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Resumo — Os objetivos deste trabalho foram estudar a freqiiéncia de hibridos oriundos de cruzamentos
controlados em citros, comparando a germinagdo de sementes em canteiros com o cultivo in vitro de
embrides, e analisar o efeito da remog¢do dos tegumentos da semente na germinacido. Como parentais
femininos foram utilizadas as tangerineiras ‘Clementina Palazelli’ e “Sunki’, os limoeiros ‘Cravo Santa
Barbara’ e *Volkameriano Catania 2’ e as laranjeiras Azedas ‘Comum’ e ‘Double Calice’. Os parentais
masculinos compreenderam Poncirus trifoliata e hibridos desta espécie. No cultivo das sementes em
canteiros foi usado o delineamento experimental inteiramente casualizado, considerando-se os trata-
mentos de semente: integra; sem o tegumento externo (testa); e sem os tegumentos externo e interno
(tégmen). O cultivo in vitro de embrides foi empregado como controle. Avaliou-se: velocidade de germi-
nag¢do das sementes, porcentagem de germinagao e de poliembrionia, tamanho e nimero de embrides por
semente, e porcentagem de hibridos. A remocdo dos tegumentos das sementes acelerou o inicio de
germinacdo de todas as variedades; afetou favoravel e significativamente a porcentagem de germinagao
somente em tangerineira ‘Sunki’ e em limoeiro ‘Volkameriano’. A porcentagem de individuos zigdticos
resgatados foi maior no cultivo in vitro de embrides. A vantagem de uso desta técnica ¢ diretamente
proporcional ao grau de poliembrionia dos parentais femininos empregados nos cruzamentos.

Termos para indexagdo: poliembrionia, tegumento da semente, germinacdo, métodos de melhoramento.

Frequency of citrus hybrids from controlled crossings:
seed germination in seedbeds versus in vitro embryo cultivation

Abstract — The frequency of citrus hybrids obtained from controlled crossings was studied, comparing
seed germination in seedbeds with embryos cultivated in vitro. The effect of peeling off the seed
teguments on the germination was also studied. The ‘Clementina Palazelli’ and ‘Sunki’ mandarins,
‘Rangpur Santa Barbara’ lime, “Volkamer Catania 2” lemon and sour oranges ‘Common’ and ‘Double
Calice’ were used as female parents. The male parents were Poncirus trifoliata and hybrids of this
species. A completely randomized design was used, with three seed treatments: intact; without the
outer tegument (testa); and, without both the outer and inner (tegmen) teguments. The in vitro embryo
culture was used as control. Evaluations included the speed of seed germination, percentage of germina-
tion and polyembryony, size and number of embryos per seed and percentage of hybrid seedlings. The
removal of seed teguments accelerated the germination in all varieties; improved the percentage of
germination only in ‘Sunki’ mandarin and ‘Volkamer’ lemon. The percentage of zygotic seedlings that
were rescued was higher in the in vitro embryo culture, in such a way that the advantage in using this
technique was directly proportional to the degree of polyembryony of the female parents used in the
Crosses.

Index terms: polyembryony, testa, germination, breeding methods.
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Os programas de melhoramento genético de citros
tém na poliembrionia, na alta heterozigose e no lon-
go periodo pré-reprodutivo os principais obstacu-
los a criagdo intencional de novas variedades.

A poliembrionia € um fendmeno comum a muitas
espécies citricas, caracterizando-se pela presenga de
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mais de um embrido numa mesma semente. A maioria
desses embrides ¢ de origem nucelar (apogémicos),
sendo o embrido zigdtico, quando presente, geral-
mente unico.

A presenga de varios embrides numa mesma se-
mente pode dificultar a sobrevivéncia dos embrides
zigéticos, devido a competi¢do que os embrides de
origem assexuada estabelecem com aqueles de ori-
gem sexuada. Assim, em um programa de melhora-
mento genético de citros visando a obtencdo de um
maior nimero possivel de hibridos, é aconselhavel,
em cruzamentos empregando parentais femininos
poliembridnicos, particularmente nas situacdes em
que a porcentagem de poliembrionia ¢ elevada, a
excisdo dos embrides das sementes resultantes das
hibridacdes realizadas, seguida de seu cultivo
in vitro, de modo a garantir a germinag@o e desen-
volvimento da maioria das plantulas, separando,
posteriormente, os individuos de natureza hibrida
dos nucelares.

