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CARACTERIZACAO MORFOLOGICA, CITOGENETICA E MOLECULAR
DE UMA POPULACAO DE TANGERINEIRAS HIiBRIDAS DE
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RESUMO

A producéo citricola se encontra dispersa por todos os continentes e no
Brasil, os citros sdo a producdo fruticola de maior volume de producdo. A producao de
citros de mesa, como as tangerinas, possibilita ao produtor obter maior valor pelo seu
produto. O mercado consumidor é &vido por novas variedades e para tanto, um
programa de melhoramento deve estar sempre em busca de genotipos que atendam ao
mercado consumidor, bem como a cadeia produtiva. Na Estagdo Experimental
Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, esta localizada uma
populacdo de tangerineiras hibridas oriundas do cruzamento da tangerineira
‘Clementina Fina’ (Citrus clementina Hort. ex Tan.) e ‘Montenegrina’ (Citrus deliciosa
Ten.) a qual foi caracterizada neste estudo, avaliando-se caracteristicas morfologicas de
acordo com o0s descritores propostos pelo International Board for Plant Genetic
Resources, além da identificacdo da época de maturacdo, viabilidade de p6len, nimero
cromossdmico e caracterizacdo molecular, utilizando marcadores do tipo
microssatélites. Através da analise morfoldgica foi possivel distinguir todas as 96
plantas avaliadas, porém nao foi possivel agrupar a F1 em grupos distintos de cada um
dos genitores. A época de maturacdo de frutos das plantas se concentra entre a primeira
quinzena de abril até a primeira quinzena de agosto. Todas as plantas analisadas
apresentaram um alto grau de viabilidade de pdlen, variando entre 79,04 e 98,08 %.
Todas as plantas avaliadas sdo dipldides com um ndmero cromossémico de 2n=18.
Utilizando 12 pares de primers de microssatélites foi possivel diferenciar 90 acessos
do estudo, e agrupar a F1 em individuos mais proximos do genitor feminino e do
genitor masculino. O PIC (Conteudo de Informacdo de Polimorfismo) dos primers
variou de 0,27 a 0,65. Nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre a caracterizacdo
utilizando marcadores morfoldgicos e a caracterizagcdo utilizando marcadores
moleculares.

'Dissertacéo, em Fitotecnia Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (67p.) Margo, 2006.
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ABSTRACT

Citrus production is widespread all over the world and in Brazil it represents the major
volume of fruit production. Production of fresch fruit, as tangerines, allow the farmer to
obtain a better value for the product. The consuming market is keen for new varieties
and a breeding program should be always searching for genotypes that satisfy the
market as well as the productive chain. At the Agronomic Experimental Station of
Federal University of Rio Grande do Sul there is a population of hybrid tangerines, as
result of crosses between ‘Clementina Fina’ (Citrus clementina Hort. ex Tan.) and
‘Montenegrina’ (Citrus deliciosa Ten.). In this study, this population was characterized
using the morphological descriptors proposed by the International Board for Plant
Genetic, besides other characteristics such as ripening period, pollen viability,
chromosome number and a molecular characterization with SSR markers. It was
possible to distinguish all the 96 evaluated plants by the morphological descriptors, but
it was not possible to separate the F1 in groups distinct from the parents. Ripening
occurred between mid April and mid August. All the analyzed plants had a high pollen
viability, ranging from 79.04% to 98.08%. All plants are diploid, with 2n = 18. By
using 12 pairs of primers it was possible to differentiate 90 of the analyzed accessions
and group F1 individuals closer to the female and male parents. The PIC
(polymorphism information content) ranged from 0.27 and 0.65. It was not possible to
establish a relation between the morphological and the molecular characterizations.

"Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (67p.) March, 2006.
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1. INTRODUCAO

A producéo de frutas citricas se encontra dispersa por todos os continentes do
mundo, estando a maior producéo localizada entre 20° e 40° de latitude, incluindo nessa
faixa grande parte do Brasil.

A citricultura é o principal cultivo fruticola mundial com uma producédo de
cerca de 104 milhdes de toneladas em 2004, sendo o Brasil responsavel por cerca de
19% desta producao com aproximadamente 20 milhdes de toneladas (FAO, 2005).

Aproximadamente 90% da producéo brasileira, ou seja, cerca de 17 milhdes de
toneladas das frutas é de laranjas, a grande maioria dessas, de laranjas para producao de
suco (Centro de Citricultura, 2001). As exportacGes brasileiras de suco de laranja
concentrado congelado, e de suco natural, ultrapassaram um total de 1,3 milhdes de
toneladas no ano de 2002, somando um total de faturamento de mais de um bilh&o de
dolares americanos (FAO, 2005).

