FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA
MESTRADO PROFISSIONAL EM
CONTROLE DE DOENCAS E PRAGAS DOS CITROS

ANDRE LUIS SANCHES

Capacidade competitiva entre polens de citrandarin [Citrus reshni
hort. ex Tanaka x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] e laranjas doces.

Dissertacao apresentada ao Fundo de Defesa da
Citricultura como parte dos requisitos para
obtencao do titulo de Mestre em Fitossanidade

Orientador: Dr. Nelson Arno Wulff

Coorientadora: Dra. Viviani Vieira Marques

Araraquara- SP
Dezembro 2014



ANDRE LUIS SANCHES

Capacidade competitiva entre poélens de citrandarin [Citrus reshni
hort. ex Tanaka x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] e laranjas doces.

Dissertacao apresentada ao Fundo de Defesa da
Citricultura como parte dos requisitos para
obtencao do titulo de Mestre em Fitossanidade

Orientador: Dr. Nelson Arno Wulff

Coorientadora: Dra. Viviani Vieira Marques

Araraquara- SP
Dezembro 2014



i

ANDRE LUIS SANCHES

Dissertacdo apresentada ao Fundo de
Defesa da Citricultura - Fundecitrus,
como parte dos requisitos para obtengdo
do titulo de Mestre em Fitossanidade.

Araraquara, 18 de dezembro de 2014.

BANCA EXAMINADORA

ibdr A uj%

Prof. Dr. Nelson Arno Wulff (Oriéntador)
Fundo de Defesa da Citricultura — FUNDECITRUS, Araraquara/SP.

Prof. Dr. Fernando Alves de Azevedo
Instituto Agrondmico de Campinas — IAC, Cordeirépolis/SP.




iii

Agradecimentos
Agradeco a Deus, pela satde, por iluminar o meu caminho e por todas as conquistas.
Agradeco aos meus pais, Vicente e Marly, minha inesgotdvel fonte de exemplo e inspiragao.

Ao Juliano Ayres, gerente geral do Fundecitrus, por incentivar que eu fosse aluno do
“Mestrado Profissionalizante em Controle de Pragas dos Citros”.

Aos amigos assistentes de laboratério do Fundecitrus: Eder A. Souza, Deividson F.
Rodrigues, Jean M. Martins, Sidnei F. Alkmin, Tatiane M. M. Cardamoni..., Ana Cldudia
Novaes, que colaboraram diretamente nas etapas desse projeto. Sem a ajuda deles, esse
trabalho nao poderia ser realizado.

Aos amigos Tiago Ap. Silva, Anélio Spinda e Miguel Mendes, do Fundecitrus, que
colaboraram muito na realizagcao desse trabalho.

Aos amigos Msc. Mateus de Almeida Santos e Msc. Roberta Borges dos Santos, do
Fundecitrus, por toda ajuda que prestaram na conducao dos experimentos.

Ao amigo Dr. Fabricio Jaciani do Fundecitrus, pela valiosa colaboragdo na coordenacdo e
execuc¢do das atividades de laboratério, envolvendo marcadores microssatélites, fundamentais
para obtenc¢do dos resultados desse estudo.

As amigas Elaine C. Martins (técnica de laboratério), Daniela A. B. Coletti (auxiliar de
laboratdrio) e Camila G. Fassini (auxiliar de laboratério) do laboratério do Fundecitrus , por
toda ajuda que prestaram durante a realizacdo do trabalho.

Ao Prof. Dr. Jesus Aparecido Ferro, da UNESP - FCAV Campus de Jaboticabal, por permitir
utilizacdo de instalacdes e equipamentos do Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia
Genomica (CREBIO).

A Dra. Agda Paula Facincani e 2 Msc. Renata Izabel Dozzi Tezza do Centro de Recursos
Bioldgicos e Biologia Gendmica (CREBIO) da UNESP — FCAV — Campus de Jaboticabal,
por todo apoio na fase de obtenc¢do e interpretacao dos resultados de andlise gendmica.

Ao Msc. Tiago Lara Michelin Sanches, da Universidade de Sdo Paulo (USP) de Ribeirdo
Preto, pela valiosa ajuda quanto a utilizag¢ao do software “Gene Mapper”

Ao Dr. Marco Aurélio Takita, do Centro de Citricultura Silvio Moreira, pela captura de
imagens de graos de pélen

Ao amigo Dr. Haroldo X. Linhares Volpe, por colaborar no enriquecimento do texto

A minha coorientadora, Dra. Viviane Vieira Marques, por sua dedicacdo no acompanhamento
desse trabalho e por motivar o meu aprendizado.

Ao meu orientador, Dr. Nelson Arno Wulff, pela maneira sdbia, sensata e participativa com
que orienta todos os seus alunos de mestrado.



iv
A Dra. Elsa Pons, de Valéncia, por sua brilhante colaboracdo na interpretacio e organizacdo
dos resultados.
Ao Dr. Leandro Pefa, por toda experiéncia que nos transmite.
A Dra. Marinés Bastianel, pesquisadora do Centro de Citricultura Silvio Moreira, por
colaborar quanto a utiliza¢do de plantas de Clementina Nules e fornecimento de botdes florais

de citrandarin.

Ao citricultor Sr. Pedro Féavero por permitir a utilizagdo de plantas de sua propriedade para
esse experimento.

A todos os professores do curso de mestrado do Fundecitrus.

Aos supervisores Marcos Marciano e encarregados da fazenda Sao Carlos da Citrosuco, por
colaborarem no fornecimento de botdes florais dos genétipos estudados, e ao supervisor da
fazenda Maringa, Elisavan, sempre atencioso as nossas solicitacdes.

Ao gerente de producdo agricola da Agroterenas Msc Aprigio Tank Jr. e ao supervisor de
pesquisa e desenvolvimento agricola Msc Mércio Soares, por colaborarem no fornecimento

de botdes florais das variedades de laranja doce.

Ao gerente regional Paulo Henrique Carminati e ao supervisor Paulo Beloti, da fazenda
Capim Verde da Sucocitrico Cutrale, pelo fornecimento de botdes florais de laranja doce.

Ao amigo Dr. Hernane Barud pela ajuda em conseguir artigos relacionados a essa pesquisa.

A todos os amigos do Fundecitrus que de variadas formas colaboraram com essa trabalho,
agradeco.



Capacidade competitiva entre pdlens de citrandarin [Citrus reshni hort. ex
Tanaka x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] e laranjas doces.
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Resumo

Com o objetivo de avaliar a capacidade competitiva do polen de citrandarin (Citrus reshni X
Poncirus trifoliata) para fundamentar a estratégia de utilizacdo de pdlen competicdo como
barreira de isolamento reprodutivo visando a contencdo do fluxo transgénico em dareas de
cultivo de laranja doce, foram conduzidos experimentos de polinizacdes simples e mistas com
polen de laranja doce em flores de tangerina Clementina Nules (monoembridnica). Das
polinizacdes mistas realizadas em 2011, Pera com citrandarin e Pineapple com citrandarim,
foram obtidas 1.051 plantas hibridas. Os hibridos trifoliados foram considerados filhos de
citrandarin, uma vez que esse cardter estd presente somente nesse doador de pdlen. Para
determinar a paternidade dos hibridos nio trifoliados foi feita uma andlise de paternidade com
trés marcadores microssatélites. O polimorfismo revelado pelos marcadores microssatélites
mostrou que o pdlen de citrandarin tem maior capacidade de formar embrido zigético em
Clementina Nules do que o pdlen das laranjas doces testados. Em outro experimento,
realizado em 2013, foram obtidos 1.193 hibridos de polinizacdo mista de pdlen de Pera com
citrandarin. O teste Qui-quadrado mostrou frequéncias fenotipicas similares nas duas safras (p
> 0,05). A fixacdo de frutos, acima de 50% nas polinizagdes simples e mistas e o nimero de
sementes formadas confirmou compatibilidade sexual entre a planta receptora (Clementina) e
os doadores de pdlen (laranjas doces Pera e Pineapple e citrandarin). A germinagdo in vitro do
poélen de citrandarin foi maior do que a germinacdo in vitro dos pdlens de laranja doce
testados e a viabilidade do pdlen de citrandarin foi maior que a viabilidade dos podlens de
laranja doce. Somando os resultados obtidos por avaliagdo de morfologia de folha e
marcadores microssatélites, foi possivel constatar que o pdlen de citrandarin produziu maior
nimero de embrides zigbticos que os pdlens de laranja doce, apresentando paternidade de
78,5% e 68,6 quando competiu com pdlen de Pera e Pineapple, respectivamente. Esses
resultados justificam a utilizacdo do citrandarin como um doador de pélen eficiente em dreas
de cultivo de laranja doce transgénica para contencdo do fluxo transgénico mediado por
pélen.

Palavras- chave: Citrus spp, Poncirus trifoliata (L.) Raf., p6len competi¢ao, marcadores
microssatélites, transgenia.
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Abstract

A strategy in which pollen competition may act as a barrier of reproductive isolation to
minimize unintended transgenic flow from sweet orange was tested. Citrandarin pollen was
tested in mixed pollinations with either Pera or Pineapple sweet orange pollen onto Nules
Clementine (Citrus clementina hort. ex. Tan.) flowers (monoembryonic and self-
incompatible), as well as in single pollinations to confirm pollen viability. Manual mixed
pollination generated 1.051 hybrids in crosses made in 2011. Trifoliate hybrids were assigned
as citrandarin offspring because only this parent presents this character. Parents of non-
trifoliate hybrid progeny were assigned based on the analysis of three-microsatellite marker
profiles. Polymorphism based on microsatellites revealed that most of the progeny generated
was offspring from the citrandarin. An additional experiment was accomplished in 2013, with
citrandarin and Pera sweet orange as either mixed or single pollen donors and Nules
Clementine as receptor, from which 1.193 plants were obtained with mixed pollens. The Chi-
square test revealed the same trend on phenotypic frequencies for both experiments. Results
from paternity assignment using leaf morphology and microsatellite markers showed that
citrandarin was parent of more zygotic embryos than Pera and Pineapple sweet oranges,
78.5% and 68.6%, respectively, indicating a higher pollination capacity for citrandarin.
Sexual compatibility between maternal receptor and pollen donors was confirmed due to
successful fruit set and seed set in single and mixed pollinations. In addition, pollen
germination as well as pollen viability in vitro of citrandarin was higher than those shown by
sweet orange pollen. Taken together, these results support the utilization of citrandarin as an
efficient pollen competitor in transgenic sweet orange orchards to reduce pollen mediated
transgenic flow.

Keywords: Citrus spp., pollen competition, microsatellite markers, transgenic.
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1-INTRODUCAO

A producdo mundial de alimentos passa por desafios como mudancas climéticas,
crescimento populacional, competi¢do por terras agricultiveis e os elevados custos para se
controlar pragas e doencas, entre outros. Os alimentos devem ser produzidos com o menor
impacto possivel ao meio ambiente e usando cada vez menos fontes de energia ndo
renovaveis. As plantas geneticamente modificadas (GM) encaixam-se nesse cenario como
uma importante ferramenta.

A tecnologia para produzir plantas geneticamente modificadas completou 30 anos
recentemente. Um tema sempre provocador de controvérsias e discussdes, ganhou a atengao
da sociedade cientifica ao longo desses anos pela publicacido de inimeros trabalhos. Assuntos
como a interacdo das plantas GM com o meio ambiente, a preservacdo da biodiversidade e a
interagdo das plantas GM com humanos e animais sdo frequentemente objeto de estudo.

O uso de plantas GM na agricultura demanda avaliagdes de risco ecoldgico. Nas
plantas o fluxo génico ocorre ndao apenas pela migracdo de individuos (dispersio de
sementes), mas também pela dispersdo de gametas (pdlen). A seguranca de plantas GM €
crucial para sua adoc@o.

Uma possivel consequéncia da liberacdo de planta GM é o fluxo génico ndo
intencional para plantas sexualmente compativeis, sejam agricultdveis ou selvagens. Pode-se
citar o exemplo do algoddo, onde as variedades “crioulas” nativa no Brasil sdo sexualmente
compativeis com o algodao GM, o que poderia levar a uma descaracterizacido genética dessas
variedades caso medidas de conten¢do do fluxo génico ndo fossem adotadas. No caso dos
citros no Brasil, ndo haveria o problema de fluxo transgénico para parentes selvagens, pois 0s
citricos foram introduzidos ndo Brasil e ndo relativos selvagens. Entretanto, poderia ocorrer a
transferéncia do transgene para variedades ndo GM, originando embrides GM indesejdveis em
frutos de plantas nao GM, mesmo as sementes niao sendo consumidas.

Estratégias para minimizar o efeito dos transgenes em fase de pré ou pds- hibridacao
tem sido estudadas para diversas culturas GM (como por exemplo: macho esterilidade,
florescimento atrasado e o uso de genes que reduzem fitness, acapacidade de uma populacao
manter ou aumentar o ndmero de individuos nas geracdes subsequentes).

A polinizacdo cruzada em citros € realizada predominantemente por abelhas (>95%).
A taxa de polinizacdo cai rapidamente com a distancia, mas a distincia na qual a polinizacdo €

zero € impossivel de ser determinada com acurdcia. O que se propde nesse trabalho € estudar



um mecanismo de isolamento genético para areas de liberacdo planejada de citros GM,
através do qual o fluxo transgénico mediado por pdlen fique limitado, sendo sua justificativa

fundamentar a utilizacao da competi¢do de pdlen como barreira de isolamento reprodutivo.

2- REVISAO DE LITERATURA

2.1- A CULTURA DOS CITROS

O Brasil detém 50 % da produc¢do mundial de suco de laranja, exporta 98 % do que
produz e participa com 79 % no mercado mundial. A citricultura gera, entre empregos diretos
e indiretos, um contingente de 230 mil posi¢des. Na safra de 2009/ 2010 a producao brasileira
foi de 397 milhdes de caixas de laranja de 40,8 Kg (Neves et al., 2010).

Para atingir essa dimensao, ao longo de décadas a citricultura brasileira enfrentou
diversos problemas de ordem fitossanitaria, especialmente os causados por patdgenos. Alguns
desses problemas foram contornados, a exemplo do virus da tristeza dos citros (CTV) onde a
utilizacdo de porta-enxerto tolerante e a pré-imunizacdo possibilitaram a reestruturacdo da
citricultura nacional (Miiller et al, 2005). Posteriormente houve epidemias de cancro citrico,
clorose variegada dos citricos e morte stbita dos citros, com diferentes intensidades de danos,
que exigiram pesquisas cientificas e a implementacdo de técnicas de manejo. No entanto,
outras doengas ainda sdo um grande desafio para os produtores e para a ciéncia. Entre estas
doengas, destaca-se o Huanglongbing (HLB), associada a bactéria Candidatus Liberibacter
asiaticus (Coletta-Filho et al., 2004) e Ca. Liberibacter americanus (Teixeira et al., 2005), que
infectam os vasos do floema (Bové & Ayres, 2007), considerada a mais séria e devastadora
doenca dos citros (Hall et al., 2012).

As acOes para minimizar os efeitos dessas doengas, principalmente os ocasionados
pelo HLB, elevam significativamente o custo da produgdo, inviabilizando a atividade para
muitos citricultores (Coletta-Filho et al., 2004), podem causar sele¢do de populagdes do inseto
vetor resistentes aos ingredientes ativos comumente utilizados (Tiwari et al., 2011),
contaminacdo do meio ambiente e destruicdo da entomofauna benéfica, afetando
negativamente o manejo integrado de pragas em citros (Miranda et al., 2011), além de
aumentar a exposicdo do homem ede contribuir com o aumento de residuos de agrotoxicos no
suco e fruta, ultrapassando as doses didrias aceitdveis de acordo com o Codex Alimentarius

(Caldas & Souza, 2000).



2.2- REPRODUCAO EM CITROS

As espécies do género Citrus reproduzem-se sexuadamente, por meio de
autopolinizacdo e polinizac@o cruzada, e assexuadamente, por apomixia nucelar (Machado et
al., 2005)

Tendo como centro de origem regides tropicais e subtropicais da Asia e do
arquipélago Malaio, de onde se dispersaram para outras regides do mundo, existe uma grande
complexidade na classificacdo do género Citrus. A taxonomia da subfamilia Aurantioideae foi
marcada pela proposi¢do de novos géneros, segregados de Citrus, como Poncirus, Fortunella
e Microcitrus. As espécies de Citrus importantes comercialmente sdo derivadas de Citrus
medica (L.), C. grandis (L.) Osbeck [C. maxima (Burm.) Merr., segundo Swingle & Reece,
1967] e C. reticulata Blanco (Aratjo & Roque, 2005). Os Kunquats (Fortunella), o trifoliata
(Poncirus) e outros géneros relativos a subfamilia Aurantioideae, familia Rutacea, sdo nativos
do sudeste do continente asidtico, com ramos filogenéticos que se estendem do centro da
China ao Japao, e do leste da India 2 Nova Guiné, Australia e Africa Tropical (Donadio et al.,
2005).

As variedades citricas de interesse comercial sao propagadas vegetativamente, através
da enxertia de borbulhas de uma planta matriz em um porta-enxerto, sendo esse produzido
através de sementes, onde se selecionam as plantas oriundas de embrides nucelares que
reproduzem as mesmas caracteristicas da planta mae.

A poliembrionia é uma caracteristica marcante em Citrus. Sendo o desenvolvimento
de dois ou mais embrides na semente. Em um numero limitado de casos, os embrides
adicionais sdo produzidos pela fissdo do zigoto e originam gémeos idénticos € ndo
reproduzem a planta mae, sendo designados de embrides sexuais ou zigéticos. Na maioria dos
casos, entretanto, a maioria dos embrides sdo desenvolvidos assexuadamente pela divisdo
mitética do nucelo. Tais embrides sdo chamados de nucelares ou apomiticos. A reproducao
pela embrionia nucelar, condicionada por um gene dominante, preserva toda heterozigosidade
originada por hibridacdo ou mutagdo, o que € importante para o melhoramento de Citrus
(Domingues et al., 1999).

