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RESUMO

SILVA JUNIOR, A. Obtencéo de plantas autotetrapléides de variedades de porta-enxertos
de citros. 2008. 99 f. Dissertacio (Mestrado) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2008.

A citricultura brasileira destaca-se como a de maior expressao em nivel mundial, com cerca de
27,9% da produg¢ao mundial de laranjas e 59% da producdo global de suco concentrado
congelado de laranja. No entanto, apresenta uma vulnerabilidade que € o predominio de uma
Unica espécie de porta-enxerto, o limdo 'Cravo’, com aproximadamente 85% das plantas citricas
plantadas sobre ele. Assim, uma maior diversificacdo dos porta-enxertos € necessaria mas isto
depende também da obtenc¢do e da disponibiliza¢do de variedades superiores ao limao ‘Cravo’. O
porta-enxerto € de fundamental importancia na formag¢do da muda citrica, visto que ele interfere
em vdrios aspectos da planta enxertada, dentre eles o vigor da copa e o tamanho das plantas.
Atualmente, devido ao surgimento de novas doencas e a necessidade de maximizac¢do dos
recursos alocados na propriedade citricola, tem sido utilizado o plantio de pomares mais
adensados, com consequentemente aumento no interesse da producdo de plantas com menor
porte. Uma das possibilidades de se obter plantas de porte baixo é por meio do uso de porta-
enxertos ananicantes ou semi-ananicantes, sendo que alguns autores ja verificaram que plantas
autotetrapldides, quando usadas como porta-enxertos, induzem a formagdo de plantas de porte
baixo. O objetivo inicial deste trabalho foi obter e identificar plantas autopolipléides de limao
‘Cravo’, tangerinas ‘Cledpatra’ e ‘Sunki’, utilizando-se o método de cultivo in vitro de segmentos
de epicdtilo temporariamente em meio de cultura contendo colchicina, seguido de regeneragdo
das brotacdes em meio sem o alcaldide. A colchicina causou toxidez aos explantes, nos diversos
tempos de cultivo e concentragdes testadas. Varias plantas foram obtidas e dentre estas, 27 foram
selecionadas por possuir caracteristicas morfologicas semelhantes a plantas poliploides. A seguir,
foram realizados experimentos com seis plantas selecionadas (duas de cada espécie) visando
confirmar a ploidia e a origem nucelar, além de caracterizar a morfologia das folhas, a densidade
estomdtica e alguns parametros fisioldgicos. Dentre as seis plantas, apenas quatro foram
confirmadas como sendo autotetrapldides pelo método de citometria de fluxo. Estas, geralmente
apresentaram folhas com comprimento significativamente menor, maior espessura do limbo foliar

e menor densidade estomadtica nas folhas. Todas as seis plantas apresentaram alguma modificacao



em parametros fisiol6gicos, mas ainda ndo se pode determinar se estas modificacdes poderdao

afetar as taxas de crescimento.

Palavras-chave: citros, autotetrapléide, porta-enxerto, cultura de tecido, colchicina.



ABSTRACT

SILVA JUNIOR, A. Obtention of autotetraploids plants of varieties of rootstocks of Citrus.
2008. 99 f. Dissertation (Master) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de
Sao Paulo, Piracicaba, 2008.

The Brazilian citriculture stands out as the greatest expression worldwide, with about 27.9% of
world production of oranges and 59% of global production of frozen orange juice concentrate.
However, it presents a vulnerability that is the predominance of a single species of rootstock, the
'Cravo' lemon, with approximately 85% of citrus planted on it. Thus, greater diversification of
rootstocks is necessary, which also depends on obtaining and provision of superior kind of
lemon ’Cravo’. The rootstock is of fundamental importance in shaping the citrus scion, since it
interferes with various aspects of graft, such as the vigour of the graft and plant size. Currently,
due the appearance of new diseases and the need to maximize resources allocated in the citrus
farm, more dense citrus orchards have been used, increasing the interest in the production of
smaller plants. One of the possibilities of obtaining plants of small size is through the use of
dwarf or semi-dwarf rootstocks, and some authors have found that plants autotetraploids, when
used as rootstock, induce the formation of small-sized plants. The initial objective of this study
was to obtain and identify plants autopoliploids of 'Cravo' lemon, 'Cleopatra’ and 'Sunki'
tangerines, using the method of in vitro culture of segments of epicotyl temporarily in the culture
medium containing colchicine, followed by shoots regeneration in medium without the alkaloid.
The colchicine caused toxicity in explants, at the different times of cultivation and concentrations
tested. Several plants were obtained and among these, 27 were selected for morphological
characteristics similar to polyploid plants. Afterwards, trials were conducted with six selected
plants (two of each kind) to confirm the nucelar ploidy origin, and to characterize the
morphology of the leaves, stomatal density and some physiological parameters. Among the six
plants, only four were confirmed as autotetraploids by method of flow cytometry. These,
generally presented leaves with small length, greater thickness of the leaf lamina and lower
stomatal density in leaves. All six plants showed some change in physiological parameters, but

data could not determine whether these changes could affect the plants growth rates.

Keywords: citrus, autotetraploid, rootstock, tissue culture, colchicine
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1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira destaca-se como a de maior expressdo em nivel mundial, com
uma populacdo de plantas da ordem de 270 milhdes, distribuida em todos os Estados do Pais,
numa drea superior a 900 mil ha. A maior parte, cerca de 800 mil ha, € ocupada por laranjeiras
doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. Com 30% da produ¢@o mundial de laranjeiras doces e 59%
da producdo global de suco concentrado congelado de laranja, o sistema agroindustrial citricola
nacional movimenta aproximadamente R$ 9 bilhdes anuais, gerando em torno de 400 mil
empregos diretos e indiretos (NEVES; JANK, 2008).

Limitagdes devido a presenca de alta heterozigosidade, esterilidade de pdlen e dvulos,
incompatibilidade sexual, sementes poliembrionicas, baixo vigor de hibridos sexuais e fase
juvenil longa dificultam e, as vezes, até impedem o melhoramento de porta-enxertos de citros via
cruzamentos controlados (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990).

Atualmente pode-se observar uma vulnerabilidade muito grande do parque citricola
brasileiro devido ao predominio do limdo 'Cravo' (C. limonia Osbeck) como porta-enxerto, pois
cerca de 85% das plantas citricas estdo plantadas sobre este porta-enxerto, tornando urgente
iniciar um programa de diversificacdo de porta-enxertos. Essa condicdo de risco € critica em
razdo do surgimento de diversas doengas que tém limitado a cultura dos citros. Como exemplo
pode ser citado o aparecimento da ‘Morte Stbita dos Citros’ (MSC), nas regides norte do Estado
de Sdo Paulo e sul do tridngulo mineiro, doenga esta que ataca plantas citricas plantadas sobre o
limédo 'Cravo' (SOARES FILHO et al., 2007).

Esta pressdo exercida pelas novas doencas e pragas, associada a necessidade da

maximizacdo dos recursos alocados, dentre eles o uso mais intensivo das dreas agricultdveis
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disponiveis e as reducdes de custos de produgdo, ocasionou o surgimento de uma nova tendéncia
da citricultura Brasileira, a opc@o por plantios de pomares mais adensados (POMPEU JUNIOR,
2001). O cultivo em pomares adensados requer a utilizacdo de plantas com menor porte mas
mantendo uma alta eficiéncia produtiva, sob pena de ocorrer a necessidade da utilizacdo
periddica de podas. Uma das possibilidades de se produzir plantas com menor porte € com 0 uso
de porta-enxertos ananicantes ou semi-ananicantes (POMPEU JUNIOR, 2001).

O cultivo de plantas citricas de porte menor resulta em vantagens, sendo que as principais
s@o o aumento da eficiéncia de inspecao e de controle de pragas e doengas (pela melhor aplicagdo
de defensivos) e a reducao dos custos de colheita e, conseqiientemente, de produ¢cao (POMPEU
JUNIOR, 2001).

No entanto, para a diversificacdo do uso de porta-enxertos de citros no Brasil € necessaria
a obtencdo e a disponibilizacdo de materiais (variedades) agronomicamente semelhantes ou
superiores ao limao ‘Cravo’, sem o que nao serd observada a adocao destas novas variedades.

Devido a estes fatos citados, justifica-se realizar trabalhos de melhoramento de variedades
de porta-enxerto de citros no Brasil com o objetivo de se obter variedades com caracteristicas

superiores, o que poderd resultar na diversificacdo de porta-enxertos.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais do género Citrus

O género Citrus e outros géneros relacionados a subfamilia Aurantioideae, familia
Rutaceae, sdo nativos da regido sudeste do continente asidtico (SWINGLE; REECE, 1967;
SOOST; CAMERON, 1975). O nimero bésico de cromossomos é x = 9, sendo a diploidia (2n =
2x = 18) a sua condicdo mais freqiiente (MOREIRA; PIO, 1991).

As plantas deste gé€nero geralmente apresentam plantas de porte médio
(arboéreo/arbustivo), flores brancas e aromaticas e frutos contendo vesiculas preenchidas por um
suco de grande interesse comercial (ARAUJO et al., 2005).

As espécies do género Citrus geralmente reproduzem-se sexuadamente, por meio de
autopolinizacdo e fecundacdo cruzada, e assexuadamente, por meio de apomixia nucelar

(MACHADO et al., 2005).

2.2 Aspectos economicos dos citros

A producio mundial de citros em 2006 foi de aproximadamente 108 milhdes de toneladas,
sendo o Brasil responsdvel por 27,9% da producdo mundial de laranja. O Estado de Sdo Paulo é
atualmente o maior produtor Brasileiro de laranja, produzindo 18 milhdes de toneladas de que
corresponde 80,4% da producao total de laranja do pais (FAO, 2008).

O sistema agroindustrial citricola movimenta R$ 9 bilhdes por ano e gera mais de 400 mil
empregos diretos e indiretos. Inovacdes em pesquisa, tecnologia e logistica estdo na base da

eficiéncia e lideranca do Brasil. O pais exportou em 2006, US$ 1,5 bilhdo em suco de laranja, o
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que representa a fatia de 82% do mercado mundial, cujo consumo cresce a taxa de 2% a 4% ao
ano (NEVES et al., 2007).

Nos dltimos anos, a citricultura no Estado de Sao Paulo apresentou notavel
desenvolvimento gracas a adoc@o de novas tecnologias na condu¢do dos pomares, pela utilizacao
de mudas de melhor qualidade e de novos materiais genéticos, resultando assim em maiores
indices de produtividade. Atualmente, a produgdo de citros estd localizada em praticamente todo
o Estado, desde o sul até o norte, que junto com a regido do tridngulo mineiro, formam o
“cinturdo citricola”. Nas regidoes norte e noroeste do Estado de SP concentram-se a maior
producdo, com 45% do total, mas com tendéncia para a perda de participacdo, dadas as fortes
pressdes de doencas e da concorréncia com a cultura da cana-de-acticar (NEVES; LOPES, 2005).

Entre 2001 e 2005, a 4rea de laranja na regido sudeste foi reduzida em 2%, e em 9% na
regido norte. O deslocamento da citricultura para a regiao sudoeste ¢ uma alternativa encontrada
para reduzir a pressdao de doencas como a MSC e clorose variegada dos citros (CVC), cuja
proliferacdo tornou o controle fitossanitirio oneroso e dependente da alta tecnologia ou, em
ultima instancia, causando danos irreversiveis, como a erradicagdo de pomares. Outra doenga
mais recente, o huanglongbing (HLB), ja se espalhou por mais de 105 municipios paulistas, trés
anos apos a descoberta dos primeiros focos no municipio de Araraquara (SP), o que representa
um quarto do cinturio citricola (NEVES et al., 2007).

Desde 2000, a 4rea plantada permaneceu praticamente a mesma no Estado de Sdo Paulo,
ao contrdrio da produtividade, que nos dltimos seis anos cresceu 21%. Os pomares mais novos
sdo os grandes responsdveis por este ganho de produtividade, em funcio dos seguintes fatores:
maior densidade de plantio por drea, variedades mais produtivas, rigido controle fitossanitério,

tratos culturais mais adequados e uso de irrigacdo nos pomares (cerca de 15% de toda area
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citricola), sendo que este ultimo fator também contribuiu para uma menor variacao entre as safras

(NEVES et al., 2007).

2.3 Variedades de porta-enxerto de citros

As plantas citricas podem ser multiplicadas por sementes (via sexual), por estaquia e
enxertia (via assexual), sendo que a forma mais utilizada comercialmente no Brasil é a enxertia
(CARVALHO et al., 2005).

O porta-enxerto é de fundamental importancia na formagao da muda citrica, visto que ele
pode interferir no desenvolvimento e vigor da copa, na precocidade de producao, na quantidade e
na qualidade da produgao, no periodo de maturagdo dos frutos, na resisténcia a pragas e doengas,
na capacidade de adaptacdo da planta as condicdes edafocliméaticas desfavoraveis, preservando as
caracteristicas fundamentais das copas desejadas, dentre outras (POMPEU JUNIOR, 2005). Para
Wautscher (1991), sd@o quatro as razdes principais para o uso de plantas citricas enxertadas: a)
obter plantas com frutificacio precoce ou a supressio de juvenilidade; b) obter plantas de
tamanho uniforme; c) facilitar o controle da producdo e da qualidade de fruto e d) manter a
tolerancia aos fatores bidticos e abidticos.

O vigor da copa e consequentemente o tamanho das plantas citricas, estdo relacionados
diretamente ao porta-enxerto utilizado. No passado, buscava-se porta-enxertos que propiciassem
maior tamanho de copa e, desta forma, maior produtividade por planta. No entanto, o surgimento
das novas tendéncias da citricultura, incluindo a op¢do por plantios mais adensados, causou o
aparecimento de uma nova demanda, a busca de porta-enxertos que produzam plantas com menor

porte, mas mantendo uma alta eficiéncia produtiva (POMPEU JUNIOR, 2001).
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Uma das possibilidades de se obter plantas de porte baixo € por meio do uso de porta-
enxertos ananicantes ou semi-ananicantes, sendo que algumas selecdes ou hibridos de trifoliatas
apresentam esta caracteristica naturalmente (POMPEU JUNIOR, 2001).

Lee (1990), observou que plantas autotetrapléides de citros, quando usadas como porta-
enxertos, também induziam a formagdo de plantas ands ou semi-anas. O mesmo fato foi
observado por Grosser et al. (2000) e Grosser; Gmitter Junior (2005), mas em estudos com
plantas hibridas somaéticas alotetrapléides.

Plantas citricas com menor porte também podem ser obtidas utilizando-se a técnica de
inoculag¢do com virdides ananicantes. A indugdo de porte baixo em plantas citricas, pela acdo de
agentes transmissiveis, foi inicialmente observada na Austrdlia (ROISTACHER, 1994). Em
varios casos, os pesquisadores concluiram que o agente transmissor era o VEC (Viréide do
exocorte do citros). Desde entdo, a inducdo de porte baixo por estes agentes ja foi relatada em
vérios paises (POLIZZI et al., 1994; PEREZ et al., 1994; SEMANCIK et al., 2002; COHEN,
1974; STUCHI et al, 1998; VERNIERE et al, 2004, 2006; STUCHI et al., 2007) e
comercialmente recomendada na Australia e Isracl (ASHKENAZITA; OREN, 1989; BAR-
JOSEPH, 1993; BROADBENT et al., 1994).

No entanto, existem algumas restricoes para a utilizacdo desta técnica. As principais
seriam a indu¢do de maior susceptibilidade das frutas ao armazenamento ao frio, uma potencial
redugdo da produtividade por planta; a falta de conhecimento sobre a patogenicidade dos virdides
em outras variedades citricas; a possivel associacdo de virdides com doencas ainda ndo
identificadas, o risco da distribui¢do a outras culturas, de viréides com potencial mais destrutivo
(ROISTACHER, 1994); e a distribuicao dos virdides em outros pomares devido a transmissao

mecanica por meio de podas e colheitas (BARBOSA et al., 2005).
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No Brasil Stuchi et al. (2007), avaliaram varios isolados de virdides do exocorte
inoculados em plantas de pomeleiro e observaram reducdes drasticas no tamanho das plantas e na
producdo média por planta, mas ndo na efici€ncia produtiva por volume de copa e nem na
qualidade dos frutos.

Podas mecanicas ou manuais também podem ser utilizadas para o controle do tamanho de
plantas citricas e para melhorar a qualidade de frutos, mas os seus efeitos na produtividade das
plantas sdo inconsistentes. Vdrios trabalhos demonstraram a ocorréncia de perdas de
produtividade no primeiro ano ou nas primeiras safras apds a realizacdo da poda, seguido de
aumento nos anos subseqiientes (FUCIK, 1977; BEVINGTON; BACON, 1976; WHITNEY et
al., 1983; MORALES et al., 2000). No entanto, outros autores relataram ter realizado podas sem
a perda de producdao mesmo na primeira safra IWAGAKI, 1981; RACITI et al., 1981; EL-
ZEFTAWI, 1976).

Além da questdo envolvendo a perda de producdo apds a realizacdo da poda, outras
desvantagens do uso das podas sdo: o aumento nos custos anuais de produgdo e a necessidade de
maiores investimentos para a aquisi¢ao de maquindrio apropriado. Isto sem falar da elevacdo da
quantidade de brotos vegetativos, emitidos pelas plantas apds sofrerem podas mais drasticas.