Em cruzamentos controlados utilizando parentais
com diferentes graus de poliembrionia, Vasquez
Araujo (1991), Soares Filho et al. (1994), Moreira
(1996) e Soares Filho et al. (2000) constataram que o
embrido zigdtico tende a encontrar-se no grupo de
embrides de maior tamanho, sendo essa situagdo tan-
to mais evidente quanto menor for o grau de
poliembrionia do parental feminino empregado.

Os objetivos deste trabalho foram verificar a pos-
sibilidade de evitar, em variedades com graus de
poliembrionia entre nulo a moderado, o cultivo
in vitro de embrides, sem prejuizos a sobrevivéncia
de hibridos, e avaliar o efeito da remogdo dos
tegumentos da semente na germinagao.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Embrapa-Centro Nacional
de Pesquisa de Mandioca e Fruticultura Tropical, em Cruz
das Almas, BA. No periodo de setembro a dezembro de
1995, com base em acessos do Banco Ativo de
Germoplasma de Citros, foram efetuadas polinizagdes
controladas, mantendo a individualidade dos parentais fe-
mininos e masculinos. Considerando a classifica¢do do grau
de poliembrionia proposta por Cameron & Soost (1976),
as seguintes variedades foram utilizadas como parentais
femininos: tangerineira ‘Clementina Palazelli’ (Citrus
clementina Hort. ex Tan.), monoembridnica; tangerineira
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‘Sunki’ (C. sunki Hort. ex Tan.), baixa poliembrionia; li-
moeiro ‘Cravo Santa Barbara® (C. limonia Osb.), baixa a
moderada poliembrionia; limoeiro “Volkameriano Catéania 2’
(C. volkameriana Ten. et Pasq.), alta poliembrionia; laran-
jeira ‘Azeda Comum’ (C. aurantium L..), alta poliembrionia;
laranjeira ‘ Azeda Double Calice’, muito alta poliembrionia.
Em razdo da presenga da caracteristica trifoliada, domi-
nante e de facil identifica¢do visual, foram empregadas como
parentais masculinos as variedades Poncirus trifoliata
(L.) Raf. selegdes Beneke, Rubidoux, Pomeroy e Flying
Dragon; citranges |C. sinensis (L.) Osb. x P, trifoliata] Ar-
gentina, Troyer, Rusk e C-35; citrumelo (C. paradisi
Macft. x P. trifoliata) Swingle.

Polen colhido de flores recém-abertas dos parentais
masculinos foi utilizado na polinizagdo de flores dos
parentais femininos; estas tltimas foram emasculadas an-
tes da antese. A emasculagdo foi efetuada em botdes flo-
rais proximos da abertura (estadio de baldo), eliminando-
se cuidadosamente as pétalas e anteras com o auxilio de
pinga e bisturi, e evitando-se o contato com o estigma.
Em todos os casos, a polinizagdo ocorreu imediatamente
apos a emasculacdo, estando o estigma receptivo (imido).
As flores polinizadas foram protegidas com sacos de gaze,
os quais foram retirados 30 dias apds a polinizagdo, mo-
mento em que se verificou o vingamento dos frutos.

