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RESUMO

A apomixia e a poliembrionia sao fatores que dificultam o melhoramento
genético em citros, embora sejam caracteristicas favoraveis para a propagagao
comercial de gendtipos. Distinguir embrides zigdticos entre embrides nucelares
de forma rapida é necessario para acelerar programas de melhoramento. A
avaliacdo morfolégica da progénie pode ser utilizada na identificacdo de
individuos de origem zigoética oriundos de fecundacéo cruzada, mas para que
seja eficiente as plantas devem estar expressando a totalidade de suas
caracteristicas fenotipicas. A Estacdo Experimental Agronémica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA-UFRGS) possui um banco de
germoplasma de citros, onde estao estabelecidas populagdes de tangerineiras
provenientes de polinizagao dirigida, cuja caracterizagdo € necessaria para que
se dé continuidade ao programa de melhoramento de citros. O objetivo principal
deste trabalho foi encontrar ferramentas que possibilitem a identificagcao
precoce de individuos zigoticos em populagdes de citros provenientes de
autopolinizacdo. Com este fim, foi utilizada uma populacdo de plantas citricas
adultas, obtida através da autopolinizagcao da tangerineira 'Montenegrina' (Citrus
deliciosa Ten.) realizada em 1993. Realizou-se avaliagdo morfolégica das
plantas, com base em descritores morfolégicos, avaliagao dos frutos quanto ao
tamanho, ao numero de sementes e a época de maturagcdo e avaliacido
molecular através de marcadores de microssatélite. As plantas foram
agrupadas pela similaridade fenotipica. Os resultados indicam que avaliagdes
morfoldgicas e fisico-quimicas, assim como o agrupamento fenotipico nao
foram eficientes para identificar os individuos de origem zigdtica na populagéo,
por outro lado os marcadores de microssatélite permitiram a identificacido de
quatro plantas de origem zigotica na populagéo.
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (60p.)
Abril, 2008. iii
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ABSTRACT

Apomixis and polyembryony are factors that make citrus breeding
programs hard, although these are positive traits for commercial propagation of
genotypes. Distinguish zygotic embryos among nucellar embryos rapidly is
necessary to speed up breeding programs. The morphological evaluation of the
progeny can be used in the identification of zygotic individuals, however the
plants have to express fully their fenotypic features. The Estacdo Experimental
Agronémica of Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA — UFRGS)
maintains a citrus germoplasm bank, where populations of tangerines resulting
from controlled pollinations were established. Caracterization is necessary to
continue with the citrus breeding program. The main objective of this study was
to obtain tools for early identification of zygotic individuals in citrus populations
resulting from self-pollination. A population of adult citrus plants was used. This
population was obtained through self-pollination of the ‘Montenegrina’ mandarin
(Citrus deliciosa Ten.) in 1993. Plant evaluation based on morphological
descriptors, fruit evaluation (size, number of seeds, and ripening period) and
molecular evaluation by SSR markers were performed. The plants were grouped
for fenotypic similarity. Results indicated that morphological and fruit quality
evaluations, as well as fenotypic groupment were not adequate to identify
zygotic individuals in the population. On the other hand, the SSR markers
allowed the identification of four plants with zygotic origin in the population.

"Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (60p.)
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um grande produtor de frutas citricas, tanto em area cultivada
quanto em volume de produgado, o que torna a citricultura bastante importante
para o pais, tanto do ponto de vista econémico quanto social.

Devido as caracteristicas especificas do clima, o Estado do Rio Grande
do Sul possui grande potencial no que diz respeito a produgcédo de frutas de
mesa. A diferenca entre as temperaturas diurnas (mais altas) e noturnas
(baixas) no periodo de desenvolvimento do fruto faz com que estes
desenvolvam uma coloracao bastante atrativa e qualidade de suco ideais para o
consumo in natura.

O interesse em ndo apenas manter, mas também em aumentar a
produtividade e a qualidade destes frutos se deve a grande aceitagdo destes
para o consumo humano, tanto in natura quanto processado, gerando os mais
diversos produtos.

O processo de melhoramento de citros deve ser constante, buscando a
obtencdo de novas variedades que, além de serem apreciadas pelo publico
consumidor, sejam produtivas e/ou resistentes a doengas e tenham épocas
distintas de maturacao, podendo assim suprir diferentes mercados.

O melhoramento tradicional de citros € um processo bastante lento, pois
a planta citrica possui um ciclo de vida bastante longo. Uma planta citrica

proveniente de propagacédo sexuada leva anos para se desenvolver, superar o
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periodo de juvenilidade e entrar em producao, a fim de que possa ser completa
e adequadamente avaliada. Além disso, a apomixia, com a producao de varios
embrides por semente, € uma caracteristica presente na maioria das espécies
citricas de interesse que também dificulta o trabalho do melhorista.

A caracterizagao do germoplasma de plantas citricas € um importante
recurso para aceleracdo dos processos de melhoramento, ajudando na
identificacdo de genodtipos superiores que podem ser uUteis tanto para o
lancamento de novas cultivares quanto para direcionar cruzamentos em
programas de melhoramento genético.

A Estagdo Experimental Agronémica da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (EEA-UFRGS) possui uma colegcao de germoplasma de citros,
onde estdo estabelecidas populagdes de tangerineiras provenientes de
polinizagao dirigida, cuja caracterizagao € necessaria para evitar duplicidade de
materiais, para revelar a qualidade das frutas produzidas e também para
proporcionar conhecimentos citogenéticos e moleculares, que guiem a escolha
dos futuros parentais em cruzamentos.

O objetivo principal deste trabalho foi encontrar ferramentas que
possibilitem a identificacdo precoce de individuos zigoticos em populagcdes de
citros provenientes de autopolinizagcdo. Com este fim, foi utilizada uma
populagdo obtida através da autopolinizagdo da tangerineira 'Montenegrina'
localizada na EEA-UFRGS.

Especificamente, os objetivos foram: a) caracterizar as plantas
morfologicamente; b) avaliar os frutos fisico-quimicamente; c) identificar graus
de similaridade entre as plantas através de polimorfismos morfolégicos; d)
identificar individuos zigdticos através de marcadores moleculares de

microssatélites; e) buscar  polimorfismos entre ‘Montenegrinas’.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A citricultura — aspectos gerais

A citricultura foi introduzida no Brasil nos primordios do descobrimento,
pelos primeiros colonizadores, no atual estado da Bahia (Koller, 1994).

A produgao mundial de frutas em 2006 foi cerca de 500 milhdes de
toneladas. Destas, mais de 105 milhdes de toneladas foram de frutas citricas,
em uma area cultivada de mais de sete milhdes de hectares. O Brasil € o maior
produtor mundial de frutas citricas, a frente da China e dos Estados Unidos,
segundo e terceiro colocados respectivamente, e produziu em torno de 19 % da
producao mundial em 2005, mais de 20 milhdes de toneladas (FAO, 2008).
Estima-se que o Brasil produz 80% do suco de laranja consumido no mundo
(Mourao Filho et al., 2002).

Das mais de 23 milhdées de toneladas de tangerinas produzidas no
mundo em 2005, 1,27 milhdes foram produzidas pelo Brasil (FAO, 2008).

Ao apresentar em maior parte de seu territério clima classificado como
subtropical umido (Kdéppen), com temperatura média do més mais quente
superior a 22° C e temperatura média do més mais frio entre trés e 18° C, o
Estado do Rio Grande do Sul apresenta condigcdes de clima favoraveis a
producao de frutos com maior teor de sdlidos soluveis totais (principalmente
agucares) e melhor coloracdo da casca em comparagao com regides mais

quentes (Agusti et al., 1991), ou seja, favoraveis a producédo de frutas citricas
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de mesa, caracterizados como de qualidades fisico-quimicas muito boas
(Koller, 1994).

A area cultivada com tangerineiras no Rio Grande do Sul em 2004 era de
13.195 hectares, onde foram produzidas 174.746 toneladas da fruta, sendo o
segundo maior produtor do Brasil (IBGE, 2008).

Além das condigdes edafoclimaticas favoraveis, o Estado do Rio Grande
do Sul apresenta grande demanda por frutos citricos, o que justifica a constante
busca pelo aumento das areas de produgao e da produtividade dos pomares.

O Estado de Sao Paulo, maior produtor de tangerinas do Brasil,
apresenta pequena diversidade no que se refere a este grupo de frutas citricas,
cultivando apenas quatro variedades comerciais: tangerineiras ’'Ponkan’ e
‘Cravo’ (C. reticulata Blanco), tangor ‘Murcott’ (C. reticulata Blanco x C. sinensis
(L.) Osbeck) e ‘Mexerica do Rio’ (C. deliciosa Tenore) (Pio, 2003).

Produzir na entressafra € o grande segredo na produgao de frutas em
geral, ou seja, produzir tangerineiras no verao para o mercado interno e no
inverno para o hemisfério norte, ja que a safra no hemisfério sul coincide com a
entressafra do norte, desta forma, ha um grande espaco a ser conquistado.
Variedades cujos frutos apresentem maturacdo em épocas diferentes das
variedades atualmente cultivadas seriam Uuteis para suprir o mercado em
diferentes periodos, fora do periodo de safra, obtendo assim um maior valor
agregado.

Em todas as partes do mundo os consumidores vém se tornado cada
vez mais exigentes. Buscam frutas com caracteristicas de sabor diferente,
tamanho, forma e cor atrativas, sem sementes, faceis de descascar, vida de
prateleira mais longa e livre de residuos quimicos (Pio, 2003). De acordo com

Mouréo Filho et al. (2002) a obtencao de variedades copa de citros melhoradas,
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com énfase nas sem sementes, por exemplo, também seria interessante para
aumentar a capacidade do Brasil de competir no mercado externo, onde existe
a preferéncia por frutos que ndo possuam sementes, que sejam faceis de
descascar e que nao possuam excesso de 6leo na casca. Deste modo, torna-se
visivel a necessidade de um trabalho constante de melhoramento genético,

para a obtencao de novas cultivares que possuam importancia comercial.

2.2 A planta citrica

As plantas citricas apresentam uma taxonomia muito complexa,
principalmente com relagdo ao numero de espécies que constituem o género
Citrus e géneros afins. Sdo plantas dicotiledbneas pertencentes a familia
Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, tribo Citreae e subtribo Citrinae, esta
contendo 13 géneros (Swingle & Reece, 1967), incluindo Citrus, Fortunella e
Poncirus, os quais tém importancia econdmica no Brasil.

E possivel que muitos bidtipos, classificados como espécies, tenham sido
originados por hibridagcao interespecifica e preservados através da embrionia
nucelar (lwamassa & Nito 1988), isto devido a grande habilidade das plantas
citricas em cruzar e produzir hibridos, tanto intra quanto interespecificos (Araujo
et al., 2003).

A grande diversidade fenotipica, a poliembrionia, as hibridizagdes e as
mutacgdes, além dos diferentes conceitos de espécie fazem com que o género
Citrus receba diferentes divisbes e classificacbes. Além da taxonomia
complexa, muitos exemplares de citros sdo acessos oriundos de selecdes
locais, e, em alguns casos, a mesma cultivar possui diferentes nomes (Coletta

Filho et al., 1998).
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Swingle (1967) dividiu o género Citrus em 16 espécies, incluindo todas
as tangerineiras como C. reticulata. Em outra classificacao feita por Tanaka em
1962, as tangerineiras foram classificadas em mais de uma dezena de
espécies, destacando-se as mexericas (C. deliciosa), satsumas (C. unshiu
(Mak) Marc.), ponkans (C. reticulata) e clementinas (C. clementina Hort. ex
Tan.) com interesse como produtoras de frutos comerciais e as tangerineiras
‘Sunki’ (C. sunki Hort et Tan.) e ‘Cledpatra’ (C. reshni Hort. ex Tan.) como porta-
enxertos (Swingle & Reece, 1967). A classificacdo de Tanaka € a mais utilizada
hoje.