Segundo Pompeu Junior (2001), plantas citricas de menor altura permitem maior
eficiéncia nas inspecOes sanitdrias e na aplicacdo de defensivos, o que resulta na reducdo de
custos € numa menor agressao ao meio ambiente. Outras vantagens seriam a maior facilidade e
seguranca na colheita dos frutos, o que também resulta em menores custos de producdo
(POMPEU JUNIOR, 2001).

O porta-enxerto de citros mais utilizado nos plantios comerciais brasileiros é o limdo
‘Cravo’, em virtude de suas boas qualidades agrondmicas. A evolu¢cdo do numero de plantas de

variedades de porta-enxertos produzidas nos viveiros de Sdo Paulo nos anos de 2000 a 2003
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demonstrou um incremento no seu uso até o ano de 2002 (2000 - 28,5% do total; 2001 - 60,5% e
2002 — 76,8%). A partir do ano de 2003, observou-se uma reducao drastica, caindo para 48,4%
do total e um incremento no uso da tangerina ‘Cledpatra’ e do citrumelo ‘Swingle’ (NEVES;
LOPES, 2005), possivelmente devido ao fato de se acreditar que estes dois porta-enxertos sao
tolerantes a Morte Subita dos Citros (MSC) (BASSANEZI et al., 2003).

Como porta-enxerto, o limdo ‘Cravo’ apresenta precocidade na formagdo das mudas,
compatibilidade com todas as variedades de copa, alta produgao, resisténcia a seca e tolerancia a
tristeza. No entanto, apresenta alta suscetibilidade ao declinio e a MSC, o que tem causado a
eliminacdo de milhdes de plantas citricas por ano no Brasil (POMPEU JUNIOR, 2005). De
acordo com Pompeu Junior (1991), as plantas de citros enxertadas sobre o limdo ‘Cravo’
apresentam tamanho mediano, o que resulta em maiores custos para a realizacdo dos tratos
culturais e para a colheita manual de frutos, em comparacdo com as trifoliatas, por exemplo, que
geralmente s3o menores.

A tangerina ‘Cledpatra’ é uma das tangerinas mais estudadas em todo o mundo e, no
Brasil, vem sendo utilizada a mais de 50 anos como porta-enxerto com relativo sucesso.
Apresenta tolerancia aos virus da tristeza, do exocorte, da xiloporose, ao declinio e 8 MSC, bem
como apresenta média resisténcia a gomose de Phytophthora. No entanto, ndo € resistente ao
nematoide dos citros e apresenta outras limitagdes, tais como: apresentar inicio de produg¢do mais
tardiamente do que plantas enxertadas sobre limdo ‘Cravo’ e citrumelo ‘Swingle’, produzir
plantas com porte mais elevado e maior suscetibilidade a seca. Com relacdo a produtividade,
quando plantada em solos argilosos, induz producdes de frutos préximas ou superiores as obtidas
sobre o limao ‘Cravo’ (POMPEU JUNIOR, 1991, 2005).

A presenca no Brasil da tangerina ‘Sunki’ como porta-enxerto de citros, comegou a ser

registrada em 1985, quando participou de 0,2% das mudas presentes nos viveiros, motivada pela
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sua resisténcia ao declinio e por induzir producdes de frutos geralmente superiores as
proporcionadas pela tangerina ‘Cledpatra’. A constatacido de que as plantas enxertadas sobre este
porta-enxerto nao sao afetadas pela MSC fez com que a sua presenca nos viveiros aumentasse
para 5,1%, em 2002 e 7,1%, em 2003 (POMPEU JUNIOR, 2005). A Sunki também € tolerante
ao virus da tristeza e a xiloporose, porém intolerante a exocorte. Produz plantas com o porte
elevado, € suscetivel a gomose de Phytophthora, a seca e ao frio. Porém, € tolerante ao declinio e
a MSC (POMPEU JUNIOR, 2005).

Pode-se supor que o uso generalizado de apenas uma variedade de porta-enxerto para as
mais diversas copas e tipos de solos e climas, como ocorre com o limdo ‘Cravo’ no Brasil, ndao
atenda adequadamente as necessidades de todas as variedades de copa, impedindo que estas
manifestem todo o seu potencial produtivo. Além disso, o uso generalizado de apenas poucos
porta-enxertos coloca a citricultura brasileira a mercé do surgimento de novas doengas que
podem ocasionar danos severos. Como exemplo, pode ser citada a Morte Subita dos Citros
(MSC), doencga que ataca algumas combinagdes de copa/porta-enxerto de citros suscetiveis e
manifesta sintomas de amarelecimento na regido logo abaixo da enxertia. A MSC representa uma
ameacga potencial para a citricultura em todo pais, uma vez que afeta todas as variedades
comerciais de laranja doce, tangerina ‘Cravo’ e ‘Ponkan’, enxertadas sobre limdo ‘Cravo’ e, até o
momento, nao sao conhecidos clones de limao ‘Cravo’ resistentes ou tolerantes (BASSANEZI et
al., 2003).

Em resumo, a diversificagio do uso de porta-enxertos de citros no Brasil, passa,
necessariamente, pela obtencdo e disponibilizacdo de materiais (variedades) semelhantes ou
superiores ao limdo ‘Cravo’, sem o que os produtores nio demonstrardo interesse na sua

substitui¢do.
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2.4 Melhoramento Genético de Citros

Os relatos indicam que os primeiros programas de melhoramento de citros foram
realizados no Estado da Flérida (EUA), por Swingle e Webber, a partir de 1893 (DAVIES;
ALBRIGO, 1994).

O melhoramento genético de citros tem sido utilizado de forma eficiente na busca de
solugdes para resolver ou minimizar problemas agrondmicos e fitossanitdrios. Nestes trabalhos,
buscam-se novas variedades contendo caracteristicas desejaveis tais como: plantas com maior
producdo e produtividade, maior tolerdncia e/ou resisténcia a pragas e doencgas, plantas com
menor porte, caracteristicas morfologicas e de qualidade nutricional adequadas de plantas, frutos
e de seus produtos (sucos, 6leos, pectina etc...), dentre outras (MACHADO et al., 2005).

Os programas de melhoramento genético em citros podem ser divididos em duas
categorias, em funcdo dos objetivos: melhoramento de variedades de copa e de variedades de
porta-enxerto (POMPEU JUNIOR, 1991).

Os programas de melhoramento de variedades de porta-enxerto ddo maior énfase a
tolerancia a doencas tais como: gomose de Phytophthora, CTV (Virus da tristeza dos citros),
declinio e nematdides; tolerancia a vdrios fatores abidticos, tais como: baixas temperaturas,
salinidade do solo, estresse hidrico e encharcamento, bem como caracteristicas horticulturais
desejdveis das plantas matrizes e das plantas citricas resultantes da propagacdo das matrizes
(plantas comerciais).

As plantas matrizes de porta-enxertos, as doadoras das sementes para a producdo
comercial, devem possuir facil propagacdo, produzir grande quantidade de frutos, contendo
grande quantidade de sementes por frutos, sementes com altas taxa de poliembrionia e bom vigor

germinativo, resultando em plantas com grande vigor no viveiro. J4 as plantas comerciais de
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porta-enxertos, obtidas das plantas matrizes, devem possuir compatibilidade com a maioria das
variedades de copa, induzir a precocidade de inicio de produgdo, boa producdo, bem como
induzir a produgdo de plantas com vigor reduzido, para facilitar a implementagdo e a condugdo de
pomares adensados (POMPEU JUNIOR, 1991; POMPEU JUNIOR, 2005).

Em Citros, o melhoramento genético via cruzamentos controlados apresenta uma série de
entraves que dificultam a sua aplicagdo. Dentre todas citam-se principalmente a poliembrionia, a
alta heterozigosidade, auto-incompatibilidade, esterilidade e longo periodo de juvenilidade
(GROSSER et al., 1990; GROSSER; GMITTER JUNIOR, 1990), o que torna os programas de
melhoramento tradicionais custosos e de longa duracdo. Em decorréncia disto, fica claro que
novas técnicas, principalmente biotecnoldgicas, podem e devem ser utilizadas, para que os

avangos ocorram mais rapidamente (ALMEIDA, 2002).

2.5 Poliploidia em plantas

A poliploidia pode ser definida pelo aumento no nimero de conjuntos cromossdmicos ou
genomas de uma espécie, sendo denominadas como polipléides aquelas plantas com trés ou mais
conjuntos cromossdmicos completos. A poliploidia pode ser distinguida em autopoliploidia e
alopoliploidia. A autopoliploidia consiste na duplicagdo do nimero de cromossomos da prépria
espécie, de modo que a mesma passa a ter 3, 4, 5, 6 ou mais copias do mesmo conjunto basico de
cromossomos. J& a alopoliploidia, é resultante do cruzamento de duas espécies distintas, onde
posteriormente o nimero de cromossomos € duplicado, resultando na obten¢do de individuos
com dois ou mais genomas distintos duplicados, provenientes de diferentes espécies (WRIGHT,

1976).
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Por essa razdo, os alopolipléides geralmente exibem combinagdes de caracteristicas dos
dois parentais, podendo ser mais semelhantes a um dos pais, caso ocorra dominancia, sendo
dificil determinar em que nivel de extensao as diferengas quantitativas e qualitativas observadas
s@o um reflexo de mecanismos genéticos ou da poliploidia em si. Sendo assim, os efeitos da
poliploidiza¢do podem ser melhor avaliados em plantas autotetrapléides (SWANSON, 1957).

Cerca de 80% das angiospermas sao polipldides, evidenciando que a poliploidia tem um
papel relevante na evolugao de plantas superiores (LEITCH; BENNET, 1997).

A poliploidia normalmente resulta em um aumento no tamanho das células, de acordo
com Anderson (1972), observando-se que células tetrapléides, geralmente t€ém um volume duas
vezes superior € o comprimento ou a largura, 20% a 25% maiores do que o de células dipldides.
Estes aumentos no tamanho das células podem ser mais facilmente detectados nas células-guarda
dos estomatos (WRIGHT, 1976). Ha evidéncias, porém, indicativas de que o tamanho de células,
tecidos e 6rgdos nem sempre acompanham o nivel de ploidia, nem € igual para todas as estruturas
(MEDRI et al., 1980).

Em plantas, a poliploidia também pode induzir a um desenvolvimento fisiolégico mais
lento, em comparacdo com plantas dipléides (SWANSON, 1957; WRIGHT, 1976).

Células polipldides vegetais podem surgir espontaneamente pela duplicacdo de células
somadticas, que pode ocorrer em qualquer tecido ou pela fusdo de gametas citologicamente nao-
reduzidos, durante a fase sexuada das plantas (DE WET, 1971).

Apesar das discussoes ocorridas desde o inicio do século XX, hoje se aceita que a origem
espontanea de plantas poliploides na natureza € devida principalmente pela unido de gametas
nao-reduzidos, ao invés da duplicacdo somadtica ou, quando isso eventualmente ocorre, €
considerado como um evento raro e isolado. Casos documentados do surgimento de poliploides

somaticos sdo raros (SCHIFINO-WITTMANN, 2004).
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De acordo com Simioni (2004), foi Winge, em 1917, quem formulou a primeira teoria
sobre este assunto. Winge afirmou que os cromossomos de uma célula zigética hibrida sdo quem
sofrem a duplicacdo, dando origem a uma célula polipléide. Com o passar do tempo, a idéia de
que os polipldides naturais surgiram pela unido de gametas ndo-reduzidos passou a ser mais
amplamente aceita, sendo atualmente consenso entre os pesquisadores.

Segundo Simioni (2004), o esperado é que as plantas polipldides sejam superiores as
plantas dipléides numa série de caracteristicas. A razdo para tal fato é que, como as
caracteristicas adaptativas sao controladas por numerosos genes que estdao distribuidos em varios
cromossomos. No processo da evolugdo dos polipldides, o efeito da poliploidia em mutacdes
individuais pode ter pequenas conseqiiéncias, mas coletivamente, pode dar lugar a caracteristicas
diferentes que estdo sob controle de multiplos genes. Além disso, o aumento do nivel de
poliploidia pode se constituir numa vantagem adaptativa porque pode mascarar os efeitos de
mutacdes deletérias, jd que os polipléides em geral t€ém um efeito tamponante sobre estas
mutagdes, que seriam silenciadas devido ao maior niimero de genomas.

Uma outra possibilidade de se obter plantas polipldides € por meio da inducdo artificial de
poliploidia, com uso de colchicina ou de outros agentes poliploidizantes como a oryzalina ou o

acido nitroso (SCHIFINO-WITTMANN, 2004).

2.6 Obtencao de poliploides em citros

A habilidade de porta-enxertos tetraploides citros de produzir plantas anas foi descrita por

Lee (1990), que avaliaram como porta-enxertos vdarias plantas autotetrapldides de diversas

espécies de Citrus e de Poncirus trifoliata.
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O mesmo fato foi observado por Grosser et al. (2000), Grosser e Gmitter Junior (2005),
que avaliaram vdrios hibridos somaticos tetrapldides diferentes como porta-enxertos. Nestes
experimentos verificou-se que alguns hibridos somdticos produziram arvores tao pequenas como
o P. trifoliata cv. Flying dragon, mas com maior producdo por planta. Em outras combinagdes
hibridas, as plantas eram iguais em tamanho ou ligeiramente maiores, mas com produgdes
também superiores (GROSSER; GMITTER JUNIOR, 2005).

Wu et al. (2005), no entanto, observaram que plantas alotetrapléides de citros possuiam
um crescimento muito mais vigoroso do que plantas autotetrapldides com mesma idade. Segundo
estes autores, tal fato deve estar associado a ocorréncia de maior nimero de divisdes celulares
regulares nas plantas alotetrapldides, o que resultou no maior crescimento.

Segundo Soost e Cameron (1975), a maioria das plantas de citros tetrapldides foram
obtidas por meio de poliploidizacdo espontdnea, em populacdes de seedlings cultivados para
outros fins. Geralmente, a freqiiéncia de surgimento de plantas tetraploides nestas populagdes
variava entre 0,2% e 3% (SOOST, 1987; LEE et al., 1988). Além desta baixa freqiiéncia, as
plantas nucelares tetraploides obtidas por este método apresentavam juvenilidade, como seria
esperado, demorando entre 5 e 10 anos para produzir frutos.

A colchicina, uma droga alcaldide extraida do acafrdao e que tem a capacidade de inibir a
formacdo do fuso mitético em células, tem sido usada em experimentos de indugdo artificial de
poliploidia, em células e tecidos vegetais, de diversas espécies (GRIFFITHS et al., 2002).

Ramos e plantas autotetrapldides em citros podem ser obtidas por meio do tratamento de
ramos ou borbulhas com colchicina (por imersdo), seguido de enxertia, como foi o trabalho de
Barret (1974). J4 Wakana et al. (2005), utilizaram ramos de um ano de idade para o tratamento
com colchicina, mas com sobreenxertia em plantas velhas, para adiantar o periodo de

florescimento e frutificacdo. Os problemas relacionados com estes métodos estdo na baixa
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eficiéncia da penetracdo do alcaléide nos tecidos, o que resulta numa baixa freqiiéncia de
obtencdo de plantas polipldides, além de uma alta freqiiéncia de plantas contendo quimeras
setoriais, que sdo instdveis. Sendo assim, vérios ciclos de propagacdo vegetativa podem ser
necessdarios para eliminar o quimerismo e obter plantas polipldides estaveis (PEI, 1985).

A obtencdo de plantas autotetrapléides em citros também pode ser conseguida
associando-se a cultura de tecidos. Gmitter Junior e Ling (1991), obtiveram plantas
autotetrapldides por meio do cultivo de 6vulos ndo desenvolvidos em meio contendo 0,01% e
0,1% de colchicina. J4& Wu e Mooney (2002), conseguiram obter sucesso cultivando calos em
meio contendo 0,05% e 0,1% de colchicina (durante oito semanas), seguido de regeneracao de
plantas. Em todos estes trabalhos, a via de regeneracdo de plantas foi por meio de embriogénese
somatica.

E possivel obter plantas poliplides e evitar o quimerismo, utilizando-se do tratamento de
células isoladas (protoplastos) com colchicina (YANG et al.,, 2006), ou pelo tratamento de
explantes multicelulares, seguido de regeneracdo direta a partir de uma ou poucas células do
explante (LATADO et al., 2007). Latado et al. (2007), relataram ter cultivado in vitro segmentos
de epicétilo de laranja ‘Péra-de-abril’ e tangor ‘Murcote’ na presenca de colchicina, seguido da
inducdo de regeneracdo de brotacdes adventicias via organogénese. Como resultados foram
obtidas vdrias plantas autotetrapldides ndo-quiméricas.