Os frutos foram colhidos oito a nove meses apos a
polinizacdo. Suas sementes foram cuidadosamente remo-
vidas, eliminando-se as malformadas, separando-as em dois
grupos: um, dirigido ao cultivo em canteiros moveis de
isopor, sob condigdes de casa de vegetacdo, ¢ outro, ao
cultivo in vitro de embrides. Nos canteiros foram aplica-
dos trés tratamentos: semente integra, semente sem o
tegumento externo (testa) e semente sem os tegumentos
externo e interno (tégmen). Apos lavagem em agua destila-
da, parte das sementes foram secadas em papel toalha,
sendo a seguir submetidas a extragdo manual de um ou
ambos tegumentos, enquanto as que seriam semeadas inte-
gralmente foram desinfetadas em uma solucdo de
hipoclorito de sddio a 3% (v/v) durante 20 minutos.
Os canteiros continham 72 células, as quais foram preen-
chidas com substrato esterilizado composto de terra vege-
tal + vermiculita na propor¢do de 3:1, sendo cada trata-
mento distribuido em 24 células. As sementes separadas
para o cultivo in vitro de embrides foram lavadas com so-
lucdo de agua e detergente, secadas e despojadas do
tegumento externo, manualmente. A seguir, sob condi¢des
assépticas, em camara de fluxo de ar laminar estéril, foram
tratadas com uma solugdo de etanol 70% durante cinco
minutos e posteriormente em hipoclorito de sédio
2% (v/v) por 20 minutos. Apds essas etapas de prepara-
¢do das sementes, efetuaram-se duas e trés lavagens suces-
sivas com agua destilada autoclavada, respectivamente.
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Em relagdo as sementes cultivadas em canteiros de
isopor, o delineamento experimental utilizado foi o intei-
ramente casualizado. O numero de repeticdes foi variavel
segundo o nimero de sementes disponiveis: trés repeti-
¢des para a tangerineira ‘Sunki’, laranjeira ‘Azeda’ selecio
‘Comum’ e limoeiros ‘Cravo’ e “Volkameriano’, quatro para
a laranjeira ‘Azeda’ selecdo “Double Calice’ e seis para a
tangerineira ‘Clementina’.

Nos dois primeiros meses de cultivo, os canteiros fo-
ram irrigados com agua destilada, com o propoésito de evi-
tar a incidéncia de fungos de solo causadores de
estiolamento de sementeira (tombamento das plantas).
O registro de emergéncia das plantulas e a identificagdo de
hibridos com base no formato trifoliado do limbo foliar
foram feitos diariamente. Nessa ocasido foram avaliados o
periodo de germinagao das sementes — pela contagem dia-
ria das sementes germinadas [sementes que apresentaram
emissdo de plantula(s)] — e a porcentagem de germinagao.
Os dados relativos aos caracteres porcentagem de germi-
nagdo, indice de velocidade de emergéncia de plantula —
este, determinado pela formula de Maguire (1962), citada
por Vieira & Carvalho (1994) — e porcentagem de indivi-
duos zigdticos foram submetidos a andlises de variancia;
os relativos a porcentagem de germinagao foram transfor-
mados em arco seno, (v/100)%>, visando a normalidade dos
dados, onde v refere-se ao valor observado.

Quanto ao cultivo in vitro de embrides, a excisdo des-
tes das sementes foi realizada sob estereomicroscopio equi-
pado com uma fonte luminosa, com o auxilio de bisturi,
pinca e estilete. Mediante corte longitudinal, a certa dis-
tancia da regido micropilar da semente para evitar lesdes
aos embrides, procedeu-se a remogao do tegumento inter-
no. O cultivo dos embrides deu-se em sala de crescimento,
a27+1°C, com 16 horas/dia de iluminagdo a uma intensida-
de de 1.500 lux, fornecida por lampadas fluorescentes de
40 W, em meio MT (Murashige & Tucker, 1969), com
modificacdes nos teores de caseina hidrolisada (500 mg/L),
acido naftalenoacético (ANA, 0,02 mg/L), benzila-
minopurina (BAP, 0,04 mg/L) e de agar-agar (0,7%)
(Vasquez Araujo, 1991; Soares Filho et al., 1994). Esta
etapa do estudo foi realizada sem delineamento experi-
mental, com o proposito de obter as freqiiéncias de hibri-
dos a serem comparadas com as constatadas no cultivo de
sementes em canteiros de isopor. Neste caso, o tamanho
das amostras foi variavel, em razdo da disponibilidade de
sementes: 72 sementes da tangerineira ‘Clementina’, limo-
eiro “Volkameriano’ e laranjeira ‘Azeda Comum’; 48 se-
mentes da tangerineira ‘Sunki’ e da laranjeira ‘Azeda Double
Calice’. O limoeiro ‘Cravo’ foi excluido desta avaliagdo
dado o niimero insuficiente de sementes disponiveis.