As tangerineiras sao responsaveis por cerca de 10% (2,0 milhGes de toneladas)
do total de producéo de citros no pais, e 0 Rio Grande do Sul possuia, em 2003, uma
area cultivada com tangerineiras de 13.063 hectares, onde foram produzidas 171.781
toneladas da fruta, sendo o terceiro maior produtor do Brasil (IBGE, 2005).

O comércio de frutas in natura apresenta uma maior rentabilidade, devido ao
valor conseguido na comercializagcdo. No Rio Grande do Sul e Santa Catarina as plantas

citricas encontram as melhores condicbes edafoclimaticas do pais para producdo de
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frutas de maior qualidade, com excepcional qualidade em termos de cor (Gtima
pigmentacdo) e qualidades fisico-quimicas (equilibrio solidos soluveis totais/acidez)
(Koller, 1994).

A principal cultivar de tangerina comercializada no Rio Grande do Sul é a
‘Montenegrina’, a qual apresenta boa qualidade de fruto e maturacdo tardia,
assegurando grande aceitacdo no mercado interno. Porém, devido ao seu excessivo
nimero de sementes, ndo atende aos padres de exigéncia do mercado internacional,
sendo necessarios maiores investimentos em programas de melhoramento genético
desta caracteristica.

As perspectivas para 0 incremento da citricultura no Rio Grande do Sul sdo
boas, pois existem grandes &reas com clima e solos favoraveis, ainda os custos de
producdo sdo baixos, havendo um amplo parque industrial de sucos e um sdlido
mercado interno de frutas de mesa, além de um grande mercado nacional potencial para
0 consumo de tangerinas.

Para o estabelecimento de um programa de melhoramento consistente é
importante que se conhecga 0s recursos genéticos disponiveis. Na Estacdo Experimental
Agronémica da UFRGS esta estabelecida uma colecdo de plantas citricas, populacdes
de tangerineiras hibridas, a qual se devidamente caracterizada, podera auxiliar a evitar
duplicidade de materiais e no conhecimento da qualidade das frutas produzidas Para
uma caracterizacdo completa, é importante a analise do comportamento citogenético,
suas caracteristicas moleculares e suas caracteristicas morfoldgicas.

O Departamento de Horticultura e Silvicultura da Faculdade de Agronomia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (DHS — UFRGS) desenvolve um programa
de melhoramento genético de tangerineiras, que visa, principalmente, a obtencdo de

novas cultivares que apresentem boas caracteristicas de fruto para consumo in natura,
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semelhantes a tangerineira ‘Montenegrina’, com periodo de safra distinto desta, com
aceitacdo tanto no mercado interno como no mercado externo, com amplo periodo de
safra e com pouca ou nenhuma semente.

O presente trabalho teve como objetivo geral contribuir com o programa de
melhoramento ja existente, e por objetivo especifico determinar as caracteristicas
morfolégicas, citogenéticas e moleculares de uma populacdo de tangerineiras hibridas
de ‘Clementina Fina’ (Citrus clementina Hort. ex Tan.), genitor feminino e
‘Montenegrina’ (Citrus deliciosa Ten.), genitor masculino. Identificando, desta forma,
genotipos com potencial de cultivo no Rio Grande do Sul e que possam ser utilizados

como genitores em futuros cruzamentos neste mesmo programa de melhoramento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A disseminacdo mundial de citros tem sido associada as grandes exploragdes e
aos conflitos da histdria, incluindo as conquistas de Alexandre, o Grande, a dispersdo do
muculmanismo e as exploracdes de Colombo, que trouxeram para 0 novo mundo as
plantas citricas (Koehler, 2001). A citricultura foi introduzida no Brasil nos primdrdios
do descobrimento, pelos primeiros colonizadores, no atual estado da Bahia (Koller,
1994). No Rio Grande do Sul a introducdo da citricultura ocorreu primeiramente no
Vale do Rio Taquari e depois no Vale do rio Cai, por imigrantes acorianos e seus
descendentes que haviam se instalado em Taquari e Triunfo por volta do século XVIII
(Dornelles, 1969, citado por EMATER, 2002).