A comprovagdo de que a organogénese in vitro em citros a partir de segmentos de
epicotilo tem origem a partir de uma ou poucas células foi relatada por Almeida (2002), que
realizou um estudo em laranja ‘Valéncia’ e concluiu que a organogénese ocorria de forma direta,
com as brotacdes adventicias originando-se de células meristemdticas da zona cambial do

explante.
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Para os citros, a vantagem da obteng¢do de plantas autotetrapldides completas (nao-
quiméricas) utilizando-se a técnica de cultivo in vitro de explantes em meio contendo colchicina
€ que nao demanda a realizacdo de procedimentos posteriores para ampliacdo e estabilizacdo de
setores quiméricos. No entanto, apresenta como desvantagem o fato das plantas obtidas serem
originadas de tecidos juvenis, o que resultard num maior tempo para inicio da fase de frutificacao
(média de 5 a 10 anos) (LATADO et al., 2007).

Outra técnica ja bastante utilizada para se produzir plantas tetrapldides em citros € a
hibridacdo somdtica, que tem a vantagem de poder obter plantas auto ou alotetrapldides, usando
uma variedade tunica (hibridos autotetrapléides) ou pela combinacdo de duas variedades ou
espécies distintas (hibridos alotetrapléides) (MENDES et al., 2001; CARVALHO-COSTA et al.,

2003; CALIXTO et al., 2004).

2.7 Identificacao e caracterizacao de plantas poliploides de citros

Quanto ao método utilizado para confirmar a ploidia das plantas autotetrapldides de
citros, Gmitter e Ling (1991) e Wakana et al. (2005) utilizaram a contagem de ndmero de
cromossomos, ao passo que Wu e Mooney (2002), preferiram usar a andlise de citometria de
fluxo para identificar a ploidia das plantas, enquanto que a contagem do nimero cromossomico
foi utilizada apenas para confirmar a natureza polipléide. Neste ultimo estudo, os autores
afirmaram que o método de citometria de fluxo apresentou rapidez e precisdo suficientes para
distinguir as plantas tetrapldides das dipldides e para identificar uma planta mixopldide, que
continha setores tetrapldides e dipldides juntos.

Uma das formas mais modernas de se verificar a origem nucelar de plantas citricas,

obtidas por sementes ou por regeneracdo in vitro, € com o uso da técnica de marcadores
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moleculares. Para este objetivo, diferentes marcadores podem ser usados. Dentro de marcadores
moleculares dominantes e multiloci, ha os marcadores RAPD - Random amplified polymorphic
DNA (WILLIAMS et al., 1990) e AFLPs - Amplified fragment lenght polymorphism (VOS et al.,
1995), que tém como vantagens produzir grande nimero de bandas por gel e ndo demandar o
desenvolvimento prévio de primers especificos para as espécies. Mesmo assim, os RAPD’s tem
sido cada vez menos utilizados devido aos problemas relacionados a sua baixa reprodutibilidade.

Uma nova classe de marcadores moleculares dominantes e multiloci sdio os TRAP’s -
Target region amplification polymorphism (HU; VICK, 2003). Estes marcadores sao baseados
em PCR e avaliam polimorfismos de DNA préximos de regides-alvo utilizando dois primers de
aproximadamente 18 nucleotideos. Um primer, chamado de fixo, € desenhado a partir de uma
seqiiéncia expressa, gerada de bancos de dados de EST’s (Expressed Sequence Tag) e um
segundo primer, o arbitrario, € formado por uma seqii€ncia arbitraria rica em AT ou GC para
anelar com um intron ou exon. A reacdo de amplificagdo por PCR geralmente produz fragmentos
de aproximadamente 50-900 pb que podem ser separados e visualizados em géis de
poliacrilamida.

Esta técnica tem sido utilizada tendo como alvos genes que governam caracteristicas
agrondmicas de interesse. Por isto, ela apresenta grande potencial para identificacdo varietal e
para programas de melhoramento, por agregar as seguintes vantagens: alta reprodutibilidade,
possuir a simplicidade dos marcadores RAPD e a capacidade de produzir padrao de bandamento
com grande ndmero de fragmentos, semelhantemente a da técnica de AFLP (HU; VICK, 2003).

Em viérias espécies, a poliploidia estd geralmente associada com aumento no volume das
células do mesofilo (ROMERO-ARANDA et al.,, 1997), aumento na espessura das folhas

(BYRNE et al., 1981; MOLIN et al., 1982; ROMERO-ARANDA et al., 1997), na quantidade de
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enzimas fotossintetizantes e de pigmentos por célula (JOSEPH et al., 1981; MEYERS et al.,
1982; LEECH et al., 1985), comparando-se com plantas dipldides.

Em citros, também ja foi demonstrado que plantas autotetrapldides geralmente
apresentam folhas com alteragdes tipicas em relacdo as plantas dipldides. As principais sao a
maior largura e maior espessura do limbo foliar, além de coloragdo verde mais intensa (WU,
MOONEY, 2002; WU et al., 2005; WAKANA et al., 2005; LATADO et al., 2007). Também ja
foi observado que a elevacdo da ploidia em vdrias espécies de citros resultou em plantas menores,
com copa mais compacta, producdo de frutos mais largos € com maior potencial para tolerancia a
seca, em comparagao com os controles dipléides (BARRET, 1992).

Romero-Aranda et al. (1997), fizeram um extenso estudo sobre as caracteristicas fisicas
de folhas e a capacidade fotossintética de plantas tetrapléides e de dipldides, de laranja ‘Valéncia’
e de limdo ‘Femminello’, em duas condi¢des de irradiancia de luz (alta e baixa). Os autores
citaram que foram observadas diversas alteracdes nas caracteristicas fisicas das folhas das plantas
tetrapldides, algumas delas devidas as diferentes irradiincias, enquanto que outras, somente pela
acdo da maior ploidia. Modificacdes também foram observadas no contetido de clorofila, na
relacdo entre clorofilas a e b, assim como na taxa de assimilacdo de CO, das plantas tetrapldides,
causadas por ambos os fatores isoladamente ou em conjunto (ploidia e irradiancia). A principal
conclusdo foi a de que o aumento na ploidia das plantas, somente resultaria em aumento da taxa
fotossintética se causasse também uma reducdo na resisténcia a difusdo do CO;, ou um aumento
na capacidade da via bioquimica da fotossintese, por unidade de drea, o que ndo ocorreu.

Syvertsen et al. (2000), avaliaram o crescimento de plantas (caule e raizes), relacdes
hidricas, concentracdo de nutrientes nas folhas e parametros fisiolégicos, de plantas
autotetrapldides de variedades de copa de citros, sob condi¢des de cultivo em ambiente natural e

em condi¢des de alta concentragdo de CO,. As principais conclusdes foram de que o ambiente
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contendo maior concentracdo de CO, ndo possibilitou maiores taxas de fotossintese e de
crescimento para plantas tetraploéides. Além disto, a baixa taxa de crescimento de raizes,
observada nas plantas autotetrapldides, estava correlacionada com uma menor taxa de
transpiracao total das plantas e com a menor concentracdo de nitrogénio presente nas folhas (para
mesma area foliar), o que pode ter determinado a caracteristica de menor crescimento das plantas
autotetrapldides, nos dois ambientes.

Garcia-Sanchez et al. (2002), compararam alguns parametros fisiologicos, taxa de
crescimento e conteido de clorofilas de trés hibridos somadticos alotetrapléides de citros com os
seus respectivos parentais, mas em experimentos de avaliacdo de tolerdncia a salinidade do solo.
Como resultados, os hibridos somadticos ndo apresentaram caracteristicas diferenciais nas
condig¢des do experimento e nem maior tolerancia a salinidade.

A densidade estomatica e tamanho de células-guarda de estomatos, de folhas de hibridos
somaticos tetrapldides de citros e das espécies parentais foram avaliados por Costa et al. (2004).
Os autores observaram que as plantas tetrapldides apresentavam menor densidade estomadtica e
células-guarda dos estdmatos com maior tamanho. As mesmas caracteristicas foram observadas

por Thao et al. (2003), por meio da avaliacdo de plantas tetraploides de Alocasia.

3 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram obter, identificar e caracterizar plantas autopolipléides
de variedades de porta-enxerto de citros utilizando o método de cultivo in vitro de segmentos de
epicotilo temporariamente em meio contendo colchicina, seguido de regeneracdo de brotacdes em

meio sem a presenca do alcaldide.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Os experimentos descritos a seguir foram realizados utilizando-se as seguintes variedades
de porta-enxerto: limao ‘Cravo’ selecao Santa Barbara, limao ‘Cravo’ selecao Limeira, tangerinas
‘Cledpatra’ e ‘Sunki’, todas mantidas no Banco Ativo de Germoplasma do Centro APTA Citros

Sylvio Moreira — IAC.

4.2 Métodos

4.2.1 Obtencao de plantas a partir do cultivo in vifro de segmentos de epicétilo, em meio

contendo colchicina

O método utilizado para a inducdo de poliploidia em variedades de citros foi por meio do
cultivo in vitro de segmentos de epicétilos em meio contendo colchicina, seguido de regeneragcao
de brotagcdes adventicias em meio sem a presenca do alcaldide. As brotagdes obtidas foram

microenxertadas in vitro e posteriormente aclimatizadas a0 meio-ambiente.

4.2.1.1 Obtencao de segmentos de epicétilo in vitro

As sementes foram extraidas de frutos maduros, das quatro variedades citadas acima. A

seguir, as sementes foram lavadas, a mucilagem foi retirada e as mesmas foram secas a

temperatura ambiente.
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Inicialmente, retirou-se manualmente a camada mais externa das sementes (testa). A
esterilizacdo superficial das sementes foi realizada com a imersdo em soluc¢do de hipoclorito de
sodio (1% de cloro ativo), durante 20 minutos, seguido da lavagem, por trés vezes, em dgua
destilada autoclavada.

Em camara de fluxo laminar, as sementes foram colocadas em tubos de ensaio contendo
meio MS semi-sélido (metade da concentracdo de sais, sem sacarose e vitaminas, acrescido com
7,0 g L' de 4gar e o pH, ajustado para 6,0).

Os tubos foram entdo colocados em condi¢des de escuro, a 25 £ 1°C, durante 30-45 dias,

para possibilitar a germinacdo das sementes e estiolamento das plantulas.

4.2.1.2 Tratamento de explantes em meios contendo diferentes concentracoes de colchicina

e por diversos tempos de cultivo

Para cada variedade, segmentos de epicétilo com 0,5 cm de comprimento, obtidos de
plantas com 30-45 dias de idade, foram inoculados em placas de Petri contendo diferentes meios
de cultivo, compostos por diferentes concentragdes de colchicina (0,025, 0,05 ou 0,1 % p/v).

O meio basal utilizado era composto por sais de MT (MURASHIGUE; TUCKER, 1969),
acrescido de 0,5 g L! de extrato de malte, 0,1 g L'de mio-inositol, 50 g L'de sacarose, 2 mg Lt
de benzilaminopurina (BAP), 7,0 g L' de agar e pH, ajustado para 6,0.

Aproximadamente 1 g de colchicina foi previamente dissolvida em 5 mL de agua
destilada, que foi filtro-esterilizada com filtro 0,22 um. Em seguida, a solucdo esterilizada foi
acrescida ao meio de cultivo ja autoclavado na quantidade necessdria para se atingir a

concentracdo desejada, antes da distribui¢cdo do meio nas placas de Petri.
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As placas de Petri foram mantidas no escuro e em sala de crescimento (25 + 1°C), durante
os periodos de um, dois e trés dias. Apds este periodo, os explantes foram transferidos para o
mesmo meio de cultura sem a presenca do alcaldide, para induzir a regeneragdo de brotagdes.
Durante esta fase, as placas foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas de luz (49 pmol m™ s™)
e em sala de crescimento (25 + 1°C), por 45 dias.

Para cada variedade e para cada tratamento (concentracdo e tempo de cultivo em
colchicina) foram inoculados 60 segmentos de epicétilo, em delineamento inteiramente
casualizado. O controle experimental foi formado por placas de Petri contendo 60 segmentos de
epicotilo cultivados em meio sem colchicina, de cada variedade.

Foram realizados, trés experimentos iguais e consecutivos para cada variedade,
perfazendo um total de 180 segmentos de epicétilo para cada tratamento (concentragdo e tempo
de cultivo no meio) e cada variedade.

A avaliacdo do efeito toxico da colchicina nos explantes foi realizada apds 45 dias de
cultivo em meio sem colchicina. Para isto, foram avaliados o nimero de brotacdes regeneradas
por explante e o nimero de explantes nao-responsivos, isto €, explantes que ndo regeneraram
nenhuma brotag¢do. Cada explante foi considerado como uma repeticao.

A porcentagem de explantes ndo-responsivos foi calculada dividindo-se o nimero de
explantes ndo-responsivos, pelo total de explantes inoculados no tratamento. Os dados de nimero
de brotacdes por explante foram transformados pela equagao: raiz de (X + 0,5), antes das andlises
estatisticas.

As andlises estatisticas foram realizadas para cada variedade separadamente, de duas
formas diferentes: 1) andlise em delineamento inteiramente casualizado, considerando apenas um

fator (tratamento), com a realizacdo dos testes F e Tukey, para se comparar as médias dos
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tratamentos entre si e com a média do controle e 2) andlise na forma de delineamento em fatorial
3 x 3 considerando-se dois fatores: concentracdo de colchicina e tempo de cultivo, com a
realizacdo dos mesmos testes estatisticos. O objetivo desta ultima andlise era verificar a
existéncia de efeitos de concentracdo de colchicina, tempo de cultivo e da interagdo concentracao

X tempo.

4.2.1.3 Microenxertia in vitro

As brotacdes adventicias regeneradas foram excisadas dos explantes e microenxertadas in
vitro, em plantulas de citrumelo ‘Swingle’, de forma semelhante ao descrito por Pefia et al.
(1995).

Estas plantas microenxertadas foram mantidas em sala de crescimento (25 + 1°C) e
fotoperiodo de 16 horas de luz (49 pumol m™ s™), por 30 a 60 dias. A seguir, as brotacdes
desenvolvidas foram enxertadas sobre limdo ‘Cravo’ (C. limonia Osbeck) e mantidas durante 30
a 60 dias em camara iimida, numa estufa, para a aclimatizacdo das plantas.

Na etapa final, as plantas foram transferidas para estufas, sob condi¢des de temperatura e

umidade relativa ndo-controladas.

4.2.2 Selecao de plantas poliploides putativas, em funcao de caracteristicas morfologicas

Todas as plantas aclimatizadas e mantidas em estufas, obtidas de experimentos de cultivo

de segmentos de epicdtilo com colchicina, foram avaliadas visualmente, em busca de

caracteristicas morfoldgicas distintas das respectivas plantas-controle de cada variedade.
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As caracteristicas utilizadas para a sele¢ao foram: folhas mais espessas, com a presencga de
glandulas de 6leo mais protuberantes; folhas com formato diferente e com coloragdo verde mais
intensa. A presenca de uma ou mais caracteristica, na mesma planta, era um indicativo da
ocorréncia de ploidia alterada e a planta era considerada entdao, como sendo uma planta polipldide

putativa.

4.2.3 Confirmacao da ploidia de seis plantas polipléides putativas por citometria de fluxo

Dentre as plantas selecionadas e consideradas como sendo polipldides putativas, seis
tiveram amostras de folhas coletadas e enviadas ao Laboratério de Citogenética e Citometria, da
Universidade Federal de Vigosa (duas de limao ‘Cravo’, duas de tangerina ‘Cledpatra’ e duas de
tangerina ‘Sunki’), para identificacdo da ploidia pelo método de citometria de fluxo. Também
foram enviadas amostras de plantas-controle de cada uma das espécies. O equipamento utilizado
nas andlises foi o citdometro PAS II-III (Partec Gmbh., Alemanha), equipado com lampada HBO
100 W e filtros kg1, BG 38 e CG 435.

As amostras eram compostas de trés folhas jovens de cada planta. As folhas foram
coletadas, lavadas em dgua corrente, acondicionadas em ambiente imido e fresco (entre 4 e 15°C)
até a realizac@o das andlises. De cada folha foi obtida uma suspensdo nuclear, por meio de corte
do limbo foliar com ldmina de bisturi, na presenca de tampao do kit CyStain UV precise T-DAPI
(Partec Gmbh), que usa o 4-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) como fluorocromo (corante),
seguindo-se as recomendacgdes do fabricante.

Em cada amostra (suspensdo nuclear), mais de 4.000 ntcleos foram avaliados e o
resultado foi analisado com software especifico, nas trés repeticoes de cada planta. As amostras

cujos coeficientes de variagdo (cv) se situaram acima de 5% foram descartadas. Os histogramas
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gerados pelo software foram calibrados para um parametro (Side Scatter - SSC) e dimensionados

com resolucdo em escala linear com 10 bits (1.024 pixels).

4.2.4 Caracterizacao morfoldgica, molecular e fisiolégica de seis plantas com ploidia

identificada

As seis plantas selecionadas com ploidia identificada e as plantas-controle dipléides
foram propagadas vegetativamente com a produgdo de cinco mudas enxertadas, cada. O porta-
enxerto utilizado foi o limdo ‘Cravo’.

As mudas foram confeccionadas em sacos contendo 4 Kg de substrato e mantidas em
viveiro até quatro meses de idade, momento da realizacdo dos experimentos de caracterizacao
morfoldgica, fisioldgica e molecular.

Na Tabela 1 estdo descritos os gendtipos utilizados nestes experimentos de caracteriza¢io

e as suas respectivas ploidias, estimadas nos experimentos de citometria de fluxo.