Embora existam excec¢des, a polinizacdo € necessaria para a formagao dos embrides
nucelares, ndo se sabendo, no entanto, o quanto a fecundacao € importante para isso (Cameron
& Frost, 1968). A significancia da polinizacdo para a producdo de frutos difere grandemente
entre as variedades citricas. Os principais fatores envolvidos sdo: i) quantidade de pdlen
funcional; ii) as facilidades para a polinizacdo; iii) a relacdo entre pdlen e formacdo de

sementes e, 1v) a habilidade de algumas variedades produzirem frutos sem sementes



(partenocarpia) com ou sem polinizacdo (Frost & Soost, 1968). Distefano et al. (2011),
estudando as interacOes pdlen e pistilo e o inicio da frutificagdo em citros partenocarpico
(mandarina), observou que evidentes mudancas ocorrem no pistilo durante o desenvolvimento
do tubo polinico. Entretanto, foi observado que essas mudangas parecem acontecer da mesma
forma e ao mesmo tempo em flores ndo polinizadas. Além disso, o inicio da frutificacdo
ocorreu primeiro que a fertilizagdo, permitindo concluir que a habilidade partenocérpica de
flores ndo polinizadas produzirem frutos em citros leva a uma desconexdo entre reproducdo e
processo de frutificagcdo. Moreira & Gurgel (1941) verificaram que nas espécies ou grupos de
citros em que ha alta poliembrionia (mais de 40%) existe também alta porcentagem de pdlen
vidvel (calamondim, laranjas Pineapple e seleta e os pomelos Foster € Mac-Carty). Porém, a
reciproca ndo € verdadeira, pois a baixa ou nenhuma poliembrionia pode estar ligada com alta
fertilidade do pélen.

Soares Filho et al. (2000), estudando a poliembrionia e a frequéncia de hibridos em
citros, constataram uma associacao negativa entre o grau de poliembrionia e a frequéncia de
embrides de maior tamanho, sendo essa evidéncia muito mais acentuada quando se considera
os embrides zigéticos. Com os resultados obtidos inferiram que a frequéncia de hibridos
apresenta uma associag¢do negativa com o grau de poliembrionia dos parentais femininos.

A presenca de vérios embrides numa mesma semente pode dificultar a sobrevivéncia
dos embrides zigoticos, devido a competicdo que os embrides de origem sexuada estabelecem
sobre e com os de origem assexuada (Soares Filho et al., 2002).

Algumas espécies e variedades sdo estritamente monoembridnicas por ndo possuirem
apomixia, como as tangerinas Wilking (C. reticulata Blanco), King (C. reticulata Blanco),
Temple (C. temple hort. ex Yu. Tanaka) e Clementina (C. reticulata hort. ex Tanaka), os
pomelos Wheeny (C. paradisi) e Sukega (C.paradisi x C. sinensis (L.) Osbeck), as toranjas
(C. maxima) e as cidras (C. medica). As laranjas doces (C. sinensis (L.) Osbeck), apresentam
um numero médio de 1,44 a 4,88 embrides por semente, uma poliembrionia classificada de
média a alta (Machado et al., 2005).

A clementina Nules ou Clemenules (Citrus clementina hort ex Tanaka) é um cultivar
de clementina originado por mutacdo da clementina Fine, encontrada em 1953 em Nules,
provincia de Castellon, é a clementina mais cultivada na Espanha (Saunt, 2000). E uma
variedade ndo apomitica (Aleza et al., 2010), com alta taxa de partenocarpia, o seu proprio
pdlen € incompativel ndo promovendo a fertilizacdo dos 6vulos, porém seus frutos podem
apresentar sementes caso suas flores sejam polinizadas por pélen oriundo de outras variedades

compativeis (Azevedo et al., 2013). Sendo assim, é adequada para ser utilizada como parental



feminino em experimentos onde o objetivo é avaliar caracteristicas de progénie oriunda de
cruzamento.

A utilidade dos marcadores microssatélites em estudos genéticos e de melhoramento
de plantas decorre de dois fatores principais: a) seu elevado nivel de polimorfismo e b) a
facilidade para genotipagem (Powell et al, 1996). A capacidade para se distinguir individuos
proximamente relacionados € importante para vdrias espécies de plantas cultivadas, muitas
das quais tem base genética estreita. Comparando marcadores SSR com marcadores
isoenzimaticos, Ruiz et al. (2000) concluiram que, na maioria dos casos, microssatélites sao
mais eficientes para identificar a origem sexual de plantulas, dado seu alto nivel de
polimorfismo. Cristofani et al. (2001) concluiram que marcadores SSR’s sdo mais eficientes

que RAPS’s na identificacao de hibridos.

2.3 - MELHORAMENTO GENETICO EM CITROS E BIOTECNOLOGIA

O melhoramento genético convencional de citros é limitado por suas caracteristicas
genéticas e reprodutivas. As espécies citricas t€ém um complexo sistema reprodutivo, com
muitos casos de incompatibilidade cruzada e autoincompatibilidade, ocorréncia de apomixia,
apresentam elevada heterozigozidade e muitas delas tém longo periodo juvenil. Somado a
isso, o modo de herdabilidade da maioria das caracteristicas de importancia econdmica €&
desconhecido. A quase totalidade do conhecimento adquirido na herdabilidade de
caracteristicas dos citros se deve aos esforcos do melhoramento convencional de porta-
enxertos e copas. A dominancia ou recessividade de caracteristicas morfoldgicas tem sido
consideradas e discutidas de acordo com a segregacdo dos fendtipos (Gmitter Junior et al,
2010). Nesse contexto, a transformagdo genética oferece uma importante alternativa para o
melhoramento genético de citros (Pena et al., 2007). Como ndo hé fonte de resisténcia ao
HLB nos citricos, a introdu¢do de material genético de outros géneros ou familias de plantas
que possam conferi-la € objeto de grande interesse.

A grande vantagem do uso da técnica do DNA recombinante em relacdo ao
melhoramento convencional € que esse ultimo fica restrito apenas ao cruzamento entre
espécies filogeneticamente préximas, devido a barreiras que impedem a hibridacdo natural
entre espécies distantes. Com o uso de técnicas biotecnoldgicas isso deixou de ser limitagdo, a
introgressao e expressao de genes pode ser feita entre espécies de reinos distintos, como € o
caso da introgressao de genes de bactérias, um organismo procarioto, em plantas, organismos

eucariotos (Borém & Miranda, 2009). A transgenia em citros reduz o tempo de obtencdo de



variedades melhoradas, restringe a adicdo de genes indesejdveis em programas de
melhoramento e consequentemente, elimina os efeitos da heterozigosidade dos cruzamentos

sexuais (Machado et al., 2005).

As espécies citricas foram inicialmente consideradas recalcitrantes a transformacao
genética. Segundo Pefia et al., 2007, quando seu grupo comecou a trabalhar com
transformagdo genética em 1993, houve a necessidade de desenvolver procedimentos como o
uso de Agrobacterium tumefaciens como vetor para transformacgdo, o estabelecimento de
condic¢des apropriadas de infeccdo e co-cultivo e meio de cultura adequado, uso de fonte de
material vegetal em boas condi¢des fisioldgicas, determinacdo das células competentes para
transformacdo em explantes de citros, o uso de genes marcadores apropriados e a ripida
producdo de uma planta transgénica inteira através da enxertia dos brotos transgénicos
regenerados em vigorosos porta- enxertos primeiro in vitro € depois em casa de vegetacao,

que foram cruciais para a regeneragao de plantas de citros transgénicas em alta eficiéncia.

A transformacdo genética de explantes oriundos de tecido juvenil tem sido feita para
variedades como laranjeira Pineapple, lima, laranja azeda, alemow, limdo e tangerina
Cleopatra, utilizando- se segmentos internodais (1 cm) cortados transversalmente, de estacas
de plantas germinadas de sementes e cultivadas em casa de vegetagdo (18- 27° C) e para
citrange Carrizo os explantes usados sdo segmentos de epicétilo de plantulas de 8 semanas de
germinacdo, cultivadas in vitro. Agrobacterium tumefasciens strain EHA 105 carregando um
plasmidio bindrio € usada como vetor para transformacdo. O T-DNA do plasmidio binario
deve conter a parte do gene ou os genes de interesse, um gene marcador seletivo como o nptIl
e eventualmente um gene marcador reporter como o uidA. Apds o co-cultivo com a bactéria,
os explantes sdo colocados em meio seletivo (canamicina no caso do gene de selegdao nprll)
para separa¢do dos brotos transgénicos. Pequenas partes dos brotos emergidos dos explantes
sdo testados para atividade histoquimica GUS e entdo por¢des apicais sdo enxertadas no topo
de epicétilos de plantulas decapitadas de citrange Troyer cultivadas in vitro. Essa
microenxertia € feita colocando-se o broto em contato com o anel vascular ou, quando maior
que 0,4 cm sdo inseridos numa incisao lateral ao longo do comprimento do epicétilo. As
culturas sdao mantidas a 25° C com 16 h de fotoperiodo a 45 pE m 2 s 1 As copas
desenvolvem 2 a 4 folhas expandidas em 3 a 4 semanas apds a enxertia. Uma nova enxertia
(sobre-enxertia) da planta cultivada in vitro em vigorosos porta-enxertos € feita em casa de

vegetacdo, permitindo rapida aclimatacao e desenvolvimento da planta (Pefia et al., 2007).



Para as espécies lenhosas, a transformacgdo genética tem aplicagdes limitadas caso o
tecido maduro ndo possa ser transformado geneticamente. Plantas regeneradas de tecidos
juvenis terdo caracteristicas juvenis e varios anos serdo necessarios antes de serem avaliadas
as caracteristicas horticulturais e comerciais das plantas transformadas. As espécies citricas
apresentam periodos juvenis que variam de 5 a 13 anos em dreas subtropicais, onde as plantas
tém crescimento vigoroso, desenvolvem espinhos nas axilas das folhas e ndo ha
florescimento. Para aumentar a capacidade de regeneracdo de explantes maduros, borbulhas
de plantas adultas foram enxertadas em porta-enxertos vigorosos. A regeneracdo de
segmentos de estacas do primeiro, segundo e terceiro fluxo das novas plantas enxertadas
foram comparadas com a regeneracdo de segmentos de estacas de plantas juvenis. Os
resultados indicaram que os explantes do primeiro e segundo fluxo produziram similar
frequéncia de regeneracdo, significativamente maiores que os do terceiro fluxo. O primeiro
fluxo de plantas adultas foi selecionado como fonte de tecido para experimento de
transformagdo genética. Apds 14 a 18 meses na casa de vegetacdo, as plantas transgénicas e
controles usualmente comecam florescer, confirmando sua natureza madura. Além disso,
enquanto as plantas juvenis mostram pronunciada quantidade de espinhos, as plantas
transgénicas maduras sdo quase sem espinhos, similares as plantas maduras das quais os
explantes foram retirados para transformacao. Esses resultados confirmam a manutencio do
estadio ontogénico das plantas maduras revigoradas assim como das plantas transgénicas. Os
eventos transgénicos mantém seu estado epigenético maduro mesmo apds o processo de
transformacao, inducdo de callus e rediferenciacdo necessdrios para mudar as células a um
competente estddio para transformacgdo. Transformar e regenerar tecido maduro significa fazer
um by pass no estddio juvenil. Esse processo diminui o tempo para obtencdo das

caracteristicas horticulturais (Pefa et al., 2007).

2.4- LIBERACAO DE ORGANISMOS GENETICAMENTE MODIFICADOS NO
AMBIENTE E BIOSSEGURANCA

A liberacdo do plantio de plantas transgénicas € regulada por 6rgdos governamentais
responsaveis por avaliacdes do potencial de impacto no meio ambiente. Um dos mais
importantes componentes da avaliagdo de risco € a probabilidade do fluxo génico (Chandler &
Dunwell, 2008).

O fluxo génico de plantas geneticamente modificadas para outros cultivares ou seus

parentes selvagens ou mesmo para plantas invasoras parentes € uma das maiores



preocupacdes em relagdo ao risco ecoldgico associado a liberacdo de plantios comerciais de
transgénicos (Messeguer, 2003). Em casos como girassol, abobora e rabanete, cultura e planta
daninha representam diferentes formas da mesma espécie e o fluxo gé€nico para as plantas
selvagens ocorre se essas formas crescem uma préxima da outra (Snow et al., 2002). No
Brasil, a lei n° 11.105 de 24 de marco de 2005 e o Decreto n° 5.591 de 22 de novembro de
2005 normatizam e disciplinam o uso das técnicas de engenharia genética em construgao,
cultivo, manipulagdo, transporte, comercializacdo, consumo, liberagao e descarte de OGMs,
visando proteger a vida e a saide do homem, dos animais e das plantas, bem como o meio
ambiente. A existéncia de uma legislacdo especifica possibilitou ainda a criagdo de uma
comissao especifica para assuntos de biosseguranca nacional, a Comissdo Técnica Nacional

de Biosseguranca — CTNBio (Borém & Miranda, 2009).

2.5- ESTRATEGIAS DE CONTENCAO DO FLUXO GENICO

Existem varias formas de se medir diretamente o fluxo génico, sendo a mais comum
delas a observacdo da movimentacdo de sementes e pdlen, a qual dd uma estimativa da
dispersao génica. Os fatores que determinam o provdvel estabelecimento de hibridos entre
plantas cultivadas e espécies relacionadas em ambientes agricolas ou habitat natural sdo: 1)
producdo de sementes hibridas vidveis; ii) estabelecimento de plantas hibridas originadas de
sementes no solo, e ii1) capacidade do hibrido de se propagar vegetativa ou sexuadamente. A
fertilidade do macho e da fémea com estabilidade meidtica e pareamento de cromossomos, a
persisténcia e disseminacdo de propagulos vegetativos no ambiente agricola e a natureza de
competicdo com outras plantas sdo alguns exemplos da capacidade propagativa do hibrido
(Eastham & Sweet, 2002). A estrutura genética de populacdes de plantas € determinada em
grande parte pelo movimento do pdlen dentro e entre populacdes e padrdes de polinizacao vao
levar a conectividade de populacdo e fluxo génico (Craft, 2010). O potencial para o fluxo
génico mediado por pdlen depende da distribuicdo geografica das diferentes espécies
compativeis (selvagens ou cultivadas) presente na drea de estudo.

Com excec¢do do sudeste asiatico, nas demais regides do planeta onde se cultiva citros
ndo haveria parentes selvagens para se preocupar com o escape do transgene para essas
plantas. Entretanto, a polinizacdo cruzada entre citros transgénico e variedades convencionais
€ possivel se eles sdo cultivados em areas proximas. Com relacdo as sementes, embora nao
sejam consumidas, a presenca de um embrido transgénico na semente de frutos de plantas nao

transgénicas poderia afetar negativamente sua comercializacdo, especialmente se pomares de



cultivo organico forem expostos (Pons et al., 2011). O escape do transgene via pdlen e seu
posterior desenvolvimento em embrido zigdtico no fruto de uma planta citrica ndo transgénica
levanta questdes quanto a sua disseminacdo. O fluxo do transgene mediado por pdlen é uma
questdo a ser avaliada a luz da biologia dos citros, uma cultura exética e cultivada ha séculos
no Brasil.

No caso de drea de liberacdo de citros geneticamente modificado, o escape transgénico
através de sementes tem uma possibilidade de sucesso muito baixa. Mesmo que sementes com
embrides hibridos fossem levadas pelo homem ou pelos animais junto com os frutos e
viessem a germinar numa mata ou ambiente agricola, ndao formariam plantas adultas aptas a se
reproduzirem sexualmente porque: (i) é pratica agricola habitual a eliminacdo de plantas
citricas de ocorréncia espontanea nos pomares, (ii) a propagacdo de variedades de copa de
citros ndo se d4 por sementes, (iii) embrides hibridos sdo menos vigorosos que os nucelares,
sendo assim, a capacidade de formarem plantas hibridas é menor. As variedades de laranja
doce foram h4 muito tempo selecionadas e domesticadas pelo homem, sendo incapazes de,
por si s6, estabelecerem novas plantas através de sementes em matas.

De Jong et al. (2005), estudando o efeito da distancia da fonte de p6len na formacao de
sementes em quatro espécies didicas, comparando a poliniza¢cdo manual com a polinizacdo
aberta, observaram que a formacdo das sementes nas flores de polinizacdo aberta decresceu
significativamente com o distanciamento do doador de podlen coespecifico. Wallace et al.
(2002) com o propésito de investigar o fluxo de pélen em plantas receptoras de tangerina
Imperial, usando isoenzimas para determinacdo do parental, observaram que o tamanho do
fruto e o nimero de sementes diminuiu significativamente com o aumento da distdncia do
polinizador, a tangerina Ellendale.