Simultaneamente as excisdes, foram feitas a contagem e
a classificag@o dos embrides com relacdo ao tamanho, me-
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diante o auxilio de papel milimetrado esterilizado.
Os embrides de cada semente foram agrupados em quatro
classes distintas de tamanho: classe 1: embrides muito
pequenos (MP): <1,0 mm; classe 2: embrides pequenos
(P): 1,0 mm a 2,9 mm; classe 3: embrides médios (M):
3,0 mm a 4,9 mm; classe 4: embrides grandes (G):
25,0 mm. A poliembrionia foi avaliada considerando-se o
nimero médio de embrides por semente ¢ a porcentagem
de poliembrionia.

Apos dois meses de cultivo in vitro, as plantas foram
transplantadas para canteiros de isopor, colocadas em casa
de vegetagdo, para avaliagdo da forma do limbo foliar, vi-
sando a obten¢ao da freqiéncia observada de hibridos (in-
dividuos trifoliados) em relagdo a cada parental feminino,
no intuito de comparar esses resultados com os obtidos a
partir do cultivo das sementes em canteiros.

Resultados e Discussio

Foram executadas 656 polinizagdes: 169 em
tangerineira ‘Clementina’, 126 em tangerineira ‘Sunki’,
88 em limoeiro ‘Cravo’, 93 em limoeiro ‘Volkameriano’,
93 em laranjeira ‘Azeda Comum’ e 87 em laranjeira
‘Azeda Double Calice’. As taxas de vingamento de
frutos obedeceram a seguinte ordem decrescente:
46,0% na tangerineira ‘Sunki’, 39,1% na laranjeira
‘Azeda Double Calice’, 37,5% no limoeiro ‘Cravo’,
24,8% na tangerineira ‘Clementina’, 20,4% na laran-
jeira ‘Azeda Comum’ e 19,4% no limoeiro
‘Volkameriano’. Vasquez Araujo (1991) e Moreira
(1996), realizando polinizagdes controladas em limo-
eiro ‘Cravo’ e também empregando P. trifoliata e hi-
bridos desta espécie como parentais masculinos,
obtiveram taxas de vingamento de frutos de 55,6% e
16,8%, respectivamente. Moreira (1996), além disso,
constatou taxas de vingamento de frutos de 21,7%
natangerineira ‘Clementina’, 37,1% na tangerineira
‘Sunki’ e 21,0% no limoeiro ‘Volkameriano’. Entre as
possiveis causas de tais diferencas, pode-se citar a
ocorréncia de variagdes ambientais, relacionadas
particularmente a temperatura e a freqiiéncia de chu-
vas e sua intensidade, além da capacidade de combi-
nacdo dos parentais envolvidos nas hibrida¢des
(Soares Filho et al., 2000).

O numero médio de sementes por fruto obedeceu
aseguinte ordem decrescente: 26,3 na laranjeira ‘ Aze-
da Comum’, 21,2 no limoeiro ‘Volkameriano’, 16,6 na
tangerineira ‘Clementina’, 13,8 na laranjeira ‘Azeda
Double Calice’, 7,6 no limoeiro ‘Cravo’ € 5,7 na
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tangerineira ‘Sunki’. O comportamento desse cara-
ter, embora inerente a cada espécie ou cultivar
(Moreira et al., 1947), pode ser influenciado por fato-
res ambientais, a exemplo dos parentais masculinos
envolvidos nas poliniza¢des (Wong, 1939; Moreira
& Gurgel, 1941); a ocorréncia de médias de sementes
por fruto relativamente altas indica boa compatibili-
dade entre os parentais envolvidos nas hibridagdes.

Os graus de poliembrionia dos parentais femini-
nos variaram desde praticamente nulos (tangerineiras
‘Clementina’ e ‘Sunki’) a muito alto (laranjeira ‘Aze-
da Double Calice’) (Tabela 1).

As médias de embrides por semente aproxima-
ram-se das obtidas por Moreira (1996), que encon-
trou valores de 1,01 em tangerineira ‘Clementina’,
1,26 em tangerineira ‘Sunki’ e 2,80 em limoeiro
‘Volkameriano’, com intervalos de variagdo do na-
mero de embrides por semente de 1a3,de lal3 ede
1 a 8 com relag@o as respectivas cultivares.