Tabela 1 - Gendtipos utilizados nos experimentos de caracterizacdo morfoldgica, fisiologica e
molecular e os seus respectivos controles diploides.
Gendtipo Tratamento
(concentragdo/tempo em colchicina)

tangerina ‘Sunki’ controle -
tangerina ‘Sunki’ planta 1 0,05%/1 dia

tangerina ‘Sunki’ planta 2 0,05%/ *
limdo ‘Cravo’ controle -

limao ‘Cravo’ planta 1 0,05%/3dias
limdo ‘Cravo’ planta 2 0,05%/3dias
tangerina ‘Cledpatra’ controle -
tangerina ‘Cledpatra’ planta 1 0,025%/1 dia
tangerina ‘Cledpatra’ planta 2 0,05%/1 dia

* tempo de tratamento em colchicina desconhecido
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4.2.4.1 Caracterizacdo morfolégica do limbo foliar e do peciolo de plantas

Este experimento foi realizado com os nove gen6tipos descritos na Tabela 1, com o uso de
trés plantas propagadas vegetativamente, de cada gendtipo.

A caracterizacdo morfoldgica destes genétipos foi realizada por meio da avaliagdo do
comprimento, largura e espessura do limbo foliar, além do comprimento e largura dos peciolos,
de cada uma das trés plantas de cada gendtipo. Para tal, as medidas foram tomadas com um
paquimetro digital. A rela¢do entre comprimento e largura (razdo C/L) do limbo foliar também
foi calculada para cada amostra.

Antes das medi¢des, foram destacadas de cada planta trés folhas completamente
expandidas, geralmente a terceira contada do 4pice para base do ramo e em ramos distintos. Estas
folhas compuseram as amostras a serem avaliadas.

As andlises estatisticas foram realizadas separadamente para cada variedade, na seguinte
forma. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo sempre trés
tratamentos e nove repeti¢des por tratamento (trés folhas por planta e trés plantas por gendtipo).
Os dados ndo foram transformados. Realizou-se primeiramente a andlise de varidncia com o teste

F, seguido do teste de Tukey, para a comparacao entre as médias dos tratamentos.

4.2.4.2 Caracterizacao da estrutura do limbo foliar, por meio de microscopia

Este experimento foi realizado com os nove genétipos descritos na Tabela 1, com o uso

apenas uma planta de cada genétipo, as plantas matrizes obtidas nos experimentos de cultura de

tecidos.
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Esta caracterizacdo foi realizada a fim de verificar a existéncia de diferencas na estrutura
do limbo foliar das plantas polipl6ides, em comparagcao com as plantas do controle.

Para preparo das amostras, foram coletadas de cada planta, trés folhas completamente
expandidas, geralmente a terceira folha, contada do 4pice para base do ramo e em ramos
distintos. Estas folhas foram lavadas e cortadas em pedagos de 2 mm, na forma retangular.

As amostras foram fixadas em solucdo de Karnovsky modificado [glutaraldeido 2%,
paraformaldeido 2%, cloreto de célcio 5 mM em tampao de cacodilato de sédio (0,05 M, pH
7,2)], durante 4 horas, a seguir foram lavadas em tampao de cacodilato 0,IM e posteriormente
fixadas por 1 hora com tetréxido de dsmio 1%, em tampao de cacodilato de sédio 0,1M. Apds
trés lavagens com solugdo salina 0,9% (NaCl), foram coradas durante toda a noite, com acetato
de uranila 2,5% em &gua, e desidratadas com séries crescentes de solu¢do aquosa de acetona
(25%, 50%, 75%) por 5 minutos, seguidas por dois tratamentos com acetona 90% (10 minutos
cada) e trés tratamentos com acetona 100% (20 minutos cada).

Posteriormente, os tecidos foliares sofreram o processo de infiltracdo com resina Spurr e
acetona pura (1:3 por 4 horas, 1:2 a noite toda, 1:1 por 8 horas, resina Spurr sob agitacdo por 48
horas), em seguida os tecidos foliares foram incluidos em resina Spurr por 48 horas a 70°C.

Os cortes histolégicos (5 wm de espessura) foram obtidos através do micr6tomo Porter
Blum Sorval MT-2 e contrastados com azul de toluidina 2% em solu¢do de bérax 1% (FEDER;
O’BRIEN, 1968). A montagem das laminas foi feita com laminula e resina sintética (Entelan). As
amostras foram observadas ao microscépio 6tico Zeiss Axioscop 40 HBO 50 A/C, onde imagens

foram capturadas e depois, digitalizadas.
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4.2.4.3 Avaliacao da densidade estomatica e do tamanho das células-guarda dos estomatos

Este experimento foi realizado com as nove plantas descritas na Tabela 1, com o uso
apenas uma planta de cada genétipo, as plantas matrizes obtidas nos experimentos de cultura de
tecidos.

Para avaliacdo da densidade estomdtica e do tamanho (largura e comprimento) das
células-guarda dos estomatos, foram utilizadas folhas totalmente expandidas, geralmente da
terceira folha, contada do dpice para a base do ramo e em ramos distintos.

As folhas foram lavadas e seccionadas em tiras, transferidas para solucdo de etanol 70%,
por cinco minutos. A seguir, as tiras de folhas foram transferidas para solucdo de hidréxido de
potdssio a 5%, em temperatura préxima do ponto de fervura, durante trés minutos, seguido de
transferéncia para dgua destilada, a temperatura ambiente.

A epiderme abaxial foi retirada com auxilio de uma pinga e colocada na lamina, com a
face externa para abaixo. Apds cobrir a amostra com a laminula, procedeu-se a visualizacio num
microscopio 6tico Zeiss Axioscop 40 HBO 50 A/C, onde as imagens foram capturadas e depois,
digitalizadas.

A avaliacdo da densidade estomatica foi realizada com uso da objetiva de 40X,
observando-se dez campos de visdo por amostra. Como cada campo de visdo possuia uma drea de
0,046876 mm?, optou-se pela transformacdo dos dados originais para densidade de estomatos por
mm? de folha, antes de se realizar as analises estatisticas.

O comprimento e a largura das células-guarda dos estobmatos foram avaliados utilizando-
se a mesma objetiva e com o auxilio do software AxioVision. Foram tomadas medidas de dez

células-guarda, escolhidas ao acaso, das trés repeticdes de cada planta.
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As andlises estatisticas foram realizadas separadamente para cada variedade, na seguinte
forma. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo sempre com trés
tratamentos, por variedade. Realizou-se primeiramente a andlise de varidncia com o teste F,

seguido do teste de Tukey, para a comparagao entre as médias dos tratamentos.

4.2.4.4 Identificacido e confirmacao da natureza nucelar das plantas polipléides com uso de

marcadores moleculares

Estes experimentos foram realizados com os nove genotipos descritos na Tabela 1, com o
uso apenas uma planta de cada gendtipo, as plantas matrizes obtidas nos experimentos de cultura
de tecidos.

Na primeira etapa foram realizados experimentos de escolha de primers de marcadores
moleculares TRAP’s. Nestes, foram testadas 12 combinagdes de primers (dois primers fixos e
seis primers arbitrarios) utilizando-se o DNA das plantas do controle. Para cada variedade foram
escolhidas trés combinagdes de primers que produziram padrao de bandamento contendo o maior
nimero de bandas e que apresentavam maior nitidez.

Os primers fixos (genes-alvo) utilizados foram desenhados de um banco de dados de
seqiiencia EST de citros, a partir dos genes diferencialmente expressos detectados nos trabalhos

com hibridizacao in silico que apresentavam homologia ao gene da lignina.

Primer F1 - sequéncia: 5’- ACA.GGG.CCA. AAG.GTA.AAC.ACA -3’

Primer F2 - sequéncia: 5’- GCC.CGT.GCT.GCC.TGA.TGA.TT -3’
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Os primers arbitrarios utilizados possuem 18 pb, trés nucleotideos seletivos na sua
extremidade 3’, de quatro a seis nucleotideos no centro da seqiiéncia (rica ou em AT ou em GC),
intercalada por um intron ou exon. Estes primers arbitrarios foram desenhados de acordo com Li

e Quiros (2001):

Primer P1 - sequéncia: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.AAT - 3’
Primer P2 - sequéncia: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.TGC - 3’
Primer P3 - sequéncia: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.GAC - 3’
Primer P4 - sequéncia: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.TGA - 3’
Primer PS5 - sequéncia: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.AAC - 3’
Primer P6 - sequéncia: 5’- GAC.TGC.GTA.CGA.ATT.GCA- 3’

A extracdo do DNA gendmico das amostras foi realizada a partir de folhas novas, mas
completamente desenvolvidas, de acordo com a metodologia descrita por Machado et al. (1996),
com ligeiras modificacdes. De cada planta retirou-se apenas uma folha para a realizacdo dos
experimentos.

As reacOes foram conduzidas num volume final de 12,5 pl. com os seguintes
componentes: 2,0 uL da amostra de DNA (30-50 ng pL™), 1,5 uL do tampdo de reacdo 10 X, 1,5
pL de MgCl, (25 mM), 1 L. de dNTPs (5 mM), 10 nmol dos primers arbitrarios € 10 nmol dos
primers fixos e 1,5 U de Tag DNA polimerase. O programa para a amplificacdo dos fragmentos
de DNA foi o composto por ciclo inicial de desnaturacdo do DNA a 94°C por 2 min. A seguir, 5
ciclos a 94°C por 45 s, 35°C por 45 s, e 72°C por 1 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por 45 s,

50°C por 45 s, e 72°C por 1 min e uma etapa de extensdo a 72°C por 7 min.
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Os produtos de PCR, com tamanhos variando de 50 a 900pb, foram separados em gel de
seqiienciamento de poliacrilamida denaturante a 5%. Apds a reacdo de amplificagdo, 10 pL de
tampao da de desnaturacdo [10 mL de formamida, 0,001 mg de azul de bromofenol, 0,001 mg de
xilenocianol e 200 pL de solucdo de EDTA 0,5 M pH 8,0) foram adicionados as reacdes e a
reacdo foi denaturada a 94°C durante 3 minutos. Uma aliquota de 10 uL de cada rea¢do de PCR
foi aplicada no gel de poliacrilamida.

A eletroforese foi conduzida a 1.100 V. por 2 h, em cuba vertical para eletroforese tipo
Sequi-Gen System (Bio Rad Corp) e o gel foi corado com o método de nitrato de prata, de acordo
com Creste et al. (2001).

A confirmagado da origem nucelar das plantas polipléides foi realizada na seguinte forma:
O perfil molecular de cada planta polipléide foi comparado com o da respectiva planta-controle,
nas seis combinacdes de primers de marcadores TRAP’s testadas. Foram consideradas como
plantas polipléides nucelares as que possuiam padrao de bandamento idéntico ao da respectiva
planta-controle, nas seis combinagdes de primers. Por outro lado, as plantas polipldides que
apresentaram diferencas no padrdo de bandamento, em uma ou mais combinacgdes de primers,

foram consideradas como tendo origem zigoética.

4.2.4.5 Caracterizacao fisiologica

Este experimento foi realizado com os nove genétipos descritos na Tabela 1, com o uso
das cinco plantas propagadas vegetativamente, de cada gendtipo.
Para as avaliacdes foi escolhida, de cada planta, uma folha completamente expandida de

cada planta, localizada no ramo principal.
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As avaliacdes de trocas gasosas foram realizadas com um analisador de gases por
infravermelho modelo LI-6400 (LI-COR, EUA), operando em sistema aberto. As varidveis
avaliadas foram: assimilacdo de CO, (A), transpiragdo (E), condutancia estomdtica (gs),
concentracdo intercelular de CO, (Ci), temperatura foliar (Tf), diferenca de pressao de vapor
entre folha e ar (DPV folha-ar), fluorescéncia méxima apds adaptacdo ao escuro (Fm),
fluorescéncia maxima na presenca de luz (Fm’), fluorescéncia varidvel apds adaptagao ao escuro
(Fv), coeficiente de extincdo nao-fotoquimica da fluorescéncia (NPQ) e coeficiente de extincao
fotoquimica da fluorescéncia (qP).

A partir dessas varidveis, calculou-se a eficiéncia de uso da dgua (EUA), calculado pela
razdo A/E; A eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fv/Fm), calculado pela razao
Fv/Fm e a eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (AF/Fm’), calculado pela razao AF/Fm’
(FLEXAS et al., 2001; MACHADO et al., 2005).

Durante as avaliacdes, a temperatura média das folhas foi de 29,1 + 1°C, a temperatura
média do ar foi de 26,1 + 0,2°C e a média do déficit de pressdao de vapor do ar para a folha (DPV)
foi de 1,6 £ 0,2 kPa. As avaliagdes foram realizadas pela manha (8 as 9:30h.), para se evitar as
altas temperaturas e o alto DPV.

Em seguida, cada uma das folhas foi destacada e avaliou-se a massa especifica da
amostra. Para isto, com auxilio de um saca-folhas, foi extraido um disco com area de 10 cm?>.
Esta amostra foi seca em estufa, a 50°C, durante 96 horas. A seguir, os discos foliares foram
pesados em balanca de precisdo e a massa, foi determinada. Apds, a massa especifica da amostra
foi calculada em g 10cm?, e depois, transformada para a unidade de g m?>.

O pardmetro assimilagio de CO,, expresso em pmol g' s (A’), foi entio calculado,

utilizando-se os dados de A (expresso em pmol m™s™) e da massa especifica de cada amostra.
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As andlises estatisticas foram realizadas separadamente para cada variedade, na seguinte
forma. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, contendo sempre trés
tratamentos e cinco repeticdes por tratamento (uma folha por planta e cinco plantas por genétipo).
Os dados nao foram transformados. Realizou-se primeiramente a anélise de variancia com o teste
F, seguido do teste de Tukey, para a comparacao das médias dos tratamentos.

Por tltimo foi avaliado o teor de clorofila presente nas folhas. Para isto, foi utilizado o
método espectrofotométrico descrito por Arnon (1949), com ligeiras modificacdes. As amostras
(folhas desenvolvidas e frescas) foram maceradas em nitrogénio liquido, até a redugcdo em
particulas de granulometria fina. Em seguida, de cada amostra retirou-se aproximadamente 0,05 g
e transferiu-se para tubo ‘Falcon’. Neste, acrescentou-se 10 ml da solu¢do aquosa de acetona
80%, contendo 0,5 g L' de carbonato de cdlcio. Apés agitar por 3 minutos, procedeu-se a
centrifugacao a 4.000 rpm, por 6 minutos.

O sobrenadante foi retirado com auxilio de uma pipeta e realizaram-se as leituras no
espectrofotometro marca Bel Photonics, com luz halégena de Tungsténio, nos comprimentos de
onda de 645 nm (Agys) € 663 nm (Ages).

Os valores obtidos nas duas leituras foram usados para o célculo do teor de clorofila a
(Clor a), teor de clorofila b (Clor b) e teor de clorofila total (Clor total), utilizando as seguintes
férmulas:

Clorb (gL ") =229 . Agss— 4,68 . Ags3

Clora(gL™") =127 . Ages — 2,69 . Aess

Clor total (g L") =20,2 . Agss+ 8,02 . Ages

As andlises estatisticas foram realizadas separadamente para cada variedade, na seguinte

forma. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo sempre com trés



48

tratamentos e cinco repeticdes por tratamento (uma folha por planta e cinco plantas por genétipo).
Os dados nao foram transformados. Realizou-se primeiramente a anélise de variancia com o teste

F, seguido do teste de Tukey, para a comparacdo das médias dos tratamentos.

4.2.5 Experimentos adicionais

4.2.5.1 Avaliacao de densidade estomatica, de outras plantas polipléides putativas

O objetivo deste experimento foi avaliar a densidade estomdtica de varias plantas
polipléides putativas, selecionadas anteriormente com base nas caracteristicas morfoldgicas de
folha (citadas no item 4.2.2), e verificar a eficiéncia do método de selecdo visual para a
identificacao inicial de plantas polipldides.

Este experimento foi realizado com 27 gendétipos, descritos na Tabela 2, e utilizando-se
uma planta de cada genétipo, as plantas obtidas a partir dos experimentos de cultura de tecidos.

A avaliacdo da densidade estomdtica foi realizada de maneira semelhante ao que foi
descrito no item 4.2.4.3 dos métodos, quanto a forma de coleta e preparo das amostras, método de
preparacdo das laminas e de contagem de estdmatos, bem como a forma de andlise dos

resultados.
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Tabela 2 - Gendtipos utilizados no experimento de avaliacdo de densidade estomadtica e os

respectivos controles dipldides e tetrapléides.