Free (1960) classificou os tipos de visitas as flores de abelhas produtoras de mel em
pomares de péssego, pera, ameixa, damasco e cereja, como sendo: a) raspam sobre as anteras
para obter pdlen e nio tentam coletar néctar; b) ficam com os membros sobre os estames e
inserem seu aparato bucal e a parte frontal do seu corpo entre os estames para alcancar o
nectdrio, invariavelmente tocando as anteras devido a disposi¢dao dos estames; ¢) comportam-
se como em b), mas raspam sobre as anteras procurando por pdlen depois; d) comportam- se
como em b), raspando as anteras a procura por polen primeiro. Nesse trabalho € relatado que,
devido a dificuldade de manter continua a observacdo sobre uma abelha, especialmente
seguindo ela de arvore para arvore, ndo foi possivel obter informacdo precisa do nimero de
arvores que a abelha visita numa dnica viagem, mas cdlculos indicam que, na média, as

abelhas provavelmente visitam duas ou mais plantas.
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Levin & Kerster (1969) estudando o efeito do espacamento entre plantas em nove
espécies de angiospermas com diferente morfologia reprodutiva, pigmentagcdo e aroma, sobre
o comportamento de quatro espécies de abelhas quando buscam por alimento, encontraram
que a distancia média de voo dos polinizadores tem forte correlagdo positiva com o
espacamento entre plantas (coeficiente de correlagdo variando de 0,9 a 0,99). Os autores
atribuem as altas correlacdes encontradas ao fato de que a distancia de voo das abelhas
buscando por alimento sdo controladas quase que exclusivamente pelo modelo de distribui¢ao
espacial das plantas e isso € altamente deterministico. Esse trabalho assume dois modelos de
dispersao de pdlen. O primeiro modelo chamado de faixa curta assume que 80% do pélen de
uma planta € depositado na proxima planta visitada, 15% na segunda e 5% na terceira. O
segundo modelo, chamado de faixa longa, assume que 50% do pdlen de uma planta é
depositado sobre a proxima planta, 25% na segunda planta, 12,5% na terceira planta, 6,5% na
quarta planta e 6% na quinta planta. Para se deduzir o fluxo de distribuicdo de pdlen do
padrdo de voo da abelha, a dinamica da distribuicdo de pdlen e a aleatoriedade de direcdo de
voo da abelha devem ser levados em consideracdo, como sugere a féormula: dispersdo média
de pélen = Y (proporcio de pélen depositado na enésima planta X v/n). Segundo os autores a
dispersdo de pdlen e gene € mais restrita em plantios densos € menos restrita em plantios
esparsos.

Souza et al. (2003) estudando a biologia floral e o efeito de insetos visitantes na
producdo de laranja da variedade Péra, observaram que a flor teve duragao média de 25 horas,
o inseto mais frequente nas flores foi a abelha Apis mellifera coletando principalmente néctar
(94;4 %) do que pdlen (5,6%), a porcentagem de fecundacao das flores foi maior (57,4%) nas
visitadas pelos insetos do que as nao visitadas (botdes protegidos por tela). As flores visitadas
pelos insetos produziram frutos maiores, mais pesados, mais doces € com maior nimero
médio de sementes que as flores ndo visitadas.

No grupo das laranjas, devido a grande variacdo entre as cultivares, fica dificil fazer
uma afirmacdo generalista quanto aos beneficios da poliniza¢do cruzada por abelhas. Na
laranja Valéncia houve aumento no tamanho do fruto e nimero de sementes devido a
polinizacdo por abelhas. J4 para o grupo das mandarinas, onde muitas variedades sdo auto-
incompativeis, as que requerem polinizacdo cruzada por abelhas sdo aquelas que apresentam
fraca partenocarpia (Stanford, 1992). Snow (1994) considera que a selecdo sexual em plantas
¢ ainda uma questdo aberta e que estudos que comprovem correlagdo (positiva ou negativa)
entre a qualidade dos descendentes e o sucesso reprodutivo paternal sdo necessarios. Em sua

revisdo intitulada “Selecdo pds polinizagdo e contribuicdo genética masculina em plantas”,
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sdo abordados o contexto ecolégico para selecdo sexual e eventos como interacdo entre
macho/ fémea e escolha feminina. Quando misturas de pélen sdo depositadas nos estigmas, a
selecao sexual pode ocorrer por conta de diferengas entre machos (graos de pdélen) nas taxas
de crescimento do tubo polinico, sucesso de fertilizacdo e taxas de sobrevivéncia do embrido.
Nessa revisdo ambos eventos pré e pos fertilizacdo sdo considerados porque seu efeito pode
influenciar o sucesso reprodutivo masculino e, na prética, € sempre dificil distinguir um do
outro. Portanto, estender a definicdo de sucesso de cruzamento para incluir taxa de
sobrevivéncia do embrido é problemdtico porque embrides representam uma nova geracao e
qualquer abortamento nao aleatdrio € baseado no fenétipo da progénie e ndo no dos seus pais.
Se o gendtipo parental influenciar a chance de aborto, esses eventos podem ser andlogos para
competi¢do entre machos e/ ou escolha feminina.

Marshall & Folsom (1991) ressaltam que, se flores recebem, de diferentes fontes, mais
graos de pdlen que o nimero de 6vulos que elas t€ém, nem todo grdo de pdlen estara apto a
formar semente, entdo selecido durante a fecundagdo pode ocorrer. Essa selecdo pode envolver
discriminacdo entre seu proprio pdlen e o de outras flores, assim como discriminagdo entre
doadores compativeis, entre parentes proximamente ou distantemente relacionados e entre
espécies. Esses autores citam que misturas de dois ou mais tipos de pdlen de outras flores
foram aplicados para vérias espécies cultivadas: milho, cebola, feijdo, alfafa e abébora. Em
todos esses casos, as fecundacdes aconteceram de forma nao aleatoria.

Apés a polinizagdo e antes da formagdo do zigoto, uma barreira reprodutiva pode
surgir da reducdo da habilidade paternal de pdlen heteroespecifico comparado com pdlen
coespecifico. Esse sucesso de fertilizacdo diferencial € sempre forte ou exclusivamente
observado quando podlen de ambas espécies competem por fertilizacdo. Uma vez formado o
zigoto, sementes hibridas podem ser mal formadas, abortadas ou estéreis (Rahmé et al., 2009).

Klips (1999) avaliou a competicio de pdlen como um mecanismo de isolamento
reprodutivo entre duas espécies simpatricas de hibiscos (Malvaceae), fazendo polinizacdo
manual com cargas puras de pdlen coespecifico, heteroespecifico e com cargas mistas,
verificou que nos tratamentos com polinizacdes mistas a producdo de sementes hibridas foi
muito menor que o esperado. H. moscheotus produziu 7,4% (Chi- quadrado = 72,5; P < 0,001)
e H. laevis 8,8% (Chi- quadrado = 102,3 P < 0,001). Para ambas as espécies, a maioria dos
frutos oriundos de poliniza¢do mista ndo produziram sementes hibridas.

Chacoff & Aizen (2007) conduziram um experimento com o objetivo de avaliar a
dependéncia de polinizador para trés variedades de grapefruit (Citrus paradisi Macf) no

noroeste da Argentina e concluiram que a poliniza¢do animal e o desenvolvimento do tubo
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polinico sdo importantes fatores para a producdo de frutos e que a germinacdo de graos de
polen vindos de outras plantas da mesma variedade 24 horas ap6és sua chegada no estigma €
maior do que a germina¢do de graos de pdlen da prépria planta, indicando que sob condi¢des
naturais, onde ocorre a polinizacdo mista, os grdos de pdélen vindos de outras plantas
competem com o grao de pdélen da prépria planta na formagdo de sementes.

Pons et al. (2011) analisaram pela primeira vez a possibilidade de citros nio
transgénico cultivado préoximo a um campo de liberagdo de citros transgénico, servir como
barreira de isolamento genético. Esse experimento teve como bordadura para o campo de
citros transgénico uma fileira de plantas de Clementina Nules (monoembridnica e auto-
incompativel) utilizada com a finalidade de monitorar o fluxo transgénico mediado por pdlen
(FTMP). A determinacao do FTMP nas sementes das plantas de Clementina Nules foi feita
durante sete anos consecutivos. As porcentagens de sementes transgénicas em frutos de
Clementina Nules (plantas receptoras) foram baixas, variando de 0,17% a 2,86%. A andlise da
expressao do gene GUS e a morfologia da folha de uma sub parcela das plantulas originados
de plantas receptoras de polinizacdo aberta revelou a ocorréncia de muitos hibridos trifoliados
negativos para o gene GUS. Como o Citrange Carrizo, um hibrido trifoliado pertencente ao
bloco de plantas transgénicas e sexualmente compativel com a Clementina Nules, ndo
contribuiu muito para a formacdo de descendentes trifoliados, tais resultados sugeriram que
outros doadores de pdlen trifoliados de campos vizinhos competiram com arvores do campo
transgénico por polinizacdo das plantas receptoras e limitaram o FTMP.

Para identificar o doador de pdlen ndo transgénico que competiu com os gendtipos
transgénicos no campo experimental de Pons et al. (2011), sob condi¢des de polinizacao
aberta, foram analisados em dois anos consecutivos, por marcadores microsatélites, o DNA de
plantulas obtidas de sementes das plantas receptoras. Os resultados das andlises mostraram
que os doadores de pélen com maior efetividade na paternidade dessas plantulas foram cinco
hibridos de uma colec@o porta-enxertos, totalizando 477 plantas, localizada proximo ao bloco
dos transgénicos.

Para esclarecer o mecanismo de isolamento pelo qual outros doadores de pdlen
limitaram o FTMP no estudo de Pons et al. (2011), a capacidade de competicao de pdlen foi
avaliada. Um dos hibridos do campo de porta-enxertos que apresentou a maior taxa de
fecundacao em polinizacio aberta, o hibrido citrandarin entre tangerina Cledpatra e Poncirus
trifoliata (L.), foi comparada, em poliniza¢des mistas, com o pélen de um gendtipo de laranja
Pineapple transgénica altamente compativel com Clementina Nules, em dois anos

consecutivos. Poliniza¢des simples com pdlen de Pineapple transgé€nica e ndo transgénica
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foram feitas como controle. As plantulas progénies desses cruzamentos foram testadas para
expressao do gene GUS. A polinizacdo simples com pélen de Pineapple transgénica revelou
86% de seedlings GUS positivos, bem proximo do esperado para a heranga do transgene. Por
outro lado, somente 5% de plantulas GUS positivos do cruzamento em poliniza¢do mista foi
obtido, indicando que o hibrido tangerina Cledpatra X Poncirus trifoliata (L.) reduziu
fortemente o sucesso de paternidade do genétipo transgénico. As polinizagdes simples de
flores de Clementina Nules resultaram em similar “pegamento de fruto” e formacdo de
sementes, indicando que o carater transgénico nao afetou a fecundagao.

A Comissdao Técnica Nacional de Biosseguranga (CTNBio) estabeleceu, através da
resolucdo normativa n° 10 de 02 de outubro de 2013, condi¢Oes de isolamento para a
liberacdo planejada no meio ambiente de laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck)
geneticamente modificada. Essas condi¢des envolvem: (1) a disposi¢do de duas linhas de
cultivo de um genétipo de citros polinizador ndo transgénico ao redor da drea que contenha
laranja doce geneticamente modificada, para atuar como fonte de pdlen alternativo para as
abelhas e que compita eficazmente com o pdlen de laranja doce GM por fertilizacdo; (2) a
disposicdo de uma segunda bordadura ao redor do genétipo superpolinizador, composta por
duas linhas de cultivo de um genétipo ndo geneticamente modificado receptor de pdlen, auto
incompativel e monoembridnico, permitindo assim o monitoramento do fluxo transgénico e
servindo como barreira para minimizar o escape do pdlen GM; (3) a disposi¢do de uma
terceira bordadura, ao redor das bordaduras anteriores, composta por no minimo duas linhas
de cultivo de laranja doce para minimizar o escape do pdlen GM e também servir de
monitoramento do fluxo transgénico; (4) o estabelecimento de uma distancia minima de trés
quilometros de colmeias destinadas a apicultura comercial ou doméstica pré-existentes a
época da instalacdo do experimento, sendo que apds a instalacdo do experimento os
apicultores deverdo ser informados que deverdo respeitar a distancia minima de 1 km entre o
apiario e a drea experimental; (5) para obtencdo de sementes de porta enxertos para viveiros
comerciais deverd ser respeitada uma distdncia minima de 1 km entre as plantas fontes de
sementes e a drea experimental; (6) respeitar a distancia de pelo menos 100 metros de areas de
preservacdo natural; (7) obrigatoriedade em se realizar um monitoramento em um raio de 100
metros da drea experimental a partir da ultima linha de bordadura, visando a eliminacio de
plantas citricas espontaneas. Os preceitos estabelecidos nessa resolucdo normativa niao se
aplicam quando a planta citrica for formada pelo porta-enxerto transgénico enxertado com

uma copa nao transgénica (Brasil, 2013).
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2.6. OBJETIVOS

Considerando o beneficio que variedades geneticamente modificadas podem trazer a
citricultura mundial e a necessidade do estabelecimento de medidas que minimizem o fluxo
transgénico mediado por pdlen em dreas de cultivo de citros trensgénico, esse trabalho tem o

objetivo de:

1- Testar a superioridade do pdélen de um citrandarin (Citrus reshni hort. ex Tanaka X
Poncirus trifoliata (L). Raf. selecdo Rubidoux) sobre pélen de variedades de laranja
doce, na formacgdo de embrides zigéticos em frutos de clementina Nules por meio de

polinizacdes controladas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 PLANTAS RECEPTORAS

Como parental feminino utilizou- se plantas de Clementina Nules.

A polinizagdo foi realizada em duas floradas distintas. Para a florada da safra
2011/2012, foram polinizadas plantas de Clementina Nules do banco ativo de germoplasma
do Centro de Citricultura Silvio Moreira, em Cordeirépolis — SP, com nove anos de plantio,
enxertadas parte em limao Cravo e outra parte em Poncirus trifoliata L. Para a florada da
safra 2013/2014, foram utilizadas como parental feminino plantas de Clementina Nules da
fazenda Nossa Sra. Aparecida, no municipio de Botucatu- SP, enxertadas em Poncirus
trifoliata L, com oito anos de plantio. O nimero de flores polinizadas em cada safra para cada

tratamento encontra-se nos apéndices (Tabela 19).

3.2 PLANTAS DOADORAS DE POLEN
Utilizou- se o pdlen do citrandarin [Citrus reshni hort. ex Tanaka x Poncirus trifoliata
(L) Raf.]. selecao Rubidoux, referenciado como acesso 1600 no CCSM e poélen de laranja

doce (Citrus sinensis L. Osbeck) das variedades: Pera, Valéncia, Hamlin e Pineapple.

Figura 1. (A) flores de citrandarin acesso 1600 (Citrus reshni hort. ex Tanaka X Poncirus

trifoliata (L.) Raf. selecdo Rubidoux), (B) planta no campo, enxertada em limoeiro Cravo.
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3.3 OBTENCAO E PREPARACAO DO POLEN

Os diferentes tipos de pdlen utilizados nas poliniza¢des foram obtidos de botdes florais
de plantas doadoras coletados em seu maximo estddio de desenvolvimento e ainda fechados
para garantir que nao houvesse mistura com pélens de outras variedades que ndo fossem
objeto do estudo, possivelmente trazido por abelhas ou pelo vento.

Esse experimento foi realizado em duas etapas distintas, uma na florada da safra 2011/
2012 e outra na florada da safra 2013/2014.

Nos anos de 2011 e 2013 foram coletados botdes florais do citrandarin acesso CCSM
1600 em plantas do banco de sementes da fazenda Sao Carlos, em Gavido Peixoto — SP, da
empresa Citrosuco. De talhdes comerciais dessa mesma fazenda foram coletados os botdes
florais de laranjeira Pera, Valéncia e Hamlin. Para a laranjeira Pineapple os botdes florais
foram coletados na fazenda Capim Verde em Taquaral — SP, da empresa Sucocitrico Cutrale
S/A. No ano de 2013 manteve- se os locais de coleta de botdes florais para extracdo de pdlen,
mas também foram coletados botdes florais do citrandarin 1600 no banco ativo de
germoplasma do Centro de Citricultura Silvio Moreira, em Cordeirépolis — SP, devido a
pequena quantidade de arvores disponiveis desse gendtipo na fazenda Sao Carlos.

Os botodes foram coletados semanalmente e levados ao laboratério, abertos sobre folha
de papel em uma mesa onde ficaram expostos a temperatura ambiente por 24 horas para
deiscéncia das anteras. As anteras foram entdo removidas com uma pinga, colocadas em
placas de petri e levadas em estufa a 35° C onde ficavam por mais 12 horas para secagem.

Para que houvesse proporcionalidade no nimero de graos pdlen nos tratamentos com
cargas mistas, apds o processo de secagem procedeu- se uma padronizacdo, conforme
protocolo descrito no Anexo L.

Depois da padronizacdo, as anteras foram colocadas em recipientes plasticos de 80 ml
com tampa, agitados em “vortex” para homogeneizacdo da mistura e desprendimento dos
graos de podlen das anteras, onde foram levados ao campo para as polinizacdes. Esse
procedimento foi repetido em todas as semanas em que houve polinizagdo, garantindo assim

que o pdlen utilizado estivesse com boa condi¢ao de germinacao.
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3.4 ESTUDO DE VIABILIDADE DE POLEN

Durante as polinizacdes realizadas em 2013 foi feito um estudo concomitante da
viabilidade de pdlen. Utilizaram-se duas técnicas para estudo da viabilidade de pdlen, (i) a

coloracdo por carmim acético a 2,5% e (ii) germinagao in vitro.

Figura 2. (A) Potes preparados com anteras (puro e mistura) para polinizacdo no campo, (B)

anteras de citrandarin (esquerda) e mistura de anteras da variedade Pera com citrandarin

(direita).

3.4.1 COLORACAO POR CARMIM ACETICO

Depois que o pdlen passou pelo processo de secagem em estufa, uma pequena por¢ao
de anteras foi transferida para tubos plasticos, contendo 0,5 ml de solucdo 3:1 (élcool
absoluto: dcido acético glacial) e agitada em ‘“vortex”, obtendo-se assim uma suspensao de
polen.

A viabilidade foi avaliada por meio de coloracdo por carmim acético a 2,5% sobre
laminas de vidro, seguida de observacdo em microscopio optico de acordo com metodologia
estabelecida por Moreira e Gurgel (1941). Os graos de pdlen vidveis apresentam bordas
circulares, com superficie uniforme e coloragdo vermelho intensa enquanto os invidveis

apresentam menor tamanho, superficie irregular, formato ndo uniforme e coloracdo amarelo

claro (Latado et al., 2004).