O fruto tipico dos citros € o hespiridium, com a casca rica em 06leos
essenciais em sua composicdo, variavel esta que serve também para
diferenciar espécies (Moreira & Pio, 1991; Frizzo et al., 2004).

O uso da hibridagdo no melhoramento genético de citros se depara com
algumas dificuldades: reproducdo apomitica, esterilidade, incompatibilidade,
longo periodo juvenil da progénie e o alto custo do cultivo das plantas. Isso
explica o fato de a maioria das variedades largamente empregadas
comercialmente serem originadas de mutagdes somaticas (Garcia et al., 1999).

A juvenilidade das plantas oriundas de sementes dificulta a selecao de
gendtipos de citros quanto as caracteristicas dos frutos, pois sdo necessarios
de 10 a 15 anos para se ter uma boa avaliagdo destas caracteristicas (Koller,
1994).

A propagacao de plantas citricas pode ocorrer por sementes, por
alporquia, por estaquia e por enxertia. Atualmente, a técnica mais utilizada é a
da enxertia, por apresentar vantagens sob a propagacao por sementes,
gerando mudas mais uniformes, com menor periodo de juvenilidade e maior

produtividade. Na realidade, a propagacao por enxertia utiliza duas técnicas de
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propagacao, pois a variedade copa de interesse (propagada assexuadamente)
se desenvolve sobre um porta-enxerto propagado por semente (sexualmente).
Segundo Castle (1987) o porta-enxerto influi sobre o desenvolvimento da
variedade copa, podendo dar a esta maior ou menor vigor, resisténcia a
doencgas e maior produtividade.

A enxertia, entretanto, além de permitir a transmissao de patdégenos
sistémicos, como virus, virdides e bactérias, pode favorecer a ocorréncia de
mutacdes espontaneas de gemas. Devido ao atual sistema de produgdo em
massa de borbulhas e de mudas é necessario o constante monitoramento das
plantas matrizes e blocos adensados de multiplicagdo de borbulhas
(borbulheiras), visando a identificagao de variagdes que possam comprometer a
qualidade genética das borbulhas produzidas (Carvalho et al., 2004).

Mutagdes esponténeas, constatadas por mudangas repentinas em
caracteres herdaveis, sado frequentes em citros, sendo observadas sob a forma
de variagdbes em ramos ou setores em frutos, podendo também ser
ocasionalmente detectadas em seedlings nucelares, situagao esta em que toda
a planta é afetada. Apesar das variagbes somaticas identificadas em pomares
comerciais serem geralmente desfavoraveis, apresentando baixa produtividade
de frutos, caracteres foliares atipicos, ou frutos anormais, muitas mutacdes
espontaneas de elevado valor tém sido verificadas, sendo que a maioria das
variedades citricas comerciais surgiu como decorréncia de algum tipo de
mutacgao natural (Soost & Cameron, 1975).

A producao de sementes € a forma mais comum de reproducdo em
plantas, estas, por sua vez, sdo resultantes da unido de gametas femininos e
masculinos, gerando embrides zigéticos. A formagdo de embrides de forma

assexuada, sem que ocorra a reducdo do numero cromossdmico e a posterior
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fecundacao caracteriza um fendmeno denominado apomixia. No caso dos
citros, os embrides apomiticos sdo geneticamente idénticos a planta mae e
desenvolvem-se junto ao embrido zigotico, fendbmeno denominado
poliembrionia (Frost & Soost,1967; Koltunow et al., 1993).

A poliembrionia € um fenbmeno frequente em citros (Frost & Soost,
1968). Ocorre devido ao grande potencial embriogénico do tecido nucelar do
ovario circundante ao saco embrionario. Desta forma, a grande maioria das
variedades citricas produz sementes poliembriénicas, ocorrendo a formacéao de
multiplos embrides adventicios (chamados comumente de nucelares) ao redor
dos embrides sexuais, 0 que se denomina embrionia adventicia (Koltunow,
1993). Em contrapartida, existem também variedades monoembridnicas, como
as tangerineiras Lee e Clementina (Cameron & Frost, 1968)

Eventualmente, pode ocorrer o desenvolvimento de mais de um embridao
zigotico, pela formacdo de dois sacos embrionarios, ou pela clivagem do
embrido zigotico, originando, neste caso, gémeos idénticos. Pode-se considerar
que as especies citricas, de um modo geral, sdo pré-adaptadas a ocorréncia de
poliploidia, uma vez que, segundo Mehra & Bawa (1969), a manifestacao
conjunta da reprodugao sexuada e da apomixia permite um escape a possiveis
casos de esterilidade, aumentando as chances imediatas de sobrevivéncia e
difusdo de novas formas.

O numero de embrides por semente varia muito entre as espécies € nem
sempre € constante nas variedades poliembriénicas (Frost & Soost, 1968). O
tipo de polinizagdo, auto-polinizacdo ou polinizacdo cruzada, pode exercer
influéncia sobre o numero de sementes por fruto (Moreira & Gurgel, 1941) e nas
proporgdes entre plantulas de origem zigotica e nucelares (Frost & Soost,

1968).
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A apomixia pode vir a ser um grande problema para o melhoramento de
citros, impondo limites a variabilidade genética obtida com polinizagbes
controladas (Ruiz et al., 2000), pois plantulas zigoéticas de espécies citricas sao
muito frageis, e morrem muito cedo, especialmente quando sédo oriundas de
auto-polinizacdo (Ruiz et al., 2000). No entanto, a apomixia € desejavel na
producdo de porta-enxertos, porque normalmente a reprodugdo comercial de
porta enxertos € realizada por meio de sementes oriundas de polinizagao aberta
(Bastianel, 1999), pois os embrides nucelares reproduzem uniformemente o tipo

parental (Moore & Castle, 1988).

2.3 Tangerineira ‘Montenegrina’

A tangerineira ‘Montenegrina’ (C. deliciosa) € uma das principais
variedades de tangerina em cultivo no Estado do Rio Grande do Sul, devido as
preferéncias do mercado consumidor local, sua adaptacgao climatica e producgao
tardia. Desta forma, a tangerineira ‘Montenegrina’ possui, a partir do més de
agosto, um mercado bastante favoravel na maior parte do pais, concorrendo
com frutos importados do Uruguai pelos comerciantes do centro do pais (Jodo
& Conte, 2006).

Atualmente, a regiao da Serra do Rio Grande do Sul, especialmente no
Vale do Rio das Antas, desenvolve-se um podlo importante de producado de
tangerinas, gracas ao clima bastante favoravel ocorrente na regiéo,
destacando-se a tangerineira ‘Montenegrina’ como a principal cultivar (Jodo &
Conte, 2006).

A variedade ‘Montenegrina’ (Figura 2) surgiu por volta de 1930 no distrito
de Lajeadinho, municipio de Montenegro, Rio Grande do Sul, provavelmente a

partir de uma mutagdo ou recombinagdo na progénie nucelar ou zigdética da
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cultivar Cai, a qual, naquela época, tinha cultivo expressivo na regiao
(Rodrigues & Dornelles, 1999). E uma cultivar tardia, sua maturagéo ocorre de
agosto a outubro, na regido da Depressao Central do RS (Sartori et al., 1998), e
no periodo anterior, outras variedades como ‘Okitsu’, ‘Cai’, ‘Ponkan’, ‘Pareci’ e
‘Murcott’ (Jodo & Conte, 2007) abastecem o mercado local.

A folhagem da tangerineira ‘Montenegrina’ € medianamente densa
(Figura 1), suas folhas possuem formato lanceolado e margem crenada, sao
simples, pequenas, sésseis e brevepecioladas e o tronco possui superficie lisa
(Donadio et al., 1995). As flores apresentam-se normalmente individuais ou em
racemos, nas extremidades de ramos da Uultima brotagdo, ocorrendo na

primavera (Rodrigues & Dornelles, 1999).

23 45 67 39%1012 l3|ll§1ﬁ|?“|9:ﬂﬂl'

FIGURA 1. Tangerineira ‘Montenegrlna A — vista externa dos frutos na
planta;, B — folha com formato lanceolado; C — semente
poliembridnica descascada; D — vista interna dos frutos; E —
frutos embalados para transporte; F — embrides separados
oriundos de uma unica semente.



11

A

' adla de

Planta
‘Montenegrina’ sob P. trifoliata em pomar
de producdo. EEA — UFRGS, Eldorado do
Sul, RS, 2007.

De acordo com Koehler (2001), que classificou tangerineiras de acordo
com IBPGR (1988), as folhas s&o consideradas de comprimento médio e
largura pequena, sendo o comprimento do pecilo € pequeno quando
comparado com outras cultivares de tangerina. A floragdo tem inicio na
segunda quinzena de agosto e termina na segunda quinzena de outubro. O
fruto possui formato oblato e didmetros horizontal e vertical médios. O epicarpo
é fino, de cor amarelo-alaranjado e superficie lisa, sendo a aderéncia do
epicarpo ao mesocarpo leve. Os frutos possuem na maioria dos casos menos
de 10-12 gomos.

A producdo da tangerineira ‘Montenegrina’ apresenta-se normalmente
alternante com excessiva produgdo em um ano e muito baixa no ano seguinte.
No entanto, segundo Rodrigues et al. (1999), os efeitos da alternéncia de
producdo podem ser amenizados com o desbaste ou raleio de frutos, de forma

quimica ou manual, retirando-se o excesso de frutos em ano de sobrecarga.
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Sartori et al. (1998) avaliou caracteristicas qualitativas de tangerineiras
‘Montenegrina’ (entre outras) nos anos de 1994 e 1995, as plantas avaliadas
posuiam dez anos de idade e haviam sido enxertadas sobre limoeiro Cravo (C.
limonia). Segundo este, o ponto médio de maturacdo da tangerineira
‘Montenegrina’ ocorre na segunda quinzena de agosto, sendo que o teor de
sélidos soluveis totais (SST) encontrado € de 11,60%, a acidez total titulavel
(ATT) é de 1,23% e o teor de suco € de 47,07 %.

Como a grande maioria das plantas citricas, a ‘Montenegrina’ é dipldide,
€ seu numero cromossOmico basico é nove onde x = 9 e 2x = 18 (Guerra et al.,
1997; Rodrigues, 1998; Weiler 2006; Brugnara, 2006).

Tanto a auto-fecundacdo da tangerineira ‘Montenegrina’ quanto seu
cruzamento com plantas de outras espécies do género pode gerar progénie
fertil.

Segundo Rodrigues (1998), sob polinizagdo aberta, a tangerineira
‘Montenegrina’ apresentou de zero a 19 embrides por semente, sendo seis o
numero médio de embrides por semente. Sob polinizagao dirigida o numero de
embrides por semente produzidos foi diferente, ficando em média de 3,31
embrides por semente em polinizagdes dirigidas de ‘Montenegrina’ com ‘King’
(Bastianel et al., 1997).