Numero Genotipo Tratamento
(concentragdo/tempo em colchicina)
Controle  limdo ‘Cravo’ 2x
Controle  limdo ‘Cravo’ planta 2 4x
Controle  tangerina ‘Cledpatra’ 2x
Controle  tangerina ‘Cledpatra’ planta 2 4x
Controle  tangerina ‘Sunki’ 2x
Controle  tangerina ‘Sunki’ planta 2 4x
tangerina ‘Sunki’ 0,05% / *
tangerina ‘Sunki’ 005% / 1 dia
limao ‘Cravo’ 0,05% / 2 dia
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tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Cledpatra’
tangerina ‘Cledpatra’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
limdo ‘Cravo’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
tangerina ‘Sunki’
limdo ‘Cravo’

limao ‘Cravo’

0,025 % / 2 dias
0,05% /1 dia
0,1% /1 dia
0,1% /1 dia
0,05% / 2 dias
0,05% /1 dia
0,05% / *
0,025% / 2 dias
0,1% /1 dia
0,025% / 2 dias
0,05% / 1 dia
0,1% /1 dia
0,05% / 3 dias
0,025% / 2 dias
0,025% / 1 dia
0,025% / 2 dias
0,025% / 1 dia
0,1% /1 dia

* tempo de tratamento em colchicina desconhecido
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4.2.5.2 Estimativa da porcentagem de plantas nucelares, obtidas de sementes germinadas
in vitro de variedades de porta-enxertos, pelo método de marcadores moleculares

TRAP’s

O objetivo deste experimento foi estimar a porcentagem de plantas nucelares, obtidas de
sementes germinadas in vitro, em trés variedades de porta-enxertos, utilizando-se o método de
marcadores moleculares TRAPs.

Este experimento foi realizado com as variedades limdo ‘Cravo’, tangerina ‘Sunki’ e
tangerina ‘ Cledpatra’.

Para cada variedade tomou-se 20 sementes e procedeu a germinacdo das mesmas, em
condi¢des de cultivo in vitro, de forma semelhante ao descrito no item 4.2.1.1. Apds a
germinacdo, foram retiradas as duas primeiras folhas verdadeiras de cada planta e transferidas
para tubo Eppendorf, para a extragdo do DNA genomico. Como controle experimental utilizou-se
folhas coletadas de plantas matrizes, das respectivas variedades-controle.

A extragdo de DNA foi realizada de forma idéntica a descrita no item 4.2.4.4, assim como
as reacoes de PCR e as eletroforeses. Para cada variedade foram utilizados trés pares de primers
diferentes, em reagdes de PCR que incluiam DNA das vinte amostras a serem testadas € o da
planta-controle. A confirmagdo da origem nucelar das plantas polipléides foi realizada na
seguinte forma: O perfil molecular de cada planta foi comparado com o das respectivas plantas-
controle, utilizando-se as trés combinacdes de primers de marcadores TRAP’s. Foram
consideradas como plantas nucelares as que possuiam padrdo de bandamento idéntico ao da
respectiva planta-controle nas trés combinacOes de primers.

A seguir, foi calculada a porcentagem de plantas nucelares dividindo-se o nimero de

plantas nucelares, pelo nimero total de plantas avaliadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Obtencao de plantas a partir do cultivo in vitro de segmentos de epicétilo, em meio

contendo colchicina

5.1.1 Efeito do cultivo em meio contendo colchicina

Na Tabela 3 estao citados os dados de nimero médio de brotagdes adventicias
regeneradas, nas diversas concentragdes e tempos de cultivo em meio contendo colchicina, em
quatro variedades de porta-enxerto, bem como os respectivos controles, representados por

segmentos de epicdtilo cultivados em meio sem a presenca do alcaldide.

Tabela 3 - Numero médio de brotagdes adventicias obtidas por segmento de epicétilo, em funcio
dos diversos tempos de cultivo e em diversas concentragcdes de colchicina adicionadas
ao meio de cultivo, em variedades de porta-enxertos de citros. Andlise estatistica
considerando apenas um fator: tratamento

Tempo  Concentragcao Tangerina Limao ‘Cravo’  Limao ‘Cravo’ Tangerina
(dias) (%) ‘Sunki’ Santa Bérbara Limeira ‘Cledpatra’
Controle 0,79 a 1,04 a 1,00 a 0,40 a
0,025 0,56 ab 0,77 ab 0,51 bc 0,42 ab
1 0,05 0,26 bed 0,41 bed 0,63 b 0,14 ¢
0,1 0,59 ab 0,40 bed 0,44 bc 0,06 c
0,025 0,44 bc 0,61 bc 0,37 bed 0,18 bc
2 0,05 0,06 cd 0,36 bed 0,09 de 0,07 c
0,1 0,43 bc 0,06 d 0,20 cde 0,04 ¢
0,025 0,09 cd 0,43 bed 0,08 de 0,15¢
3 0,05 0,01d 0,19 cd 0,03 e 0,01 c
0,1 0,37 bed 0,16 d 0,05 e 0,00 c
Teste F 13,3 * 13,1 * 28,0 * 13,2 *
CV (%) 38,3 40,0 37,1 29.4

Meédias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
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Comparando-se as variedades entre si nos tratamentos do controle pode-se observar que o
limao ‘Cravo’ foi a que apresentou a melhor resposta ao meio de cultivo bésico utilizado no
experimento, com a maior média de brotagdes adventicias regeneradas nos dois clones
utilizados neste trabalho: o Santa Béarbara e o Limeira. Ambos apresentaram controles com
médias entre 1,00 e 1,04 brotacdo adventicia regenerada por explante, seguido pela tangerina
‘Sunki’, com 0,79 brotacdo e por ultimo, a tangerina ‘Cledpatra’, com apenas 0,4 brotacdo por
explante.

Estas taxas de regeneracdo de brotacdes, obtidas com os dois clones de limao ‘Cravo,
estdo proximas das relatadas por Almeida et al. (2002) e Moura et al. (2001), que obtiveram
respectivamente 1,4 e 1,6 broto/explante de limao ‘Cravo, apds cultivo em meio MT acrescido
de2,0e2,5mgL" de BAP.

No presente estudo, os dois clones de limao ‘Cravo’ também foram os que apresentaram
as maiores porcentagens de explantes responsivos, com 52,5% e 52,9%, nos respectivos
controles (Tabela 4). Valores proximos dos encontrados por Almeida et al. (2002) e Moura et al.
(2001), que obtiveram entre 55,3% e 62,5%, respectivamente.

A colchicina causou um efeito deletério nos explantes de citros, na maioria dos tempos de
cultivo e das concentracdes de colchicina testadas. Isto pode ser comprovado pelos dados
citados na Tabelas 3 e 4. Na Tabela 3 pode se observar que, a excecdo de alguns tratamentos
realizados durante um dia (segmentos de epicétilo de tangerina ‘Sunki’, de limao ‘Cravo’ Santa
Béarbara e de tangerina ‘Cledpatra’, cultivados em meio contendo 0,025% de colchicina e
segmentos de epicétilo de tangerina ‘Sunki’, cultivados em meio contendo 0,1% de colchicina),
os demais tratamentos apresentaram taxa de regeneracdo de brotacdes adventicias
significativamente menores que os dos respectivos controles. Em alguns casos, o tratamento foi

tdo dristico que impossibilitou a regeneracdo de brotacdes em todos do explantes, caso do
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tratamento de explantes de tangerina ‘Cledpatra’ durante trés dias, em meio contendo 0,1% de

colchicina (Tabelas 3 e 4).

Tabela 4 - Porcentagem de explantes responsivos, em funcao dos diversos tempos de cultivo e em
diversas concentragdes de colchicina adicionadas ao meio de cultivo, em variedades
de porta-enxertos de citros.

Tempo Concentragdo Tangerina Liméo ‘Cravo’  Limaao ‘Cravo’ Tangerina
(dias) (%) ‘Sunki’ Santa Barbara Limeira ‘Cledpatra’
(%) (%) (%) (%)
Controle 48,1 52,5 52,9 29,8
0,025 34,1 32,5 33,3 22,1
1 0,05 15,0 22,5 36,3 8,0
0,1 38,0 25,9 30,0 6,0
0,025 24,1 32,5 26,0 13,0
2 0,05 6,2 23,8 8,0 5,3
0,1 26,6 3,8 12,0 3,1
0,025 7,3 21,0 4,1 8,8
3 0,05 1,2 10,1 3,0 1,0
0,1 16,4 6,5 2,0 0,0

Na Tabela 4, também € possivel observar este efeito, expresso pelas reducdes na
porcentagem de explantes responsivos, em todas as variedades avaliadas, nas vdrias
concentracoes e tempos de cultivo em meios contendo colchicina.

Nos explantes, os primeiros sintomas da toxidez causada pela colchicina demoraram em
média uma semana para aparecer € as principais caracteristicas observadas foram a modificagao
da coloracdo dos explantes, principalmente nas pontas, de verde para verde mais claro,
modificando para marrom e depois, para marrom-escuro, demonstrando haver necrose dos
tecidos e evidente morte dos mesmos. A realizacdo de novos subcultivos dos explantes para
meio fresco, ndo tinha a capacidade de reverter o processo e, portanto, ndo causava nenhum

efeito benéfico.
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A observacdo de toxidez causada por colchicina em tecidos vegetais, ja foi relatada
anteriormente por vdrios autores. Latado et al. (2007), relataram o efeito da toxidez em
explantes (segmentos de epicétilo) de trés variedades de copa de citros, quando cultivados
temporariamente em meios de cultura contendo diferentes concentragdes de colchicina. Esta
toxidez era expressa por redugdes significativas no nimero médio de brotagdes adventicias
obtidas e na porcentagem de explantes responsivos.

Gmitter Junior e Ling (1991), utilizaram o cultivo de calos embridgenicos em meio
Murashige e Tucker (MT) contendo 0,01% ou 0,1% de colchicina, visando a indugao de
poliploidia em laranjas ‘Hamlin’ e ‘Ridge Pineapple’. Os autores verificaram que para as duas
variedades houve uma alta sensibilidade a colchicina representado por uma alta taxa de
mortalidade, em resposta as duas concentragdes de colchicina. A toxidez a colchicina foi
expressa pela interrupc¢ao do crescimento dos calos, seguido da modificacdo da coloragdo, para
marrom-escuro.

Ja Gmitter Junior e Ling (1991), observaram que a concentracdo de 0,01% de colchicina
resultou em menor efeito supressivo na embriogénese de 6vulos imaturos de variedades de
laranja doce e de tangelo, comparando-se com a concentracdo de 0,1%. Para esta ultima,
observou-se uma sensibilidade diferencial entre gendtipos, pois os évulos imaturos de tangelo
‘Orlando’ e ‘Mineola’ apresentaram alta sensibilidade, enquanto que os 6vulos de laranja
‘Valéncia’ aparentemente ndo sofreram nenhuma toxidez.

Wu e Mooney (2002), testaram dois tipos diferentes de alcaldides para induzir a
poliploidizac¢do de calos embriogénicos de vérias espécies de citros, a colchicina e a oryzalina.
A oryzalina ndo foi efetiva, causando a letalidade dos explantes. Segundo os autores, isto

ocorreu possivelmente devido ao seu uso em concentragdes excessivas (0,01, 0,05 e 0,1%). J&
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para a colchicina, observou-se que os genotipos apresentaram diferentes niveis de sensibilidade
apos cultivo em meio contendo este alcaldide.

Zeng et al. (2006), observaram os mesmos efeitos, mas trabalhando com protoplastos e
calos de citros, cultivados temporariamente em meio contendo colchicina.

Zhang et al. (2007), cultivaram suspensdes celulares de laranja ‘Anliucheng’ em meio
contendo 1000 mg L' de colchicina, em diferentes tempos de cultivo (2 a 10 dias), para
obtencao de plantas autotetrapldéides. Os autores verificaram uma reducdo na taxa de
regeneragao com aumento do tempo de exposi¢do e consideraram que quatro ou seis dias foram
os melhores tempos de exposicdo a colchicina, em temos de porcentagem de plantas regeneradas
autotetrapléides (50%).

A ocorréncia de toxidez em tratamentos in vivo com colchicina também ja foi observada.
De acordo com Wakana et al. (2005), gemas axilares de citros tratadas com colchicina
apresentaram uma diminui¢do na taxa de brotag¢do, quando usadas concentra¢des mais altas do
alcaldide (0,8%). Em baixa concentracdo (0,05%) observou-se uma reduzida frequéncia de
obtencdo de plantas tetrapldides, necessitando de concentragdes intermedidrias para se obter
maior eficiéncia de indugdo de tetraploidia (0,1, 0,2 e 0,4% de colchicina). Também observaram
redugdes no desenvolvimento de ramos e na taxa de pegamento de enxertos, de trés espécies de
Citrus, cujas estacas foram tratadas com solucio contendo 0,8% de colchicina.

Em outras espécies vegetais também ja foram observados os efeitos toxicos da
colchicina. Yang et al. (2006), trabalhando com obtencdo de tetrapldides de Vitis vinifera
partindo de embrides zigdticos, observaram um decréscimo na sobrevivéncia com o aumento da
concentracdo de colchicina e tempo de exposi¢do, portanto com menor concentracdo € menor

tempo de exposi¢cdo dos embrides ao alcaldide, maior foi a taxa de regeneragdo, porém foi com
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maior concentracdo e maior tempo de exposi¢do dos explantes a colchicina que se obteve
melhores resultados em termos de obtencdo de plantas tetrapléides.

No presente estudo, uma segunda andlise estatistica foi realizada considerando-se os
experimentos como em delineamento fatorial (3x3), avaliando-se separadamente os efeitos dos
fatores tempo de cultivo e concentragdo de colchicina, bem como a intera¢do entre eles. Na
Tabela 5 pode-se verificar os valores de F calculados.

A excecdo do limao ‘Cravo’ Limeira, em todas as outras variedades pdde-se observar que
a concentragdo e o tempo de cultivo afetaram significativamente a taxa de regeneracdo de
brotacdes adventicias, sendo entdo consideradas como importantes. J4 as interagdes
Concentra¢do x Tempo foram sempre ndo-significativas, indicando que os diferentes niveis de
um fator, ndo afetavam o outro (Tabela 5).

Para o limdo ‘Cravo’ Limeira, a unica diferenca em relacdo as outras espécies foi
observacao de que a concentracdo de colchicina ndo exerceu nenhum efeito significativo no

nimero de brotagdes regeneradas (Tabela 5).

Tabela 5 - Valores de teste F e coeficiente de variagdo para os fatores: tempo de cultivo,
concentracdes de colchicina e a interacdo tempo x concentracdo, em andlise fatorial.
Dados de nimero médio de brotagdes adventicias obtidas por segmento de epicétilo,
em funcdo dos diversos tempos de cultivo e em diversas concentracdes de colchicina
adicionadas ao meio de cultivo.

Tangerina Limao ‘Cravo’ Limao ‘Cravo’ Tangerina
‘Sunki’ Santa Barbara Limeira ‘Cledpatra’
Concentragao (C) 12,1 ** 11,2 ** 1,5 ns 12,9 **
Tempo (T) 10,6 ** 5,9 ** 31,0 ** 6,0 **
Interacdo C x T 0,7 ns 0,9 ns 1,8 ns 1,0 ns
CV (%) 38,3 40,5 37,1 294

*# Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F
™ Ndo significativo
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Nas Tabelas 6, 7, 8 e 9 verifica que apenas para limdo ‘Cravo’ Limeira apresentou
diferencas significativas em relacdo ao nimero médio de brotagdes regeneradas por explante,
entre os tratamentos de cultivo durante um e dois dias em colchicina. J4 o cultivo durante trés
dias foi sempre inferior aos demais.

Com relacdo as diferentes concentragdes de colchicina testadas, apenas para o limao
‘Cravo’ Santa Barbara e para a tangerina ‘Cledpatra’, a concentragdo de 0,025% foi a que se
obteve ndmero médio de brotacdes por explante significativamente superior aos das
concentracoes de 0,05% e 0,1%, que nao apresentaram diferengas significativas entre si
(Tabelas 7 € 9).

Para a tangerina ‘Sunki’, observou-se que a regeneracdo de plantas na concentracdo de
0,025% de colchicina foi semelhante a observada na concentragdo de 0,1%, e ambas
apresentaram taxas de regeneracao significativamente superiores as do cultivo na concentragio
de 0,05%. Fato curioso e inesperado (Tabela 6).

Para limdo ‘Cravo’ ndo foram observadas diferencas entre tratamentos, nas diversas
concentragdes de colchicina testadas.

Portanto, de maneira geral, a concentracdo de 0,025% e com exposicao durante um dia
em colchicina foi o tratamento em que se conseguiu obter melhores resultados em termos de
nimero médio de brotagdes por explante, nas quatro variedades de porta-enxerto de citros

estudadas neste trabalho.
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Tabela 6 - Efeito da concentragdo de colchicina e tempo de cultivo, na regeneragcao de brotagdes
adventicias de tangerina ‘Sunki’, a partir de segmentos de epicotilo. Andlise estatistica
considerando dois fatores: tempo e concentragio de colchicina.

Concentragdo (%)

Tempo (dias) 0 0,025 0,05 0,1 Média
0 0,79 Aa - - - 0,79 A
1 - 0,56 Bb 0,26 Bc 0,59 Bb 0,47 B
2 - 0,44 BCb 0,06 BCc 0,43 BCb 0,31 BC
3 - 0,08 Cb 0,01 Cc 0,37 Cb 0,15C
Média 0,79 a 0,36 b 0,11 ¢ 0,46 b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na
horizontal, as letras maitsculas representam o efeito do tempo de cultivo e na vertical, as letras mintsculas
representam o efeito da concentracéo de colchicina.

Tabela 7 - Efeito da concentragdo de colchicina e tempo de cultivo, na regeneracao de brotagdes
adventicias de limdo ‘Cravo’ Santa Bdarbara, a partir de segmentos de epicdtilo.
Andlise estatistica considerando dois fatores: tempo e concentragdo de colchicina.