Os citros sdo plantas dicotileddneas pertencentes a familia Rutaceae,
subfamilia Aurantioideae, tribo Citreae e subtribo Citrinae, esta contendo 13 géneros,
incluindo Citrus, Fortunella e Poncirus, os quais tém importancia econémica no Brasil.
Swingle, em 1943, dividui o género Citrus em 16 espécies, incluindo as tangerineiras
‘Montenegrina’ e ‘Clementina Fina’ em uma mesma espécie: C. reticulata Blanco. Em
outra classificacdo, feita por Tanaka, em 1961, as tangerineiras foram classificadas em
varias espécies, a ‘Montenegrina’ pertencendo a espécie C. deliciosa Ten. e a
‘Clementina Fina’ a espécie C. clementina Hort. ex Tan. (Bruckner, 2002). A

classificacdo de Tanaka é a mais utilizada atualmente.
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Acredita-se que as espécies do género Citrus sdo nativas das regides tropicais
e subtropicais da Asia e do Arquipélago Malaio, mais especificamente do sudeste da
Asia, desde a Arabia oriental até o leste das Filipinas, e do sul do Himalaia até a
Indonésia e norte da Australia. Evidéncias recentes sugerem que a Provincia de Yunnan,
no centro-sul da China, teria grande importancia devido a diversidade das espécies ali
encontradas e ao sistema de rios que poderiam ter facilitado a disperséo para o sul
(Davis & Albrigo, 1994; Moreira & Moreira, 1991).

As tangerineiras e seus hibridos apresentam, geralmente, grande resisténcia ao
frio quando comparadas com as outras espécies e variedades citricas cultivadas
comercialmente. Entretanto seus frutos sofrem maiores danos com geadas do que a
maioria das laranjeiras e pomeleiros (Pio, 1992). A maioria das variedades de
tangerineiras apresenta um curto periodo de safra e também sdo bastante delicadas ou
sensiveis ao manuseio durante a colheita, armazenamento e transporte. A casca dos seus
frutos é fragil e sensivel as injdrias, com tendéncia a tornar-se fofa, enquanto
internamente a polpa torna-se menos suculenta, havendo ainda diminui¢do de acidez
(Pio, 1992).

No Rio Grande do Sul a area plantada com tangerineiras é de cerca de 13 mil
hectares. A cultivar “‘Montenegrina’, também conhecida como bergamota
‘Montenegrina’, tem significativa fatia do mercado. A sua maturagéo tardia, de agosto a
outubro (Sartori et al., 1998), sua boa qualidade organoléptica e firmeza de fruta
assegura grande valorizagdo no mercado (Miozzo et al., 1992). A tangerineira
‘Montenegrina’ foi descoberta em 1940, no municipio de Montenegro, RS, surgida por
mutacdo espontanea (Kautzmann, 1982).

As variedades mais recomendadas para o Estado sé&o ‘Clementina’, ‘Lee’,

‘Mexerica do Rio’ (Cai), ‘Ponkan’, ‘Murcott’ e ‘Montenegrina’ (Koller, 1994). Em
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levantamento da fruticultura comercial do Rio Grande do Sul no periodo de 2003 - 2004
sdo destacadas como as principais cultivares em ambito estadual as tangerineiras
‘Okitsu’, “Cai’, ‘Ponkan’, ‘Pareci’, “Montenegrina’ e ‘Murcott’, sendo a primeira a mais
precoce e a Ultima a mais tardia (EMATER, 2004).

Apesar da oferta no mercado de outras tangerinas no periodo de marco a julho,
ha espaco (interesse econdmico) para se obter cultivares com a qualidade e o sabor
semelhantes a cv. Montenegrina, mas com época de maturacdo distinta desta.

A citricultura no Rio Grande do Sul é uma atividade basicamente de pequenas
propriedades rurais e conseqlientemente de pequenos pomares, com média de dois
hectares cada (Koller, 1994). Sendo assim, é indiscutivel a importancia socio-
econdmica da citricultura, inclusive da producédo de tangerinas, servindo de alternativa
de producdo e exercendo importante papel de fixacdo do homem no campo. De acordo
com dados da EMATER (2002), no ano de 1999 foram contabilizados no Rio Grande
do Sul 18.837 produtores de laranjas, 5.298 de tangerinas e 683 de limdes.

O clima e a estrutura fundiaria do Rio Grande do Sul sdo favoraveis a
producéo de frutos de mesa de alta qualidade, no entanto a producéo de citros para o
Estado é insuficiente para atender o mercado interno (EMATER, 2002). Na década de
20 e 30 o Estado chegou a exportar frutos para o Uruguai e Inglaterra, entretanto houve
uma diminuicdo do cultivo causada pela paralizacdo das exportacdes devido a 22 guerra
mundial e & moléstia “tristeza” (Koller, 1994).

Calcula-se que cerca de 50% dos citros comercializados no Rio Grande do Sul
tém sido importados de outros estados do Brasil, do Uruguai e até da Espanha. Grande
parte dos frutos citricos importados entram no Estado nos periodos onde a oferta é

insuficiente para abastecer o mercado interno, como ocorre com algumas tangerinas e
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laranjas que sdo comercializadas nos primeiros e ultimos meses do ano (Bastianel,

1999).