Devido as caracteristicas organolépticas, a aceitabilidade por parte do
mercado consumidor, a producédo tardia e a adaptagao ao clima do Rio Grande
do Sul, a tangerineira ‘Montenegrina’ vem sendo utilizada como genitor feminino
no programa de melhoramento genético de tangerineiras do Departamento de
Horticultura e Silvicultura da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

(Bastianel et al., 1997; Brugnara, 2006).
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2.4 Melhoramento Genético e Marcadores Moleculares

O melhoramento genético € uma importante forma de garantir a
produtividade e a sanidade dos pomares, sendo uma ferramenta com longo
prazo para dar resultados, os quais, no entanto, podem ser permanentes
(Mourao Filho et al., 2002).

O melhoramento de variedades copa de citros deve objetivar plantas com
poucas ou sem nenhuma semente, com boa coloragdo, bom rendimento de
suco (acima de 50 % do peso do fruto), além de produtividade e resisténcia a
doencas (Mourao Filho et al., 2002).

O padrao de herancga uniparental dos genes de organelas (mitocondrias
e cloroplastos) deve ser lembrado no momento da escolha dos genitores. Os
cromossomos de organelas estdo situados no citoplasma e, na maioria dos
casos, € o genitor feminino quem contribui com o citoplasma e,
consequentemente com as organelas, no momento da fecundacéao (Griffiths et
al., 2006).

Até o momento, ndo existem muitas informagdes sobre a natureza e o
modo de heranga genética das principais caracteristicas de importancia
agrondmica, no entanto, diversos trabalhos de mapeamento vém sendo
realizados com sucesso em citros, buscando-se genes e/ou caracteres de locos
quantitativos (QTLs) de resisténcia/tolerancia a sais e ao frio (Moore et al.,
2000), ao virus da tristeza (Cristofani, 1997; Mestre et al., 1997a; Mestre et al.,
1997b), dorméncia, juvenilidade e vigor (Roose et al., 1992), porte das plantas e
acidez dos frutos (Gmitter JR. et al., 1996).

Segundo Siviero et al. (2002) a heranga da resisténcia a gomose de
Phytophthora em Poncirus trifoliata e Citrus sunki € de natureza quantitativa e

complexa.
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O numero cromossdmico hapléide das espécies do género Citrus, assim
como dos géneros Poncirus e Fortunella, € nove, sendo a condicao dipléide
predominante, embora formas polipldides sejam identificadas ou produzidas,
mostrando-se uteis em programas de genética e de melhoramento. Formas
tetrapldides tém sido reportadas para esses géneros, havendo, também,
indicagbes de individuos triploides, pentaploides, hexapldides, bem como
aneuploides (Cameron & Frost, 1968; Chapot, 1975; Lee, 1988; Schwarz,
2001).

Raghuvanshi (1969) comenta que células somaticas apresentando
divisdo desigual, restabelecimento do nucleo resultando em células poliploides,
pontes somaticas e atraso dos cromossomos na anafase, parecem nao ser
incomuns em citros, enfatizando que tais problemas na cariocinese poderiam
facilmente induzir o aparecimento de células somaticas com genotipo
modificado em regides de crescimento, determinando, com as divisdes
celulares posteriores, o aparecimento de ramos modificados ou de variacdes
em gemas.

Frost & Krug (1942) chamam a atencao para o fato de que a enorme
diversidade observada em Citrus, além de sua elevada heterozigose, sugere a
ocorréncia de frequéncias relativamente altas de mutagdes génicas, podendo
ser essa uma das provaveis causas das variagdes de gemas verificadas nesse
género.

A identificacdo dos individuos zigéticos obtidos em cruzamentos dirigidos
ainda nos estagios iniciais do crescimento é dificil (Tan, 2007), assim,
desenvolver novas técnicas com este objetivo, ou mesmo aprimorar técnicas
existentes €& necessario para que se reduzam o tempo e o0s custos nos

programas de melhoramento genético em citros.
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A caracterizagao apenas por caracteres morfolégicos pode ser imprecisa
devido a influéncia do ambiente no fendtipo (Barbosa Neto & Bered, 1998).
Porém, marcadores morfolégicos tém sido utilizados para identificacdo de
paternidade em Citrus. Os resultados mostraram que a técnica é util para
analises preliminares, reduzindo o numero de gendtipos a serem analisados por
outras técnicas mais caras, como os marcadores moleculares (Ballvé et al.,
1997; Bastianel, 1999).

Minhas et al. (1991) estudaram a segregacao de caracteres vegetativos
em populacbes F1 de cruzamentos de cultivares de C. reticulata Blanco,
obtendo plantulas que, em sua grande maioria, eram morfologicamente
semelhantes a um dos pais ou intermediarias a ambos os genitores, para todos
os caracteres estudados, indicando que a identificacdo morfologica de
individuos zigoticos pode ser eficiente, quando tais individuos sédo oriundos de
fecundacao cruzada. Nestes casos, plantas com caracteristicas intermediarias
as dos pais, ou morfologicamente mais semelhantes ao progenitor masculino
sao consideradas zigoticas.

Hibridos obtidos em cruzamentos dirigidos onde a planta doadora de
polen possui alguma caracteristica de carater dominante sdo mais facilmente
identificaveis. O Poncirus trifoliata (L.), por exemplo, possui como caracteristica
controlada por poucos genes de carater dominante (Cameron & Soost, 1980), a
producao de folhas trifolioladas, facilmente identificaveis visualmente.

Para o estabelecimento de um programa de melhoramento consistente &
importante conhecer os recursos genéticos disponiveis. E provavel que os
programas de melhoramento que empreguem técnicas convencionais

associadas a biotecnologia tenham maiores chances de sucesso frente as
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barreiras reprodutivas apresentadas pelas plantas citricas, como poliembrionia
e longo periodo juvenil (Mouréao Filho et al., 2002).

Em razdo dos caracteres morfolégicos geralmente apresentarem
natureza poligénica com heranga aditiva e serem altamente influenciados pelo
meio ambiente (Cameron & Frost, 1968), a identificagao precisa dos hibridos
vem sendo realizada por meio de marcadores bioquimicos e moleculares
(Oliveira et al., 2003).

O uso de marcadores moleculares tornou possivel a construgcao de
mapas geneticos para um grande numero de espécies de plantas, permitindo
também a selegao precoce de caracteristicas que somente irdo se expressar no
estadio adulto das plantas (Tanksley et al., 1981; Grattapaglia & Sederoff,
1994). Os marcadores moleculares sao mais eficientes do que os marcadores
fenotipicos, pois ndo sao influenciados pelo ambiente e sdo detectados em
todas as fases do crescimento da planta (Mohan et al., 1997).

De acordo com Cervera et al. (1996), as técnicas de marcadores
moleculares tém facilitado e potencializado a analise genética de plantas e vém
tornando-se uma ferramenta extremamente util no melhoramento genético de
varias espécies. Marcadores moleculares tém sido utilizados com objetivo de
avaliar relagdes genéticas entre cultivares, espécies e hibridos intra e
interespecificos. O uso de técnicas como Analise de Isoenzimas e Marcadores
RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) se mostram eficientes, mas com
algumas limitagdes.

Segundo Tusa et al. (2002) o resultado obtido com a utilizagdo de
Analise de Isoenzimas pode ser influenciado pelas condigcdes ambientais e pelo
estagio de desenvolvimento dos tecidos da planta, além disto, o numero de loci

polimérficos € muito pequeno.
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De acordo com Andrade-Rodriguez et al. (2005), a técnica de
Marcadores de RAPD ¢ eficiente na identificagdo de plantulas zigdticas
provenientes de polinizagao aberta, no entanto, nenhum primer por si s6 foi
capaz de identificar todas as plantulas zigéticas encontradas no estudo. Além
disso, de um total de 30 plantulas obtidas com o resgate de embrides de sete
sementes (onde se teve 100% de germinacdo de embrides) apenas cinco
plantulas foram identificadas como de origem zigdtica, diferente do que seria o
esperado.

No inicio dos anos 1980, através de diversos estudos, determinou-se
que o genoma dos eucariotos é constituido de 20 a 50% de DNA repetitivo,
sendo o DNA altamente repetitivo mais concentrado em regides de
heterocromatina. As sequéncias de DNA repetitivo mais complexas foram
denominados minissatélites e outras mais simples de SSR (Simple Sequence
Repeats) ou microssatélites (Tautz & Renz, 1984).

Marcadores do tipo Microssatélites baseiam-se na amplificacdo por PCR
de sequéncias de DNA de um a quatro pares de bases repetidas e adjacentes,
que se dispersam por todo o genoma de eucariotos (Zhao & Kochert, 1993). Os
primers devem ser homodlogos as sequéncias que flanqueiam os
microssatélites. A técnica permite o uso de primers desenvolvidos para
determinada espécie em espécies relacionadas ou mesmo em géneros afins
(Ferreira & Grattapaglia, 1996), mas, sua maior vantagem é o elevado
polimorfismo revelado, podendo-se encontrar mais de 30 alelos por loco, além
de ser mais rapido e barato que outros marcadores (exceto RAPD) (Milach,
1998; Bezte & Penner, 1998; Parker et al.,, 1998; Pinto, 2001), e possuir

repetitibilidade de resultados (Zane et al., 2002).
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Por possuirem uma expressdao codominante e multialélica, os
marcadores de microssatélites sdo os que possuem o mais elevado conteudo
de informacdo de polimorfismo dentre o0s marcadores moleculares,
possibilitando, para um determinado l6cus, a distingdo entre individuos
homozigotos e heterozigotos. Além disso, estes marcadores sao eficientes para
caracterizar e discriminar populagdes muito relacionadas, determinando as
relagdes genéticas entre elas, e atualmente tem sido utilizados também para a
identificacdo de plantas de origem zigdtica (Ferreira & Grattapaglia, 1996;
Barkley et al., 2006).

Segundo Ruiz et al. (2000), que utilizaram microssatélites para rapida
identificacdo de plantulas de origem zigética, dentro de um programa de
melhoramento de citros, nenhum dos marcadores co-dominantes é capaz de
detectar mais do que 50% dos individuos zigéticos quando estes sao obtidos
por autopolinizagdo, pois individuos heterozigéticos provenientes do
cruzamento sdo geneticamente idénticos aos individuos oriundos de embrides
nucelares. Oliveira et al. (2002), utilizaram os microssatélites associados a
marcadores morfolégicos para diferenciar plantas hibridas de plantas nucelares
num cruzamento entre o tangoreiro ‘Murcott’ (C. reticulata Blanco x C. sinensis
(L.) Osb.) e laranjeira ‘Pera’ (C. sinensis (L.) Osb.), sendo que a associag¢ao dos
dois marcadores, morfolégico e molecular, tornou a determinagdo mais barata e

mais rapida do que a utilizacdo somente de marcadores moleculares.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

O grupo principal de plantas utilizadas neste trabalho faz parte da
colecao de germoplasma de citros da Estagdo Experimental Agrondmica da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (EEA-UFRGS), localizado no
Municipio de Eldorado do Sul — RS, a 30°39'S de latitude e 51°06’E de
longitude.