Concentragdo (%)

Tempo (dias) 0 0,025 0,05 0,1 Média
0 1,04 Aa - - - 1,04 A
1 - 0,77 Bb 0,41 Bc 0,41 Bc 0,53 B
2 - 0,61 BCb 0,36 BCc 0,06 BCc 0,35 BC
3 - 0,43 Cb 0,19 Cc 0,15 Cc 0,26 C
Média 1,04 a 0,61 b 0,32 ¢ 0,21 ¢

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na
horizontal, as letras maidsculas representam o efeito do tempo de cultivo e na vertical, as letras mintsculas
representam o efeito da concentrag@o de colchicina.

Tabela 8 - Efeito da concentragdo de colchicina e tempo de cultivo, na regeneracdao de brotacdes
adventicias de limao ‘Cravo’ Limeira, a partir de segmentos de epicétilo. Andlise
estatistica considerando dois fatores: tempo e concentragdo de colchicina.

Concentragdo (%)

Tempo (dias) 0 0,025 0,05 0,1 Média

0 1,00 A - - - 1,00 A

1 - 0,51 B 0,63 B 0,44 B 0,53 B

2 - 0,37C 0,09 C 0,20 C 0,22C

3 - 0,08 D 0,03D 0,05D 0,05D
Média 1,00 0,31 0,25 0,23

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na
horizontal, as letras maiusculas representam o efeito do tempo de cultivo na colchicina.
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Tabela 9 - Efeito da concentragdo de colchicina e tempo de cultivo, na regeneracao de brotagdes
adventicias de tangerina ‘Cledpatra’, a partir de segmentos de epicétilo. Andlise
estatistica considerando dois fatores: tempo e concentragao de colchicina.

Concentragdo (%)

Tempo (dias) 0 0,025 0,05 0,1 Média
0 0,40 Aa - - - 0,40 A
1 - 0,42 Bb 0,14 Bc 0,06 Bc 0,20 B
2 - 0,18 BCb 0,07 BCc 0,04 BCc 0,10 BC
3 - 0,15Cb 0,01 Cc 0,00 Cc 0,05 C
Média 0,40 a 0,24 b 0,07 ¢ 0,03 ¢

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Na
horizontal, as letras maidsculas representam o efeito do tempo de cultivo e na vertical, as letras mindsculas
representam o efeito da concentracéo de colchicina.

5.1.2 Microenxertia in vitro e cultivo das plantas até a aclimatizacao

Todas as brotagdes regeneradas, obtidas nos varios experimentos de cultivo de explantes
em meio contendo colchicina, foram microenxertadas in vitro, utilizando-se sempre como porta-
enxertos plantulas estioladas de citrumelo ‘Swingle’ ou citrange “Troyer’.

O sucesso na realizagdo da microenxertia in vitro provou ser dependente do tamanho da
brotacdo regenerada a ser microenxertada e também, da habilidade do enxertador. Neste estudo,
observou-se que a porcentagem média de pegamento dos microenxertos foi considerada como
alta (acima de 50%).

Apdés 40 a 60 dias de cultivo in vitro foram realizadas avaliagdes visuais para a
identificacao das plantulas (conjunto enxerto/porta-enxerto) que apresentavam desenvolvimento
adequado e eram passiveis de serem aclimatizadas.

Os conjuntos enxerto/porta-enxerto selecionados foram entdo aclimatizados em estufa,
por meio de uma nova enxertia sobre plantas de limdo ‘Cravo’. As plantas enxertadas eram

mantidas inicialmente em ambiente de alta umidade relativa do ar, seguido de transferéncia para
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local com menor umidade relativa, até a aclimatizacdo completa das plantas as condicoes
ambientais.

Apesar de sempre ter sido verificada a perda de plantas nao-desenvolvidas nas fases de
microenxertia in vitro e enxertia em estufas, é importante relatar que estes métodos facilitaram
enormemente a obtenc¢do e o cultivo de plantulas in vitro, pois as brotacdes cresceram mais
rapidamente e nao necessitaram emitir raizes in vitro, o que possibilitou obter uma freqiiéncia
muito mais elevada de plantas aclimatizadas por experimento € num menor periodo de tempo.

As plantas aclimatizadas foram avaliadas visualmente e algumas foram identificadas
como sendo polipldides putativas, com base em caracteristicas morfolégicas. A seguir, as plantas
selecionadas foram avaliadas em experimentos de determinacdo de ploidia por meio de

citometria de fluxo ou em experimentos de avaliacao da densidade estoméatica em folhas.

5.2 Selecio de plantas polipldides putativas, em funcio de caracteristicas morfologicas

Todas as plantas aclimatizadas e mantidas em estufas, obtidas de experimentos de cultivo
de segmentos de epicétilo com colchicina, foram avaliadas visualmente em busca de
caracteristicas morfoldgicas distintas das respectivas plantas-controle de cada variedade: folhas
mais espessas, com a presenca de glandulas de 6leo mais protuberantes; folhas com formato
diferente e com coloracdo verde mais intensa. Caracteristicas citadas em vdrios trabalhos que
relatam a obtencdo de plantas autotetrapldides de citros (GMITTER JUNIOR; LING, 1991; WU;
MONEY, 2002; WAKANA et al., 2005; LATADO et al., 2007).

No total, 27 plantas foram selecionadas com base nestas caracteristicas morfoldgicas.

Dentre estas, seis plantas foram utilizadas nos experimentos seguintes de confirmacao da ploidia
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e de caracterizacao morfoldgica, molecular e fisioldgica. Enquanto que as demais foram somente

avaliadas quanto a densidade estomética nas folhas.

5.3 Confirmacao da ploidia de seis plantas polipléides putativas por citometria de fluxo

A metodologia de citometria de fluxo possibilitou a identificacdo rdpida e precisa da

ploidia das plantas amostradas. Os resultados obtidos com estas andlises estao citados na Tabela

10 e na Figura 1.

Tabela 10 — Leituras de suspensdes celulares de folhas plantas polipldides e dos controles,
coradas com o fluorocromo DAPI e avaliadas por citometria de fluxo.

L. . ‘g Ploidia
Genotipo Leituras (G;) Média estimada

Tangerina ‘Sunki’ controle ' 100 100 100 100 2x
Tangerina ‘Sunki’ (1) 100:202 100:228 100:210  100:213 2x:4x
Tangerina ‘Sunki’ (2) 194 202 200 199 4x
Limdo ‘Cravo’ controle ' 100 100 100 100 2x
Limao ‘Cravo’ (1) 179 202 192 191 4x
Limdo ‘Cravo’ (2) 186 186 190 187 4x
Tangerina ‘CleGpatra’ controle ' 100 100 100 100 2x
Tangerina ‘Cledpatra’ (1) 149 145 157 150 3x *
Tangerina ‘Cledpatra’ (2) 194 195 193 194 4x

"Planta dipléide da variedade controle.
* Padrdo semelhante ao de uma planta tripléide

As duas plantas selecionadas de limao ‘Cravo’ demonstraram ser autotetrapléides (Tabela
10), ambas obtidas a partir do tratamento de segmentos de epicétilo em meio contendo 0,05% de
colchicina, durante trés dias (Tabela 1). Na Figura 1E esta o histograma da amostra composta por
folhas da planta-controle de limdo ‘Cravo’ e da planta 1. Neste histograma pode-se perfeitamente
verificar a existéncia de dois picos, um representando a planta dipléide (controle) e o outro,

representando a planta tetraploide.
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Uma planta de tangerina ‘Sunki’ e uma de tangerina ‘Cledpatra’ (plantas nimero 2)
também apresentaram perfil de planta autotetrapléide (Tabela 10). Ambas foram obtidas a partir
do tratamento em meio contendo 0,05% de colchicina, sendo que a ‘Cledpatra’ foi cultivada
durante um dia neste meio e a ‘Sunki’, ndo se pdde definir o tempo de cultivo, pois a marcacao
foi perdida (Tabela 1).

Na Figura 1A estd o histograma da amostra composta por folhas da planta-controle de
tangerina ‘Sunki’ e da planta 2, enquanto que o histograma da Figura 1D contém a amostra de
folha da planta 2 de tangerina ‘Cledpatra’. Em ambos os casos, pode-se comprovar a existéncia
de células com nucleos tetrapldides.

A planta 1 de tangerina ‘Cledpatra’, originada do tratamento com 0,025% de colchicina
durante um dia (Tabela 1), apresentou histogramas com padrao semelhante ao de uma planta
tripl6ide, nas trés amostras avaliadas (Tabela 10 e Figura 1C).

Como o explante inicial eram segmentos de epicétilo de plantas dipldides, a unica
explicagdo plausivel para a ploidia verificada nesta planta seria a ocorréncia de duplicacdo
cromossOmica completa da planta original, mas seguido de perda de parte destes cromossomos
duplicados, durante fase final da mitose. Possivelmente, pela inibicdo parcial da formacdo dos
fusos acromaticos, ocasionada pelo cultivo durante apenas um dia em meio contendo 0,025% de
colchicina. Serd necessario realizar avaliagdes citogenéticas mais completas para compreender
melhor a composicao cromossdmica desta planta. Trata-se do primeiro caso relatado de obtencao

de plantas citricas contendo duplicacdo parcial do genoma apds tratamento com colchicina.
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Figura 1. Histogramas obtidos por analises de citometria de fluxo de suspensdes nucleares de
plantas polipléides e dos controles. A — tangerinas ‘Sunki’ controle e planta 2; B —
tangerina ‘Sunki’ planta 1; C — tangerinas ‘Cledpatra’ controle e planta 1, D —
tangerina ‘Cledpatra’ planta 2; E — Limdes ‘Cravo’ controle e planta 1.
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A planta 1 de tangerina ‘Sunki’ foi originada do tratamento com 0,05% de colchicina
durante um dia (Tabela 1) e apresentou-se como sendo uma planta quimérica, contendo dois
tecidos geneticamente distintos numa mesma folha, tecidos com células tetrapléides e dipldides
(Tabela 10 e Figura 1B), nas trés avaliacdes realizadas por citometria de fluxo. Por isto, foi
considerada como sendo uma planta mixopldide.

A excecdo do relato de Wu e Mooney (2002), que afirmaram ter identificado uma planta
mixopldide de citros, em nenhum outro trabalho foi relatada a obtencdo de plantas mixopldides
apods tratamento com colchicina.

A origem de plantas mixopldides derivadas por embriogénese somdtica ou organogénese
ainda € desconhecida. Uma possivel explicagdo para tal fato pode ser devido a ocorréncia de
duplicagdo cromossdmica das células somente apds o inicio do processo de diferenciagdo celular
(WU; MOONEY, 2002). De todo modo, os resultados obtidos no presente estudo, isto €, a
producido de cinco plantas ndo quiméricas e apenas uma planta quimérica reforca a tese de que
durante o cultivo in vitro de segmentos de epicétilo de citros, as brotagdes adventicias originam-
se de uma ou poucas células do tecido do cadmbio, o que resulta numa menor probabilidade de
haver quimerismo nas plantas regeneradas (ALMEIDA, 2002; LATADO et al., 2007).

Pelo contrério, quando € realizado o tratamento com colchicina em propdgulos contendo
gemas multicelulares (apical ou axilar) tais como: sementes, estacas ou borbulhas, existe uma
maior probabilidade de se obter plantas quiméricas mixopléides, como foi citado por Barret
(1974) e Wakana et al. (2005).

Viinola (2000), usando segmentos nodais de hibridos de Rhododendron para indugdo de
poliploidizagdo, obteve 10,1% de plantas mixopldides e 4,8% de tetrapldides, sendo que o tempo
de exposicao dos explantes ndo causou efeito significativo na producdo de mixopldides ou

tetraploides. O grande nimero de plantas quiméricas obtidas foi atribuido ao tipo de tecido
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usado, gemas axilares. Como se trata de meristema multicelular, apenas uma por¢ao ou camada
de células pode ser afetada pela colchicina, enquanto que as outras células ou tecidos adjacentes

podem permanecer dipldides.

5.4 Caracterizacio morfolégica, molecular e fisiolégica de seis plantas com ploidia

identificada

5.4.1 Caracterizacao morfoldogica do limbo foliar e do peciolo de plantas

As duas caracteristicas comuns observadas nas seis plantas com maior ploidia avaliadas
foi 0 menor comprimento e a maior espessura do limbo foliar (Tabela 11).

A maior espessura do limbo foliar era uma caracteristica ja esperada, pois foi bastante
utilizada na selecdo visual das plantas polipléides putativas.

Com relacdo ao comprimento de limbo foliar, uma tnica observacdo interessante € a de
que a planta mixopldide (tangerina ‘Sunki’ planta 1) apresentou comprimento estatisticamente
diferente, mas intermedidrio entre a planta-controle e a planta 2 - tetrapldide (Tabela 11).

A planta tetrapléide de ‘Sunki’ (planta 2) foi a uUnica que apresentou largura
significativamente menor em relacdo ao controle da espécie, enquanto que a planta mixopléide
apresentou largura intermedidria mas nao significativa (Tabela 11 e Figura 2A). Isto resultou na
obtencdo de folhas menores nas duas plantas (tangerina ‘Sunki’ plantas 1 e 2), mas com mesma
relagdo comprimento/largura em relacao a planta-controle (Tabela 11).

Ja para as plantas poliploides de ‘Cravo’ e de ‘ Cledpatra’, a existéncia de folhas contendo
a mesma largura das observadas nas respectivas plantas-controle resultou na observacdo de folhas

com formato mais arredondado, que pode ser observado pela relacio comprimento/largura do



66

limbo foliar que foi significativamente menor, a excecdo da planta 1 de ‘Cledpatra’ (Tabela 11,

Figuras 2B e 20).

Tabela 11 — Médias de comprimento, largura, relacio comprimento/largura e espessura do
limbo foliar, de plantas polipléides e dos controles.

Tratamento Comprimento Largura Relacao Espessura
(cm) (cm) Comprim./Larg. (cm)
SK - controle 1034 a 579 a 1,8 0,27 b
SK - planta 1 89,2 b 51,8 ab 1,7 0,38 a
SK - planta 2 76,4 ¢ 46,5 b 1,6 0,36 a
Teste F 47,9 ** 5,6 * 1.6™ 154,5 **
CV (%) 3,8 8,0 5,9 2,4
LC - controle 1104 a 48.5 23a 0,25b
LC - planta 1 86,8 b 44,1 2,0b 0,32 a
LC - planta 2 88,9b 46,1 1.9b 0,32 a
Teste F 26,0 ** 1,6™ 7,7 % 40,4 **
CV(%) 4,6 6,4 5,8 3,7
Cledpatra - controle 82,1a 43,6 19a 0,28 b
Cledpatra - planta 1 7340 45,1 1,6 b 0,35a
Cledpatra - planta 2 70,7 b 42,7 1,7 ab 0,35a
Teste F 8,9 * 09™ 5,9 % 13,4 **
CV (%) 4,6 5,2 5,8 5,6

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de significincia de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

" Nao significativo

Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’; LC - limdo ‘Cravo’; Cleépatra - tangerina ‘Cle6patra’

Essas mesmas alteracdes no tamanho e no formato de folhas de plantas autotetrapléides
também foram descritas por varios outros autores (GMITTER; LING, 1991; WAKANA et al.,
2005). Wu e Mooney (2002), observaram plantas autotetrapldides de tangor 'Umatilla’ com folhas

de menores, comprimento e largura, em relacdo as da cultivar original.
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Figura 2. Folhas de plantas polipléides e dos controles. A) Tangerina ‘Sunki’ controle (C), planta
1 e planta 2; B) Limdo ‘Cravo’ controle (C), planta 1 e planta 2; C) Tangerina
‘Cledpatra’ controle (C), planta 1 e planta 2.
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Ja Romero-aranda et al. (1997), ao invés de tomar medidas de largura e de comprimento
das folhas de plantas tetrapléides de citros, preferiram avaliar a drea foliar total com o uso de
equipamento especifico e comprovaram que ndo havia diferencgas entre plantas tetrapldides e as
plantas dipléides de laranja Valéncia para este parametro. No entanto, para limdo ‘Femminelo’,
observou-se folhas com maior drea durante o cultivo em condicdes de baixa irradiancia luminosa.

Wu et al. (2005), trabalhando com obten¢do de plantas alotetrapldides de citros por fusao
de protoplastos, verificou que estas apresentavam folhas com colora¢ao verde mais intensa, maior
largura e espessura do limbo foliar, em relagc@o as plantas dipldides.

Shao et al. (2003), trabalhando com indug¢do de tetrapléides in vitro usando colchicina em
roma (Punica granatum L.) também observou alteracdes nos padroes morfoldgicos foliares das
plantas tetrapldides tais como: a diminui¢do do tamanho da folha e a presenca de folhas mais
escuras.

Nas avaliacoes de comprimento de peciolo pdde-se observar que houve alteracio
significativa no comprimento do peciolo apenas para as plantas polipléides de tangerina ‘Sunki’,
0 que resultou numa menor relacdo comprimento/largura do peciolo das mesmas (Tabela 12).