2.1 - Melhoramento

A disponibilidade restrita de material genético selecionado € uma das
principais limitacdes ao desenvolvimento da cultura de citros de mesa. Nos ultimos
anos, borbulhas das cultivares apirénicas de laranjeiras ‘Lane Late’, ‘Navelate’,
‘Navelina’ e ‘Salustiana’ (Citrus sinensis (L.) Osb.), das tangerineiras ‘Clemenules’ e
‘Marisol’ (C. clementina Hort. ex Tan.) e ‘Okitsu’ (C. unshiu Marc.) e dos hibridos
‘Nova’ [C. clementina x (C. paradisi Macf. x C. tangerina Hort. ex Tan.)] e ‘Ortanique’
(tangor natural provavelmente entre C. sinensis (L.) Osb. e C. reticulata Blanco) foram
introduzidas no pais pela Embrapa - Centro de Pesquisa Agropecuario de Clima
Temperado (CPACT), via programa de certificacdo uruguaio. Esses materiais produzem
frutos sem sementes, apresentam grande aceitacdo no mercado internacional, e sdo
comercializados em varios paises (Radmann & Oliveira, 2003).

Para a obtencdo de novas variedades deve haver diversidade, sendo que uma
das possibilidades para aumentar a variabilidade existente é atraves de cruzamentos
entre dois materiais elite. A primeira publicacdo sobre hibridacdo interespecifica no
melhoramento de citros foi em 1717, onde Thomas Fair Child fez um cruzamento entre
limoeiro ‘Cravo Poeta’ e o limoeiro ‘Cravo Comum’ (Allard, 1960).

No periodo de 1908 a 1942, os estudos para o melhoramento de citros
restringiram-se a Flérida e & Califérnia, nos Estados Unidos da América. Apos este
periodo o interesse pela cultura aumentou e as pesquisas se difundiram para outros

continentes (Ramos, 1990). Os trabalhos feitos por Swingle e Webber, na Florida,
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visaram a producdo de variedades resistentes as doengas e com tolerancia ao frio. Foram
feitas tentativas de cruzamentos entre laranjeiras (C. sinensis (L.) Osb.) e Poncirus
trifoliata (L.) Raf. para transferir resisténcia ao frio para a laranjeira, conseguindo-se
alguns hibridos, como os citrangeiros ‘Troyer’ e ‘Carrizo’ que foram utilizados como
porta-enxertos. Também foram obtidos dois cultivares, os tangeleiros ‘Sampsom’ e
‘Thornyon’, através do cruzamento entre pomeleiros (C. paradisi Macf.) e tangerineiras
(C. reticulata Blanco) (Cameron & Frost, 1968).

No Brasil, os trabalhos de melhoramento tiveram inicio por volta de 1935 na
Estacdo Experimental do Instituto Agrondmico de Campinas, em Limeira (atualmente
Cordeirdpolis, SP), com trabalhos do Engenheiro Agrénomo Sylvio Moreira, realizando
testes comparativos entre diferentes porta-enxertos e producdo de clones nucelares
(Ramos, 1990). No Rio Grande do Sul, na entdo Estagdo Experimental Fitotécnica de
Taquari (hoje CPFT — FEPAGRO), com cruzamentos realizados a partir de 1956, foram
obtidos mais de uma centena de citranges, que vém sendo avaliados e testados desde
1970, sendo que atualmente alguns destes sdo indicados como bons porta-enxertos para
a citricultura gaicha, como o ‘C13’, ‘C37’ e ‘C41’.

A caracterizacdo de cultivares € uma etapa essencial em programas de
certificagdo, melhoramento e conservagdo de germoplasma, por permitir o
monitoramento da qualidade genética (International Board for Plant Genetic Resources,
1988). Pode ser realizado com base em diferengcas na morfologia das plantas, nas
moléculas de proteinas e de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1998), em caracteristicas
citogenéticas, agrondmicas, etc. A escolha do método de caracterizacdo a ser utilizado

dependeré das condi¢Oes técnicas existentes e dos objetivos.