18

De acordo com Moreira & Gurgel (1941), o pdlen pode ser classificado em quatro
grupos. O primeiro sdo os graos funcionais, fortemente coloridos pelo carmim acético e que
germinam em solu¢des com sacarose. Os outros trés grupos sdo os graos incompletamente

preenchidos, os graos vazios e os graos pequenos e deformados que sdo invidveis.

3.4.2 GERMINACADO in vitro

Avaliou- se também a germinacdo do grao de pdlen in vitro. Para isso, preparou-se um
meio de cultura contendo 15% de sacarose e 1% de agarose, pH ajustado para 6,5 e vertido
sobre laminas de vidro e solidificados a temperatura ambiente. Os graos de pdlen foram
colocados sobre o meio com auxilio de um pincel. As laminas foram acondicionadas sobre
papel toalha molhado em bandeja refrataria coberta com filme PVC formando uma camara
umida e incubadas em BOD a 28° C por 24 h.

A contagem dos grdos de pdlen germinados e ndo germinados foi feita em
microscopio Optico, percorrendo varios campos por lamina até chegar ao ntimero de 600,
contando-se preferencialmente naqueles campos onde havia maior concentracdo de pdlen
germinado. O podlen tende a germinar mais onde ocorre agregacdo (Pons, comunicagdo

pessoal).

3.5 POLINIZACOES CONTROLADAS

No ano de 2011, a ocorréncia de florada nas plantas receptoras ocorreu no periodo
entre as duas ultimas semanas de outubro e as duas primeiras semanas de novembro. Para o
ano de 2013, a florada ocorreu entre os meses de agosto e setembro. Nesses dois anos, as
floradas das plantas doadoras de pélen e da Clementina Nules coincidiram, o que possibilitou
trabalhar com o pdlen recém coletado. As poliniza¢des foram realizadas em quatro dias,
distribuidos em quatro semanas na campanha de 2011 e em cinco dias, distribuidos em cinco
semanas na campanha de 2013.

Para serem manualmente polinizados, foram escolhidos botdes florais das plantas
receptoras no maximo estdgio de desenvolvimento, porém ainda fechados, para garantir que
em seus estigmas ndo houvesse sido depositado nenhum grdo de podlen. Os botdes eram
abertos e retirados estames e anteras. Com auxilio de um pincel, cargas de pdlen foram

depositadas no estigma das flores. As flores polinizadas foram identificadas com etiquetas
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plasticas e cobertas com saquinho de papel por uma semana para evitar a visita de insetos e

deposicao de pélen que ndo fosse de interesse do estudo.

Figura 3. (A) Botao floral no estigio para ser polinizado, (B) botdo floral sem as pétalas sendo
polinizado.

3.6 EXTRACAO DE SEMENTES, GERMINACAO E AVALIACAO FENOTIPICA

Entre a segunda e a terceira semana de junho de 2012 os frutos obtidos das
polinizacdes controladas de outubro e novembro de 2011 jad haviam iniciado maturacio e
foram colhidos. As sementes foram extraidas e lavadas, separadamente fruto por fruto. Fez—se
o tratamento com hipoclorito de s6dio a 1% por 10 min e tratamento térmico em dgua a 52° C
por 10 min. As sementes foram entdo secas ao ar, a temperatura ambiente por 24 h, embaladas
e etiquetadas em sacos plasticos com polvilhamento de fungicida captana e posteriormente
armazenadas em camara fria até a semeadura.

As sementes foram germinadas em tubetes plésticos de 12,5 X 2,5 cm, com substrato
fibra de coco, em casa de vegetacdo. A germinacdo das plantulas ocorreu na segunda

quinzena de agosto de 2012.
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A avaliacdo visual do fenétipo das plantas oriundas das polinizagcdes controladas de
2011 foi feita em dezembro de 2012, quatro meses apds a germinacao, quando as plantulas ja
tinham tamanho maior ou igual a 15 cm classificado- as em: (i) trifoliadas, (ii) monofoliadas e
(iii) plantulas que apresentavam folhas mono e bifoliadas (miscelanea). Nessa ocasido, foram
coletadas amostras de folha de todas as plantas monofoliadas e plantas com folha mono e
bifoliada (miscelanea) provenientes dos cruzamentos onde houve mistura de pdlen de laranja
doce com citrandarin, para a extracio do DNA gendomico, segundo protocolo de Murray &
Thompson (1980). Foram coletadas também, folhas de pelo menos cinco plantas dos
tratamentos onde ndo houve mistura de pdlen (tratamento controle), com a finalidade de
servirem de controle de polimorfismo nas andlises por marcador molecular, sendo para o
tratamento com poélen de citrandarin selecionadas cinco plantas tipicamente trifoliadas e para
os tratamentos com poélen de laranjeira doce selecionadas cinco plantas tipicamente

monofoliadas.

Figura 4. (A) Planta com folha monofoliada, (B) planta com folha trifoliada, (C) planta com

folha mono e bifoliada.

Depois da avaliagdo visual do fendtipo, todas as plantulas trifoliadas oriundas de
cruzamentos com cargas mistas de pdlen tiveram sua paternidade atribuida ao citrandarin,

uma vez que o citrandarin tem fendtipo trifoliado e esse cardter € dominante sobre o cardter
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“monofoliado” (Gmitter Junior. et al, 2010). A planta receptora Clemenules e as laranjas doce
doadoras de pdlen nesse estudo (Pera, Valéncia, Hamlin e Pineapple) sdo todas monofoliadas.

Entre a dltima semana de maio e a segunda semana de junho de 2014 foram colhidos
os frutos obtidos das poliniza¢des controladas de 2013. Os processos de extracdo de sementes
e germinacdo foram idénticos aos realizados em 2012. A avaliacdo visual do fenétipo das
plantas ocorreu em outubro de 2014, quatro meses apds a germina¢do, adotando-se a mesma
classificacdo empregada em 2012. A coleta de amostras para a extracdo de DNA e andlise
com marcadores moleculares para os cruzamentos das polinizacdes de 2013 ndo foi incluido

neste estudo.

Figura 5. Variabilidade morfoldgica de folhas de hibridos obtidos de poliniza¢cdes mistas em
Clementina Nules com pdlen de citrandarin (acesso CCSM 1600) e laranja doce (safra 2013-
2014).
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37 ANALISE DE PATERNIDADE ASSISTIDA POR MARCADORES
MOLECULARES

A necessidade de submeter as plantas monofoliadas oriundas dos cruzamentos de
polinizacdes mistas a andlise por marcador molecular se deve ao fato do citrandarin ser um
hibrido, e por segregacdo génica, o carater trifoliado pode ndo ser transmitido aos seus
descendentes. A determinacdo da paternidade dos hibridos progénie de poliniza¢des mistas
com fen6tipo monofoliado ou miscelanea (mono e bifoliado), foi feita mediante genotipagem
com marcadores moleculares de simples sequéncia repetida (SSR). Nesse trabalho, foram
submetidos a andlise de paternidade os hibridos ndo trifoliados oriundos das poliniza¢des
mistas (Pera + citrandarin e Pineapple + citrandarin) e os hibridos ndo trifoliados das
polinizacdes simples com pélen de citrandarin, da safra 2011- 2012. Por ndo existir um dnico
marcador com diferenciacdo alélica total entre os trés doadores de pdlen (citrandarin,
Pineapple e Pera), foi realizada uma andlise de paternidade multilocus. Dos dez marcadores
SSR utilizados por Pons et al. (2011), foram selecionados trés que apresentaram melhor
polimorfismo para os quatro parentais utilizados nesse estudo: CIRO7C07 (Froelicher et al.
(2008);  CIR07CO7f  5’-TATCCAGTTTGTAAATGAG-3° e  CIR07CO7r 5-
TGATATTTGATTAGTTTG-3’), mest86 e mestl07 (Luro et al., dados ndo publicados;
mest86f 5- CCAACTGACACTAATCCTCTTCC-3’ e mest86r 5—
CCTCTCTGGCTTCTGGATTG-3’; mestl07f 5’-GCTGAGATGGGGATGAAAGA-3" e
mest107r 5’- CCCCATCCTTTCAACTTGTG-3).

Para a amplificacdo dos fragmentos de DNA em termociclador Eppendorf modelo
Mastercycler, utilizaram-se pares de oligonucleotideos marcados com fluorescéncia no
oligonucleotideo forward, o do sentido sense no anelamento ao DNA molde (Applied
Biosystems® ou Macrogen). O oligonucleotideo para o SSR CIR07C07 foi marcado com o
fluoroforo FAM, o oligonucleotideo para o SSR mest86 foi marcado com o fluoroforo NED e
para o SSR mest107, o oligonucleotideo foi marcado com o fluoroforo HEX. As reacdes de
PCR com os oligonucleotideos CIRO7C07 e mest 107 foram preparadas para um volume final
de 20 uL com 1 U de enzima DNA polimerase de alta fidelidade), tampao 1 X, 0,2 mM de
dNTPs, 5 mM de MgCl,, 2 uM de cada primer, ¢ 90 ng de DNA gendmico. Para o
oligonucleotideo mest86 a reacdo de PCR foi preparada com um volume final de 20 pLL com 1
U de enzima DNA polimerase de alta fidelidade, tampao de enzima 1 X, 0,2 mM de dNTPs, 2
mM de MgCl,, 2 uM de cada primer e 90 ng deDNA gendmico Os parametros utilizados para
as amplificacoes foram: (a) 94°C/ 5 min, 40 ciclos a 94°C/ 30 s, 56°C/ 1 min, 72°C/ 30 s, e
elongacdo final a 72°C/ 10 min para os oligonucleotideos CIR07CO07; (b) 94°C/ 5 min, 40
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ciclos a 94°C/ 30 s, 66°C/ 1 min, 72°C/ 30 s, e elongacdo final a 72°C/ 10 min para os
oligonucleotideos mest 86 e (c) 94°C/ 5 min, 40 ciclos a 94°C/ 30 s, 60°C/ 1 min, 72°C/ 30 s, e
elongacao final a 72°C/ 10 min para os oligonucleotideos mest 107.

Foram utilizados 1 uL. de cada um dos trés produtos de reacao de PCR e colocados em
outro tubo onde adicionou- se 7 uLL de dgua. Dessa mistura tomou-se uma aliquota de 1 puL
que foi adicionada a 0,4 pL de GeneScan'™ 500 ROX™ Size Standard e 8,6 pL de
formamida, em placa com 96 pogos. A separacdo dos fragmentos foi efetuada em
sequenciador automdtico ABI 3730 XL DNA Analyser (Applied Biosystems®, Foster City,
California, CA) onde as amostras foram processadas e os resultados analisados com o
software Genemapper no Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia Gendomica da UNESP —

FCAV , Campus de Jaboticabal.
3.8 ANALISES ESTATITICAS

Foram feitas andlises de variincia, teste de Tukey para comparacdo de médias e teste
de Bartllet para homogenicidade de variancias, utilizando- se o programa “Assistat” versao
7.7 beta, para os dados de viabilidade de pdlen pela técnica do carmim acético; viabilidade de

polen in vitro e nimero médio de sementes por fruto.

Foi aplicado o teste Qui-quadrado para o parametro frequéncia fenotipica (morfologia
de folha) para os tratamentos Pera + citrandarin (poliniza¢do mista) e citrandarin (polinizacao

simples) e para o parametro fixagdo de frutos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1- VIABILIDADE DE POLEN in vitro

O experimento com as polinizacdes controladas no campo se iniciou em outubro 2011,
porém, como para essa safra a fixacdo de frutos de maneira geral foi baixa, no ano 2013
conduziu- se um estudo de viabilidade de pdlen, com o mesmo pdlen que se utilizou nas
polinizacdes controladas.

De acordo com o teste de coloracdo por carmim acético, os pdlens utilizados nesse
experimento apresentaram-se vidveis. Foram encontradas diferencas significativas para a
viabilidade entre os pdlens de laranja doce (Tabela 1). Os pdlens de Hamlin e citrandarin
foram os que apresentaram o maior percentual de viabilidade. O pdlen de Valéncia foi o

menos vidvel entre as laranjas doce, diferindo significativamente das demais variedades.

Tabela 1. Teste de viabilidade de pdlen por carmim acético (2,5%) para a safra 2013/2014.

Citrico ' Pélen vidveis Erro padrao (n)
(%)

Pera 46 ¢ +0,97 15

Valéncia 28,1d +1,67 15

Hamlin 84,3 ab +1,39 6

Pineapple 789 b +4,22 6

Citrandarin 89,6 a +0,90 9

F (4,46) =250,43" p<0,0001 CV% =9,83

! Pera, Valéncia, Hamlin e Pineapple sio variedade de laranja doce; citrandarin (Acesso
CCSM 1600) é um hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata.

(n) = laminas avaliadas, entre agosto e setembro de 2013.

Pelo teste de Bartlett, x> > x* (1%) indicando que as variéncias ndo foram homogéneas (p <

0,01).

Estudando a viabilidade de pdlen de laranjas doce e utilizando a mesma metodologia
do carmim acético, Domingues et al. (1999) obtiveram resultados bem proximos dos
apresentados na Tabela 1, sendo as viabilidades de pélen para Hamlin (78,6%), Valéncia Late
(20,9%), Pera Rio (20,5%) e Pera Coroada (42,7%).

Domingues et al. (2000), empregando a técnica de coloragdo por carmim acético,
encontraram entre onze clones de laranjeira Pera, a maior viabilidade de pdlen para Pera

Olimpia (57,3%) e a menor para Pera Bianchi (28,1%).



25

A germinac¢do de poélen in vitro foi baixa para as laranjas doce, especialmente para a
variedade Pineapple (Tabela 2), comparado aos dados obtidos por Pons et al. (2011), onde
obtiveram para essa variedade valores entre 40% e 50%. Pio et al. (2004), estudando a
composi¢ao do meio de cultura para germinacdo de pdlen, obtiveram valores mais proximos
do que os reproduzidos nesse trabalho, sendo de 10% para Valéncia, acima de 6% para Péra e
4% para Natal.

Salles et al. (2006), estudando o efeito da concentragdo de sacarose e do pH na
germinacdo in vitro de pdlens de laranjeira Pera, Valéncia e Natal, verificaram que, as
melhores germinagdes para as trés variedades estudadas, ocorreram na concentragdo de
sacarose de 100 g/ L e em pH 6,5. Os valores mais frequentes de porcentagem de germinacao
variaram entre 2% e 8%, corroborando com os dados obtidos nesse estudo (Tabela 2).

Pio et al. (2007) avaliaram o efeito da temperatura (-10 °C, 4 °C e temperatura
ambiente), ambientes (com e sem dessecador) e presenca ou auséncia de silica gel no
armazenamento de pdlen de laranja doce e concluiram que, ao longo de nove semanas de
armazenamento, as maiores porcentagens de germinacdo in vitro, para os pélens de laranjeira
Pera, Valéncia e Natal, foram obtidas a -10 °C em dessecador, independente da presenca de
silica gel. Depois de nove semanas, nas condi¢des de armazenamento citadas, as taxas de
germinacdo para Pera, Valéncia e Natal foram respectivamente de 7,94%, 8,84% e 6,86%.

Considerando-se a metodologia adotada nesse experimento, onde o periodo entre a
coleta das flores para extracdo das anteras até a polinizacao das flores de Clemenules foi de
trés dias, as taxas de germinag@o de pdlen “in vitro” encontradas para as variedades de laranja
doce (Tabela 2), exceto para a variedade Pineapple, sdo condizentes com os resultados obtidos

em outros estudos.

B

Figura 6. Fotografias de microscépio 6ptico. Graos de pdlen corados por carmim acético, (A)

citrandarin, (B) Pera.
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Tabela 2. Germinagdo de pdlen in vitro safra 2013/2014.

1

Citrico Germinacio (%) Erro padrao (n)
Pera 6,3b +1,36 6
Valéncia 3,7b +0,99 6
Hamlin 20Db +0,84 3
Pineapple 0,8b +0,07 3
Citrandarin 16,0 a +2.81 3

F(4,16)=13,42" p<0,0001 CV% =52281

! Pera, Valéncia, Hamlin e Pineapple sio variedade de laranja doce; citrandarin (Acesso

CCSM 1600) é um hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata.

(n) = laminas avaliadas, distribuidas em cinco semanas entre agosto e setembro de 2013.

Pelo teste de Bartlett, x> < x> (1%), indicando que as variancias foram homogéneas (p > 0,01).
A germinacdo in vitro do pdlen de citrandarin foi superior a germinagdo in vitro dos

polens de laranja doce (Tabela 2). Considerando apenas os pdélens de laranja doce, embora

nao houve diferenca significativa para a germinagao in vitro entre eles, aparentemente nao ha

correlacdo entre os dois métodos (coloragdo por carmim acético X germinagdo in vitro). As

variedades Hamlin e Pineapple que, dentre as laranjas doce, apresentaram os maiores

percentuais de viabilidade pelo carmim acético (Tabela 1) foram as que, em nimeros

absolutos, mostraram os menores percentuais de germinacao de polen in vitro (Tabela 2).

4.2 - VIABILIDADE DO POLEN in vivo

Para o ano de 2013, podem-se considerar compativeis todos os pdlens de laranja doce
testados com o parental feminino Clemenules, posto que as quatro variedades de laranja doce
apresentaram valores para fixacdo de frutos cima de 50%. As varidveis que normalmente se
utilizam para estudar o é€xito de cruzamentos intervarietais sdo a fixagdo de frutos e a

formacao de sementes (Cameron & Frost, 1968) (Spiegel-Roy & Goldschmidt, 1996).



Figura 7. Fotografias em microscépio Optico. Germinagdo de pdlens in vitro. (A) citrandarin,

(B) Pera e (C) Valéncia.