Em 1993 efetuou-se a autopolinizagdo da tangerineira 'Montenegrina’,
obtendo-se nove frutos. Em 1994 estes frutos foram colhidos e deles foram
extraidas um total de 28 sementes para inoculagdo de seus embrides em meio
de cultura, gerando um total de 118 embrides inoculados em condigdes
assépticas e mantidos em ambiente controlado, com temperatura em torno de
25° C e fotoperiodo de 16 horas até o desenvolvimento de plantulas, no
Laboratério de Biotecnologia em Horticultura do Departamento de Horticultura e
Silvicultura. Dos 118 embrides inoculados em meio de cultura, 88 se
desenvolveram e geraram plantulas, que foram transplantadas para vasos e
mantidas em casa de vegetagdo. Destas, 82 plantas se desenvolveram e
atingiram o tamanho necessario para, em 1995, serem levadas a campo (Dados
provenientes das cadernetas do Programa de Melhoramento Genético de

Tangerineiras do Departamento de Horticultura e Silvicultura da UFRGS).
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A populagéo inicial levada a campo, composta por 82 plantas (Figura 3),

foi plantada em duas linhas de plantio que, para fins de identificagdo a campo,
foram denominadas de filas A e B, contendo 41 plantas cada uma. Quando do
inicio dos trabalhos da presente dissertacdo, em maio de 2006, ainda se

encontravam disponiveis (vivas) 67 plantas, das quais se procedeu a coleta de

material para extracédo de DNA, realizada no fim do més de maio de 2006.

B

FIGRA3. |st barmal d; po provenlnte d autolinizagéo da
tangerineira ‘Montenegrina’. EEA — UFRGS, 2008.

Além destas, foram coletadas amostras da tangerineira ‘Cai’ (cultivar que
deu origem a tangerineira ‘Montenegrina’), ‘Pareci’ (cultivar originada da
tangerineira ‘Cai’, assim como a tangerineira ‘Montenegrina’) e ‘Montenegrina
Rainha’ (material selecionado a partir de uma mutagéo ocorrida na tangerineira
‘Montenegrina’), além de quatro amostras de tangerineira ‘Montenegrina’

oriundas de diferentes viveiros.
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3.2 Caracterizagdo morfolégica das plantas

Para avaliagao das caracteristicas morfolégicas foram analisadas apenas
algumas caracteristicas que se mostraram mais promissoras em outros estudos
com tangerineira ‘Montenegrina’ (Brugnara, 2006 e Weiler, 2006) como habito
de crescimento, forma de copa e tamanho, forma, cor e tipos de margens das
folnas segundo os descritores propostos pelo International Board for Plant
Genetic Resources (IBPGR, 1998), “Descriptors for Citrus” (Tabela 1).

As variaveis de avaliacdo do tamanho das folhas foram: area foliar (cm?),
comprimento do limbo (mm), largura do limbo (mm), relacdo entre largura e
comprimento do limbo (mm), cor da folha e forma da margem do limbo. Foram
coletadas cinco folhas por planta, em posicao intermediaria em ramos de 20 a
30 cm de comprimento. Diferengas entre médias foram analisadas por analise
de variancia, considerando um delineamento completamente casualizado,
complementada pelo teste de Tukey.

Para comparacao foi utilizada uma planta de tangerineira ‘Montenegrina’
em pé franco, que foi produzida em 1994 e levada a campo junto com as
demais plantas da populagédo em 1995.

TABELA 1. Caracteristicas morfolégicas qualitativas avaliadas e suas possiveis
classes (IBPGR, 1988).

Caracteristica Classes
1. Planta
Forma Elipséide, Esferdide e Elipsdide-achatada
Habito de crescimento Vertical, Aberto, Inclinado e Choroso
2. Folha
Cor Verde-claro, Verde e Verde-escuro
Forma do limbo Elips6ide, Ovada, Obovada, Lanceolada,
Orbiculada
Forma da margem Crenada, Dentada, Inteira e Ondulada

Para avaliagdo morfolégica da copa foram coletados também a altura das

plantas, assim como seu diametro de copa.
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A partir dos dados gerados na avaliagdo da morfologia estimou-se a
similaridade fenotipica entre as plantas através do indice de Gower (Gower,
1972). Os indices de similaridade obtidos foram utilizados para o agrupamento
dos gendtipos pelo método UPGMA.

Segundo as cadernetas de campo do Programa de Melhoramento de
Tangerineiras, o inicio da producao de frutos nesta populagédo ocorreu em 2003.
A partir de entao, até a safra de 2007, das plantas que produziram frutos, foram
coletadas amostras de trés a dez frutos, conforme sua disponibilidade, destas
foram medidos o diametro, a altura, a massa, o nUmero total de sementes e o
numero de sementes viaveis, comparagdes entre meédias dos individuos
provenientes da autopolinizacdo e da tangerineira ‘Montenegrina’ foram

realizadas através da analise de variancia complementada pelo teste de Tukey.

3.3 Avaliacéo fisico-quimica dos frutos

A evolucdo da maturagdo dos frutos foi avaliada através dos dados
coletados nas safras de 2003 a 2007, onde seguiu-se a rotina de colheita de
frutos a cada 14 dias, coletando-se (de forma aleatdria) de 3 a 10 frutos de cada
planta, de acordo com a quantidade de frutos disponiveis em cada planta.

Em 2003, quando se iniciou o trabalho de avaliagao fisico-quimica dos
frutos, as colheitas tiveram inicio quando os frutos apresentavam-se préoximos
ao ponto de maturagéao (amarelecimento da epiderme, amolecimento da polpa e
perda de acidez do suco ao paladar). Nos demais anos foram considerados
também os dados de acidez e teor de solidos soluveis do suco obtidos nas
analises laboratoriais do(s) ano(s) anterior(es).

As amostras foram acondicionadas em cémara fria a 4° C e analisadas

até 10 dias apos a colheita no Laboratério de Péds-colheita de Produtos
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Horticolas do Departamento de Horticultura e Silvicultura da UFRGS, em Porto
Alegre, RS. Foram determinados o rendimento de suco dos frutos (% suco), a
acidez total titulavel (ATT), o teor de sdlidos soluveis totais do suco (SST) e o
indice de maturacéao (IM). A relacdo entre massa de suco extraido da amostra e
massa total da amostra determinou o rendimento de suco. A ATT, axpressa em
porcentagem de acido citrico, foi determinada por titulagdo de uma amostra de
suco, de cerca de 6,0 g e diluida em 50 ml de agua destilada, com NaOH em
concentracado 0,1 N. A mesma foi calculada pela equagao ATT = (V x N x 0,064
x 100) / G, onde V é o volume de NaOH consumido, N é a normalidade do
NaOH, 0,064 ¢é o fator para expressar a acidez em acido citricoemmeqe G é a
massa de suco. O SST foi medido por refratometria. O IM foi calculado pela
relacdo SST/ATT. A época de maturagao (comercial) foi definida pelos limites

de IM 8,0 e 16,0 e, simultaneamente, pelo rendimento de suco superior a 40 %.

3.4 Anélise Molecular

Para extracdo de DNA foram coletadas quatro folhas jovens e sadias,
aleatoriamente, em diferentes ramos da planta, pois, devido a comum
ocorréncia de mutacdes de gema, deve-se evitar coletar de apenas um ramo.
Estas folhas foram colocadas em sacos plasticos identificados com o numero
da planta e armazenadas em caixa de isopor com gelo, para transporte até o
laboratdrio. Apds, foram mantidas a 4° C até o momento da extracdo do DNA.

A extragdo do DNA genbmico, bem como as demais etapas da analise
molecular, foram realizadas no Laboratério de Genética Molecular Vegetal do
Instituto de Biociéncias da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os
DNAs foram armazenados em tubos eppendorfs e congelados, ficando

estocados até serem quantificados.
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A extragcao do DNA gendmico foi realizada segundo metodologia descrita

por Doyle & Dolyle (1990), com modificacbes. A superficie das folhas foi
previamente limpa para retirada de po e fuligem, a nervura central das folhas foi
retirada para facilitar a maceragdo em nitrogénio liquido. O material macerado
foi depositado em tubos eppendorf de 2 ml contendo 800 pl de tampao de
extragao, composto de 2% CTAB, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris 100 mM pH
8,0), 1,5 pl de mercaptoetanol e 1,3 pl de Proteinase K. O tampao foi
previamente aquecido a 65° C. A suspensao do material macerado no tampao
de extragdo foi realizada com o auxilio do aparelho Voértex. As amostras
permaneceram em banho-maria a 65°C por 40 minutos, sendo levemente
agitadas a cada 10 minutos. Apds, em temperatura ambiente, foi adicionado
800 ul de solucao de cloroférmio:alcool isoamilico, na proporgao de 24:1, e as
amostras foram agitadas por 30 minutos. A suspensao foi centrifugada por 10
minutos a 12.000 rotagdes por minuto (rpm). O sobrenadante foi
cuidadosamente retirado e transferido para outro tubo limpo, onde foi
adicionado o mesmo volume de isopropanol a -20° C. Realizou-se a inversao
dos tubos para observacao da precipitacdo do DNA. A solucao foi mantida a 4°
C durante uma noite. No dia seguinte os tubos foram retirados da geladeira e
centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm. A fase liquida foi descartada, foi
acrescentado 500 pl de alcool 70% e os pellets de DNA foram novamente
centrifugados por 10 minutos a 12.000 rpm para lavagem. O sobrenadante foi
descartado e os tubos foram mantidos invertidos até a total evaporagdo do
alcool. Os pellets de DNA obtidos foram resuspendidos em 100 ul de TE (10 nM
Tris base pH 8,0 e 1 mM EDTA). Os tubos foram mantidos por um diaa 4°C e

depois armazenados a -18° C até a utilizacao.



25

A quantificacdo e a qualificacdo do DNA das amostras foi determinada
segundo metodologia descrita por Sambrook et al. (1989) com modificacées,
através de eletroforese (uma hora a 100 V) a temperatura ambiente, em tampao
TBE 1X, em gel de agarose 0,8% corado com de brometo de etidio (0,5 ng/ml)
para a visualizagdo das bandas e comparacdo com padroes de concentragao
conhecida. A qualificagdo do DNA foi realizada observando-se a auséncia de
rastros na corrida eletroforética no gel de agarose. Apds a quantificagao, uma
aliquota de cada amostra foi diluida com agua estéril a uma concentragcao de
trabalho de 20 ng/ul em tubos eppendorf de 0,6 ml e armazenadas a — 18°C.

As reacbes de amplificacdo foram preparadas utilizando primers de
microssatélites desenvolvidos no Centro APTA Citros Sylvio Moreira — IAC
(Cordeirdpolis, Sdo Paulo), a partir de bibliotecas de Citrus sinensis L. Obseck,
cultivar Péra (Tabela 2), sendo as reagdes preparadas num volume final de 20
Ml contendo 0,4pl da enzima Taq polimerase (5U/ul); 0,4 ul de dNTP mix (dATP,
dTTP, dCTP, dGTP a 10 mM); 2,0 ul de tampéao de reagdo 10X (10 mM tris —
HCI 9 pH 8,3); 1,0 ul de MgCl (50mM); 4,0 ul de primer R e 4,0 yl de primer F
(10 mM); 2,0 pl de DNA gendmico (20 ng/ml) e 6,2 pl de agua de miliQ estéril.

A amplificacdo das regides especificas foi realizada com a utilizagao da
técnica de PCR (“Polymerase Chain Reaction”) em termociclador submetendo-
se as solugdes de reagao a 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 65-56°C por 30
segundos (touchdowm de 0,3°C a cada ciclo) e 72°C por cinco segundos. Apés

a amplificagao foi acrescentado 10 ul de stop solution em cada amostra.
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TABELA 2. Relacédo dos locus utilizados com suas respectivas descrigdes.
Centro APTA Citros Sylvio Moreira — IAC (Cordeirdpolis, Sao
Paulo). (Novelli et al., 2006; Palmieri et al., 2007).