As duas plantas autotetrapldides de limdo ‘Cravo’ e uma de ‘Cledpatra’ (planta 2)
apresentaram peciolo com largura significativamente maior, o que também resultou em
modificagdo significativa na relacdo comprimento/largura (Tabela 12).

Sobre a morfologia das folhas das plantas tetrapléides, Cameron e Frost (1968) e Moreira
(1980) relatam que, comparando-se plantas tetrapldides com plantas dipldides, as primeiras
geralmente apresentam folhas maiores em largura, do que em comprimento, mais espessas € com

tendéncia a uma colora¢do mais escura. As asas dos peciolos sdo normalmente mais largas e em



69

algumas variedades fundem-se freqiientemente com o limbo foliar. Essas caracteristicas foram
encontradas em vdrias plantas polipléides no presente estudo.

Gmitter Junior e Ling (1991), relataram que o desenvolvimento das plantas tetrapléides
era mais lento, com a emissao de menor nimero de brotacdes orientadas para a posi¢ao vertical

(cima) e maior nimero de brotagdes, orientadas para a posi¢ao horizontal.

Tabela 12 - Médias de comprimento, largura, relacio comprimento/largura e espessura de
peciolo, de plantas poliploides e dos controles.

Tratamento Comprimento Largura Relacao
(cm) (cm) comprimento/largura
SK - controle 8,8a 3,0 30a
SK - planta 1 7,2 ab 3,1 23b
SK - planta 2 59b 3,5 1,7 ¢
Teste F 10,1 * 1,0 ns 29,5 **
CV (%) 10,8 14,2 8,5
LC - controle 8.6 3,2b 27a
LC - planta 1 7,6 4,7 a 1,6 b
LC - planta 2 8.4 48 a 1,8b
Teste F 0,6 ns 8,9 * 9,8 *
CV (%) 15,1 12,0 15,38
Cledpatra - controle 5,5 2,8b 2,0
Cledpatra - planta 1 6.6 30b 2,2
Cleodpatra - planta 2 6,2 3,3a 1,8
Teste F 1,4 ns 23,4 ** 1,3 ns
CV (%) 13,2 3,5 13,8

Meédias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de significincia de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

™ Ndo significativo

Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’ e LC - limao ‘Cravo’; Cledpatra - tangerina ‘Cledpatra’

Quanto a influéncia da poliploidia sobre o numero de sementes dos frutos, isto € bem
varidvel, havendo tetrapléides que apresentaram redugdes no numero de sementes, enquanto

outros ndo mostram alteracOes para esta caracteristica, caso das laranjas doces ‘Ruby’ e

‘Paperrind’. Outros ainda produziram frutos contendo mais sementes, caso do limdo ‘Lisboa’
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(SOARES FILHO, 2008). No presente estudo, as plantas ainda nao foram avaliadas para tal
caracteristica.

O nimero de embrides por semente tende a ser menor nos tetrapldides, predispondo a um
aumento no tamanho médio de cada embrido, observaram Cameron e Frost (1968). Estes autores
citaram também que autotetrapléides de natureza espontdnea parecem ocorrer quase que
exclusivamente como seedlings nucelares e que os efeitos da tetraploidia em Citrus podem ser
melhor avaliados em sele¢des nucelares, dado que nestes, a meiose e a segregacdo genética nao
estdo envolvidas.

Plantas tetrapléides, quando na condi¢do de pé-franco, freqiientemente apresentam menor
desenvolvimento em compara¢cdo com plantas dipléides (CAMERON; FROST, 1968; SOARES
FILHO, 2008). O mesmo afirmou Lee (1988), mas para plantas tetrapléides quando usadas como
porta-enxerto. Segundo o autor, plantas enxertadas sobre porta-enxertos autotetrapldides
geralmente apresentam nanismo.

Nos gendtipos obtidos no presente estudo, estas observacdes poderdo ser realizadas
somente quando as plantas atingirem um crescimento maior e/ou quando iniciarem a producao de

frutos.

5.4.2 Caracterizacao da estrutura do limbo foliar, por meio de microscopia

A Figura 3 representa a estrutura do limbo foliar das plantas polipléides e de plantas
dipldides de citros. Nesta figura pode-se observar que as plantas polipléides de tangerina
‘Cledpatra’ e de limao ‘Cravo’ apresentaram menor nimero de células no parénquima palicadico
mas células com maior tamanho, em comparacio as plantas-controle dipléides. Na variedade

tangerina ‘Sunki’ ndo foram observadas tais alteragdes.
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Figura 3. Imagens de corte transversal de lamina foliar de plantas polipléides e dos controles: a -
tangerina ‘Cledpatra’ controle; b - planta 1 e c - planta 2; d - limao ‘Cravo’ controle; e -
planta 1 e f - planta 2; g - tangerina ‘Sunki’ controle; h - planta 1 e i - planta 2. pp -
parénquima palicddico e as setas, indicam o espaco intercelular do parénquima

lacunoso.

Romero-aranda et al. (1997), avaliaram por meio de microscopia e software de andlise de

imagens, a estrutura de limbo foliar de plantas autotetrapléides em comparagdo com plantas

dipldides. Os autores observaram que as plantas autotetrapldides apresentavam folhas mais

largas, com células com menor tamanho e com maior volume, menor nimero de células, o que

resultou no maior volume e maior superficie de tecido de mesoéfilo por unidade de area foliar. Por

dltimo, observou-se que a densidade do tecido foliar foi menor nas plantas com maior ploidia.
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Korondosi et al. (2000), revisaram os trabalhos relacionados ao controle de tamanho
celular e concluiram que a ploidia exerce importante controle no tamanho das células. Para
estes, a poliploidia resulta na formacdo de células de maior tamanho e volume. Resultado

semelhante ao observado no presente estudo.

5.4.3 Avaliacao da densidade estomatica em folhas e tamanho das células-guarda dos

estomatos

A excecdao da planta mixopldide de tangerina ‘Sunki’ (planta 1), todas as demais
apresentaram folhas com nimero significativamente menor de estdmatos por mm? (Tabela 13 e
Figura 4). Em alguns casos, a planta tetrapldide apresentou quase a metade da densidade
estomadtica da planta-controle (plantas 2 de limao ‘Cravo’ e de tangerina ‘Cledpatra’).

Com relagdo ao tamanho das células-guarda dos estdmatos, pdde-se observar que a
maioria das plantas polipldides apresentou células significativamente maiores que as dos
controles, representados por maiores comprimento, largura ou ambos (Tabela 13).

Costa et al. (2004), compararam diferentes hibridos somaticos alotetrapldides de
variedades de citros com os seus respectivos parentais dipléides e relataram terem encontrado a
mesma caracteristica nos hibridos somdticos, menor densidade estomdtica e células-guarda com
maior tamanho.

Kadota e Niimi (2002), induziram a tetraploidia em plantas de péra (Pyrus pyrifolia N.)
com uso de colchicina em meio de cultura e também observaram que os comprimentos dos
estdmatos das plantas tetrapldides aumentaram em relagc@o aos das plantas dipldides.

Yang et al. (2006), encontraram diferencgas significativas nos tamanhos de estomatos e na

densidade estomdtica entre plantas diploides e tetraploides de Vitis vinifera, regeneradas a partir
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de embrides somadticos tratados com colchicina. A média da densidade estomatica em
tetraploides foi significativamente menor que em dipldides, j4 o tamanho e largura dos

estdmatos foram significativamente maiores.

Tabela 13 - Médias de densidade estomadtica, comprimento e largura das células-guarda dos
estomatos de plantas polipldides de citros e dos controles.

Tratamento Densidade estomatica Comprimento Largura
(mm”®) (um) (um)
SK - controle 3179 a 11,6 9,3 ab
SK - planta 1 369,1 a 10,8 8,2b
SK - planta 2 2304 b 11,6 94a
Teste F 18,0 ** 3,0 ns 4,2 *
CV(%) 17,1 11,3 16,6
LC - controle 526,9 a 10,5 b 8,1 ¢
LC - planta 1 341,3b 13,8 a 95 Db
LC - planta 2 2475 ¢ 14,2 a 11,1a
Teste F 103,0 ** 47,0 ** 35,3 **
CV (%) 11,9 10,2 11,8
Cleopatra - controle 4778 a 10,9 b 8,8
Cledpatra - planta 1 3179b 120a 9,6
Cledpatra - planta 2 279,5b 12,1a 9,9
Teste F 25,4 ** 6,1 ** 3,0 ns
CV(%) 18,4 11,2 16,0

Meédias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de significAncia de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.

*#* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
™ Ndo significativo
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Figura 4. Imagens da superficie foliar contendo estdmatos, de plantas polipldides e dos controles:
a - tangerina ‘Cledpatra’ controle; b - planta 1 e ¢ - planta 2; d - limdo ‘Cravo’ controle;
e - planta 1 e f - planta 2; g - tangerina ‘Sunki’ controle; h - planta 1 e i - planta 2.

Gao et al. (1996), usando colchicina em meio de cultura MS para induzir poliploidia em
gemas de Salvia miltiorrhiza, relataram que as plantas tetrapldides eram vigorosas e com
coloragao de folha mais escura, os estdbmatos eram maiores € em menor densidade, em relagao
ao controle.

Thao et al. (2003), usaram colchicina e oryzalina para conseguir plantas tetrapldides de
Alocasia a partir de cultivo de brotos in vitro em diferentes concentracdes dos alcaldides. Apds a

obtencdo de plantas tetrapldides, os autores verificaram que estas possuiam caracteristicas

tipicas, tais como menor densidade de estomatos e maior do tamanho dos estomatos.
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Ja Przywara et al. (1988), verificaram que plantas hapléides de Kiwi (Actinidia deliciosa)
apresentavam folhas com estdmatos com menor comprimento, quando comparados com a planta
hexapléide original.

Em resumo, Kadota e Niimi (2002) e Thao et al. (2003), citam que os parametros
estomdticos sdo freqiientemente usados como indicadores do nivel de ploidia em plantas. Ja
Masterson (1994), afirma que as informacdes sobre os pardmetros estomdticos podem se

constituir num forte indicador para a mudanga do nivel de ploidia.

5.4.4 Confirmacao da natureza nucelar das plantas polipléides com uso de marcadores

moleculares

A etapa inicial do experimento consistiu da extracdo de DNA gendmico das plantas.
Com o método utilizado foi possivel obter DNA gendmico com pureza adequada, a realizagao de
experimentos com a técnica de PCR.

Em seguida foram realizados os experimentos de selecdo das seis combinacdes de
primers TRAP’s. De um modo geral, as amplificagdes resultantes destes experimentos resultaram
em géis com ndmero de bandas variando entre 20 e 30, em cada gel. Como seria esperado, cada
par de primers produziu um padrio de bandamento distinto dos demais e as melhores
combinacdes de primers foram as seguintes: F1P3, F1P5, F2P2, F2P4, F2P5 E F2P6.

A seguir, foram realizados experimentos com amplificagdes utilizando-se os seis pares
de primers TRAP’s, em experimentos com os DNA’s das seis plantas poliploides avaliadas e dos
seus respectivos controles (Tabela 1). A Figura 5 representa um gel de poliacrilamida denaturante
(a 5%) contendo os resultados obtidos (padrdo de bandamento) com o uso de duas combinagdes

de primers de marcadores moleculares TRAP’s: F2P5 e F2P6.
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Por esta figura, e também nos outros géis obtidos com as diferentes combinagdes de
primers TRAP’s testadas, pode-se observar que ndo foi possivel detectar diferencas entre o
padrao de bandamento das plantas controles e o das plantas polipldides. Diante de tais resultados,
¢ possivel afirmar de que as seis plantas polipléides obtidas e avaliadas com marcadores
moleculares se tratam de plantas originadas de embrides nucelares, pois apresentam padrao
molecular idéntico ao das respectivas variedades originais.

Este resultado é de grande importancia pois facilita os trabalhos posteriores de avaliacao
agrondmica destes respectivos gendtipos polipldides. Isto porque o desejado neste estudo seria a
obtenc¢ao de plantas autotetrapldides nucelares das trés variedades de porta-enxertos de citros, de
forma que se espera que estes gendtipos produzam plantas enxertadas com porte reduzido, mas
sem alterar nenhuma outra caracteristica agronOmica. Isto seria praticamente impossivel se
fossem obtidas plantas autotetrapldides com origem hibrida, j4 que, nos embrides zigbticos,
sempre ocorrem segregacdes genéticas devido a unido dos dois gametas originados de processo

meidtico.
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Figura 5. Gel de poliacrilamida (5%) denaturante contendo o padrio de bandamento resultante da
amplificacdo com primers F2P5 e F2P6 de TRAP’s. Amostras: 1- limao ‘Cravo’ controle; 2-
planta 1; 3- planta 2; 4- tangerina ‘Sunki’ controle; 5- planta 1; 6- planta 2; 7- tangerina
‘Cledpatra’ controle; 8- planta 1 e 9- planta 2.
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Trata-se de um dos primeiros trabalhos em que se relata o uso de marcadores
moleculares TRAP’s em citros. Apesar de se tratar de um marcador molecular dominante, os
marcadores TRAP’s apresentam vantagens por ser de facil uso, ser multi-loci, produzir géis
contendo grande numero de bandas, possuir boa repetibilidade e reproducibilidade, bem como
apresenta baixo custo para o desenvolvimento dos primers e nas fases posteriores.

Trabalhos recentes relatam o emprego de marcadores moleculares TRAP’s na avaliacdo
da diversidade genética em cana-de-acgucar e para a identificacdo de possiveis genes candidatos
associados a tolerdncia ao frio ou envolvidos na rota metabdlica da sintese da sacarose
(ALWALA et al., 2006).

Os marcadores TRAP’s também foram empregados com sucesso para avaliar a dispersao
de podlen de organismos geneticamente modificados em plantacdo de Lolium perenne

(GIDDINGS et al., 1997).

5.4.5 Caracterizacao fisiologica

Na Tabela 14 estdo dispostos os dados obtidos com as avaliacdbes de pardmetros

fisiolégicos das plantas polipldides e das respectivas plantas-controle.
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Tabela 14 - Médias da taxa de assimilacdo de CO; por area de folha (A), taxa de assimilagdo de CO, por massa seca de folha (A’),
condutancia estomadtica (gs), concentracdo intercelular de CO, (Ci), transpiracdo (E), eficiéncia de uso da dgua (EUA),
eficiéncia quantica potencial do fotossistema II (Fv/Fm), eficiéncia quantica efetiva do fotossistema II (AF/Fm’),
coeficiente de extin¢do fotoquimica da fluorescéncia (qP), coeficiente de extingdo nado-fotoquimica da fluorescéncia
(NPQ), transporte aparente de elétrons (ETR) e massa especifica de plantas polipldides de citros e dos controles.

Genétipo A A’ gs Ci E EUA  Fv/Fm AFFm’ ¢P NPQ ETR Massa
(umol m’s (umol g'l (molm~ (uULL  (molm (umol Especifica

1 s 251 D 251y m?sh) (¢ m?)

SK- 9,3 ab 0,09 0,10 207,5 1,66 5,71 0,82 0,12 0,27 0,54 60,0 108,0 ab

Controle

SK-1 6,8b 0,07 0,08 229,2 1,49 4,56 0,83 0,10 0,23 0,51 50,0 102,0b

SK-2 11,0 a 0,09 0,13 229,2 2,04 5,45 0,84 0,14 0,35 0,57 73,7 1233 a

Teste F 6,78 ** 1,23™ 391" 1,33™ 2,81™ 1,95 048™ 2,43™ 1,40 0,37™ 2,42 9,95 **

CV (%) 18,0 17,85 27,5 9,8 19,4 16,38 2,54 24,8 34,1 20,1 245,0 10,30

LC- 10,8 0,09 0,13b 229,0b 2,10 5,018a 0,83 0,13 0,36 0,66 68,0 116,6

Controle

LC-1 9,5 0,08 0,11b 217,0b 1,90 5,03 0,84 0,13 0,37 0,64 67,5 121,3

ab
LC-2 11,6 0,09 0,18a 261,7a 2,74 427b 0,83 0,13 0,32 0,58 67,8 129,5
Teste F 1,45™ 1,03 ™ 9,45 ** 23,94 3,77™ 4,58 024™ 0" 0,49 1,14™ o™ 2,78 ™
ok ns

CV (%) 16,1 16,45 18,6 4,0 20,0 9,39 0,85 13,5 21,2 11,7 13,6 6,35

Cleo- 11,5 0,11 0,13 2142 2,07 5,65 0,82 0,16 0,39 0,64 79,6 1049 b

Contr.

Cleo-1 11,5 0,11 0,12 210,7 2,12 5,44 0,83 0,15 0,37 0,64 78,9 104,1b

Cleo-2 11,1 0,09 0,11 200,0 1,97 5,83 0,84 0,16 0,41 0,65 81,8 128,9 a

Teste F 0,03™ 1,60™ 0,12™ 0,53™ 0,07™  0,30™ 2,14™ 0,06 0,40 0,06™ 0,05™ 12,48 **

CV(%) 21,2 21,21 32,1 9,8 27,8 12,48 1,02 16,1 18,1 10,0 16,0 7,58

Médias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.