Tabela 3. Fixacao de frutos de Clemenules obtidos por meio de polinizagdes controladas

(2011 — Cordeirdpolis e 2013 — Botucatu)

Tratamento ' 2011 2013

(Carga de pdlen) (%) (n) (%) (n)
Pera 5,8 120 60 400
Valéncia 0,8 120 51,3 320
Hamlin 6,7 150 51 200
Pineapple 15 160 52 200
Cirandarin' 38,3 120 56,9 160
Pera + citrandarin | 16,8 340 51,7 520
Pineapple + citrandarin' 17 400 - ---
Valéncia + citrandarin’ - - 51,6 440

" Pera, Valéncia, Hamlin e Pineapple sio variedade de laranja doce; citrandarin (Acesso
CCSM 1600) é um hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata.

(n) = ndmero de flores polinizadas.
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Para o ano de 2011 obteve- se baixa fixacdo de frutos tanto para os cruzamentos com
poliniza¢do simples quanto nos cruzamentos com polinizagdes mistas. Nesse ano, como havia
escassez de botdes para serem polinizados, os tratamentos ficaram concentrados em poucas
plantas, o que possivelmente acentuou a discrepancia do parametro fixacdo de frutos.

Nas polinizacOes realizadas em 2011, priorizou- se as misturas de pélen de Pera +
citrandarin e Pineapple + citrandarin por haver poucas flores nas drvores e pelo fato de a
Pineapple ser uma variedade que ja tinha sido estudada no trabalho de Pons et al. (2011).

Em 2013, foram priorizadas as poliniza¢des mistas com pdlen de Pera + citrandarin e
Valéncia + citrandarin, por serem de variedades de grande importincia para a citricultura
nacional e também porque nas polinizacdes de 2011, essas duas variedades em polinizagdes
simples, foram as que, entre as laranjas doces, apresentaram menor fixacao de frutos (Tabela
3). Além disso, foi impraticavel efetuar poliniza¢des mistas combinando o pdlen citrandarin
com os quatro outros pélens de laranja doce, devido ao pequeno nimero de plantas doadoras
de polen de citrandarin acesso CCSM 1600.

Nos tratamentos que se repetiram em duas safras foi aplicado o teste Qui-Quadrado,
para testar, dentro de cada tratamento, a independéncia do fator ano na fixacdo de frutos.
Como resultado, obteve-se x> > XZO,()];] para os seis tratamentos testados (apéndices, Tabela
12), o que levou a rejeitar a hipdtese nula (p < 0,01), assumindo que o ano interferiu no
“pegamento de frutos”. Ressalta-se que, na comparagdo entre os anos 2011 e 2013 ndo variou
apenas o ano, mas também o campo de plantas receptoras de pdlen (Clementina Nules). O
tratamento citrandarin, embora pelo teste Qui-Quadrado ndo tenha diferido significativamente
dos demais, foi, em numeros absolutos, o tratamento menos influenciado pelo fator ano
(apéndices, Tabela 11), o que € um indicativo ndo s6 de compatibilidade com Clementina
Nules, mas também de capacidade competitiva entre os pélens de laranja doce por formagao
de frutos.

As porcentagens de fixacdo de fruto para a polinizagdo com pdlen de citrandarin, nos
dois anos, evidencia que esse doador ndo influencia negativamente nesse parametro.

Moreira & Gurgel (1941), relataram uma tendéncia para uma correlacdo média entre a
fertilidade do pdélen e o ndimero de sementes (coeficiente de correlacdo positivo de 0,53),
considerando um grande numero de dados analisados, porém com valores altos para os
coeficientes de variacdo dos parametros estudados: 31,18% para pdlen e 93,01% para a
semente. Segundo esses autores, de 0 a 10 sementes por fruto a variacdo do pdlen em relacao
ao numero médio de sementes por frutos € bem desordenada. Para 10 a 20 sementes por fruto,

J4 ha necessidade de certa fertilidade do pdlen, geralmente mais de 50%. A existéncia de
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grande nimero de sementes por fruto, mais de 20, requer alta fertilidade do pdlen, para mais

de 70%.

Tabela 4. Nimero médio de sementes por fruto de Clemenules obtidos por meio de
polinizac¢des controladas (2011 — Cordeirépolis e 2013 — Botucatu).

Tratamento ' 2011 2013

(carga de pdlen) Média Erro (n) Média Erro (n)
padrdo padrdo

Pera 12,71 a +253 7 16,61la 0,40 240

Valéncia - - - 11,5b +0,50 164

Hamlin 16,4 a +3,02 10 11,13b  +£0,48 102

Pineapple 9,75 a +1,23 24 16,35a +0,62 104

Citrandarin’ 14,76 a + 1,23 46 1434a +0,45 91

Pera + citrandarin’ 9,46 a +0,98 57 15,09a +0,34 269

Pineapple + 11,06 a +0,86 68 - - -

citrandarin'

Valéncia + - - - 1493a +0,32 227

citrandarin'

F (5,206)=3,25 (p<0,01) CV% =38,50 (ano 2011)
F(6,1190)=21,55 (p<0,01) CV% =19.03 (ano 2013)

Péra, Valéncia, Hamlin e Pineapple sdo variedade de laranja doce; citrandarin (Acesso
CCSM 1600) € um hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata.
(n) = ndmero de frutos por tratamento
Os dados foram transformados em log para andlise estatistica
Pelo teste de Bartlett x* < x° (5%), indicando que as variancias sdo homogéneas (p > 0,05)
(ano 2011)
Pelo teste de Bartlett x* > x* (1%), indicando que as variéncias ndo sio homogéneas (p <
0,01) (ano 2013)

Considerando os dados da Tabela 4, para o ano de 2013, o pdlen de Pineapple (com
boa porcentagem de vidveis na colorag@o por carmim (78,9%)), foi um dos que mais sementes
produziu. O pélen de Hamlin apresentou uma das melhores porcentagens de vidveis por
carmim (84,3%), porém, produziu menos sementes que o pdlen de Pera, que teve menor
porcentagem de vidveis por carmim comparado a Hamlin e Pineapple, mas foi um dos
tratamentos que mais produziu sementes. Ja o polen de Valéncia teve a menor porcentagem de
vidveis por carmim, sendo também um dos que produziu menor nimero de sementes. Esses

dados sugerem que, dependendo da variedade, pode existir correlacdo entre viabilidade de

pdlen por carmim acético e nimero de sementes.
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Em um estudo de caracterizacdo da variedade Clementina Nules nas condi¢Oes de
Cordeir6polis — SP, realizaram-se polinizagdes controladas com poélens de laranjas, tangerinas
e tangelo. Polinizagdes com laranjas e com o tangelo Nova originaram maior nimero de
sementes aos frutos de Clementina Nules e frutos com maior tamanho em relacdo ao
cruzamento com Ortanique (Favero, dados nao publicados).

Azevedo et al.,, (2013) avaliaram que a polinizacdo cruzada gerou frutos de
Clementina Nules cujo nimero médio de sementes variou de acordo com o doador de pdlen,
sendo 29,85 para tangelo Nova, 20,86 para laranja Valéncia, 16,51 para laranja Pera, 30,58
para tangor Murcott e 21,15 para tangerina Ponkan. As variedades de Clementina possuem
alta taxa de partenocarpia e podem produzir frutos sem sementes, pois seu proprio pdlen é
incompativel, ndo promovendo a fertilizagdo dos 6vulos. No entanto, caso seus estigmas
sejam polinizados por pdélen oriundo de outras variedades compativeis, seus frutos poderdo
apresentar sementes.

Os dados obtidos em outros estudos para o parametro “nimero de sementes por fruto”
comparado com os resultados apresentados na Tabela 4, principalmente para o ano de 2013,
reforcam que todos os gendétipos testados foram compativeis com Clementina Nules (Spiegel-

Roy & Goldschmidt, 1996).

4.3 - AVALIACAO FENOTIPICA

As polinizagdes simples com o pélen de citrandarin mostraram menores frequéncias
de plantulas trifoliadas do que monofoliadas (Tabela 5). A avaliacdo por microssatélites de
uma parte das plantulas ndo trifoliadas obtidas desse cruzamento (186 hibridos) eleva a
paternidade atribuida ao citrandarin de 35,2% obtida somente pela avaliacdo visual para
98,9%, somatorio da avaliacdo visual mais avaliacdo por microssatélites (Tabela 9). Isso
justifica a necessidade de avaliacao por microssatélites das plantulas ndo trifoliadas originadas
dos cruzamentos com mistura de pélen.

Para as polinizacdes simples com podlen de laranjas doces (controles), 100% dos
hibridos obtidos apresentaram folhas monofoliadas.

Como os tratamentos (Pera + citrandarin) e citrandarin se repetiram em duas safras, foi
aplicado o teste Qui-Quadrado, calculando-se as frequéncias fenotipicas esperadas através de
tabelas de contingéncia (apéndices, Tabelas 10, 11, 13 e 14). Como, para os dois tratamentos

x* < x? 0.05:1)» 0 fator ano ndo interferiu nas frequéncias fenotipicas jp > 0,05).
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Tabela 5. Avaliagdo fenotipica de progénie oriunda de cruzamentos com poliniza¢des mistas

e simples

Ano 2011 Total Trifoliados  Monofoliados Miscelanea
Citrandrin' 532 168 (31,6%) 299 (56,2%) 65 (12,2%)
Pera + citrandarin’ 424 84 (19,8%) 266 (62,7%) 74 (17,5%)
Pineapple + citrandarin' 627 134 21,4%) 434 (69,2%) 59 (9,4%)
Ano 2013 Total Trifoliados  Monofoliados  Miscelanea
Citrandrin’ 186 56 (30,1%) 99 (53,2%) 31 (16,7%)
Pera + citrandarin’' 1193 288 (24,1%) 776 (65%) 129 (10,8%)
Valéncia + citrandarin’ 982 260 (26,5%) 603 (61,4%) 119 (12,1%)

Miscelanea = plantas que apresentaram folhas mono e bifoliadas;
(1) = citrandarin acesso CCSM 1600;

4.4- AVALIACAO POR MARCADORES MOLECULARES MICROSSATELITES

A utilizacdo de trés marcadores microssatélites, selecionados entre os dez utilizados no
estudo de Pons et al. (2011), permitiu a atribui¢do de paternidade para 91,1% dos hibridos
oriundos de polinizacdo mista Péra + citrandarin e 92,3% dos hibridos oriundos de
polinizacdo mista Pineapple + citrandarin (Tabela 7).

Para cada placa de 96 pocos que foi submetida a andlise no sequenciador, foram
colocadas trés amostras controle com produto da reagdo de PCR feita com DNA gendmico de
cada um dos trés parentais envolvidos nas polinizacdes mistas (citrandarin, laranjas Pera ou
Pineapple e Clementina Nules), sendo o restante das amostras na placa progénies dos
cruzamentos com poliniza¢des mistas ou simples.

O polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites para os quatro
parentais envolvidos nas polinizacdes sdo os resultados da andlise do software “Genemapper”,
a partir do qual pode-se inferir a paternidade de cada hibrido. As figuras 8, 9 e 10 representam
as amplificacdes de fragmentos de DNA interpretadas pelo software, as quais correspondem
aos alelos.

As Tabelas 15 e 16 (apéndices) encerram, respectivamente, os resultados de atribuicao
de paternidade para os hibridos obtidos dos cruzamentos com polinizagdes mistas Pera +
citrandarin e Pineapple + citrandarin. J4 as Tabelas 17 e 18 (apéndices) encerram,

respectivamente, os resultados de atribuicdo de paternidade para os hibridos obtidos nos
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cruzamentos com polinizacdo simples com pdlen de citrandarin e dos hibridos controle
(hibridos oriundos de polinizacdes simples e mistas, selecionados os trifoliados para
polinizacdo simples com pdlen de citrandarin, trifoliados para poliniza¢cdes mistas e 0s
monofoliados para polinizacdes simples com pdlen de laranjas doces), que serviram de
controle de polimorfismo. Com base na observacdo daqueles alelos presentes nas progénies
que sdo exclusivos de um determinado parental masculino, foi possivel inferir a paternidade
dos hibridos obtidos nos tratamentos com polinizacdes mistas. A observacao da combinacdo
de pares de alelos das progénies onde s6 um dos parentais masculinos envolvidos poderia ter

contribuido também serviu para inferir a paternidade.

Tabela 6. Nimero de plantas com fendtipo monofoliado e miscelanea, oriundas de
poliniza¢des simples (controles) e mistas (ano 2011), submetidas a avaliacdo por marcadores
microssatélites.

Parental ' Monofoliados Miscelanea > Total
Pera 5 5%
Valéncia 5 5%
Hamlin 5 5%
Pineapple 5 5
Citrandarin’ 158 28 186
Pera + citrandarin 256 70 326
Pineapple + citrandarin 418 51 469

' Pera, Valéncia, Hamlin e Pineapple sio variedade de laranja doce; citrandarin (Acesso
CCSM 1600) € um hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata.

? Miscelanea = plantas que apresentaram folhas mono e bifoliadas.

3 Por se tratar de tratamento controle, apenas um subconjunto de plantas originadas desse

tratamento foi submetido a anélise por microssatélites.

Por motivo de falha na extracdo do DNA gendmico, nem todas as plantas avaliadas
visualmente foram submetidas a avaliacdo por marcadores moleculares microssatélites

O alelos Al e A4 revelados pelo marcador CIR07CO07 (Figura 8) e o alelo Al revelado
pelo marcador mest107 (Figura 10) foram exclusivos de citrandarin e altamente determinantes
para atribui¢do de paternidade a esse parental. O alelo A2, revelado pelo marcador mest86
(Figura 9) foi determinante para a atribuicdo de paternidade das laranjas doces Pera e

Pineapple.
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Tabela 7. Resultados da atribui¢do de paternidade a progénie oriunda de polinizagdes mistas
e simples (ano 2011), com fendtipo monofoliado e miscelanea, por meio de marcadores

microssatélites.
Pélen

Paternidade atribuida ' Pera + citrandarin Pineapple + Citrandarin

citrandarin
Citrandarin 238 (73%) 280 (59,7%) 183 (98,4%)
Laranja doce 59 (18,1%) 153 (32,6%) 1 (0,53%)
Indeterminados 25 (7,7%) 26 (5,5%) 2 (1%)
Nd? 4 (1%) 10 (2,1%) -
Total atribuido 297 (91,1%) 433 (92,3%) 184 (98,9%)
Total 326 469 186

' Pera e Pineapple sdo variedade de laranja doce; citrandarin (acesso CCSM 1600) é um
hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata.
Nd = amostras cujos resultados nao foram uteis.

Tabela 8. Resultados da atribuicao de paternidade a progénie oriunda de polinizacdes mistas
e simples (ano 2011), com fendtipo miscelanea (plantas que apresentaram folhas mono e
bifoliadas), por meio de marcadores microssatélites

Pélen
Paternidade atribuida 2 ' Pera + citrandarin’ Pineapple + Citrandarin'
citrandarin'
Citrandarin' 59 (84,3%) 40 (78,4%) 22 (78,6%)
Laranja doce 1(1,4%) 1 (2%) 1 (3,6%)
Indeterminados 10 (14,3%) 10 (19,6%) 5(17,9%)
Total 70 51 28

' Pera e Pineapple sio variedade de laranja doce; citrandarin (Acesso CCSM 1600) é um
hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata.

Os resultados da Tabela 8 mostram que grande parte dos hibridos classificados como
miscelanea tem como parental o citrandarin.
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Tabela 9. Integracdo dos resultados da avaliacdo fenotipica e avaliacio por
marcadores microsatélites para a progénie oriunda de poliniza¢des simples e mistas
(ano 2011).

Paternidade atribuida 2 ' Pera + Pineapple + Citrandarin
citrandarin citrandarin
Citrandarin (avaliacdo fenotipica) = A 84 (20,5%) 134 (22,2%) 101 (35,2%)
Citrandarin (microssatélites) = B 238 (58%) 280 (46,4%) 183 (63,7%)
Citrandarin (A + B) 322(78,5%) 414 (68,6%) 284 (98,9%)
Laranja doce (microssatélites) 59 (14,4%) 153 (25,4%) 1(0,3%)
Indeterminados * 25 (6,1%) 26 (4,3%) 2 (0,7%)
Nd’ 4 (1%) 10 (1,7%) -
Total 410 603 287

" Laranja doce das variedades Pera e Pineapple. Citrandarin (acesso CCSM 1600), hibrido de
C. reshni x Poncirus trifoliata;

Indeterminados = progénie cujo parental ndo foi possivel determinar com os marcadores
microssatélites utilizados;

Nd. = ndo determinadas, amostras cujos resultados de microssatélites nao foram uteis.

: 2 <]

. >
! Clemenules A..‘ll | / -

=! Citrandarin (acesso 1600- A1 <= A3 o 7 M

~i_CCSM) = 4

- A2 <

~| Péra \J

pon

ol [

=i Pineapple ‘.‘J ‘

Figura 8. Alelos obtidos pelo marcador microssatélite CIRO7C07 para os quatro parentais
estudados. Al tem 212 pb, A2 tem 227 pb, A3 tem 237 pb e A4 tem 241 pb (Pons et al.,
2011).



35

.- Al e, —>A3
- Clemenules t '

- Al <«

= Citrandarin (acesso 1600— '

= CCSM)

- 2 Jam
™! Péra J .

- A2 < -
«| Pineapple . , -

Figura 9. Alelos obtidos pelo marcador mest86 para os quatro parentais estudados. Al tem
112 pb, A2 tem 120pb e A3 tem 128 pb (Pons et al., 2011).
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Figura 10. Alelos obtidos pelo marcador mest/07 para os quatro parentais estudados. Al tem
173 pb, A2 tem 176 pb e A3 tem 184 pb (Pons et al., 2011).
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Como os resultados da avaliacdo fenotipica de 2011 e 2013 sdo semelhantes, sdo
esperados resultados semelhantes para a avaliagdo por marcadores moleculares SSR para a
progénie oriunda de cruzamentos com cargas mistas de pdélen do ano de 2013. Embora nao
vidvel de ser realizada no decorrer do prazo do mestrado, a avaliacdo por marcadores
moleculares da polinizacdo realizada em 2013 serd efetuada da mesma maneira que a efetuada
em 2011.