Loci Cddigo Apta SequénciaF (5" » 3) Motivo
Citros SequénciaR (3’ » 5)

01 CCSM1 cagctccaagaaacccta (AG)n
gccaatatatcatgcaggta

03 CCSM3 gcaatgcaccttgtcattag AG)n
catcacaggcacttatgcag

12 CCSME49 aataagcgtatcagcagcagg (GTTGA)6
aatcatgaacgggatgaaac

19 CCSM19 ggacactgtgactaa (AG)n
agctaccaagacaccacc

25 CCSM25 cttgacataatagagtggag (TGA)9
tcgttcatgtactctccatt

46 CCSM46 ataccttatcaagtaacacg (GCA)6(CAA)8
tcagaatgagtactagctcc

49 CCSM49 accgatcagcagaagagg (CAA)9
ttgctgttgcttctgttg

54 CCSMEc1 acgctctctccactatccga (GAA)10
ctgcagccgaagatatgtga

60 CCSMEc7 cttggaggaaaacagcagagg (ATC)8
cgaattggaatcaaaggcat

62 CCSMECc9 ttcgatagcgctgttgtttg (GATGAC)6
caccatcaccatcacggtag

63 CCSMEc10 ggtggcgagattatgctgtt (AAC)7
tgcagtccaacaaaaacaa

67 CCSMEc14 gccgatcctctttctctttg (AG)15ccat
aagcacgttatcgggatctg (GGC)7

90 CCSM90 gtgcagttgcatatgag (AG)13
ctgtaagtcaaacggaag

129 CCSM129 gtatgtggagagatgttc (CA)7(TA)4
atctgctcttatgaccac

146 CCSM146 tggttagaaggtgaacag (AG)25
acatagaggtttgcttacc

147 CCSM147 agactcacgtaacctacttc (AG)18
gcattgttatgatacgtctg

150 CCSM150 tcagacaatgtgttagagag (AG)11N(A)8
tcggttgctacttgtatc

156 CCSM156 gtctctgttgtgtgtcggtt (TC)20
acgaagtgaagtgtgtaatg

A visualizacdo dos fragmentos amplificados foi feita em gel de

poliacrilamida desnaturante 6% (5,7 g de acrilamida, 0,3 g de bisacrilamida,

42,5 g de uréia, 20 ml de Tampao TBE 0,5X), aplicando-se 6 pl de reagao por

canaleta, sob uma corrente elétrica de 1400 a 1600 Volts. A revelagao dos géis



27
foi feita com coloracdo por nitrato de prata, seguindo o seguinte protocolo:
quatro minutos em Acido Nitrico 1%, uma lavagem com &gua deionizada, 20
minutos em Nitrato de Prata 0,2%, duas lavagens com agua deionizada, 3 a 8
minutos em Solugao de Revelagao (29,6 g Na2COs, 540 pl de Formaldeido, 200
Ml de Tiossulfato de Sodio a 10ng/ml, para um litro de solugao), duas lavagens
com agua deionizada, 4 minutos em Acido Acético 10%, uma lavagem com
agua deionizada. O produto amplificado foi comparado com marcadores de
peso molecular 10 pares de base (10 pb).

A analise dos resultados foi feita através da observacdo dos géis, de

acordo com a presenga e/ou auséncia de bandas.



4 RESULTDOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacdo morfoldgica das plantas

A forma de planta predominante na populagdo proveniente de
autopolinizagdo da tangerineira ‘Montenegrina’ é a esferdide (Tabela 3), sendo
que também se observou plantas achatadas (B02, B11 e B28) e elipsoides
(B15, B21, B27 e B30).

O habito de crescimento predominante é o aberto (Tabela 3). Observou-
se também uma planta com habito de crescimento inclinado (B28) e duas
plantas com habito de crescimento vertical (B21 e B27).

A altura das plantas variou de 1,30 a 3,90 metros e o diametro de copa
variou de 1,60 a 5,10 metros (tais dados nao foram avaliados estatisticamente,
por serem de apenas um ano) (Tabela 3).

Na populagdo avaliada, todas as plantas possuiam folhas simples e
formato lanceolado sendo as margens da folha crenadas. A cor predominante
foi o verde, mas também houveram plantas cujas folhas apresentaram cor
verde claro e também plantas com folhas verde escuro.

A area acumulada de cinco folhas variou de 34,10 a 115,50 cm? (Tabela
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TABELA 3. Forma, habito de crescimento, altura e diametro de copa de
uma populagdo obtida através da autopolinizagcdo da
tangerineira ‘Montenegrina’. EEA — UFRGS, Eldorado do Sul,

RS, 2008.
Genobtipo Forma da Hébi_to de Altura Diametro(m)
copa crescimento (m)
AO01 Esferoide Aberto 2,50 2,00
A02 Esferoide Aberto 3,60 3,90
AO03 Esferdide Aberto 3,90 5,10
A04 Esferdide Aberto 3,40 3,50
A05 Esferdide Aberto 3,50 4,60
A06 Esferdide Aberto 3,20 3,90
AO08 Esferdide Aberto 3,40 3,70
A09 Esferdide Aberto 3,20 4,60
All Esferdide Aberto 3,30 4,00
Al2 Esferdide Aberto 3,90 4,20
Al3 Esferdide Aberto 3,50 4,00
Al4 Esferdide Aberto 2,90 3,50
Al6 Esferdide Aberto 2,75 2,80
Al7 Esferdide Aberto 2,70 3,20
Al8 Esferdide Aberto 2,50 2,10
A2l Esferdide Aberto 2,20 1,70
A22 Esferdide Aberto 3,50 4,20
A23 Esferdide Aberto 3,70 3,80
A24 Esferdide Aberto 2,50 1,70
A25 Esferdide Aberto 2,30 1,60
A26 Esferoide Aberto 3,20 3,60
A27 Esferoide Aberto 3,10 4,70
A28 Esferoide Aberto 2,90 3,40
A29 Esferoide Aberto 3,30 4,20
A30 Esferdide Aberto 3,50 2,70
A31 Esferoide Aberto 3,70 3,60
A33 Esferdide Aberto 3,00 3,20
A34 Esferdide Aberto 3,10 3,70
A35 Esferdide Aberto 3,50 3,70
A36 Esferdide Aberto 3,50 4,50
A37 Esferdide Aberto 3,20 4,00
A39 Esferdide Aberto 3,10 2,90
A40 Esferdide Aberto 3,30 3,40
A4l Esferdide Aberto 3,30 3,50
BO1 Esferdide Aberto 2,90 3,50
B02 Achatada Aberto 1,30 1,80
B04 Esferdide Aberto 3,10 4,10
B0O5 Esferdide Aberto 3,40 4,60
B0O6 Esferdide Aberto 3,50 4,20
BO7 Esferdide Aberto 2,80 1,80
B11 Achatada Aberto 2,40 3,00
B12 Esferdide Aberto 3,50 4,40

B15 Elipsoide Aberto 3,30 2,90
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continuagcdo TABELA 3. Forma, habito de crescimento, altura e diametro de
copa de uma populacdo obtida através da autopolinizacdo da
tangerineira 'Montenegrina'. EEA-UFRGS, Eldorado do Sul, RS,

2008.
Genobtipo Forma da Hébi_to de Altura Diametro(m)
copa crescimento (m)
B16 Esferdide Aberto 2,70 4,00
B17 Esferoide Aberto 2,60 3,20
B18 Esferdide Aberto 3,10 4,20
B19 Esferdide Aberto 3,10 3,90
B20 Esferdide Aberto 3,20 4,20
B21 Elipséide Vertical 2,70 2,30
B22 Esferdide Aberto 3,10 4,00
B24 Esferdide Aberto 2,60 2,50
B26 Esferdide Aberto 3,20 3,60
B27 Elipséide Vertical 2,50 2,10
B28 Achatada Inclinado 1,90 1,60
B29 Esferdide Aberto 2,60 2,80
B30 Elipséide Aberto 2,90 3,40
B31 Esferdide Aberto 3,20 4,50
B32 Esferdide Aberto 3,30 3,20
B33 Esferdide Aberto 2,80 2,30
B34 Esferdide Aberto 2,80 2,40
B35 Esferdide Aberto 3,10 2,40
B36 Esferdide Aberto 3,00 3,50
B37 Esferdide Aberto 3,30 3,50
B38 Esferdide Aberto 3,20 3,60
B39 Esferdide Aberto 2,50 3,10
B40 Esferdide Aberto 2,40 2,50
B41 Esferoide Aberto 3,00 2,70
Montenegrina Esferdide Aberto 3,10 3,80

O comprimento médio do limbo foliar variou de 5,67 a 9,91 cm, havendo
diferenca estatistica entre a tangerineira ‘Montenegrina’ e onze plantas da
progénie, sendo que as plantas A16, A34, A41, B02, B12, B20, B24 e B33
apresentaram folhas com comprimento médio do limbo foliar inferior ao da
‘Montenegrina’ e as plantas A09, A14 e A28 apresentaram folhas de
comprimento meédio do limbo foliar superior do que o da tangerineira
‘Montenegrina’ (Tabela 4).

A largura média do limbo foliar variou de 2,17 a 3,98 cm, sendo que onze

plantas da progénie foram estatisticamente diferentes da tangerineira
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‘Montenegrina’, sendo que as plantas A01, A05, A16, A34, A39, B04, B12, B24,
B33 apresentaram largura média do limbo foliar inferior a tangerineira
‘Montenegrina’ e as plantas A18 e B28 apresentaram largura média do limbo
foliar superior ao da tangerineira ‘Montenegrina’ (Tabela 4).
A relagao entre largura e comprimento de limbo foliar variou de 0,33 a
0,54, onde apenas as plantas A41 e BO7 foram estatisticamente superiores a
tangerineira ‘Montenegrina’ (Tabela 4).

TABELA 4. Cor de folha (VE = verde escuro, V = verde, VC = verde claro),
area acumulada de cinco folhas, comprimento médio e largura
média de limbo e relagdo entre largura e comprimento de
limbo (L/C) de wuma populacdo obtida através da

autopolinizacdo da tangerineira 'Montenegrina'. EEA-UFRGS,
Eldorado do Sul, RS, 2007.