O niimero médio de embrides por semente varia,
tanto entre como dentro de espécies, em virtude das
influéncias do meio ambiente — a exemplo da tempe-
ratura e condigdes nutricionais — e dos genotipos
envolvidos nas hibrida¢des (Parlevliet & Cameron,
1959; Cameron & Soost, 1979; Soares Filho et al.,
1995a). Moreira et al. (1947) encontraram sementes
de laranja-doce contendo até 15 embrides, enquanto
Dubey & Rishi (1976) e Nakatani et al. (1980) regis-
traram recordes de 40 e 107 embrides em sementes de
tangerinas, respectivamente. Variagdes na taxa de
poliembrionia também sdo verificadas. Pesquisas re-
alizadas com limoeiro ‘Cravo’ constataram taxas de
poliembrionia entre 13% e 89% (Moreira et al., 1947,
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Soares Filho et al., 1991, 1994; Véasquez Araujo, 1991).
Soares Filho et al. (1995a) indicaram a ocorréncia de
taxa de poliembrionia em tangerineira ‘Sunki’ supe-
rior a 10%, enquanto no limoeiro ‘Volkameriano’, a
semelhanca do que ocorreu neste estudo, as semen-
tes poliembridnicas superaram a taxa de 70%. Moreira
(1996) obteve 1,4% de sementes poliembridnicas em
tangerineira ‘Clementina’, 15,9% em tangerineira
‘Sunki’, 35,2% em limoeiro ‘Cravo’ e 58,6% em limo-
eiro “Volkameriano’. Esses trabalhos basearam-se em
contagens diretas do nimero de embrides presentes
nas sementes, a exemplo do que se deu neste estudo.

Em todas as variedades estudadas, constatou-se
que a maior freqiiéncia de embrides ocorreu na clas-
se de tamanho grande (=5,0 mm) (Tabela 2). Confron-
tando-se estes dados com os da Tabela 1, verifica-se
uma relagdo inversa entre o grau de poliembrionia e a
freqtiéncia de embrides de maior tamanho, confir-
mando resultados obtidos por Vasquez Araujo
(1991), Soares Filho et al. (1994), Moreira (1996) e
Soares Filho et al. (2000). Frost & Soost (1968) e Diaz
et al. (1979) comentam que o desenvolvimento de
um ntimero reduzido de embrides por semente induz
a um aumento no tamanho dos embrides, favorecen-
do a germinagdo dos eventuais embrides zigdticos e,
portanto, a sobrevivéncia dos hibridos.

O inicio de germinagdo das sementes e a veloci-
dade de emergéncia de plantulas foram favorecidos
pela remocdo dos tegumentos das sementes em to-
das as variedades, o que confirma resultados obti-
dos por Soares Filho et al. (1995b) (Tabela 3).

A porcentagem de germinagdo foi influenciada
significativamente pela remogdo do tegumento ex-

Tabela 1. Nimero de sementes amostradas (NSA), nimero médio de embrides por semente (NMES), intervalo de
varia¢@o do nimero de embrides por semente (IVNES), porcentagem e classificagdo da poliembrionia, relativos a cinco

variedades citricas. Cruz das Almas, BA, 1996.

Variedade® NSA NMES IVNES Poliembrionia
Minimo Méximo % Classificagao®
TCL 72 1,07 1 2 1,5 Mn
TSK 48 1,15 1 3 8.3 Mn
LVK 72 2,60 1 6 79,2 A
LAC 72 2,56 1 7 76,4 A
LADC 48 4,29 1 8 90,5 MA

(DTCL: tangerineira ‘Clementina’; TSK: tangerineira ‘Sunki’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LAC: laranjeira ‘Azeda Comum’; LADC: laranjeira
‘Azeda Double Calice’. ®Mn: monoembridnica; A: poliembrionia alta; MA: poliembrionia muito alta (segundo classificagdo de Cameron & Soost,

1979).
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terno (S-1) na tangerineira ‘Sunki’ e pela remog&o
dos tegumentos externo e interno (S-2) no limoeiro
“Volkameriano’, enquanto nas demais variedades esse
efeito ndo foi significativo (Tabela 4). A remoc¢&o dos
tegumentos favoreceu a velocidade de emergéncia
de plantulas, em todas as variedades estudadas, mas
em relagdo a laranjeira ‘Azeda Comum’, esse efeito
s6 ocorreu quando foram removidos os dois
tegumentos da semente. Os tegumentos das semen-
tes ndo influenciaram o porcentual de individuos
trifoliados.