Cristofani et al. (2001) obtiveram do cruzamento entre laranja “Caipira” e laranja
“Azeda”, 6 % de embrides zigéticos e do cruzamento entre laranja Caipira e limao Cravo 9,6
% de embrides zigéticos, avaliados por marcador SSR. Anderson et al. (1991), empregando
marcadores isoenzimdticos determinaram que a frequéncia de plantulas zigéticas de citrumelo
Swingle variou entre 5 a 10% em uma populacdo oriunda de vérias fontes de sementes de
polinizacdo aberta em um viveiro comercial na Flérida (USA). Schifer et al. (2004)
identificaram, com uso de marcador RAPD, 3,23% de embrides zigdticos em sementes de
Poncirus trifoliata (L.) Raf. oriundas de polinizacdo aberta.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram superioridade do pdlen de citrandarin
na formacao de embrides zigéticos em Clementina Nules, sendo 68,6% e 78,5% da progénie
com paternidade atribuida ao citrandarin quando em competicio com pdlen de Pineapple e
Péra respectivamente (Tabela 9). No trabalho de Pons et al. (2011) o pdélen do hibrido
tangerina Cledpatra X Poncirus trifoliata (L.) competindo com o pdlen de laranja Pineapple
transgénica produziu 95% de embrides zigbticos descendentes de citrandarin. Esse valor foi
maior que os valores obtidos nesse trabalho. Embora se tratando de hibridos com os mesmos
parentais, os genotipos sdo distintos, sendo assim e excluindo as variacOes ambientais, a
heterozigozidade pode ter influenciado a maior fertilidade do pdlen do citrandarin empregado
no trabalho de Pons et al. (2011).

Machado et al. (2005) relatam que a temperatura tem efeito significativo na eficiéncia
da polinizacdo, tanto indiretamente na atividade no pomar (as abelhas sdo os principais
polinizadores) ou indiretamente, afetando o crescimento do tubo polinico. Considerando as
diferencas ambientais e genéticas existentes entre o estudo conduzido por Pons et al. (2011)
na Espanha e esse estudo, conduzido no Estado de S@o Paulo, é importante, em estudos
posteriores, avaliar a capacidade competitiva dos pdlens dos citrandarins (genétipo estudado
por Pons et al. (2011) e o citrandarin acesso CCSM 1600), em competicdo com pdlen de
laranja doce, nas condi¢des brasileiras, tendo em vista que o genétipo de citrandarin estudado

por Pons et al. (2011) foi importado pelo Fundecitrus e estd em fase de propagacao.
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Com base nos resultados obtidos, é promissora a estratégia de utilizagdo desse
gendtipo como barreira de isolamento genético em dreas de liberacdo de laranja doce

geneticamente modificada, conforme normativa da CTNBio (RN n° 10 — Anexo II).
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5 CONCLUSOES

(1) O pdlen do citrandarin acesso CCSM 1600 mostrou capacidade competitiva
superior ao polen das laranjas doces Pera e Pineapple, produzindo em frutos de
Clementina Nules 78,5% e 68,6% de embrides zigéticos quando em competi¢do

com os polens de laranja Pera e Pineapple, respectivamente.
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APENDICES

Tabela 10. Tabela de contingéncia para o célculo das frequéncias fenotipicas esperadas para a
progénie oriunda de cruzamento com mistura de pdlen, para o tratamento Pera + citrandarin.

Observados
Péra + citrandarin’ Trifoliados + Monofoliados Total
miscelanea >
2011 158 266 424
2013 417 776 1193
Total 515 1042 1617

: Laranja doce Pera. Citrandarin (acesso CCSM 1600), hibrido de C. reshni x Poncirus
trifoliata;
? Miscelanea = plantas que apresentaram folhas mono e bifoliadas.

Tabela 11. Frequéncias fenotipicas esperadas calculadas para a progénie oriunda de
poliniza¢des mistas, para o tratamento Pera + citrandarin.

Esperados
Péra + citrandarin’ Trifoliados + miscelanea Monofoliados
2011 150,77 273,23
2013 424,23 768,77

! Laranja doce Pera. Citrandarin (acesso CCSM 1600), hibrido de C. reshni x Poncirus
trifoliata;

* Miscelanea = plantas que apresentaram folhas mono e bifoliadas.

X’ =0,72

X 00s:1) = 3,84

Como X*< X? ©0.05:1)» 0 fator ano ndo interferiu nas proporc¢des fenotipicas (p >0,05).
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Tabela 12. Valores observados e esperados (calculados) para fixacdo de frutos utilizados na
aplicagdo do teste Qui-Quadrado nos anos de 2011 e 2013.

Observado Esperado X*
Tratamento ' 2011 2013 2011 2013
sim nao sim nao sim nao sim nao
Pera 5,8 94,2 60 40 32,9 67,1 32,9 67,1 66,53
Valéncia 0,8 99,2 51,3 48,7 26,05 73,95 26,05 73,95 66,19
Hamlin 6,7 93,3 51 49 28,85 71,15 28,85 71,15 47,8

Pineapple 15 85 52 48 33,5 66,5 33,5 66,5 30,72
Citrandarin 38,3 61,7 56,9 43,1 47,6 52,4 47,6 52,4 6,94
Pera + 16,8 83,2 51,7 48,3 34,25 65,775 3425 6575 27,04
citrandarin

" Laranja doce das variedades Pera, Valéncia, Hamlin e Pineapple. Citrandarin (acesso CCSM
1600), hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata;

X2 0011 = 6,64

Como X* > X? ©,01:1), O fator ano interferiu na fixagao de frutos para todos os tratamentos (p <
0,01).

Tabela 13. Tabela de contingéncia para célculo das frequéncias fenotipicas esperadas para a
progénie oriunda de cruzamento com polinizacdo simples, com pdélen de citrandarin
(tratamento controle).

Observados
Citrandarin’ Trifoliados + Monofoliados Total
miscelanea >
2011 233 299 532
2013 87 99 186
Total 320 398 718

" Citrandarin (acesso CCSM 1600), hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata;
Miscelanea = plantas que apresentaram folhas mono e bifoliadas.

Tabela 14. Frequéncias fenotipicas esperadas calculadas para a progénie oriunda de
polinizac¢des simples, com pdlen de citrandarin (tratamento controle).

Esperados
Citrandarin' Trifoliados + miscelanea Monofoliados
2011 237,10 249,90
2013 82,90 103,10

! Citrandarin (acesso CCSM 1600), hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata;
Miscelanea = plantas que apresentaram folhas mono e bifoliadas.

X2 =0,4945 < X2(0,05;1).

X2 0.05:1) = 3,84

Como X* < X2(0,05; 1), 0 fator ano ndo interferiu na frequéncia fenotipica (p > 0,05).



46

Tabela 15. Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites nas progénies de
polinizagdo mista (Laranja doce Pera + citrandarin - acesso CCSM 1600, hibrido de C. reshni
x Poncirus trifoliata).

CIR07CO07 mest86 mest107

Pera X

>
>

X X (Parental)

b
b
b
<
<

Citrandarin X (Parental)

121 X

>
>
>
>

X Citrandarin

123

b
b
I
<
<

Citrandarin

125

i
e
i
b

X X Citrandarin

127

>
>
>
=
=
=

Citrandarin

b
i
i
e
b

130 X Citrandarin

132

e
e
b
b
<

Citrandarin

136

I
i
e
I
b
<

X Citrandarin

138

<
i
i
<
<

X Citrandarin

140

e
e
b

X Citrandarin

142

b
b
e
<
b

Citrandarin

144

>
e
b
e
b

X Citrandarin

147

b
e
>
b
b
°

152

>
>
=
>

Pera

154

>~
>~
>
>
>~
~

156

>
>
=
=

Pera

158

o
>~
>
>
>
>

Pera

160

>
>
>
~
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Tabela 15 (Continuacio). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectado nas progénies de polinizacao mista (Pera + citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pera X X X X X (Parental)
(Clemenales X X X X X

Citrandarin X X X X X X (Parental)
163 X X X X X X Citrandarin
165 X X X Pera

167 X X X X Citrandarin
169 X X X X X X Citrandarin
171 X X X X X Citrandarin
173 X X X X X X Citrandarin
175 X X X X X X Citrandarin
177 X X X Pera

179 X X X X X Citrandarin

181 X X X Pera

183 X X X X X X Citrandarin

187 X X X X X Citrandarin
190 X X X X X X Citrandarin

192 X X X X X X X Citrandarin



Tabela 15 (Continuacio). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectado nas progénies de polinizacdo mista (Pera + citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pera X

>
>

X X (Parental)

>~
>
>~
>~
>

Citrandarin X (Parental)

201

>~
>
>
>

Pera

203

>~
>
>

Citrandarin

205

>
=
=
>

X Citrandarin

207

i
e
<

X PERA

209

e
e
<
b
b

Citrandarin

211

>~
>
~D

214

>
>~
>
>~
>

Citrandarin

=
>
=
>
>
=

216 Citrandarin

218

e
e
e

X Citrandarin

220

b
e
b
e
e

X Citrandarin

222

I
b
e
e

X Citrandarin

224

b
e
<
e
e

X Citrandarin

226

>
>~
>
>
>

Citrandarin

228

b
e
b
e
e

X Citrandarin

230

>~
>
>~
>
)

>
>
>
>

232 Citrandarin

234

>~
>
>~
>
>
~

236

>
>
>
>~
>

X Citrandarin



Tabela 15 (Continuacio). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectado nas progénies de polinizacdo mista (Pera + citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pera X X X X X (Parental)

>
>
>
>~
>~

Citrandarin X (Parental)

239 X

>
>
>
>~

X Citrandarin

241 X

>
>
>
>~

Citrandarin

243

>
>
>
>~

X Citrandarin

245

>
>
>
>
>
>~

X Citrandarin

247

>
>
>
>~
~D

249

>
>
>
>~

Pera

251

>
>
>
>
>~

Pera

>
>
>~

253 Pera

255

>~
>
>
>~

Pera

257

>~
>~
~D

259

>~
>
>
>
>

X Citrandarin

261

>
>
>
>
>
>

Citrandarin

263

>
>
>
>
>

Citrandarin

265

>
>
>
>
>~

Citrandarin

267

>
>
>

X X Citrandarin

>
>
>
>

269 X X Citrandarin

272

>
>
>
>~

Pera

275

>
>
>
>~

X Citrandarin
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Tabela 15 (Continuacio). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectado nas progénies de polinizacdo mista (Pera + citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Al A2 A3 A4 Al A2 A3 Al A2 A3  Paternidade

=

Clemenules X X X X X (Parental)

277

b
b
i
b
<

X Citrandarin

279

b
b
i
b
b

X Citrandarin

281

>
>
=
>~

Pera

283

b
i
e
I
<

Citrandarin

285

>~
>
~D

287

<
<
i
i
<

X Citrandarin

289

I
<
b
<
b

Citrandarin

291 X X X X X X X Citrandarin

293 X X X X X Citrandarin

295 X X X X X Citrandarin

297

b
b
b
b
e

Citrandarin

299 X X X X

=
>

Citrandarin

301

b
b
b
b
e

Citrandarin

303

b
b
e
e
b
e

Citrandarin

305

e
<
e
b
I
b
b

Citrandarin

307

b
b
e
b
i

Citrandarin

314

e
e
e
e
b

X Citrandarin

316

b
>
e
i
b

Citrandarin
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Tabela 15 (Continuacio). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectado nas progénies de polinizacao mista (Pera + citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pera X X X X X (Parental)

Citrandarin X X X X X X (Parental)

319

>
>
>
>
>~

X Citrandarin

321 X X X X Pera

323 X X X X

b
b

Citrandarin

325 X

=
>

Pera

327 X X X

=
>

Pera

329

>
>
>
>~

X Citrandarin

331 X X X X X Citrandarin

>
>
>
>
>~

333 X Citrandarin

335

>~
>~
>
>
>
>~

X Citrandarin

337 X X X X X Pera

340

>~
>
>
>
>

Citrandarin

343 X X X X X X Citrandarin

345

>~
>
>
>
>

X Citrandarin

347 X X X X X Citrandarin

349

>
>
>
>
>

X Citrandarin

>
>
>
>
>~

351 Citrandarin

353

>
>
>
>
>~

Pera

355

>
>
>
>

Pera
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Tabela 15 (Continuacio). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectado nas progénies de polinizacdo mista (Pera + citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pera X X X X X (Parental)

>
>
>~

Citrandarin X X X (Parental)

358 X X

>
>

Pera

360

>
>
>
=
>
>

Citrandarin

362

b
b
<
b
<

Citrandarin

364

e
e
<
i
i

Citrandarin

366 X X X X X Citrandarin

368 X X X X X Citrandarin

370

>
>
=
=
>
=

Citrandarin

I
b
i

373 Pera

375

e
b
b
b

X Citrandarin

377

>~
>
>
>
>

Pera

379 X X X X X X Citrandarin

381 X X X X X Citrandarin

383

e
b
b
b
b

X Citrandarin

385

e
b
e

Pera

387

>
>
>
=

Pera

e
e
b
I

389 X Citrandarin

391

>~
>
>
>

X X Citrandarin

393

e
e
b
b
e

Citrandarin
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Tabela 15 (Continuacio). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectado nas progénies de polinizacdo mista (Pera + citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pera X X X X X (Parental)

b
b
b

Citrandarin X X X (Parental)

396

>
>
>

X

>

Pera

398

>~
>
>
>
>

Citrandarin

401 X X X X X

i

X Citrandarin

403

>~
>
>
>

Citrandarin

405 X X X

>
>
~D

407 X X

=

X Citrandarin

409 X X X X

=

X Citrandarin

411 X X X X

=

Citrandarin

413 X X X X

>
>

Citrandarin

415 X X X X

>
>
>

Citrandarin

417

>~
>
>
>
>

Citrandarin

420 X X X

>
>

Citrandarin

422

>~
>
>
>
>
>

Citrandarin

424 X X X

>
>

Citrandarin

426

>~
>
>
>
>

Citrandarin

o
>
>
>
>

428 Citrandarin

431

=
>
=
>

X Citrandarin

433

>
>
>~
>

Pera



Tabela 15 (Continuacio). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectado nas progénies de polinizacdo mista (Pera + citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pera X X X X X (Parental)

>
>
>~
>~
>

Citrandarin X (Parental)

436

>
>~
>~
>
>
>

Citrandarin

438 X X X X X

>

X Citrandarin

440 X X X X

>~
)

442 X X X X

>
>

Citrandarin

444 X X X X

=

Citrandarin

446 X X X X X

=

Citrandarin

448 X X X

>
>

X Citrandarin

>
=

450 X X X Citrandarin

452

b
e
e
e

X Citrandarin

454

>
>
>
>

Pera

456

e
e
b

Citrandarin

458

>
>
>~
>
>

X Citrandarin

460

>~
>
>

Pera

462

>~
>
>

Pera
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Tabela 16. Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites nas progé€nies de
polinizagdo mista (Laranja doce Pineapple + citrandarin - acesso CCSM 1600, hibrido de C.
reshni x Poncirus trifoliata).

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

>~
>
>~
>
>

Citrandarin X (Parental)

465 X X X X X X Citrandarin

467 X X X X X X Citrandarin

469

>~
>
>
>
>

Citrandarin

471

>~
>
>
>
>

X Citrandarin

473

>~
>
>
>
>

Citrandarin

475

>~
>
>
>
>

Citrandarin

477

>
>
>
>

X Pineapple

479

>
>
>
>

Pineapple

481

>~
>
>
>
>
>

Citrandarin

483 X X X X X X Pineapple

485 X X X X X Citrandarin

487 X X X X X X Citrandarin

489 X X X

>

X Citrandarin

491

>~
o
e

X Citrandarin

493 X X X X

e
e
e

Citrandarin

495 X X X X

>

X Citrandarin

497 X X X Pineapple

=

499 X X X X X Citrandarin




56

Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

b

Citrandarin X X X X X (Parental)

501 X X X X X X Citrandarin

503

<
b
e
<
b
b

Citrandarin

505 X X X X X Pineapple

507 X X X X X Citrandarin

509 X X X X X X Citrandarin

511 X X X X X X X Citrandarin

513 X X X X Pineapple

>
>~
>
>~
>

515 Pineapple

517

b
>
e
e
b

Citrandarin

519

>
>
>~
>
>
>

Citrandarin

521

b
e
b
e
b

Citrandarin

523

>
>
>
>
>

Citrandarin

525 X

>
>
>
>
>

Citrandarin

527 X X

i
b
i

Pineapple

529 X X X X X X Citrandarin

532 X X X X X X X Citrandarin

534 X X X X X X Citrandarin
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Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

b
b
b
b

Citrandarin X X (Parental)

537

b
b
b
i
b

X Citrandarin

540

b
e
b
i
b

X Citrandarin

542

i
b
e
b

X Pineapple

544 X X X

b
b

Pineapple

546

e
e
e

X Pineapple

548 X

i
e

X Pineapple

551

e
e
b
i
i

X Citrandarin

I
i
i
e
e

553 X Citrandarin

555

>
b

X Pineapple

557

>
b
e
e

Citrandarin

559

b
e
e
e
e
>
~D

561

b
b
>
e
b

X Citrandarin

563

b
e
e
e

X Pineapple

565

e
b
e
e
e

Citrandarin

567

e
e
b

X Pineapple

569 Pineapple

i
e
e
e

571

b
i
e
e
i
i

Citrandarin
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Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

>
>
>
>

Citrandarin X X (Parental)

573

>
>
>
>

X Citrandarin

575

>
>
>

X X Pineapple

578

>
>
>
>

X X Citrandarin

581

>
>
>

X X Pineapple

583

>
>
>
>
>
>
~D

585

>
>
>
>
>

Pineapple

587

>
>
>
>
>

Pineapple

>
>
>
>
>

589 Pineapple

591

>~
>
>
>
>
~

593

>
>
>
>
>

Citrandarin

595

>
>
>
>
>

Pineapple

597

>~
>
>
>
>
>

Citrandarin

599

>
>
>
>
>
>

Citrandarin

601 X X X X

>

X Citrandarin

602 X Citrandarin

>
>
>
>

605 X X

>
>
>
~

607 Citrandarin

>
>
>
>
>
>



A

9

Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

b
b
<

Citrandarin X X X (Parental)

610

b
e
b
<

X X Citrandarin

612

b
b
b
<

X Pineapple

614

I
e
I
b
<

Citrandarin

616

e
b
e
<

X Citrandarin

618 X X X X X X Citrandarin

620

e
e
b
e
<
<

X Citrandarin

622

>
>
>
>
>
)

I
e
e
<

624 Pineapple

626

e
e
b

X ?