2.2 - Marcadores Morfoldgicos

Apesar de serem muito utilizados comercialmente, os citros apresentam uma
taxonomia muito complexa, principalmente com relagdo ao nimero de espécies que
constituem o género Citrus e géneros relacionados. A dificuldade de se obter um
sistema de nomenclatura para o género Citrus deve-se, principalmente, a facilidade de
hibridagdo interespecifica e intergenérica, resultando em hibridos férteis ou
parcialmente férteis; a freqiiéncia com que ocorre poliembrionia neste grupo e a
ocorréncia da apomixia em muitas espécies (Scora, 1975; Davies & Albrigo, 1994). E
possivel que a grande diversidade observada entre as plantas citricas cultivadas seja
oriunda de mutacdes e de alteracbes cromossdmicas estruturais ancestrais, preservadas
através da embrionia nucelar. Outro fator que torna a taxonomia dos citros muito
complexa € o fato de que caracteristicas importantes para seu estudo, como tamanho,
forma, cor e sabor dos frutos, assim como porte da planta, séo bastante influenciados
por fatores ambientais, particularmente pela luz e temperatura (Cameron & Frost, 1968).

As espécies de tangerineiras relacionadas como variedades-copa
comercialmente importantes séo: C. reticulata Blanco, C. unshiu Marc., C. deliciosa
Ten., C. clementina Hort. ex Tan. e C. tangerina Hort. ex Tan. Dentre as demais
espécies algumas tém importancia local e, outras, como porta-enxerto, como por
exemplo C. sunki Hort. ex Tan., C. reshni Hort. ex Tan. e C. depressa Hay. que tem
sido utilizada em cruzamentos, devido a sua tolerancia ao ferro, induzida em solos com
pH elevado (Castle & Gmitter, 1999 citado por Mouré&o Filho, et al., 2002).

As varias espécies que compdem o grupo das tangerinas apresentam
caracteristicas horticulturais bastante variaveis. Entretanto, mostram pontos em comum,

como frutos de casca solta, producdo alternante, requerem tratos culturais especiais, séo
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mais tolerantes a doencas e pragas, tendo uma ampla faixa de adaptacdo climatica e

pouca capacidade de armazenamento de frutos na planta. As caracteristicas mais

marcantes sdo as necessidades de polinizagdo cruzada, produgdo de frutos sem

sementes, adaptacao a certos tipos especificos de clima e ocorréncia de monoembrionia
e poliembrionia (Mouréo Filho, et al., 2002).

Muitos autores investigaram e caracterizaram morfologicamente diferentes

acessos de plantas citricas, aumentando o nimero de genotipos possiveis de serem

utilizados em programas de melhoramento ou ainda de serem langados como variedades

(Koehler-Santos et al., 2003).

As plantas citricas tém ampla distribuicdo geogréafica, adaptando-se a
diferentes condic¢des climéaticas, o que determina comportamentos diferenciados das
plantas e variacfes entre locais e anos, nas caracteristicas fenoldgicas (Tonietto &
Tonietto, 2005).

Caracteres como a estrutura da planta, flores, frutos e folhas s&o utilizados por
diversos autores para descrever e caracterizar variedades distintas de tangerineiras e
hibridos (Domingues et al., 1999). A caracterizagdo morfoldgica consiste na adocao de
descritores botanicos herdaveis, facilmente visiveis e mensuraveis, que, a principio, sao
expressos em todos os ambientes (International Board for Plant Genetic Resources,
1988). Esse tipo de andlise é mais simples e de menor custo, embora apresente
limitacOes relacionadas aos caracteres que apresentam heranca aditiva, 0s quais Sao
altamente influenciados pelo ambiente, e as cultivares com grande semelhanca
fenotipica (Oliveira et al., 2000). Mesmo assim essa técnica é utilizada
internacionalmente, conseguindo, em certos casos, discriminar até mesmo materiais
vegetais, que ndo sdo possiveis de discriminagdo atraves de marcadores bioquimicos ou

moleculares.
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Num programa de melhoramento de citros é essencial a investigacdo dos
recursos genéticos disponiveis (espécies e variedades) de modo a atender as exigéncias
do mercado, no que se refere as caracteristicas de tamanho e qualidades fisico-quimicas
dos frutos, facilidade na retirada da casca, diminui¢do ou auséncia total do numero de
sementes, expansdo da época de colheita dos frutos, com preferéncia para colheitas

precoces ou tardias, resisténcia a pragas, moléstias e frio.

2.3 - Citogenética

O matérial genético (DNA) esté presente na sua grande maioria no nucleo e
esta arranjado em cromossomos que podem ser visiveis em etapas especificas da mitose
e da meiose, e € responsavel pela transmissdo das caracteristicas herdaveis (Sybenga,
1993). A citogenética compreende o estudo relativo ao cromossomo isolado ou em
conjunto, condensado ou distendido, no que diz respeito a morfologia, organizacao,
funcdo e replicagdo bem como sua variacdo e sua evolucdo (Guerra, 1988). A
citogenética assume papel importante em programas de melhoramento genético de
plantas, pois através dos estudos citogenéticos é possivel determinar o numero
cromossdmico, nivel de ploidia, comportamento cromossémico na meiose e na mitose,
fertilidade do grdo de pdlen, auxiliando na identificacdo de materiais que possam ser
utilizados em cruzamentos dirigidos (Sybenga, 1993; 1998).