A distingdo entre individuos zigdticos e nucelares
foi realizada com base na caracteristica trifoliada de
Poncirus, usada como marcador morfolégico.
As freqiiéncias de hibridos trifoliados relativamente
mais elevadas obtidas nas tangerineiras ‘Clementina’
(51,5%) e ‘Sunki’ (48,6%) (Tabela 5) deveram-se,
provavelmente, a baixa porcentagem de sementes
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poliembridnicas, ao reduzido nimero médio de em-
brides por semente (Tabela 1) e a relativamente ele-
vada porcentagem de embrides de maior tamanho
apresentados por essas tangerineiras (Tabela 2).
A esse respeito, varios autores citam que o desen-
volvimento de um nimero reduzido de embrides por
semente induz a um aumento no tamanho dos embri-
des zigoticos, favorecendo sua germinagdo e, con-
seqiientemente, a sobrevivéncia dos hibridos (Frost
& Soost, 1968; Diazet al., 1979; Vasquez Araujo, 1991;
Soares Filho et al., 1994; Moreira, 1996; Soares Filho
et al.,2000).

Considerando-se o cultivo in vitro de embrides,
as maiores porcentagens de individuos zigdticos
(trifoliados) foram constatadas nas tangerineiras
‘Clementina’ (56,2%) e ‘Sunki’ (51,1%), seguindo-se,
em ordem decrescente, a laranjeira ‘Azeda Comum’
(17,4%), limoeiro ‘Volkameriano’ (16,3%) e laranjeira

Tabela 2. Classificacdo dos embrides de cinco variedades citricas, segundo seu tamanho, com base em amostras de
sementes obtidas de cruzamentos controlados envolvendo essas variedades como parentais femininos, tendo como
parentais masculinos Poncirus trifoliata ¢ hibridos desta espécie. Cruz das Almas, BA, 1996.

Variedade®  Totaisde Classes de tamanho de embri&o®
embrides G M ) MP
excisados e % NE % N° % N° %
TCL 77 72 93,5 4 5,2 1 1,3 0 0,0
TSK 54 45 83,3 3 5,6 4 7,4 2 3,7
LVK 187 135 72,2 32 17,1 16 8,6 4 2,1
LAC 184 137 74,5 30 16,3 12 6,5 5 2,7
LADC 206 78 37,9 51 24,8 50 24,3 27 13,1

(DTCL: tangerineira ‘Clementina’; TSK: tangerineira ‘Sunki’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LAC: laranjeira ‘Azeda Comum’; LADC: laranjeira
‘Azeda Double Calice’. @G: grande (>5,0 mm); M: médio (3,0 mm a 4,9 mm); P: pequeno (1,0 mm a 2,9 mm); MP: muito pequeno (<1,0 mm).

Tabela 3. Numero total de sementes amostradas (TSA), porcentagem de germinagdo (G), inicio da germinagdo (IG) em
dias apds a semeadura e indice de velocidade de emergéncia de plantula (IVE) em seis variedades citricas, considerando
a semente integra (S-0), sem o tegumento externo (S-1) e sem os tegumentos externo e interno (S-2). Cruz das Almas,

BA, 1996-1997.

Variedade® TSA S0 S1 S2

G IG IVE G IG IVE G IG IVE
TCL 144 73,6 14 1,25 79,9 10 1,65 79,9 8 2,66
TSK 72 84,7 17 0,94  100,0 16 1,25 94,4 9 2,23
LCR 72 94,4 12 1,37  100,0 10 1,76 97,2 8 2,75
LVK 72 84,7 25 0,90 87,5 12 1,33 95,8 12 1,92
LAC 72 95,8 16 0,82 94,4 15 0,92 95,8 11 1,83
LADC 96 93,8 21 0,83 96,9 19 1,03 99,0 11 1,83

(DTCL: tangerineira ‘Clementina’; TSK: tangerineira ‘Sunki’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LAC: laranjeira ‘Azeda Co-

mum’; LADC: laranjeira ‘Azeda Double Calice’.
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‘Azeda Double Calice’ (13,1%) (Tabela 6). Esses va-
lores aproximam-se dos obtidos por Moreira (1996)
em cruzamentos semelhantes, nos quais constatou-
se nas tangerineiras ‘Clementina’ e ‘Sunki’ e limoeiro
‘Volkameriano’ freqiiéncias de hibridos de 57,4%,
53,6% e 14,2%, respectivamente. Em cruzamentos
semelhantes aos do presente estudo, Véasquez
Araujo (1991) e Moreira (1996), em cultivo in vitro,
encontraram no limoeiro ‘Cravo’ uma freqiiéncia de
18,6% de hibridos.

