Swinglea 50 3 83 0
Sunki x Swinglea 339 13 23 (2)
Swinglea x Sunki 172 0 0 0




TABELA 12. Cruzamentos (r
Aurantioideae.

eferidos na Tabela 13) entre tribos da subfamilia

CRUZAMENTOS INTERTRIBAIS

CRUZAMENTOS TRIBOS
Sunki x Murraya CITREAE X CLAUSENEAE

Citrus sunki Murraya paniculata
Cravo x Murravya CITREAE X CLAUSENEAE

C. limonia M. paniculata
Limequat Eustis x Murraya CITREAE X CLAUSENEAE

Severinia x Murraya

Calamondim x Murraya

(C. aurantifolia x
Portunella sp)

CITREAE X
Severinia buxifolia

CITREAE X
(Citrus sp x
Fortunella sp)

M. paniculata

CLAUSENEAE
M. paniculata

CLAUSENEAE
M. paniculata
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TABELA 13. Cruzamentos intertribais realizados.

CRUZAMENTOS INTERTRIBAIS

CRUZAMENTO FLORES FRUTOS PLANTAS HIBRIDOS
POLINIZADAS COLHIDOS OBTIDAS

Sunki x Murraya 182 42 60 0

Cravo x Murraya 52 3 48 0

Limequat Eustis x Murraya 53 0 0 0

Severinia x Murraya 263 0 0 0

Calamondim x Murraya 64 0 0 0
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TABELA 14. Cruzamentos

(referidos na Tabela 15) entre subfamilias da

familia Rutaceae.

CRUZAMENTOS INTERSUBFAMILIARES

CRUZAMENTOS SUBFAMILIAS
Limequat Eustis AURANTIOIDEAE x RUTOIDEAE
x Jaborandi (Citrus aurantifolia Pilocarpus pinnatifolius
x Fortunella sp)
Murraya x Jaborandi AURANTIOIDEAE X RUTOIDEAE
Murraya paniculata Pilocarpus pinnatifolius
Calamondim x Jaborandi AURANTIOIDEAE x RUTOIDEAE
(Citrus sp x Pilocarpus pinnatifolius
Fortunella sp)
Murraya x Metrodorea AURANTIOIDEAE x RUTOIDEAE

Murraya paniculata Metrodorea nigra
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TABELA 15. Cruzamentos intersubfamiliares realizados.

CRUZAMENTOS INTERSUBFAMILIARES

CRUZAMENTOS FLORES FRUTOS PLANTAS HIBRIDOS
POLINIZADAS COLHIDOS OBTIDAS

Limequat Eustis x Jaborandi 67 0 0 0

Murraya x Jaborandi 132 0 0 0

Calamondim x Jaborandi 87 0 0 0

Murraya x Metrodorea 100 0 0 0




TABELA 16. Cruzamentos entre clones elite de porta-enxerto.
resultantes; grifados aqueles que identificam os hibridos.

gendtipos

dos
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genitores e dos hibridos

CRUZAMENTO L OCOS IsSOENZIMICOS
¥ x d APS-1 GOT-1 GOT-2 ME-1 PGI-1 PGM-1 PRXa-1
Sunki X Azeda CcC x CC 8S x SS FF/MM x FM/MM II x II FF x WS FF x FS FM x FS
hibridos cc SS FF/MM FM/MM II WF FS FF FS FF FS FM MS
Sunki X Cravo CC x CC 88 x FS FF/MM x FS/MM IT x II FF x FS FF x FF FM x MM
hibridos cc FS ss FF/MM FS/MM II FF FS FF FM MM
Cravo X Sunki CC x CC FS x SS FS/MM x FF/MM IT x II FS x FF FF x FF MM x FM
hibridos cc FS S8 FF/MM FS/MM II FF FS FF FM MM
Cravo X Azeda CC x CC FS x SS FS/MM x FM/MM IT x II FS x WS FF x FS MM x FS
hibridos cc FS S8 F¥F/MM FM/MM II WE FS WS S8 FF FS FM MS
FS/MM MS/MM
Sunki X Trifoliata CC x NN S8S x PM FF/MM x MT/SS IT x RR FF x FS FF x PM FM x FF
hibridos CN PS MS FM/MS FT/MS IR FF FS FP FM FF FM
Trifoliata X Sunki NN x CC PM x SS MT/SS x FF/MM RR x II FS x FF PM x FF FF x FM
hibridos CN PS MS FM/MS FT/MM IR FF FS FP FM FF FM
Trifoliata X Azeda NN x CC PM x SS MT/SS x FM/MM RR x II FS x WS PM x FS FF x FS
hibridos NC PS Ms FM/MS MM/MS IR  WF FS WS 8§ FP PS FM MS  FF FS

FT/MS MT/MS
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TABELA 17. Gendtipos de sete locos isocenzimicos de alguns genitores utilizados
em cruzamentos.
INTRODUCAO CENOTIPOS
ME 1 APS-1 GOT-1 GOT-2 PGI-1 PGM-1 PRXa-1