Area : Largura
Comprimento L
Genobtipos Coracumulada médio do media do L/CY
de 5 folhas limbo (cm)’ limbo
(cm?’ (cm)’
AO01 \Y 38,61 5,67 (2,38)* 0,42
A02 VE 76,13 8,28 2,91 0,33
AO03 \% 86,49 9,27 3,10 0,33
A04 \Y 89,67 9,22 3,18 0,35
A05 \Y 48,89 7,02 (2,37)** 0,34
A06 VE 103,37 9,38 3,67 0,39
A08 \Y 84,30 8,39 3,25 0,38
AQ09 VE 113,21 9,91* 3,73 0,38
All \Y 70,12 7,94 2,89 0,37
Al2 \% 62,43 7,60 2,71 0,36
Al13 \ 109,00 9,64 3,68 0,38
Al4 VC 57,82 6,57 ** 2,83 0,43
A16 VC 39,34 (5,43)* (2,17)** 0,40
Al18 \Y 102,20 8,93 3,83 0,43
A21 \Y 63,70 6,99 3,06 0,44
A22 \Y 68,90 8,65 2,84 0,33
A23 \% 71,32 7,87 2,72 0,35
A24 \Y 77,90 8,32 3,02 0,36
A25 \Y 56,60 6,87 2,89 0,42
A26 \% 66,09 7,28 2,85 0,39
A27 \Y 58,52 7,43 2,65 0,36
A28 \Y 107,24 9,89* 3,47 0,35
A29 VC 89,85 9,12 3,27 0,36
A30 \Y 98,82 8,84 3,47 0,39
A3l VC 71,40 7,77 2,98 0,38
A33 \Y 68,12 7,95 2,79 0,35
A34 \% 49,35 (6,72)* (2,45)** 0,37
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verde claro), area acumulada de cinco folhas, comprimento
médio e largura média de limbo e relagdo entre largura e
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Area . Largura
- acumulada Com,pr_lmento média do
Genotipos  Cor de 5 folhas _medlo do limbo L/CY
limbo (cm)”
(cm?’ (cm)
A35 \Y 92,77 9,01 3,31 0,37
A36 \ 115,03 9,71 3,61 0,38
A37 \ 81,15 8,71 3,03 0,35
A39 \Y 52,08 7,42 (2,47)** 0,33
A40 \% 93,03 9,15 3,36 0,37
A4l VC 63,41 (6,32)** 3,00 0,48
BO1 \Y 69,01 7,51 2,88 0,39
B0O2 \Y 52,91 (6,75)* 2,72 0,40
B0O4 \% 46,26 6,78 (2,38)** 0,35
B0O5 \Y 61,45 7,60 2,69 0,35
B0O6 VE 101,59 9,50 3,47 0,37
BO7 \% 71,05 6,58 3,55 0,54
B11 VC 63,23 7,64 2,84 0,37
B12 \Y 49,45 (6,33)** (2,54)* 0,40
B15 \Y 81,02 7,60 3,42 0,45
B16 VE 106,45 9,52 3,61 0,38
B17 VC 98,98 9,24 3,52 0,38
B18 \Y 79,03 8,28 3,02 0,37
B19 \% 101,69 9,73 3,47 0,36
B20 VC 49,79 (6,68)* 2,61 0,39
B21 \Y 74,63 8,43 3,11 0,37
B22 \Y 93,31 9,14 3,32 0,36
B24 \Y 42,38 (6,19)** (2,48)** 0,40
B26 VE 79,54 8,16 3,06 0,38
B27 \Y 58,79 7,38 2,84 0,38
B28 VE 115,50 9,38 3,98** 0,42
B29 VC 87,28 9,06 3,1 0,34
B30 VE 74,19 8,28 3,03 0,37
B31 \% 84,67 8,59 3,18 0,37
B32 \Y 69,52 7,87 2,96 0,38
B33 \Y 34,10 (6,08)** (2,06)** 0,34
B34 VE 87,30 8,36 3,38 0,40
B35 VE 77,88 7,83 3,19 0,41
B36 \Y 91,91 8,91 3,29 0,37
B37 \Y 95,96 9,09 3,42 0,38
B38 \% 90,09 8,41 3,32 0,40
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verde claro), area acumulada de cinco folhas, comprimento
médio e largura média de limbo e relagdo entre largura e
comprimento de limbo (L/C) de uma populagdo obtida
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Area . Largura
Comprimento o
L acumulada . meédia do y
Genotipos  Cor médio do : L/C
de 5 folhas limbo (cm)’ limbo
(cm?’ (cm)
B39 VC 68,67 8,06 2,79 0,35
B40 VC 77,27 8,02 3,06 0,38
B41 \Y% 73,91 8,15 2,92 0,36
Montenegrina VE 8,26 3,16 0,38
CcV -- -- 7,06 7,55 9,20

? Dados nao analisados estatisticamente
¥ Dados avaliados estatisticamente

*Diferenca em relacdo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo teste de

Tukey (p<0,05), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’;

** Diferenga em relagdo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo o teste

de Tukey (p<0,01), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’.

Quando da avaliacdo dos frutos, nos anos de 2003 e 2006, a

caracteristica diametro médio (mm) apresentou diferenca estatistica entre

‘Montenegrina’ e as plantas A07, A08, A13, A22, A23, A26, A31, A36, BO1, BO3,

B05, B17, B18, B20, B26 e B31 da progénie (Tabela 5).

TABELA 5. Diametro médio (mm) dos frutos de uma populagdo obtida
através da autopolinizagdo da tangerineira 'Montenegrina' em
cinco anos de avaliacdo. EEA-UFRGS, Eldorado do Sul, RS,
2008.

Genotipo 2003 2004 2005 2006 2007
A01 58,02 59,21 60,55
A02 59,90 59,15 56,28 54,65
AO03 60,23 58,55 59,59 55,24 56,93
AO04 59,74 59,74 53,74 67,00 55,00
A05 60,00 58,88 58,49 60,80
A06 55,60 55,40
A07 61,00**

A08 62,17 54,10 62,43 59,13
A09 60,14 60,53 63,07 62,37 61,10
A10 60,00
All 58,60 63,69 55,50
Al2 68,13 63,13 50,05
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continuagdo TABELA 5.Diametro médio (mm) dos frutos de uma populagéo
obtida através da
'Montenegrina’ em cinco anos de avaliagcdo. EEA-UFRGS,

Eldorado do Sul, RS, 2008

autopolinizacdo da

tangerineira

Genotipo 2003 2004 2005 2006 2007
A13 62,94 53,26 62,62** 49,30
Al4 62,12 53,89 66,00 56,65
A16 63,73 63,36 48,75 49,60
A17 56,42 63,72 54,07 50,80
A18 57,13 55,63
A22 60,88 57,43 55,46 63,28 ** 56,13
A23 59,45 58,41 59,20 68,14 ** 48,43
A26 57,00 57,00 61,77* 50,20
A27 63,18 59,15
A28 62,25 55,50
A29 57,94 58,50 55,54 57,13 49,85
A30 56,74 54,46
A31 56,67 61,31 60,02 66,63 ** 57,00
A33 57,85 54,43 52,65
A34 58,23 61,67 53,08 58,53
A35 60,43 47,75
A36 60,90 60,70 56,83 66,07 ** 56,30
A37 56,54 59,90 56,72 58,67
A39 64,53 41,17
A40 59,03 53,62 56,45 51,65
A4l 57,80 55,17 56,65 50,55
BO1 64,90 * 60,13
BO3 (49,93)**

BO4 65,34 55,72 59,90 57,93 58,93
BO5 60,80 60,28 55,48 62,08 ** 51,90
B06 61,24 60,17 52,56 58,89 65,43
BO9 56,25

B11 60,58 65,34 53,88

B12 59,59 58,34 60,65 60,80
B15 63,66 56,35 48,83 53,80 52,67
B16 52,78 57,14

B17 50,57 61,81* 47,10
B18 61,62 58,41 54,59 64,93 ** 56,03
B20 59,68 62,32 51,90
B22 61,58 51,89 58,41 62,20
B26 63,34 57,30
B27 58,30

B29 56,63 59,27 55,53 58,90

B30 58,63 57,20 56,81 54,36

B31 59,93 58,27 60,79 61,58 ** 53,50
B32 59,01
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continuagdo TABELA 5. Diametro médio (mm) dos frutos de uma populagéo
obtida através da autopolinizagdo da tangerineira
'Montenegrina’ em cinco anos de avaliagcdo. EEA-UFRGS,
Eldorado do Sul, RS, 2008

Genotipo 2003 2004 2005 2006 2007
B35 56,87 57,15 57,77
B36 52,03
B37 53,22 56,33 58,00 60,65 55,26
B38 56,59 52,84 48,75
B39 53,68 60,37 49,67
B41 56,90 59,00 60,50

Montenegrina 58,49 57,23 57,88 54,31 54,46
cVv 7,15 7,58 11,15 8,07 9,63

*Diferenga em relacdo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo teste de
Tukey (p<0,05), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’;

** Diferenga em relagdo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo o teste
de Tukey (p<0,01), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’.

Nos anos de 2003, 2006 e 2007, a caracteristica altura média (mm) dos
frutos apresentou diferenca estatistica entre ‘Montenegrina’ e as plantas A01,
A05, A08, A09, A12, A13, A22, A23, A26, A27, A31, A36, A39, B03, B04, B05,
B06, B15, B17, B18, B20, B26, B31 e B38 da progénie (Tabela 6).

Nos anos de 2003 e 2004 a caracteristica a massa média (g) dos frutos
apresentou diferenga significativa entre ‘Montenegrina’ e as plantas A12, B03 e
B11 (Tabela 7).

TABELA 6. Altura média (mm) dos frutos de uma populagcédo obtida através

da autopolinizagao da tangerineira 'Montenegrina' em cinco anos
de avaliagdo. EEA-UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2008.

Genotipo 2003 2004 2005 2006 2007
AO01 47,84 53,57 ** 59,20*
A02 53,60 46,47 47,64 44,45
A03 51,18 46,87 49,71 44,41 47,40
AO4 49,26 48,63 47,56 62,50 46,55
AO05 49,50 48,20 49,40 50,73 **

A06 49,20 48,07
AO07 54,10
A08 49,38 44,26 50,32** 55,67
A09 51,98 46,78 53,42 51,62** 52,00
A10 53,20

All 48,30 50,73 48,70
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Genotipo 2003 2004 2005 2006 2007
A12 52,42 54,30 ** 44,20
A13 49,95 45,26 53,82 ** 42,75
Al4 49,50 40,81 55,80 46,63
A16 50,18 52,41 41,40 39,80
A17 45,80 50,04 48,19 42,46
A18 45,9 50,37
A22 49,38 47,16 46,56 53,05* 47,77
A23 48,14 45,00 49,17 61,32** 44,53
A26 49,00 45,58 50,69 ** 40,78
A27 54,06** 50,85
A28 49,20 48,90
A29 47,50 46,63 45,60 45,63 41,70
A30 45,52 41,04
A31 49,00 48,31 48,16 55,27 ** 47,60
A33 45,08 44,46 44,65
A34 47,83 50,23 46,13 47,97
A35 48,70 39,28
A36 49,82 48,50 41,10 54,83 ** 48,08
A37 46,96 46,84 47,55 48,20
A39 57,00** 35,80
A40 47,70 52,48 46,92 43,45
A4l 51,58 44,84 48,00 40,16
BO1 48,58 49,00
BO3 (40,35)**

BO4 56,76* 41,92 50,13 48,52 50,05
BO5 51,67 47,13 46,16 53,16 ** 42,75
B06 53,34 49,22 44.43 52,45 ** 49,88
BO9 43,38

B11 49,17 51,14 44,54

B12 48,10 47,07 49,23 51,53
B15 57,32* 45,95 40,99 43,40 52,30
B16 46,16 46,46

B17 42,87 55,11* 40,73
B18 57,56 45,60 4717 54,13 ** 48,23
B20 46,02 53,55 ** 45,30
B22 49,20 44,67 48,79 54,10
B26 54,82 ** 51,53
B27 49,02

B29 47,53 46,36 47,63 48,68

B30 52,80 45,75 49,86 43,46
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Genotipo 2003 2004 2005 2006 2007
B31 46,85 46,67 49,65 55,57 ** 45,57
B32 46,21
B35 48,67 46,48 51,03
B36 42,27
B37 43,72 45,88 46,22 49,23 44,46
B38 48,47 45,84 41,68
B39 46,73 51,58 ** 44,83
B41 47,20 47,83 50,10

Montenegrina 49,64 46,03 46,06 43,29 45,56
cV 6,34 7,26 10,45 9,56 8,86

*Diferenga em relagdo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo teste de

Tukey (p<0,05), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’;

** Diferenga em relagcao a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo o teste de

Tukey (p<0,01), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’.