Esses resultados confirmam os que foram verifi-
cados no cultivo de sementes em canteiros, e refor-
¢am o fato de que a freqtiéncia de hibridos ¢ inversa-
mente proporcional ao grau de poliembrionia dos
parentais utilizados.

Comparando-se as porcentagens de individuos
zigdticos obtidas a partir do cultivo de sementes em
canteiros de isopor (Tabela 5) com as do cultivo

W. dos S. Soares Filho et al.

in vitro de embrides (Tabela 6), verifica-se que hou-
ve superioridade deste ultimo, em todas as varieda-
des. As diferengas em favor do cultivo in vitro fo-
ram de 4,7% em tangerineira ‘Clementina’, 2,5% em
tangerineira ‘Sunki’, 4,4% em limoeiro ‘Volkameriano’,
5,2% em laranjeira ‘Azeda Comum’ e de 1,9% em la-
ranjeira ‘Azeda Double Calice’. Vasquez Araujo (1991)
e Moreira (1996) obtiveram diferenca de 2,4% em fa-
vor do cultivo in vitro de embrides em relacdo ao
limoeiro ‘Cravo’. Essas diferencgas, favoraveis ao
cultivo in vitro de embrides, podem ser melhor per-
cebidas com base no célculo de porcentagens relati-
vas (Tabela 7). A medida que o grau de poliembrionia
dos parentais femininos aumenta (Tabela 1), tanto
maior é a vantagem do cultivo in vitro de embrides
sobre o cultivo de sementes em canteiros, relativa-
mente a freqiiéncia observada de individuos
trifoliados (hibridos). Essa tendéncia s ndo foi evi-

Tabela 4. Valores médios relativos a porcentagem de germinagao (G) (transformados em arco seno), indice de velocidade
de emergéncia de plantula (IVE) e porcentagem de individuos trifoliados (IT) obtidos a partir de sementes de seis
variedades citricas, considerando a semente integra (S-0), sem o tegumento externo (S-1) e sem os tegumentos externo e

interno (S-2). Cruz das Almas, BA, 1996-1997().

Variedade® G IVE IT

S0 S1 S2 cv® S0 S1 S2 cv® S0 S1 s2 cv®
TCL 050a 050a 048a 42 125c 1,65b 266a 35 110a 1l16a 120a 228
TSK 047b 05la 050ab 25 094 1250 224a 49 100a 106a 116a 148
LCR 05la 050a 050a 140 138 1,76b 276a 25 36a 36a 40a 293
LVK 046b 048b 0,50a 17 09c 133 162a 53 27a 27a 25a 265
LAC 050a 050a 048a 42 08b 092b 178 47 50a 50a 43a 185
LADC 05la 050a 049 37 083 103 183 46 30a 25a 23a 36

(WEm cada parametro, médias seguidas das mesmas letras, na linha, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
(TCL: tangerineira ‘Clementina’; TSK: tangerineira ‘Sunki’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LAC: laranjeira ‘Azeda Co-
mum’; LADC: laranjeira ‘Azeda Double Calice’. ®)CV: coeficiente de variagao (%).

Tabela 5. Numero total de sementes germinadas (NTS) e porcentagem de individuos trifoliados (IT) obtidos a partir do
cultivo de sementes de seis variedades citricas, considerando a semente integra (S-0), sem o tegumento externo (S-1) e
sem os tegumentos externo e interno (S-2). Cruz das Almas, BA, 1996-1997.