628

b
e
b
b

X X Citrandarin

630

e
e
b
b

X Pineapple

632

b
e
>
b

X Citrandarin

634

>
>
=
=

X Pineapple

636

e
b
b
b

X Citrandarin

639 X Pineapple

>
>
=
=

641 X Citrandarin

e
e
i
b

643 X Pineapple

e
i
e
b
b



Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

b
<
b
b

Citrandarin X X (Parental)

646

b
<
b

X Pineapple

648

b
b
<
b

X Pineapple

650

b
b
<

X Citrandarin

652

b
e
e

X Citrandarin

654

b
<
i
i
<

X Citrandarin

656

=
=
>
=

X Pineapple

658

>
=
>
=

Pineapple

=
>
>
=

660 Citrandarin

662

b
e
b
e
b

Citrandarin

664

b
b
b
b
b

Citrandarin

666

i
e
b
b
b

X Pineapple

668 X

b
e
e

X Citrandarin

670 X X

>
>

Pineapple

672

b
e
e
b

X Citrandarin

674

b
b
e
i
e

X Citrandarin

677 X Citrandarin

b
e
I
e
b

679 Citrandarin

e
b
e
e
e
b



Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

>
>
>

Citrandarin X X X (Parental)

681

>
=
>
>

X Citrandarin

683

>
>~
>
>~
~

685

>
>
>~
>

X ?

687

i
<
e
b
<

X Pineapple

689

I
e
b

Pineapple

691

>
=
=
>

X X Citrandarin

693

>~
>
>

X X Citrandarin

I
b
I

695 X X Pineapple

697

>~
>
>
>

X Citrandarin

699

>
>
>
>

X Citrandarin

701

>
>
=
=

X Citrandarin

703

>
>
>
o

706

>
>
>
>
>
~D

708

>
=
>
=

Pineapple

710

b
b
b
e
b

X Citrandarin

712 X X X X

=

Citrandarin

714 X X X X

=

Citrandarin

716 X X X X

>

Citrandarin




Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

b
b

Citrandarin X X X X (Parental)

717

>
>
>~
>
>~

X Citrandarin

720 X X X X

b

Citrandarin

722 X X X X

b

X Citrandarin

724

i
b
<
i

Pineapple

727

>
=
=
>

Pineapple

729

>
>
>~
>
>~

X Citrandarin

731 X X

I
e

X Citrandarin

<
i
<
i
e

734 X Citrandarin

736 X

b
b
e

Citrandarin

738 X

e
e
e

X Citrandarin

740

I
e
b

X Pineapple

742

>
=
>
>

Citrandarin

745

b
>
b
>
~

747

>
>
>~
>
>~

Citrandarin

749

e
b
e
b
e

X Citrandarin

i
I
b

751 X X Pineapple

753

b
e
e

X Citrandarin

755

b
b
i
b
e

Citrandarin




Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

>~
>
>
>

Citrandarin X X (Parental)

757

>~
>~
>
>
>

Pineapple

759 X

>~
>
>

X Citrandarin

761

>~
>~
>
>
>

Citrandarin

763

>
>
=
=

X Citrandarin

765 X X X X ?

767

>~
>~
>
>
>

Pineapple

769

>~
>~
>
>
>

Citrandarin

>~
>~
>
>
>

771 X Pineapple

773

>
>
>
>
=
>

X Citrandarin

775

>
>
=
=

Citrandarin

777 X X X X Citrandarin

779 X X X X X Citrandarin

781

>
>
=
=

X Citrandarin

783 X

>
=

X X Citrandarin

785

e
b
b

X X Citrandarin

>
>
>

787 X X Pineapple

789

>
>
>
=
>
=

X Citrandarin



Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

>
>
>~
>~
>

Citrandarin X (Parental)

792

b
<
b
b
b

X Citrandarin

794

>
=
>
>
>
>

X Citrandarin

796

>
>
>~
>~
>

X ?

798 X X X X Pineapple

801

=
>
>
=

Pineapple

803 X X X X X X Citrandarin

805 X X X X Citrandarin

=
=
>
>

807 X X Citrandarin

809 X

b
b
e

X Citrandarin

812

<
b
e
e
b

X Citrandarin

814

=
=
>
>

X Citrandarin

816 X

=
>

X Citrandarin

818

=
>
>
>

X X Pineapple

820

>
>
>

X Citrandarin

822

>
>
>

X X Citrandarin

b
b
e

824 X X Pineapple

826 X X X X X Citrandarin

828 X X X X Pineapple




Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

>
>~
>
>

Citrandarin X X (Parental)

830 X X X

>~
)

832

=
>
>
>

X Citrandarin

834

>~
>~
>
>~
>
>
>

Citrandarin

836 X X X X X X Citrandarin

838

>
>~
>~
>
>

X Citrandarin

840 X X X X X

=

Citrandarin

842

=
>
>
=

X Citrandarin

>
>
=
=

844 Pineapple

846

=
>
>
=

X Citrandarin

848

>~
>
>
>
>

Pineapple

850

>~
>~
>
>
>

Citrandarin

852

>
>
>
>
>
>
~

854

=
>
>
=

Citrandarin

856

>
>~
>~
>
>

Citrandarin

858

>
>
>
=

X Citrandarin

=
>
>
=

860 X Citrandarin

862

b
e
e

X X Citrandarin

864

o
>
>

X Pineapple




Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

=
>
>
>

Citrandarin X X (Parental)

866 X

>
>
>
>

Citrandarin

868

b
b
<
b
b

Citrandarin

870

=
=
>
>

X Pineapple

872

e
b
<
I

X Citrandarin

876

b
i
b
e
b

Citrandarin

878

>
=
=
>

X Citrandarin

880

b
i
b
e
I

X Citrandarin

i
e
i
e

882 X  Pineapple

884

>
=
>
>

X Citrandarin

886

>
>
>
>

X Citrandarin

888

b
b
e
e

X Pineapple

890

b
b
b
e

Pineapple

892

>
>
=
>

X Citrandarin

894

>
=
>
>

X Citrandarin

896

=
=
>
>

X  Pineapple

e
e
e

898 Pineapple

900

>
>
>
>

X Citrandarin



Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

>
>
>~
>

Citrandarin X X (Parental)

903

>~
>
>
>~
>

Pineapple

906 X

>
>
>~
>

X Citrandarin

908

b
e
b
<

X Pineapple

910

>
>
>
>

X Citrandarin

912

>
>
>
>~
>

Citrandarin

914

>~
>
>
>

X Citrandarin

916

>
>~
>
>~
>

X Citrandarin

>
=
>
=

918 Pineapple

920 X X X

e
e
b

Citrandarin

923 X X X X

>
=

Citrandarin

925

>~
>~
>
>
>

Citrandarin

927 X X X X X

e

X Citrandarin

929 X X X

>
2

931 X X X

>

Pineapple

935 X X X X X X Citrandarin

=

937 X X X X Citrandarin

943 X X X

=

X Pineapple



Tabela 16 (continuacgdo...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de poliniza¢do mista (Pineapple + Citrandarin)

CIR07CO07 mest86 mest107

Pineapple X X X X X (Parental)

<
b
b
b
<

Citrandarin X (Parental)

953

>
>
~

Tabela 17. Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites nas progénies de
poliniza¢do simples com pdlen de citrandarin (tratamento controle).

CIR07CO07 mest86 mest107

Laranja doce X X X X X (Parental)

>
>
>
>

Citrandarin X X (Parental)

959 X

>
>
>
>
>

Citrandarin

91

>
>
>
>
>
>

Citrandarin

963

>
>
>
>

Laranja doce

965

ke
>
>
ke
>

Citrandarin

967

>
>
e
>

X Citrandarin

970 X X X X X Citrandarin

972 X X X

>

Citrandarin

974 X X X

>

X Citrandarin

976

o
o
o
o

Citrandarin

978

o
o
o
o
o

X Citrandarin

68



Tabela 17 (Continuacio...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de polinizagdo simples com pdlen de citrandarin (tratamento
controle).

CIR07CO07 mest86 mest107

Laranja doce X X X X X (Parental)

Citrandarin X X

>~
>
>
>

(Parental)

981 X

>
>
>
>

X Citrandarin

984 X X X X

>
>

Citrandarin

986

>
>
>
>

Citrandarin

988 X X X X X Citrandarin

990 X X X X

=

X Citrandarin

992 X X X

=

X Citrandarin

994 X X X

e

X Citrandarin

996 X X X X X X Citrandarin

998

>
>~
>~
>

X Citrandarin

1000

>
>
>
>

X Citrandarin

1002 X

>
=
>
=

X Citrandarin

1004

>
>~
>
>

Citrandarin

1006

>
>
>
>

X Citrandarin

1008

>
>
=
>

Citrandarin

1010

>
>
>
>~
>

Citrandarin

1012 X X X X X Citrandarin

>
>

1014 X X X X X Citrandarin

>

69



Tabela 17 (Continuacio...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de polinizagdo simples com pdlen de citrandarin (tratamento
controle).

CIR07CO07 mest86 mest107

Laranja doce X X X X X (Parental)

Citrandarin X X X X

=

X (Parental)

1019 X X X

>

X X Citrandarin

1021 X X X X

=

Citrandarin

1023 X X X X X X X Citrandarin

1025

>
>
>
>
>

X Citrandarin

1027 X X X X X X Citrandarin

1029

>
>
>
>
>
>

Citrandarin

1031 X X X X X X Citrandarin

1033

>
>
>
>

X Citrandarin

1035

>~
>
>
>
>

Citrandarin

1037 X X X X X X Citrandarin

1039 X X X X

>

Citrandarin

1041 X X X X X

=

Citrandarin

1043 X X X X

=

X Citrandarin

1045 X X X X

>

X Citrandarin

1047

>
>
>
>

Citrandarin

1049 X X X X X Citrandarin

70



Tabela 17 (Continuacio...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de polinizagdo simples com pdlen de citrandarin (tratamento
controle).

CIR07CO07 mest86 mest107

Laranja doce X X X X X (Parental)

Citrandarin X X X X X X (Parental)

1052 X X X X X X Citrandarin

1054 X X X X X X Citrandarin

1056 X X X X X X X Citrandarin

1059 X X X X X Citrandarin

1061 X X X X X Citrandarin

1063 X X X X X Citrandarin

1065 X X X X X Citrandarin

1067 X X X X X X Citrandarin

1069 X X X X X X X Citrandarin

1071 X X X X X Citrandarin

1073 X X X X X Citrandarin

1076 X X X X X X Citrandarin

1078 X X X X X Citrandarin

1080 X X X X X X Citrandarin

1082 X X X X Citrandarin

1084 X X X X Citrandarin

1086 X X X X X Citrandarin

71



Tabela 17 (Continuacio...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de polinizagdo simples com pdlen de citrandarin (tratamento
controle).

CIR07CO07 mest86 mest107

=

Laranja doce X X X X (Parental)

Citrandarin X X X X

b
b

(Parental)

1089 X X X

b

X Citrandarin

1091

>
>
>
>~

Citrandarin

1093 X

e
<
b

Citrandarin

1095 X X X

=

X X Citrandarin

=
>

1097 X X X Citrandarin

1099 X X X

i

X Citrandarin

1101 X X X X

=
>

X Citrandarin

1103 X X X

e
i

Citrandarin

1105 X X X X X X Citrandarin

1108 X X X X X X Citrandarin

1110 X X X X X X Citrandarin

1112 X X X X Citrandarin

1114 X X X X Citrandarin

1116 X X X

=

X X Citrandarin

1118 X X X X

e
b

Citrandarin

1120 X X X X X Citrandarin

1122 X X X X X Citrandarin
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Tabela 17 (Continuacio...). Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites
detectados nas progénies de polinizagdo simples com pdlen de citrandarin (tratamento
controle).

CIR07CO07 mest86 mest107

Laranja doce X X X X X (Parental)

Citrandarin X X

>
>
>
=

(Parental)

1124 X

=
>
=
>

Citrandarin

1126 X

>
>~
>
>

Citrandarin

1128

=
=
>
=

Citrandarin

1130 X X X X X

=
>

Citrandarin

>
>

1132 X X X X Citrandarin

1134

>~
>
>~
>
>

X Citrandarin

1136 X X X

=
>

Citrandarin

1138

>
>
>~
>~
>
>

X Citrandarin

1140 X X X Citrandarin

1142

>~
>
>~
>
>
>

Citrandarin

1144

>
>
>
>~
>
>
>

Citrandarin

1146

>~
>
>
>
>
>

Citrandarin

1148

>~
>
>~
>
>
>~

Citrandarin

1150 X X X X X Citrandarin

1152 X X X X X X Citrandarin

73



Tabela 18. Polimorfismo revelado pelos trés marcadores microssatélites detectados em
plantas selecionadas por morfologia de folha, oriundas de poliniza¢des simples ou mistas
(hibridos controles).

CIR07C07 mest86 mest107

Laranja doce X X X X X  (Parental)

Citrandarin X X X X X X (Parental)
.5 . .
g 2 X X X X X Citrandarin
|
5
5 4 X X X X ?

6 X X X X  Pera
g
o 8 X X X X X  Pera

10 X X X X ?

=
+
s -g 12 X X X X X ?
S 5
&5
'S 14 X X X X Citrandarin

2 17 X X X X X  Pineapple
& 19 X X X Pineapple
+ 21 X X X Pineapple
e
2§ ; :
572 23 X X X X X Citrandarin
£ £
[a D) . .
~ 25 X X X X Citrandarin
£ 27 X X X X  Valéncia
5
= 29 X X X X X

36 X X X X X ?
g
= 38 X X X X Hamlin
T

40 X X X X X X Hamlin
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Tabela 19. Numero de flores polinizadas nas duas safras.

Tratamento ' (pélen) 2011 2013
Pera 120 400
Valéncia 120 320
Hamlin 150 200
Pineapple 160 200
Citrandarin 120 160
Pera +citrandarin 340 520
Pineapple + citrandarin 400 -

Valéncia + citrandarin - 440
Total 1410 2240

" Laranja doce das variedades Pera, Valencia, Hamlin e Pineapple. Citrandarin (acesso CCSM
1600), hibrido de C. reshni x Poncirus trifoliata;
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ANEXOS

Anexo I. Protocolo para determinagao do nimero de graos de pdlen por antera (Pons et al.,

2011).

Colher anteras de flores em pré-antese e deixar em dessecador até que se abram (dois
dias aproximadamente);

Colocar duas anteras em 0,5 ml de pentano e levar ao “vortex” por x 5Ss;

Deixar evaporar totalmente o liquido;

Resuspender em 300uL de etanol 70%;

Colocar 100 uLL em cada linha da camara de Newbauer;

Contar os graos de pélen em quatro campos 6ticos de cada porta (no total se observam
oito campos 6ticos).

Anexo II. RESOLUCAO NORMATIVA N° 10, de 2 de outubro de 2013 (COMISSAO
TECNICA NACIONAL DE BIOSSEGURANCA).
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tecnologias da informagio devidos a titulo de contrapartidas em razio
da fruigdo dos incentivos fiscais, seja pela incorporada, seja por ela,
incorporadora, resolvem:

Art. 1° Fica transferida a titularidade da Portaria Intermi-
nisterial MCT/MDIC/MF n° 235, de 13 de maio 2003, publlcada no
DOU de 14.5.2003, da empresa Metrocable Industria e Comeércio
Ltda., CNPJ n° 04. 183.611/0003- 35, para a empresa Furukawa In-
dustrial S.A. Produtos Elétricos, CNPJ n°® 51.775.690/0018-30.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua pu-
blicagdo, ficando convalidados todos os atos praticados pela empresa
Furukawa  Industrial S.A.  Produtos Elétricos, CNPJ n°
51.775.690/0018-30, em decorréncia da sucessdo, desde a data em
que esta se operou.