TABELA 7. Massa média (g) dos frutos de uma populagéo obtida atraves

da autopolinizagdo da tangerineira 'Montenegrina' em cinco

anos de avaliacdo. EEA-UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2008.

Genotipos 2003 2004 2005 2006 2007
AO01 86,83 96,10 101,00
A02 96,58 93,68 81,09 75,50
A03 96,78 98,23 96,42 75,00 82,67
AO4 95,94 96,04 78,08 136,00 75,25
A05 96,55 93,42 91,83 102,45
A06 83,00 87,14
AO07 119,00
A08 107,13 71,32 104,45 93,67
A09 101,10 99,65 114,48 106,55 101,75
A10 102,00
All 90,28 114,54 76,00
Al12 129,83 ** 116,00 62,00
A13 119,33 73,52 110,64 62,50
Al4 106,42 66,37 132,00 85,50
Al6 112,87 117,36 50,20 48,00
Al7 85,00 113,15 75,07 59,40
A18 87,51 78,64
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Genotipos 2003 2004 2005 2006 2007
A22 103,30 88,84 76,60 104,20 85,00
A23 96,15 94,56 92,74 140,30 93,33
A26 84,48 84,80 105,80 66,50
A27 116,70 97,00
A28 108,25 79,00
A29 91,08 90,98 78,01 78,20 61,50
A30 83,98 70,20
A31 83,73 105,51 97,00 127,60 89,00
A33 83,73 68,20 69,50
A34 91,57 107,53 73,20 86,33
A35 93,99 49,25
A36 103,16 103,60 84,97 126,40 83,25
A37 85,46 99,27 79,73 92,67
A39 121,33 34,00
A40 90,60 116,05 77,90 65,50
A41 91,66 78,13 87,34 55,50
BO1 117,60 95,67
BO3 (60,01)**

BO4 122,12 79,15 94,89 88,40 89,25
BO5 100,27 96,80 76,06 107,00 65,50
B06 103,50 96,63 68,87 98,70 100,00
B09 77,27

B11 100,98 123,54* 69,48

B12 96,12 88,49 97,82 101,00
B15 114,78 81,95 56,27 68,10 67,33
B16 69,77 84,60

B17 58,40 108,27 63,33
B18 109,82 89,45 77,22 111,30 84,00
B20 92,47 107,60 58,67
B22 105,75 64,35 86,60 100,50
B26 110,20 87,50
B27 93,60

B29 87,33 95,17 79,72 88,20

B30 95,23 85,52 85,33 68,70

B31 95,18 88,93 101,17 104,90 73,00
B32 92,19

B35 85,50 85,63 92,67
B36 65,33
B37 69,04 81,38 87,00 100,38 88,80
B38 85,83 72,64 58,00
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continuagdo TABELA 7. Massa média (g) dos frutos de uma populagao
obtida através da autopolinizagdo da tangerineira
'Montenegrina' em cinco anos de avaliagdo. EEA-UFRGS,
Eldorado do Sul, RS, 2008.

Genotipos 2003 2004 2005 2006 2007
B39 76,78 97,80 57,33
B41 84,17 94,75 94,80

Montenegrina 94,32 85,77 86,29 70,80 75,29
cVv 17,90 19,06 27,28 24,18 23,67

*Diferengca em relagdo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo teste de
Tukey (p<0,05), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’;
** Diferenga em relagédo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo o teste de
Tukey (p<0,01), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’.

A caracteristica numero médio de sementes viaveis por fruto nao
apresentou variagdo em nenhum dos anos avaliados na populagéao.

No ano de 2006 a caracteristica numero meédio de sementes variou
significativamente entre ‘Montenegrina’ e as plantas A05, A12, A13, A26, A31,
A37, B06, B12, B18, B29 e B31, sendo que todas estas apresentaram numero
médio de sementes inferior ao produzido pela tangerineira ‘Montenegrina’
(Tabela 8). Contudo, observou-se que na maioria destas ocorreu um maior
tamanho de frutos neste mesmo ano (Tabelas 3 e 6), no entanto, ndo observou-
se diferenga em massa (Tabela 7). Segundo Brugnara (2006), em geral, se
espera que frutos com menor numero de sementes apresentem menor
tamanho. Agusti (2000) lembra que além dos fatores hormonais, varios outros
fatores tém influéncia sobre o tamanho final dos frutos e que o tamanho
caracteristico do fruto € determinado por fatores genéticos.

A planta B03 destacou-se por ser a unica que, no ano de 2003,
apresentou frutos com altura, didmetro e massa inferiores aos da
‘Montenegrina’, no entanto, a caracteristica numero meédio de sementes por

fruto n&o variou significativamente. O restante frutos produzidos na populagéo,
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onde se identificou diferenca estatistica, apresentaram em média maior

tamanho e maior massa em todos os anos avaliados.

TABELA 8. Numero médio de sementes por fruto em uma populacio
obtida através da autopolinizagdo da tangerineira
'Montenegrina' em cinco anos de avaliagdo. EEA-UFRGS,
Eldorado do Sul, RS, 2008.

Genotipos 2003 2004 2005 2006 2007
AO01 9,6 8,2 8,5
AO02 6,2 9,0 6,1 8,0
A03 10,0 10,8 7.9 7.0 4,0
A04 8,6 8,7 1,4 9,0 4,5
A05 6,5 9,3 7,0 (5,0)*

A06 2,0 3,1
A07 7.0

A08 8,7 4,0 7.1 2,3
AO09 10,6 7,3 9,2 8,3 4.8
A10 3,0

All 7,8 10,0 2,0

A12 12,0 (4,0)* 0,5
Al3 11,0 6,0 (5,4)** 0,5
Al4 13,0 8,6 6,0 2,0
A16 10,2 6,7 9.4 4,0
A17 9,6 11,5 7,5 7.6

A18 9,0 7.2

A22 9,0 10,7 7.4 7.8 2,7
A23 9,5 11,0 8,0 8,6 2,7
A26 10,5 9,7 6,1)* 1,5
A27 6,9 2,0
A28 11,3 5,0
A29 8,8 9,0 8,1 8,6 5,0
A30 10,0 9,0

A31 10,0 10,9 8,1 (6,3)* 4,5
A33 13,3 9,1 3,0
A34 13,2 8,0 9,8 5,3
A35 10,1 2,5
A36 11,0 12,3 1,7 7.9 5,3
A37 8,6 10,1 (6,0)* 4,0
A39 9,3 2,7
A40 13,5 3,7 8,9 9,0
A4l 10,4 9,1 5,8 71

BO1 12,0 7.3
BO3 9,9

B0O4 13,6 9,5 7,6 14,4 4,5
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continuagdo TABELA 8. Numero meédio de sementes por fruto em uma
populagdo obtida através da autopolinizagdo da tangerineira
'Montenegrina’ em cinco anos de avaliacdo. EEA-UFRGS,
Eldorado do Sul, RS, 2008.

Genotipos 2003 2004 2005 2006 2007
B0O5 10,7 5,8 7.1 7.9 45
BO6 8,2 11,2 7.7 (5,6)** 5,3
BO9 9,8
B11 9,7 8,0 10,9
B12 7.9 9,1 (6,5)* 3,8
B15 9,2 11,8 8,6 10,1 9,3
B16 3,9 8,9
B17 7,3 6,8 0,7
B18 11,4 10,7 5,0 8,5 3,3
B20 8,2 (5,1)* 1,3
B22 11,7 7.8 7.3 4,5
B26 6,7 5,5
B27 9,3
B29 8,7 10,9 7.4 (5,1)*

B30 11,0 10,5 7.8 12,1
B31 12,3 10,8 6,4 (6,2)* 3,3
B32 10,1
B35 13,7 12,3 5,7
B36 2,7
B37 8,4 12,5 7.4 7,3 3,0
B38 7,0 5,0 1,0
B39 9,8 6,6 1,7
B41 12,3 13,5 7,2

Montenegrina 9,9 10,3 8,3 11,1 5,4
cV 35,83 71,92 53,56 40,75 76,33

*Diferenca em relagdo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo teste de
Tukey (p<0,05), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’;

** Diferengca em relagdo a ‘Montenegrina’ significante dentro da coluna segundo o teste
de Tukey (p<0,01), médias entre paréntesis inferiores a ‘Montenegrina’.

A caracteristica morfolégica quantidade de espinhos n&o foi quantificada
por ndo existirem descritores morfolégicos para quantidade de espinhos, no
entanto, algumas plantas da populagdo apresentam aparentemente uma maior
quantidade destes (Figura 4). Além disto estas plantas também se destacam

das demais plantas da populagao por ndo haverem produzido nenhum fruto até
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o momento (incluindo safra de 2008) onde os frutos encontram-se em

desenvolvimento, o que também & uma caracteristica marcante de juvenilidade.

FIGURA 4. Ramos jovens com espinhos. EEA
— UFRGS, Eldorado do Sul, 2008.

4.2 Avaliacéao fisico-quimica dos frutos

As analises qualitativas dos frutos geraram dados que foram utilizados
para se determinar a época de maturagcdo de cada uma das plantas da
populagao.

O inicio da coleta de frutos ocorreu na primeira quinzena de julho quando
os frutos apresentavam IM inferior a 8,0.

Algumas plantas ndo produziram frutos e/ou os frutos produzidos n&o
foram suficientes para que se realizasse a avaliagao.

Considerando-se os limites desejaveis de IM (entre 8,0 e 16,0) e o
rendimento de suco superior a 40% observou-se que a maior parte das plantas
da populacdo concentrou a época ideal de colheita de frutos da segunda
quinzena de julho até a primeira quinzena de setembro, sendo o fim da colheita
determinado pela auséncia de frutos e ndo por estes se apresentarem
sobremaduros a excec¢ao das plantas A05 e A22 que ultrapassaram os padrdes

ideais de maturacdo na segunda quinzena de setembro (Figuras 5 e 6).
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A evolugdo da maturagcdo dos frutos ndo expressa uma informacao

conclusiva para a distingdo entre os individuos de origem nucelar e os de

origem zigotica na populagao.

Més

Julho Agosto Setembro

Outubro

Quinzena

12 28 12 28 12 28

12 28

Genétipos

Montenegrina
AO01
A02
A03
AO4
A0S
A06
A08
A09
A11
A12
A13
A14
A16
A17
A18
A22
A23
A27
A28
A29
A30
A31
A33
A34
A35
A36
A37
A39
A40
A41

n
5
4
5
5
5
3
1
3
5
3
3
4
4
4
4
2
5
5
3
2
5
3
5
2
3
2
5
4
2
5
4

!

!