Variedade® S0 S1 S2 Total geral
NTS IT NTS IT NTS IT NTS IT
TCL 106 51,8 115 50,4 115 52,2 336 51,5
TSK 61 49,1 72 451 68 51,5 200 486
LCR 68 16,2 72 15,3 70 17,1 210 16,2
LVK 61 13,1 63 12,6 69 10,1 193 11,9
LAC 69 11,1 68 11,1 69 14,5 206 12,2
LADC 90 13,3 93 10,7 95 9,6 278 11,2

(DTCL: tangerineira ‘Clementina’; TSK: tangerineira ‘Sunki’; LCR: limoeiro ‘Cravo’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LAC: laranjeira ‘Azeda Co-

mum’; LADC: laranjeira ‘Azeda Double Calice’.
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dente em relagdo a laranjeira ‘Azeda Double Calice’.
Presume-se que esse comportamento seja devido a
ocorréncia de fungos de solo (Rhizoctonia solani)
nos canteiros, que provocaram a morte de plantas.

Considerando o conjunto de resultados obtidos,
tem-se que, para variedades com graus de
poliembrionia entre nulo a moderado, o cultivo de
sementes em canteiros ¢ preferivel, por sua maior
simplicidade e menores custos, uma vez que as even-
tuais perdas de hibridos, em relacdo ao cultivo
in vitro de embrides, sdo pouco expressivas. Ja para
variedades com graus de poliembrionia elevados
(>70%), o cultivo in vitro de embrides mostra-se mais
recomendavel, pois favorece maior recuperagdo de
hibridos.

Tabela 6. Numero de sementes (NS) e embrides amostrados
(NE), nimero total de individuos (NTI) e porcentagem de
individuos trifoliados (IT) obtidos a partir do cultivo in vitro
de embrides excisados de seis variedades citricas. Cruz das
Almas, BA, 1996-1997.

Variedade® NS NE NTI IT
TCL 72 77 48 56,2
TSK 48 55 45 51,1
LCR® 1.217 2448  2.000 18,6
LCR® 193 291 210 18,6
LVK 72 187 43 16,3
LAC 72 184 69 17,4
LADC 48 206 61 13,1

(DTCL: tangerineira ‘Clementina’; TSK: tangerineira ‘Sunki’;
LCR: limoeiro ‘Cravo’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LAC: laranjeira
‘Azeda Comum’; LADC: laranjeira ‘Azeda Double Calice’. ®Dados ob-
tidos de Véasquez Araujo (1991). ®Dados obtidos de Moreira (1996).

Tabela 7. Porcentagens relativas (R) de individuos
trifoliados (IT) obtidas a partir das freqiiéncias desses in-
dividuos observadas no cultivo in vitro de embrides (CIV)
e no cultivo de sementes em canteiros (CSC), referentes a
seis variedades citricas. Cruz das Almas, BA, 1996-1997.

Variedade® clv Ccsc R®
TCL 56,2 51,5 84
TSK 51,1 48,6 49
LCR 18,6 16,2 12,9
LVK 16,3 11,9 27,0
LAC 17,4 12,2 29,9
LADC 13,1 11,2 14,5

(DTCL: tangerineira ‘Clementina’; TSK: tangerineira ‘Sunki’;
LCR: limoeiro ‘Cravo’; LVK: limoeiro ‘Volkameriano’; LAC: laranjeira
‘Azeda Comum’; LADC: laranjeira ‘Azeda Double Calice’.
(@R = 100(CIV-CSC)/CIV. ®Valor obtido de estudos realizados por
Vasquez Araujo (1991) e Moreira (1996).
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A frequiéncia observada de hibridos nesta pes-
quisa esta subestimada, em razdo da utilizagdo de
hibridos de Poncirus (citanges ‘Argentina’, ‘Troyer’,
‘Rusk’ e C-35, além do citrumelo ‘Swingle”) como
parentais masculinos, implicando segregagdes da
caracteristica trifoliada, determinando a formag&o de
hibridos com limbo foliar simples, ndo identificados
visualmente.

Conclusdes

1. A presenca dos tegumentos das sementes im-
plica aumentos no periodo de germinagéo.

2. A eliminagdo dos tegumentos das sementes ndo
determina alteragdes expressivas na porcentagem de
germinacao.

3. O cultivo in vitro de embrides de variedades
com graus elevados de poliembrionia (>70%) ¢ pre-
ferivel ao cultivo de sementes em canteiros, por per-
mitir maior sobrevivéncia de hibridos.
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