™ Nio significativo
Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’; LC - limdo ‘Cravo’; Cleo - tangerina ‘Cle6patra’
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Para a tangerina ‘Sunki’ pode-se observar que a planta autotetrapldide (planta 2)
apresentou a taxa de assimilacdo de CO, por area de folha (A) e a massa especifica
significativamente maiores que a da planta 1 (mixopldide), mas ndo diferindo do controle.
Como ambos os parametros tiveram mesmo padrdo e juntos, eles compdem a taxa de
assimilacdo de CO, por massa seca de folha (A”), esta dltima ndo apresentou alteracao
significativa entre os gendtipos de tangerina ‘Sunki’. Os outros parametros avaliados nao
apresentaram alteracdes significativas.

Por estes resultados pode-se concluir que a maior taxa fotossintética (A) das folhas da
planta autotetrapldide de tangerina ‘Sunki’ (planta 2) em relacdo a planta 1 deve estar
correlacionada com a produgdo de folhas com maior massa especifica (Tabela 14), ja que
ambas apresentaram folhas mais espessas que o controle, mas com medidas bem proximas
(Tabela 11 e Figura 3) Assim, a producao de folhas com maior quantidade de células e tecidos
por unidade de drea pode ter possibilitado a planta possuir maior efici€ncia fotossintética. Por
outro lado, ndo ha nenhum indicio de que a alteracdo da ploidia da planta tenha ocasionado
outra alterag@o nos processos fotossintéticos (difusivos ou fotoquimicos) da folha.

Apdés um extenso estudo, Romero-aranda et al. (1997), observaram que plantas
autotetrapldides de laranja ‘Valéncia’ apresentaram menor taxa de assimilacdo de CO, por
area, por peso e por células, do que as plantas dipldides. Segundo os autores, isto ocorreu
devido ao aumento das barreiras a difusdo do CO,, possivelmente por causa de modificacdes
fisicas e estruturais, ocorridas nas folhas, o que ocasionou uma redugcdo da capacidade
fotossintética por unidade de 4rea.

Ja Syvertsen et al. (2000), ndo observaram efeitos significativos da tetraploidia na taxa
de assimilacdo de CO; de plantas de trés variedades de porta-enxerto.

As plantas poliploides de tangerina ‘Cledpatra’ ndo apresentaram alteracdes

significativas em relagdo as caracteristicas fisioldgicas avaliadas (Tabela 14). A excecdo foi a
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planta 2 (autotetrapldide), que apresentou uma massa especifica significativamente maior
(128,9 g m™) que o controle e que a outra planta polipléide, a planta 1 (Tabela 14).

Neste caso, a maior espessura e massa especifica das folhas ndo foram suficientes para
induzir a planta a uma maior taxa de assimilagdo de CO,. Certamente, deve ter ocorrido
alguma outra limitacdo nos processos fotossintéticos que impediu a maior eficiéncia
fotossintética das folhas mais espessas. Fato semelhante ao observado por Romero-aranda et
al. (1997).

A planta 2 de tangerina ‘Cledpatra’ também apresentou outras alteragdes mas somente
em relacdo a planta 1, folhas com contetdos significativamente menores de clorofila a, b e

total (Tabela 15).

Tabela 15 — Médias dos teores de clorofila a, clorofila b, clorofila total e relagdo entre
clorofila a/b de plantas poliploides de citros e dos controles.

clorofila a clorofila b clorofila total Relacao
(mg g' PF) (mg g"' PF) (mg g"' PF) clorofila a/b
SK — controle 0,88 0,33 1,22 2,67
SK - planta 1 0,89 0,32 1,21 2,82
SK - planta 2 0,81 0,29 1,10 2,81
Teste F 023" 0,34 "™ 0,26 " 1,18™
CV(%) 28,25 31,47 29,03 6,76
LC - controle 0,96 0,37 1,33 2,62 b
LC - planta 1 0,73 0,24 0,98 2,96 a
LC - planta 2 0,76 0,25 1,01 3,09 a
Teste F 0,93™ 275" 1,28 ™ 16,44 **
CV (%) 32,62 31,09 32,20 4,11
Cledpatra - controle 0,80 ab 0,31 ab 1,11 ab 2,65
Cledpatra - planta 1 0,96 a 0,39 a 1,35a 2,44
Cledpatra - planta 2 0,70 b 0,27b 097b 2,61
Teste F 3,55 * 4,55 * 3,99 * 1,09 ™
CV (%) 24,41 26,58 24,53 12,03
Meédias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade, pelo

teste de Tukey.
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.
™ Ndo significativo
Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’; LC - limdo ‘Cravo’; Cleo - tangerina ‘Cledpatra’
Dentre as duas plantas autotetraploides de limdo’Cravo’, apenas a planta 2 apresentou

alteracoes significativas nos parametros fisioldgicos, em relagc@o a planta-controle: folhas com
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maior condutincia estomatica (gs), maior concentracdo intercelular de CO, (Ci) e menor
eficiéncia do uso da dgua (EUA).

Apesar destas duas alteracdes observadas no processo difusivo da fotossintese das
folhas (CO,), ndo se pdde observar nenhum incremento significativo na taxa de assimilacdo
de CO; por unidade de drea (A) e nem por unidade de massa (A’). Deste modo considera-se
que esta alteracdo pode ser considerada como deletéria para a planta pois indica que a mesma
apresenta uma menor eficiéncia do uso da dgua, necessitando de maior volume de dgua para a
realizagdo de mesma quantidade de fotossintese (quantidade de CO, assimilado).

Segundo Machado et al. (2008), acréscimos na concentragao intercelular de CO, (Ci)
podem causar um aumento na taxa de assimilacdo de CO, (A), devido ao aumento da
concentracdo de CO, para atividade da ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase-oxigenase
(Rubisco).

Syvertsen et al. (2000), observaram que as plantas autotetrapléides produziram raizes
maiores do que as plantas dipldides, mas com tendéncia a produzir raizes mais curtas € com
menor ndmero de raizes fibrosas, que sdo as responsdveis pela maior absor¢ido de dgua e de
nutrientes. Deste modo, pdde-se observar menor absor¢do de dgua, de nitrogénio e menores
respostas de crescimento, apds o cultivo das plantas autotetrapléides em ambientes com maior
concentracdo de CO,. Em suma, os autores observaram que este padrdo de raizes produzidas
pelas plantas tetrapldides resultou em menores taxas de crescimento.

Outra caracteristica alterada significativamente nas plantas autotetrapldides de limao
‘Cravo’ foi a relacdo entre clorofila a e b, que aumentou nas duas plantas (Tabela 15).
Romero-aranda et al. (1997), pelo contrario, observaram valores 25% menores da relacdo de
clorofila a/b nas plantas tetraploides, apesar de verificarem incremento na concentragdo total

de clorofila nas mesmas plantas.
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As clorofilas sdo grupos de pigmentos verdes absorventes de luz, ativos na
fotossintese. A luz absorvida por carotendides ou pela clorofila b é rapidamente transferida
para a clorofila a dando continuidade a cadeia de producdo de energia (TAIZ; ZEIGER,
2004). Portanto, os teores de clorofilas e as suas propor¢des equilibradas, sdo fundamentais
para que as plantas apresentem uma maior eficiéncia fotossintética. Provavelmente, quanto
maior o teor de clorofila total, maior serd a eficiéncia de producdo de energia para a planta,
desde que outros fatores que contribuem para realizacdo da fotossintese também estejam em
propor¢des adequadas.

E conhecido que na poliploidizacdo hd um incremento no tamanho das células em
todos os tecidos: raiz, caule, folha, flores e graos de pdlen, entretanto, o tamanho do

cloroplasto normalmente nao € alterado pelo fator ploidia (LADYGIN, 2004).

5.5 Experimentos adicionais

5.5.1 Avaliacio de densidade estomatica, de outras plantas polipléides putativas

Os resultados obtidos com as avaliagdes de densidade estomdtica das plantas
selecionadas e das respectivas plantas-controle estdo citados na Tabela 16.

Para tangerina ‘Sunki’, foram selecionadas 15 plantas pelo método de sele¢do visual e
dentre estas, 11 foram consideradas como sendo polipléides (tetrapldides ou outra poliploidia)
utilizando-se o método de avaliacdo da densidade estomética (SK - plantas 1, 2, 4, 5, 6, 9, 10,
13, 14, 16 e 18). Isto porque apresentaram valores de densidade estomadtica iguais ou

inferiores aos da planta-controle tetrapldide (Tabela 16).
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Diante de tal resultado, considera-se que o método de identificacio de plantas
polipldides de tangerina ‘Sunki’ com base em caracteristicas morfolégicas de folhas foi
eficiente em identificar plantas polipldides.

Tabela 16 - Médias de densidade estomética de plantas polipléides putativas selecionadas por
caracteristicas morfoldgicas e dos controles.

Genotipos Densidade estomatica Tratamento
(mmz) (concentragdo/tempo em
colchicina)
SK-Controle 2X 3179 b
SK-Controle 4X 230,4 cd 0,05%/*
SK - planta 1 213,0 de 0,05%/*
SK - planta 2 183,9 de 005%/1 dia
SK - planta 4 165,7 de 0,025%/2 dias
SK - planta 5 160,2 e 0,05%/1 dia
SK - planta 6 156,6 e 0,1%/1 dia
SK - planta 9 233,0 cd 0,05%/1 dia
SK - planta 10 223,9 cde 0,05%/*
SK - planta 11 293,1 bc 0,025%/2 dias
SK - planta 12 3186 b 0,1%/1 dia
SK - planta 13 214,8 de 0,025%/2 dias
SK - planta 14 163,8 de 0,05%/1 dia
SK - planta 16 152,9 e 0,05%/3 dias
SK - planta 17 418,7 a 0,025%/2 dias
SK - planta 18 162,0 de 0,025%/1 dia
SK - planta 19 344,1 b 0,025%/2 dias
Teste F 32,7 **
CV (%) 14,7
LC - Controle 2X 529,9 a
LC - Controle 4X 247,5 ¢ 0,05%/3 dias
LC - planta 3 3914 b 0,05%/2 dia
LC - planta 15 458,7 ab 0,1%/1 dia
LC - planta 20 402,3 b 0,025%/1 dia
LC - planta 21 4424 b 0,1%/1 dia
Teste F 43,1 **
CV (%) 10,9
Cleo - Controle 2X 477,8 a
Cleo - Controle 4X 265,5 b 0,05%/1 dia
Cleo - planta 7 3204 b 0,1%/1 dia
Cleo - planta 8 189,3 ¢ 0,05%/2 dias
Teste F 83,5 **
CV (%) 11,7

Meédias seguidas de letras distintas, na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey.

* tempo de tratamento em colchicina desconhecido.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F.

Amostras: SK - tangerina ‘Sunki’; LC - limdo ‘Cravo’; Cleo - tangerina ‘Cledpatra’
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Dentre as quatro plantas polipldides putativas de limao ‘Cravo’ avaliadas, uma foi
considerada como sendo dipléide (LC — planta 15), por apresentar ploidia idéntica ao da
planta-controle dipléide (Tabela 16). As demais plantas avaliadas apresentaram densidades
estomadticas intermedidrias entre as duas plantas controles (2x e 4x) e, portanto, ndo puderam
ter a sua ploidia confirmada. Para isto, seria necessdria a realiza¢do de andlises mais precisas,
pela metodologia de citometria de fluxo ou contagem de nimero de cromossomos.

A planta 8 de tangerina ‘Cledpatra’ foi confirmada como sendo tetrapléide, com base
na avaliacdo da densidade estomdtica. J4 a planta 7, apresentou densidade estomatica
intermedidria ao das duas plantas-controle, mas com valor estatisticamente semelhante ao da
planta tetrapldide. Diante de tal fato, pode-se supor de que se trata de uma planta polipldide,

mas para a confirmacdo desta hipétese seria necessdria a realizacao de andlises mais precisas.

5.5.2 Estimativa da porcentagem de plantas nucelares, obtidas de sementes
germinadas in vitro de variedades de porta-enxertos, pelo método de marcadores

moleculares TRAP’s

Os resultados obtidos com as amplificagdes realizadas com os trés pares de primers
TRAP’s, nos DNA’s de plantas de tangerina ‘Sunki’ demonstraram que 10% das plantas
avaliadas apresentavam bandas distintas das observadas na planta-controle. Estas plantas
foram entdo consideradas como sendo plantas zigéticas.

A Figura 6 representa uma regido de um gel de poliacrilamida denaturante (a 5%)
contendo os resultados obtidos (padrdao de bandamento) com o uso da combinacdo de primers
F2P5 de marcadores moleculares TRAP’s. Nesta figura pode-se observar a existéncia de
polimorfismos no DNA de algumas plantas obtidas por germinacdo de sementes. Os

polimorfismos podem ser representados pela auséncia de bandas, no padrdo da planta
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avaliada, ou entdo, pela presenca de bandas adicionais no padrdo destas mesmas plantas

(Figura 6).

P 1 211 13 14 A

Figura 6. Gel de poliacrilamida (5%) denaturante contendo o padrdo de bandamento resultante
da amplificagdo com primers F2P5 de TRAP’s. Amostras: P- tangerina ‘Sunki’

controle; amostras das plantas 1, 2, 11, 13 e 14. Setas indicam regido com
polimorfismo de DNA.
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Os resultados obtidos com as amplificacdes realizadas com os trés pares de primers
TRAP’s, nos DNA’s de plantas de tangerina ‘Clédpatra’ demonstraram que todas as plantas
apresentavam o mesmo padrdo de bandamento da planta-controle, demonstrando que a
tangerina ‘Cledpatra’ ndo produziu plantas zigbticas a partir da germinagdo de sementes.

J4a o limdo ‘Cravo’ foi a espécie que apresentou a maior porcentagem de plantas
zigébticas, nas avaliacdes dos trés pares de primers de marcadores moleculares TRAPs. Esta
porcentagem foi estimada em 55% de plantas zigéticas, obtidas a partir da germinagdo in vitro
de sementes.

Na Figura 7 pode-se ter uma idéia do padrdo de polimorfismo, observado nas amostras

de DNA de limao ‘Cravo’.

P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1213 14 15 16 17 18 19

Figura 7. Gel de poliacrilamida (5%) denaturante contendo o padrdao de bandamento resultante
da amplificacio com primers F2P4 de TRAP’s. Amostras: P- limdo ‘Cravo’
controle; amostras das plantas 1 a 19. Setas indicam regido com polimorfismo de

DNA.

A poliembrionia € caracterizada pela presenca de dois ou mais embrides na mesma
semente. Geralmente apenas um € de origem sexual, sendo os demais de natureza agamica,
provenientes do desenvolvimento de células do nucelo. Portanto, com genoma idéntico a
planta-mae (ANDRADE et al., 2007). A grande maioria das variedades citricas produz

sementes poliembridnicas devido ao seu forte potencial embriogénico do tecido nucelar do
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ovério, que normalmente origina de um a multiplos embrides adventicios ao redor do
embrido sexual, denominado de embrionia adventicia (KOLTUNOW, 1993).

Andrade (2007), usando a técnica de AFLP na deteccio de polimorfismos em
plantulas originadas de semente de diferentes variedades de citros, observou dissimilaridade
de 22% para limao ‘Cravo’ (Citrus limonia), 17% para tangerina ‘Sunki’ (Citrussunki), 12%
para tangerina ‘Cledpatra’ (Citrus reshni) e 18% para o citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradise
x Poncirus trifoliata), sendo que no total de plantulas avaliadas apenas 47% das plantulas
mostraram-se nucelares.

Cristofani e Machado (1998), usando marcadores moleculares do tipo RAPD para a
identificacdo e determinagdo de embrides zigdticos, encontraram uma freqii€ncia de 6% de
plantas zigéticas em sementeira de limao ‘Cravo’. Resultado bem inferior ao observado no
presente estudo. No entanto, sabe-se que a taxa de polimebrionia € varidvel de ano para ano e
que nas condi¢des de germinacdo das sementes in vivo, como foi o caso das sementeiras, as
plantulas hibridas possuem maior desvantagem em comparacdo com as nucelares, pois as
ultimas geralmente possuem maior vigor € ndo sofrem problemas genéticos. Assim, €
realmente esperada uma estimativa mais baixa para a porcentagem de plantas zigdticas em
populacdes de plantas obtidas de sementeiras, em comparacdo com populacdes originadas de

germinagao in vitro.
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6 CONCLUSOES

- O cultivo temporario em meio contendo colchicina causa toxidez aos explantes de citros
(segmentos de epicdtilo), e esta toxidez € maior em fung¢do do aumento da concentracdo de

colchicina e do tempo de cultivo no meio contendo o alcaléide.

- As plantas autotetrapldides, em geral, apresentaram folhas com maior espessura do limbo e

alteracdo na relacdo comprimento/largura do limbo foliar e aumento do espaco intercelular.

- A exce¢do da planta mixopldide de tangerina ‘Sunki’, as demais plantas polipléides
avaliadas de tangerina ‘Cedpatra’, limao ‘Cravo’ e tangerina ‘Sunki’ apresentaram folhas

com nimero significativamente menor de estdmatos por mm®.

- Todas as plantas autopolipldides avaliadas demonstraram ter origem nucelar, em avaliacdes

com uso de marcadores moleculares TRAPs.

- As plantas autopolipléides apresentaram diferentes alteragdes nas caracteristicas fisiologicas

avaliadas.
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