Tangerina Sunki II cc SS FF/MM FF FF FM
Limdo Cravo Limeira II cc FS FS/MM FS FF MM
Laranja Azeda Sdo Paulo II cc SS FM/MM WS FS FS
Poncirus Trifoliata Davis A RR NN PM MT/SS FS PM FF
Tangerina Sun Chu Sha Kat SS FF/MM FF FF FF
Limdo Volkameriano I1 ccC FS FS/MM -- FF MM
Tangerina Cledpatra II cc SS FF/MM FF FF FF
Tangelo Orlando II cc Ss ----- FS FM FF
Sheekawasha SS FM/FM FF FF FM
Citrus webberii II cc FF MM /MM SS SS --
1699 1T CccC FF MM /MM SS PP? FM
1697 1T cC FS FF/MM FS FP? FM
1708 II cc PS MM /MM FS? -- FF
1707 I1 cC FS  ----- FF FP FM
1694 1T cc FS? FS/MM FS - - FF
1709 1T cc PS FM/MM WS? -- MM
1693 1T cC PS FF/MM FS? FP FF
Citrus ichangensis II cc SS FS/MM? Ss FP MS
Citrus celebica II cc FS MM /MM SS FM MM
Feroniella oblata -- -- -- - - - -- MM
Severinia buxifolia -- -- -- e BS PP MM
Swinglea glutinosa -- -- - ----- WF? PP T
Triphasia triflora -- -- - e -- -- TT




FIGURA 1. Grupos da sub-tribo Citrinae, com seus géneros e os hibridos
conhecidos entre eles.

SUBTRIBO CITRINAE

PRIMITIVOS CITROS

SEVERINIA

PLEIOSPERMIUM
BURKILLANTHUS
LIMNOCITRUS
HESPERETHUSA
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FIGURA 2

POLINIZAGAO CONTROLADA EM CITROS

Inflorescéncia antes da eliminacdao de flores abertas e
"chumbinhos".

Inflorescéncia com botdes florais prontos para serem
emasculados.

Emasculacdo com remocdo das pétalas, filetes e anteras.
Inflorescéncia com flores emasculadas, mostrando os estigmas.
Inflorescéncia emasculada e coberta com saco de papel.

Abertura das flores e deiscéncia das anteras em placas.
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FIGURA 3

POLINIZAGCAO CONTROLADA EM CITROS (cont.)

Polinizacdo dos estigmas receptivos.
Estigma recém polinizado.
Ramos polinizados, protegidos e identificados.

Frutos de polinizagdo controlada em fase final
desenvolvimento.
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FIGURA 4

OBTENGAO DE PLANTAS

Germinagdo de sementes poliembriénicas em placa de Petri.

Plantulas transplantadas em bandejas tipo "speedling" em casa
de vegetacdo.

Campo de hibridos de porta-enxertos.

Hibridos enxertados com laranja Valéncia para avaliaces
agrondémicas.
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FIGURA 5
IDENTIFICAGAO DE HIBRIDOS ATRAVES DE ELETROFORESE DE ISOENZIMAS
- PGI-1 de Azeda, Cravo e Sunki e progénie do cruzamento Sunki x
Azeda indicando hibridos FS e WF e nucelares FF (seta).

- PRXa-1 do cruzamento Cravo x Azeda, indicando seus gendtipos,
hibridos MS e FM e nucelares (MM) de Cravo (seta).

- GOT-1 e GOT-2 do cruzamento Sunki (SS; FF/MM) x Cravo (FS;
FS/MM) e seus hibridos (FS; FS/MM) e nucelares (SS; FF/MM)
(seta) .

- PGI-1 (foto A) em mailores detalhes.
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FIGURA 6
SUN}(IFOLIAS E BUXISUNKIS: HIBRIDOS INTERGRUPAIS
RECIPROCOS DE CITRUS SUNKI X SEVERINIA BUXIFOLIA
Ramos e frutos de Sunki e Severinia (a direita)

Ramo de Severinia, mostrando frutos e espinhos.

Peciolos das folhas de Severinia (a esquerda ndo alado), de
Sunki (a direita, alado) e de Sunkifolia (centro,
intermediario) .

GOT-1 e GOT-2 de Severinia (quatro primeiras amostras), Sunki

(trés amostras seguintes) e de Sunkifolias (setas).
Ramo de Buxisunki, com folhas e espinhos vigorosos.

Sunkifolias e Buxisunkis enxertados em limdo Cravo.
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FIGURA 7. Hibridos conhecidos (entre "Citrus Verdadeiros") e 0S novos
hibridos intergrupais produzidos, (Sunkifolias e Buxisunkis)
entre Citrus Sunki e Severinia buxifolia pertencente ao grupo
dos "Primitivos".

HE I B R I D O S
SUBTRIBO CITRINAE
- Severinia Sunkifolias
PRIMITIVOS Pleiospermium
CITROS Burkillanthus Buxisunkis
Limnocitrus
- Hesperethusa
PROXIMOS - Citropsis
CITROS - Atalantia
- Fortunella
Eremocitrus Eremoclemons Citrumquats
VERDADEIROS Poncirus Limequats Eremoradias
CITROS Clymenia —P Citrangedins Orangequats
Microcitrus Tangelos Procimequats
- Citrus Citranges Calamondins
Tangores Citrumelos
Ichandarins Citremons
Sheekwasha Faustrimedins
Citradias Alemow
Eremolanges Kurikuri
Citrandarins Yuzu
Citrangores Ichang
Citangequats Webber
Segentranges ... ete