B M < 8,0 e % de Suco < 40,0
_IM<80e%deSuco>400

0e 16 e % de Suco > 40,0

B M entre
. IMentre80e16e%deSuco<400
FIGURA 5. Maturacao de frutos das plantas da Fila A de uma

progénie de autopolinizagdo da

‘Montenegrina’. EEA-UFRGS, Eldorado do Sul,

tangerineira

RS, 2003 a 2007. (n = Numero de anos de
avaliagao)



44

Més

Julho Agosto Setembro Outubro

Quinzena

12 28 12 28 12 28 12 28

Genétipos

Montenegrina
BO1
BO3
B04
BO5
BO6
B09
B11
B12
B15
B16
B17
B18
B20
B22
B26
B27
B29
B30
B31
B32
B35
B36
B37
B38
B39
B41

FIGURA 6.

n
5
2
1
5
5
5
1
3
4
5
3
4
5
3
4
2
2
4
4
5
3
3
1
5
4
5
3

B M < 8,0 e % de Suco < 40,0
B IM<8,0e % de Suco > 40,0

IM entre 8,0 e 16 e % de Suco > 40,0

0
_____________ IMentres8,0e16e % de Suco < 40,0

Maturagao de frutos das plantas da Fila B de uma
progénie de autopolinizagdo da tangerineira
‘Montenegrina’. EEA-UFRGS, Eldorado do Sul,
RS, 2003 a 2007. (n = Numero de anos de
avaliacao)

4.3 Similaridade fenotipica

Com os dados morfologicos quantitativos: didmetro da copa, altura da

planta, area média

de folha, comprimento médio do limbo da folha, largura

média do limbo da folha e a relagdo entre a largura média do limbo e o



45
comprimento médio do limbo; e morfolégicos qualitativos: habito de
crescimento, forma da copa e cor das folhas, foi elaborado um dendograma
para agrupamento das plantas da populagao e da planta mae (‘Montenegrina’)
através da similaridade fenotipica (Figura 7).

A similaridade média entre as plantas foi de 0,5 e a populacéao foi dividida
em dois grupos, o maior deles contendo a tangerineira ‘Montenegrina’ e outras
56 plantas (A01, A03, A04, A05, A06, A09, A11, A12, A13, A16, A18, A21, A22,
A23, A24, A25, A26, A27, A28, A29, A30, A31, A33, A35, A36, A37, A39, A41,
B01, B02, B04, B06, B07, B11, BB12, B16, B17, B19, B20, B21, B22, B24, B26,
B27, B28, B29, B30, B31, B32, B33, B34, B36, B37, B38, B39 e B41) e o menor
contendo apenas dez plantas (A02, A08, A14, A34, A40, B05, B15, B18, B35 e
B40) (Figura 7). A planta A17 nao participou do dendograma, pois esta morreu
antes da coleta dos dados morfologicos.

A avaliacdo do dendograma indicou grande variabilidade fenotipica, e
uma similaridade média baixa, 0 que nao seria 0 esperado uma vez que a
maioria das plantas da populagao possui origem nucelar, ou seja, sao clones de
‘Montenegrina’. Brugnara (2006) encontrou uma similaridade fenotipica de 0,6
entre hibridos de ‘Montenegrina’ e ‘King’ e entre hibridos de ‘Montenegrina’ e
‘Caipira’.

Os dois grupos formados nao apresentam diferengas perceptiveis
visualmente e, observando as caracteristicas morfolégicas utilizadas na
elaboracao do dendograma nao foi possivel afirmar qual foi a caracteristica ou
grupo de caracteristicas responsaveis pela separagdo das plantas em dois

grupos distintos.
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FIGURA 7. Arvore de similaridade fenotipica (dendograma) entre as plantas
de uma populagdo obtida pela autofecundagdo da tangerineira
‘Montenegrina’. Linha de corte na similaridade média (0,502).

Tais variagcdes encontradas podem ser decorrentes de acdo do ambiente
sobre as plantas. Como forma de testar a resisténcia desta populacdo aos
fungos de solo, as mesmas foram manejadas sem controle fitossanitario para
este fim, estando susceptiveis as doencas. Como a presenca de inéculo ndo é
uniforme na éarea, algumas plantas podem estar sendo afetadas em graus

distintos, o que pode acarretar em diferengas na expressao de caracteristicas

morfologicas.
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4.4 Analise molecular
Dos 18 primers de microssatélite testados para analise molecular 12
apresentaram polimorfismos de DNA, sendo heterozigotos para a tangerineira
‘Montenegrina’ (Tabela 9), no entanto, apenas sete se mostraram eficientes
para identificar as plantas hibridas na populacao (Tabela 10).
TABELA 9. Qualidade de amplificagao obtida com a utilizagdo de primers

de microssatélite desenvolvidos para Citrus sinensis, quando
utilizados em tangerina ‘Montenegrina’.

Amplificacdo ( A —houve HO - homozigotos ou Identificac&o de
) amplificacdo, F —amplificou HE - heterozigotos homozigotos na
Primers fraco ou NA - nao para a mae progénie (S —sim ou
amplificou) ‘Montenegrina’ N — néo)
01 A HO -
03 NA - -
12 A HE N
19 A HE S
25 A HO -
46 A HE N
49 NA - -
54 A HE S
60 A HE S
62 A HE S
63 A HE N
67 A HE S
90 A HE S
129 A HE S
146 F - -
147 A HE N
150 A HE N
156 F - -

Quando se deu inicio ao trabalho, ainda ndo haviam sido desenhados
primers especificos para Citrus deliciosa. Os primers utilizados foram
sintetizados a partir de DNA gendmico de laranjeira doce cv. Péra (Citrus
sinensis [L.] Osb.), ou seja, nao eram especificos para a tangerineira
‘Montenegrina’. Isto explica os resultados obtidos com a amplificacdo dos
mesmos, onde alguns amplificaram de maneira muito fraca e outros nao

amplificaram.
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O padrao de bandas obtido com a amplificacdo de cada l6cus para as 67
plantas da progénie foi avaliado de forma comparativa com a amplificacdo
obtida com o DNA da planta mae (‘Montenegrina’). Na progénie, as plantas que
apresentavam padrao de bandas heterozigoto, assim como a méae, podem ser
consideradas de origem nucelar ou de origem zigotica (autofecundacao). As
plantas que se apresentaram homozigotas para um dos alelos foram
consideradas de origem zigdtica obrigatdria (Figura 8). No entanto, nenhum dos
marcadores co-dominantes € capaz de detectar mais do que 50% dos
individuos zigadticos, pois individuos heterozigotos provenientes do cruzamento
sao geneticamente idénticos aos individuos oriundos de embrides nucelares

(Ruiz et al.. 2000).

12 13 14 15 16 17 18 19

FIGURA 8. Amplificagdo obtida com o léocus 62 com DNA da blana ée
‘Montenegrina’ (1), plantas nucelares ou de origem zigética nédo
identificada (2, 3, 4, 5, 6, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 16, 17 e 19) e
plantas de origem zigotica (7, 8, 15 e 18) em gel de
poliacrilamida 6%.
Sete dos 12 l6cus que foram heterozigotos para a planta mae permitiram
a identificacdo de individuos homozigotos na populagdo. Tais individuos a
campo sdo identificados como B02, B21, B28 e B33 (Tabela 11).
A planta B28 ja havia sido previamente identificada por Schwarz
(comunicagao pessoal) como de origem zigotica, pois a mesma foi identificada

através da técnica de Citometria de Fluxo a mesma foi identificada como sendo

uma planta tripldide, e, assim sendo, s6 poderia ter origem zigadtica.
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TABELA 10. ldentificacdo de individuos zigoticos obtidos através da
autopolinizagdo da tangerineira ‘Montenegrina’. N = origem néo
identificada. EEA — UFRGS, Eldorado do Sul, 2008.

Individuos Ziaoéticos Individuos Homoziaotos

Loci B02 B21 B28 B33 ‘Cai’ ‘Mont.” 03  ‘Mont.” 05
19 Z N Z Z N N N
54 Z Z Z N N N N
60 N N N Z N N N
26 Z Z Z Z N N N
67 Z Z Z Z N N N
90 N N N Z Z Z Z
129 Z Z N N N N N

O tamanho dos fragmentos observados foi semelhante ao tamanho
obtido com a amplificagdo utilizando-se Citrus sinensis L. Obseck, cultivar Péra,
na descricdo dos mesmos.

Visualmente as plantas identificadas como hibridas (Figuras 9 e 10) sao
morfologicamente diferentes do que seria o esperado para a tangerineira
‘Montenegrina’ (Figura 11), apresentando uma maior quantidade de espinhos
que as demais plantas da populagcdo, além de possuir ramos bastante
retorcidos, tornando-se plantas mais compactas. No entanto, dentro da
populagcdo em estudo, tais diferengas nao foram suficientemente significativas
nas avaliagbes morfoloégicas para que se pudesse observar diferenca
estatistica.

A abundante presenca de espinhos € indicativo de juvenilidade o que
poderia ser uma justificativa para a auséncia de producao de frutos por estas

plantas até o momento.
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FIGURA 9. Plantas B02 e B21 identificadas como hibridas por
marcadores de microssatélites na populacdo obtida por
autopolinizagdo da tangerineira ‘Montenegrina’. EEA-
UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2008.

FIGURA 10. Plantas B28 e B33 identificadas como hibridas por
marcadores de microssatélites na populacdo obtida por
autopolinizagdo da tangerineira ‘Montenegrina’. EEA-
UFRGS, Eldorado do Sul, RS, 2008.

Embora se espere que n&o existam grandes variagbes em viveiros
comerciais de produgdo de mudas de citros, pois a propagagao nestes é

realizada de maneira clonal (através da enxertia), foram identificados diferencas
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moleculares entre tangerineiras provenientes de diferentes viveiros e também
entre tangerineiras ‘Montenegrina’ e a tangerineira ‘Cai’(Tabela 11).

Segundo Soost & Cameron (1968) as mutagdes espontaneas em gemas
de ramos sao freqlientes em citros e alteram caracteres herdaveis. Breto et al.
(2001) estudaram o surgimento de varias cultivares comerciais de tangerineiras,
num periodo de 50 anos, a partir da tangerineira ‘Clementina Fina’, propagada
exclusivamente por métodos vegetativos, justificado pela ocorréncia de
retrotransposons identificados por SSR.

A utilizacdo de marcadores de microssatélite ndo especificos foi eficiente
na identificacdo dos individuos zigdticos, obtidos com a autopolinizacdo da
tangerineira ‘Montenegrina’, provavelmente devido a existéncia de ancestrais
comuns entre a tangerineira ‘Montenegrina’ e laranjeira ‘Péra’ e a possivel
conservacgao de sitios de microssatélite entre espécies relacionadas. Federici et
al. (1997) avaliaram relagdes filogenéticas entre plantas do género Citrus e
espécies relacionadas utilizando técnicas de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphisms) e RAPD (Randon Amplified Polymorphic DNA) e encontraram
grandes semelhangas genéticas, reafirmando a possibilidade origem comum
entre varias espécies citricas.

A identificagdo das plantas de origem zigdtica na populagao proveniente
da autopolinizagdo da tangerineira ‘Montenegrina’ permitira a continuagdo dos
trabalhos necessarios para a obtencdo de novos cultivares, como teste de
resisténcia a doencgas, comportamento quando utilizados como porta-enxerto e
sobre os porta-enxerto comumente utilizados para tangerineira ‘Montenegrina’.
Além disso, permitira a retirada das plantas de origem nucelar da area onde se
encontra a populagao, reduzindo o custo de manutencdo do pomar e liberando

espaco para implantagao de novos experimentos.



5 CONCLUSOES GERAIS

As avaliagdes morfolégicas das plantas e dos frutos, assim como as
avaliagdes fisico-quimicas dos frutos, ndo foram eficientes na identificacédo das
plantas de origem zigética da populagao.

Os marcadores moleculares de microssatélites permitiram a identificagcao
de quatro individuos zigéticos em uma populagao proveniente de autopolinizagéo
da tangerineira ‘Montenegrina’.

A presenca de polimorfismos moleculares evidencia a existéncia de
variagdes a nivel molecular entre a tangerineira ‘Montenegrina’ e a tangerineira
‘Cai’ e entre a tangerineira ‘Montenegrina’ e entre exemplares da tangerineira

‘Montenegrina’ oriundas de diferentes viveiros.
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