Os primeiros estudos do inicio do século XX relatavam o ndmero
cromossémico basico igual a oito (x=8) para citros (Krug & Bacchi, 1943). Somente
mais tarde com advento de melhor aparelhagem e técnicas mais apuradas foi possivel
verificar que estas observagdes anteriores ndo eram corretas, provavelmente em funcéo

do tamanho diminuto dos cromossomos.
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As plantas citricas pertencentes a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae,
geralmente sdo dipléides, com 2n=2x=18 cromossomos, mas também ocorrem
tripldides, 2n=3x=27 cromossomos, e tetraploides, 2n=4x=36 Ccromossomos
(Raghuvanshi, 1962; Koller, 1994; Guerra et al., 1997; Oliveira et al., 2003). Desta
familia, o género Citrus é o mais importante economicamente, com uma alta diversidade
de espécies, cultivares e clones. A variabilidade genética em Citrus é relacionada, além
do alto nimero de unidades taxonémicas (espécies e hibridos), a ocorréncia freqiiente
de mutacBes somaticas que resultam em variacdes, a partir das brotacdes onde
ocorreram (Coletta Filho et al., 1998). Os estudos com grdo de pélen podem contribuir,
por exemplo, para a taxonomia (Rodrigues et al., 1998), mas sdo especialmente
importantes para determinacdo de fertilidade masculina (Agarwal, 1989; Santos et al.,
2002).

Estudos citogenéticos realizados em trés cultivares de laranjeira doce (C.
sinensis (L.) Osb.), com o objetivo de estabelecer o nivel de ploidia e estudar o
comportamento meiotico para verificar as possiveis causas da variagdo no numero de
sementes, mostraram que todas eram dipléides com 2n=18 (Sellito-Boaventura & Pio,
1989).

A duplicacdo cromossdmica espontanea é um fendbmeno relativamente comum
em células somaticas e gaméticas de Citrus e géneros relacionados, o que pode causar
mudancas no nivel de ploidia para toda a progénie, seja pela reproducdo sexual normal,
seja pela embrionia nucelar (Iwamasa & Nito, 1988).

As caracteristicas das plantas citricas tetrapléides, originadas por fusdo de
protoplastos ou resultando da embriogénese nucelar, ndo sdo de interesse econdmico,
considerando que os frutos sdo maiores que o padréo requisitado pelo mercado, a planta

é menor e a produgdo € inferior. No entanto materiais tetraploides tém grande
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importancia para trabalhos de melhoramento genético, uma vez que poderdo ser
utilizados em cruzamentos como genitores femininos com individuos dipldides para
produzir materiais tripldides, os quais ndo possuem semente (Lee, 1988; Cavalcante,
1999).

Na maioria das cultivares de citros podem ser encontrados multiplos embries
na semente de um individuo, o que é chamado de poliembrionia (Gurgel, 1952). Plantas
citricas monoembribnicas formam, como o nome ja diz, um s6 embrido, em geral
zigotico (sexual). Como exemplo podem ser citados a tangerineira ‘Clementina’ (C.
clementina Hort. ex Tan.), o tangoreiro “Temple’ (C. sinensis (L.) Osb. x C. reticulata
Blanco) e a grande maioria das toranjeiras [C. grandis (L.) Osb.] (Davies & Albrigo,
1994). Nas plantas poliembri6nicas, além do embrido zigético, ocorre um ndmero
variado de outros embribes que sdo resultado da embrionia adventicia (apomixia
esporofitica), sendo, portanto, clones da planta mae.

O estudo dos grdos de polen de citros podem contribuir para a taxonomia
(Rodrigues et al., 1998), bem como para determinacdo da fertilidade masculina de
cultivares. Estes estudos sdo de grande interesse e indispensaveis ao melhoramento
genético. A viabilidade dos grdos de polen apesar de ser determinada geneticamente,
pode ser também influenciada pelas variacGes de temperatura e umidade que induzem
mudancas significativas na resposta do grao de pélen.