MARCO ANTONIO RAUPP
Ministro de Estado da Ciéncia,Tecnologia e Inovagdo

FERNANDO DAMATA PIMENTEL
Ministro de Estado do Desenvolvimento, Indistria
e Comércio Exterior

PORTARIA INTERMINISTERIAL N* 1.025,
DE 2 DE OUTUBRO DE 2013

OS MINISTROS DE ESTADO DA CIENCIA, TECNOLO-
GIA E INOVACAO e DO DESENVOLVIMENTO, INDUSTRIA E
COMERCIO EXTERIOR, no uso das atribui¢des que Ihes confere o
§ 2° do art. 22 c¢/c o art. 50 do Decreto n® 5.906, de 26 de setembro
de 2006, tendo em vista o contido no Pmcesso MCTI n°
01200.003672/2011-44, de 14/10/2011, e

Considerando que a empresa Atos Automagdo Industrial Lt-
da., inscrita no Cadastro Nacional da Pessoa Juridica do Ministério da
Fazenda - CNPJ sob o n° 44.020.535/0001-08, é titular da Portaria
Interministerial MCT/MDIC/MF n° 801, de 13 de dezembro de 2001,
publicada no Diario Oficial da Unido, de 17 de dezembro 2001, que
Ihe concedeu habilitagio a fruicdo dos incentivos fiscais previstos no
Decreto n° 3.800, de 20 de abril de 2001, atualmente regulamentados
pelo Decreto n® 5.906, de 26 de setembro de 2006:

Considerando que a Portaria Interministerial
MCT/MDIC/MF n° 446, de 16 de junho de 2009, de 17 de junho de
2009, transferiu a titularidade da Portaria Interministerial
MCT/MDIC/MF n° 801, de 13 de dezembro de 2001, da empresa
Atos Automacdo Industrial Ltda., inscrita no CNPJ sob o n°
44.020.535/0001-08, para o estabelecimento matriz da empresa Sch-
neider Electric Brasil Ltda., inscrita no Cadastro Nacional da Pessoa
Juridica do Ministério da Fazenda - CNPJ sob o n® 82.743.287/0001-
04;

Considerando que, posteriormente, a matriz, CNPJ sob o n°®
82.743.287/0001-04, mudou seu endereco, mas manteve o estabe-
lecimento Industrial no antigo endereco, localizada na Avenida das
Nagdes Unidas, n® 23.223, Vila Almeida, CEP 04795-907, Estado de
Sao Paulo, com a criagdo de uma filial da empresa Schneider Electric
Brasil Ltda., inscrita no CNPJ sob o n® 82.743.287/0027-43, que deu
prosseguimento as atividades da matriz, sem solu¢io de continuidade,
conforme consta da documentagdo juntada ao Processo acima re-
ferido, que foi devidamente registrada nos oOrgdos proprios, resol-
vem:

Art. 1° Fica transferida a titularidade da Portaria Intermi-
nisterial MCT/MDIC/MF n° 446, de 16 de junho de 2009 e Portaria
Interministerial MCT/MDIC/MF n° 801, de 13 de dezembro de 2001,
do estabelecimento matriz da empresa Schneider Electric Brasil Ltda.,
CNPJ sob o n° 82.743.287/0001-04, para o estabelecimento filial,
CNPJ sob o n° 82.743.287/0027-43.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua pu-
blicagdo, ficando convalidados todos os atos praticados pelo esta-
belecimento filial da empresa Schneider Electric Brasil Ltda., CNPJ
sob o n° 82.743.287/0027-43, em decorréncia da transferéncia de
titularidade, desde a data em que esta se operou.

MARCO ANTONIO RAUPP
Ministro de Estado da Ciéncia,Tecnologia e Inovagdo

FERNANDO DAMATA PIMENTEL
Ministro de Estado do Desenvolvimento, Indistria
e Comércio Exterior

PORTARIA N* 1.019, DE 2 DE OUTUBRO DE 2013

O MINISTRO DE ESTADO DA CIENCIA, TECNOLOGIA
E INOVACAO, no uso das atribui¢des que lhe confere o art. 2° do
Decreto n® 98.830, de 15 de janeiro de 1990, resolve:

Art. 1°. Fica o Dr. RICARDO DIEGO TORRES, contraparte
brasileira, na condicdo de representante do Programa de Poés Gra-
duacdo em Engenharia Mecanica (PPGEM) da Pontificia Univer-
sidade Catolica do Parand - PUC/PR, autorizado a coordenar, no
ambito do Processo CNPq n° 001717/2013- 8, o projeto de pesquisa
cientifica intitulado "Desenvolvimento de Revestimentos Protetivos
Contra a Carbonetagdo de Superficies Metélicas", a ser realizado nas
dependéncias do PPGEM/PUC/PR, de interesse da pesquisadora es-
trangeira, natural do México, OLIMPIA SALAS MARTINEZ, vin-
culada ao Instituto Tecnoldgico de Estudos Superiores de Monterrey -
ITESM (MEX), representado pelo Dr. PEDRO LUIS GRASA SO-
LER, natural do México, pelo prazo de um ano, contado a partir da
publicacdo desta Portaria no Didrio Oficial da Unido,

Paragrafo tnico. A presente autoriza¢do ndo compreende a
realizagdo de trabalhos de coleta em campo no territorio brasileiro.

Art. 2°. Esta Portaria entra em vigor na data de sua pu-
blicagao

MARCO ANTONIO RAUPP

PORTARIA N* 1.024, DE 2 DE OUTUBRO DE 2013

O MINISTRO DE ESTADO DA CIENCIA, TECNOLOGIA
E INOVACAO, no uso das atribuigdes que lhe confere o art. 87,
paragrafo Gnico, incisos IT e TV, da Constituigdo Federal, e tendo em
vista o disposto nos arts. 3° da Lei n® 8.248, de 23 de outubro de
1991, e 7° do Decreto n® 5.906, de 26 de setembro de 2006, re-
solve:

Art. 1° Reconhecer, conforme consta do processo MCTI n°®
01200.003164/2013-28, de 23 de julho de 2013, que os produtos e
respectivos modelos descritos abaixo, desenvolvidos pela empresa
UPSAI Sistemas de Energia Ltda., inscrita no Cadastro Nacional da
Pessoa Juridica do Ministério da Fazenda - CNPJ/MF sob o n°
02.258.188/0001-06, atendem as condigdes de bens de informatica e
automagio, desenvolvidos no Pais, nos termos e para os fins es-
tabelecidos na Portaria MCT n° 950, de 12 de dezembro de 2006:

Produto 1: Equipamento de alimenta¢do ininterrupta de ener-
gia microprocessado ("UPS" ou "No Break").

Modelos: Flash IT; ProSaver II.

Produto 2: Regulador/estabilizador eletronico de voltagem,
baseado em técnica digital.

Modelos: Pré Micro 1V; Pré Gel; EWA; RVE; ACR 1100;
ACR 2200; ACR 3100 D; ACF 1300; ACF 1600; ACF 2300; ACF
3100.

Art. 2° Esta Portaria entra em vigor na data de sua pu-
blicagdo.

MARCO ANTONIO RAUPP

CONSELHO NACIONAL DE CONTROLE
DE EXPERIMENTAGCAO ANIMAL

RESOLUCAO NORMATIVA N° 14, DE 2 DE OUTUBRO DE 2013

Dispde sobre a situagao das ms!ltulc;oes que
nao  solici seu cred ) Nno
CONCEA, as quais utilizam animais para

fins cientificos ou didaticos.

O PRESIDENTE DO CONSELHO NACIONAL DE CON-
TROLE DE EXPERIMENTACAO ANIMAL - CONCEA, no uso das
atribui¢des que lhe confere o art. 5° inciso VII, e no art. 10, incisos
Il e I, da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, e, tendo em vista
o disposto nos incisos I e II do art. 41 do Decreto n® 6.899, 15 de
julho de 2009, bem como no caput do art. 1°, no caput, no § 1° no
inciso VI e no § 2° do art. 8 da Lei n° 12.527, de 18 de novembro
de 2011,

Considerando que compete ao CONCEA credenciar insti-
tuigdes para criagdo ou utilizagdo de com finalidade de ensino ou
pesquisa cientifica;

Considerando que qualquer institui¢do legalmente estabele-
cida no territorio nacional que crie ou utilize animais para ensino ou
pesquisa cientifica devera constituir uma CEUA para requerer seu
credenciamento no CONCEA;

Considerando que a criacdo ou a utilizacdo de animais para
pesquisa e ensino ficam restritas, exclusivamente, as institui¢des cre-
denciadas no CONCEA;

Considerando ter o CONCEA editado a Resolugdo Norma-
tiva n°® 3, de 14 de dezembro de 2011, que instituiu o Credenciamento
Institucional para Atividades com Animais em Ensino ou Pesquisa
(CTAEP) e estabelece os critérios e procedimentos para requerimento,
emissdo, revisdo, extensdo, suspensio e cancelamento do credencia-
mento das instituigdes que criam, mantém ou utilizam animais em
ensino ou pesquisa cientifica;

Considerando caber ao CONCEA aplicar as sangdes pre-
vistas nos arts. 17 e 18 da Lei n® 11.794, de 2008, reproduzidas nos
arts. 49 e 50 do seu Decreto n® 6.899, de 2009, encontrando-se
prevista, dentre elas, a cria¢do ou utiliza¢do de animais em atividades
de ensino e pesquisa cientifica sem estar credenciado no CONCEA
ou em desacordo com as normas por ele expedidas;

Considerando ter o CONCEA deliberado no decorrer de sua
20" Reunido Ordindria que a ia de pleito de cred ), de
conformidade com as disposi¢des previstas na referida Resolucdo
Normativa n° 3, de 2011, configura a ocorréncia de uma infracdo de
natureza grave, no uso da competéncia prevista o art. 50 do Decreto
n® 6.899, de 2009, que faculta ao Colegiado graduar as sangdes
administrativas, segundo os critérios previstos nos incisos I a V do
paragrafo Gnico do mesmo art. 50, resolve:

Art. 1°. Ficam interditadas temporariamente as instituicdes
que fazem uso de animais para fins cientificos ou didaticos no Pais e
que ndo soli seu credenci > no CONCEA, de confor-
midade com as disposi¢des previstas na Resolugdo Normativa n° 3, de
2011, nos termos do art. 20 da Lei n® 11.794, de 2008, e de acordo
com a letra "¢" do inciso I e do pardgrafo tnico do art. 49 c/c o art.
50 do Decreto n°® 6.899, de 2009.

Parégrafo unico. A listagem das institui¢des credenciadas no
CONCEA, bem como daquelas que se encontram com processo de
solicitagdo de d ) em ) estdo disponiveis no
sitio eletronico do CONCEA em http://concea.mct.gov.br.

Art. 2°. As instituigdes que criam ou utilizam animais para
fins cientificos ou didaticos e que quiserem se regularizar perante o
CONCEA podem solicitar seu credenciamento, que ocorre em fluxo
continuo por meio do endere¢o eletronico do Cadastro de Institui¢des
de Uso Cientifico de Animais - CIUCA em http://ciuca.mct.gov.br/

Art. 3°. Esta Resolugdo entra em vigor na data de sua pu-
blicagdo.

MARCO ANTONIO RAUPP

COMISSAO TECNICA NACIONAL
DE BIOSSEGURANCA

RESOLUCAO NORMATIVA N* 10, DE 2 DE OUTUBRO DE 2013

Estabelece condigdes de isolamento para a
Liberagao Planejada no Meio Ambiente de
laranja doce (Citrus Sinensis (L.) OSBE-
CK) geneticamente modificada.

A Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca - CTNBio,
no uso de suas atribui¢des legais e regulamentares, e tendo em vista
o disposto no inciso IT do art. 14 da Lei n.° 11.105, de 24 de margo
de 2005, resolve:

Art. 1°. Na liberacdo planejada de citros geneticamente mo-
dificados no meio ambiente devera ser observada a estratégia de
competi¢do de polen, mediante a introdugdo de trés tipos de bor-
daduras, compondo, no minimo, seis linhas de plantas citricas, ob-
servadas, ainda, as seguintes condi¢des:

T - para dreas experimentais inseridas em plantios comerciais
de citros:

a) dispor, ao redor da édrea que contenha laranja doce ge-
neticamente modificada, uma bordadura composta por duas linhas de
cultivo (filas de éarvores) de um gendtipo polinizador ndo geneti-
camente modificado, nos termos do Anexo T desta Resolugio;

) alocar uma segunda bordadura ao redor da bordadura
apresentada na letra "a" deste item, composta por duas linhas de
cultivo de um genétipo ndo modificado geneticamente receptor de
polen, autoincompativel e monoembrionario, nos termos do Anexo II;
e

c) dispor a terceira bordadura ao redor das bordaduras an-
teriores, nos termos das letras "a" e "b" deste item, compostas por, no
minimo, duas linhas de cultlva de uma variedade de laranja doce
(Citrus sinensis (L.) Osbeck), nos termos do Anexo III.

1T - para areas experimentais fora de plantios comerciais de
citros, a bordadura citada na letra "c" do inciso I deste artigo deverd
possuir, no minimo, quatro linhas de cultivo de uma variedade de
laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck), nos termos do Anexo
TIT.

Art. 2° Fica estabelecida a distancia minima de 3 km (trés
quilémetros) em relaqao as colmeias destinadas a apicultura comercial
ou doméstica pré-existentes a época da instalagdo do experimento.

Pardgrafo tnico. Apos a instalagdo do experimento, os api-
cultores interessados em instalar colmeias comerciais deverdo ser
informados de que deverdo respeitar a distancia minima de 1 km (um
quildometro) entre a drea experimental e o apiario.

t. 3°. Para a obtengdo de porta-enxertos citricos de viveiros
comerciais, devera ser observada a distancia minima de 1 km (um
quilometro) em relagdo as plantas citricas fonte de sementes (se-
menteiras).

Art. 4°. Na instalagido do experimento de que trata esta Re-
solugdo Normativa deverd ser respeitada a distancia de, pelo menos,
100 (cem) metros de areas de preservagao natural.

Art. 5° Devera ser realizado monitoramento de um raio de
100 (cem) metros em torno da drea experimental, a partir da Gltima
linha da bordadura, visando a elimina¢do de plantas citricas espon-
tineas.

Art. 6°. Os preceitos estabelecidos nesta Resolu¢ido Nor-
mativa ndo se aplicam quando a planta citrica for formada pelo porta-
enxerto transgénico enxertado, com uma copa ndo transgénica.

Art. 7°. Esta Resolugao Normativa entra em vigor na data de
sua publicacdo.

FLAVIO FINARDI FILHO
ANEXO I

Gendtipo polinizador de citros. Citrandarins, hibridos de:

1.Tangerina Cledpatra (Citrus reshni hort. Ex Tanaka) X
Poncirus trifoliata (L.) Raf;

2.Tangerina Sunki (Citrus reshni hort. Ex Tanaka) X Pon-
cirus trifoliata (L.) Raf,;

3.Tangerina Cledpatra (Citrus reshni hort. Ex Tanaka) X Ci-
trange (Citrus sinensis L. Osb. X Poncirus trifoliata (L.) Raf. );

4.Mexerica tardia (Citrus deliciosa Ten.) X Citrange (Citrus
sinensis L. Osb. X Poncirus trifoliata (L.) Raf.).

ANEXO II

Genotipos receptores de citros, monoembriénicos e autoin-
compativeis

1. Tangerina Clementina (Citrus clementina hort. ex. Tan)

2. Tangerina Imperial (Citrus reticulata Blanco)

3. Tangerina Ellendale (Citrus reticulata Blanco X Citrus
sinensis L. Osb.)

4. Pomelo Sukega (Citrus paradisi Macf.)

5. Toranja Siamesa (Citrus maxima (Burm.) Merril)
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ANEXO 11T

Variedades de laranja doce (Citrus sinensis L. Osb.)
1.Folha Murcha

2.Hamlin

3.Natal

4.Pera

5.Pineapple

6.Rubi

7.Seleta

8.Valéncia

9. Westin

EXTRATO DE PARECER TECNICO N° 3.772/2013

O Presidente da Comissdo Técnica Nacional de Biossegu-
ranga - CTNBio, no uso de suas atribui¢des e de acordo com o artigo
14, inciso XIX, da Lei 11.105/05 e do Art. 5°, inciso XIX do Decreto
5.591/05, torna publico que na 165" Reunido Ordindria, ocorrida em
19 de setembro de 2013, a CTNBio apreciou e emitiu parecer técnico
para o seguinte processo:

Processo n®: 01200.001516/2013- 19

Requerente: Monsanto do Brasil Ltda.

CNPJ: 64.858.525/0001 45

Endereco: Avenida das Nagdes Unidas, 12901, Torre Norte
7° Andar, Sdo Paulo SP.

Assunto: Liberagio plangjada no meio ambiente, importagdo
de sementes e exportacdo.

Extrato Prévio: 3.557/2013

Decisio: Deferido

A CTNBio, apds apreciacio do pedido de liberagdo pla-
nejada no meio ambiente, importagio e exportagdo de soja gene-
ticamente modificada, concluiu pelo seu DEFERIMENTO, nos ter-
mos deste parecer técnico. A Monsanto do Brasil Ltda., detentora do
Certificado de Qualidade - CQB - 003/96, solicita autorizagio para
liberagdo planejada no meio ambiente, importagdo e exportacdo de
soja MON 87427. Os experimentos serdo realizados em Porto Na-
cional (TO) e ocupardo uma area total de 0,74 hectares e a drea com
OGM sera de 0,4 hectares.

Fica autorizada a importagio de 30,0 Kg de sementes de soja
geneticamente modificada da Monsanto Company, EUA. O local de
desembarque sera Brasilia - DF e a estagdo quarentenaria, CENAR-
GEN/EMBRAPA. O destino do material sera a Estagdo Experimental
da Monsanto do Brasil Ltda. localizada em Morrinhos - GO e Porto
Nacional (TO); e a exportacdo de amostras de soja MON 87701 x
MON 89788 x MON 87708 x A841661 que Serdo coletadas e ex-
portadas para os Centros de Pesquisa da Monsanto Company na
Argentina, Paraguai, Uruguai, Canada e Estados Unidos aproxima-
damente 200 amostras de graos totalizando 50 kg de gréos.

No ambito das competéncias do art. 14 da Lei 11.105/05, a
CTNBio considerou que as medidas de biosseguranga propostas aten-
dem as normas e a legislagdo pertinente que visam garantir a bios-
seguranga do meio ambiente, agricultura, saide humana e animal.

A CTNBio esclarece que este extrato nio exime a requerente
do cumprimento das demais legislagdes vigentes no pais, aplicaveis
a0 objeto do requerimento.

A integra deste Parecer Técnico consta do processo arqui-
vado na CTNBio. Informagdes complementares ou solicitagdes de
maiores informagdes sobre o processo acima listado deverdo ser en-
caminhadas por escrito a Secretaria Executiva da CTNBio.

FLAVIO FINARDI FILHO

Leis, Decretos e
Medidas Provisorias
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