Niedz et al. (1992) estudaram a viabilidade de gréos de polen da tangerineira
C. tachibana (Mak.) Tan. e demonstraram a manutencdo da viabilidade de gréos de

polen estocados por até um ano a temperatura de -20°C.
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2.4 - Marcadores Moleculares

O estudo com marcadores moleculares permite avaliar a variabilidade genética
de uma populacédo ao nivel do DNA, permitindo também, associar as plantas em grupos
por similaridade, refletindo as semelhancas, ou diferengas, entre os gendtipos a partir de
uma amostra direta do genoma (Graner et al., 1994). Os marcadores de DNA néo sdo
influenciados pelo ambiente e podem ser detectados em todas as fases de crescimento
da planta. Tendo em vista a grande diversidade observada em plantas citricas cultivadas,
seja oriunda de mutacOes ou de alteragbes cromossOmicas estruturais ancestrais
preservadas através de embrionia nucelar (Bastianel, 2001), é importante uma andlise
conjunta das caracteristicas morfolégicas e moleculares, essa com marcadores
especificos de DNA.

Em citros, marcadores moleculares tém sido amplamente utilizados em um
grande nimero de espécies para fins de caracterizacdo de germoplasma, estudos
taxonémicos, mapeamentos e identificacdo de mutantes (Ruiz et al., 2000; Bastianel et

al., 2001).

Com o avango das técnicas dos marcadores moleculares a classificacdo
sistematica se tornou mais objetiva, ndo permanecendo somente fundamentada na
morfologia externa dos individuos, mas também na constituicdo génica dos mesmos. O
uso de marcadores moleculares tornou possivel a construgdo de mapas genéticos para
um grande numero de espécies de plantas anuais e perenes, permitindo a selecdo
precoce de caracteristicas que somente irdo se expressar no estadio adulto das plantas
(Grattapaglia & Sederoff, 1994).

Técnicas baseadas em restricao e hibridizacdo de seqtiéncias de DNA, como a

“Restriction Fragment Lenght Polimorphism” (RFLP), tém sido empregadas em estudos
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genéticos de inumeras espécies. Em citros, a técnica RFLP foi utilizada em estudos
genéticos evolutivos, caracterizacdo de germoplasma (Federici et al., 1998) e na
construcdo de mapas de ligacdo do genoma juntamente com locos isoenzimaticos (Luro
etal., 1994).

Outros marcadores foram desenvolvidos com o advento da reagcdo de
polimerase em cadeia (PCR). A PCR permite a ampliacdo de regibes especificas do
DNA mediante uso de pequenas seqiiéncias de oligonucleotideos iniciadores (primer) e
da enzima DNA polimerase. PCR com primers derivados de genes com sequéncias
conhecidas foi utilizada para detectar polimorfismo em diversas espécies.

Uma das técnicas mais informativas na detec¢éo de polimorfismo € o RAPD
(Random Amplified Polymorphic DNAS), com o uso de primers com sequéncias de
nucleotideos arbitraria na reagdo de PCR é possivel uma répida e relativamente barata
andlise, tendo o inconveniente de ser uma técnica de dificil repetibilidade entre
diferentes laboratérios (Milach, 1998). Em citros, os marcadores RAPDs foram
eficientes nos estudos da diversidade genética, na analise filogenética, na identificacdo
de plantas hibridas e nucelares em cruzamentos dirigidos, e para identificar mistura em
lotes de sementes em viveiros (Bastianel et al., 1998; Targon et al., 1998; Coletta Filho

et al., 2000; Nocolosi et al., 2000).

No inicio dos anos 80 através de diversos estudos determinou-se que 0 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).

Microssatélites sdo sequéncias de DNA moderadamente repetitivas com 1 a 13

nucleotideos de comprimento, dispostos em “tandem” (lado a lado), onde na maioria séo
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repeticbes mono, tri, tetra e, principalmente, dinucleotideos (Ferreira & Grattapaglia,
1998). Em citros, este marcador tem sido utilizado em estudos de investigacdo em
cultivares de laranjeira doce C. sinensis (L.) Osb., na selecdo de hibridos zigéticos
obtidos em cruzamentos interespecificos e intraespecificos, na analise filogenética de
citros e géneros realacionados, e na constru¢cdo de mapas gendmicos (Thomas et al.
1998; Novelli et al., 2000; Oliveira & Machado, 2000).

Os microssatélites apresentam heranca mendeliana codominante e seu
tamanho médio fica na ordem de 100 pb. Na reacdo de amplificacdo de SSR regibes
contendo sequéncias simples repetidas sdo amplificadas individualmente através de
PCR utilizando-se um par de primer especificos (de 20 a 30 bases) complementares a
seqliéncias unicas que flanqueiam o microssatélite. Segmentos amplificados a partir
destes sitios muitas vezes apresentam um polimorfismo extensivo resultante da presenca
de diferentes numeros de elementos simples repetidos. Assim, cada regido de
microssatélites constitui um loco genético altamente variavel, multialélico, de grande
contetdo informativo. Cada segmento amplificado de tamanho diferente (geralmente de
varias dezenas até algumas centenas de pares de base) representa um alelo diferente do

mesmo loco (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Por possuirem uma expressdo codominante e multialélica, os marcadores
microssatélites sdo o0s que possuem o0 mais elevado conteudo de informacdo de
polimorfismo dentre os marcadores moleculares. A principio toda e qualquer populacéo
segregante pode ser utilizada como populagdo referéncia para estudo de ligacdo e
mapeamento genético. Além disso estes marcadores sdo eficientes para caracterizar e
discriminar popula¢cBes muito relacionadas, determinando as relagGes genéticas entre

elas (Ferreira & Grattapaglia, 1998).
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Ruiz et al. (2000), utilizaram microssatélites para rapida identificacdo de
plantulas de origem zigotica, dentro de um programa de melhoramento de citros.
Oliveira et al. (2002), utilizaram os microssatélites associados a marcadores
morfoldgicos 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 associacdo dos dois marcadores, morfologico
e molecular, tornou a determinacdo mais barata e mais rapida do que a utilizacdo

somente de marcadores moleculares.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 - Populacdo Analisada

As plantas utilizadas no estudo estdo localizadas num pomar na Estacdo
Experimental Agrondmica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(EEA/UFRGS), localizada no municipio de Eldorado do Sul, Rio Grande do Sul, a
latitude 30°29°S e longitude 51°06°W.

O clima € do tipo CFa, ou seja, temperado sem estacdo seca definida (Kdeppen,
1948). As temperaturas médias anuais minimas e maximas da regido séo 14°C e 24,2°C,
respectivamente, com uma temperatura média anual de 19,6°C. A precipitacdo
pluviométrica média anual é de 1398mm e a umidade relativa do ar média anual de 79%
(Mota et al., 1971).

Na primavera de 1993 foram realizados cruzamentos entre as tangerineiras cv.
Clementina Fina (Citrus clementina Hort. ex Tan.) e cv. Montenegrina (Citrus deliciosa
Ten.), através de polinizacdo dirigida em plantas do banco de germoplasma. As
sementes obtidas dos cruzamentos foram colhidas e cultivadas em 1994 através de
semeadura in vitro no Laboratorio de Biotecnologia do Departamento de Horticultura e
Silvicultura da UFRGS. No ano de 1995 as respectivas mudas foram para o campo.

As plantas permaneceram de “pé franco”, ou seja, ndo foram enxertadas, para

que o porta-enxerto ndo fosse responsavel por imprimir as suas caracteristicas e
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mascarar as caracteristicas dos hibridos, totalizando 94 plantas, nas quais, no ano de
2004 e 2005, foram analisadas caracteristicas morfoldgicas, citogenéticas e moleculares.

O espacamento adotado entre linhas foi de seis metros e entre plantas de dois
metros. A populacdo estd localizada num ambiente homogéneo quanto ao solo,
temperatura, umidade, luminosidade e tratamentos fitossanitarios (Figura 1), por esta

razdo os fatores ambientais foram desconsiderados nas analises.

ey

Figura 1 — Pomar de hibridos, vista geral (A) e detalhe da variabilidade morfoldgica
entre plantas (B). EEA/UFRGS, Eldorado do Sul/RS, 2005.

3.2 — Andlise Morfoldgica

Para avaliagdo das caracteristicas de morfologia foram seguidos os descritores
para citros propostos pelo International Board for Plant Genetic Resources (1998).

As plantas foram analisadas quanto ao formato, altura, densidade de ramos,
diametro do tronco, comprimento e formato dos espinhos (Quadro 1).

As folhas foram analisadas quanto ao tipo, cor, comprimento de peciolo em
relacdo ao limbo, peciolo alado, forma do peciolo, forma do limbo, formato da margem,
comprimento total (limbo mais peciolo) e largura (Quadro 1).

As caracteristicas avaliadas nos frutos foram forma, formato da base, formato do

apice, superficie da casca, aderéncia do epicarpo ao mesocarpo, Vvisibilidade das



20

glandulas de 6leo, cor do mesocarpo (albedo), aderéncia de gomos, nimero de

sementes, nimero de gomos por fruto, peso, altura e didmetro.

Quadro 1 — Descritores morfolégicos de folhas e plantas citricas, utilizados para
diferenciacdo da populacédo de hibridos e seus genitores (IPGRI, 1988).

Carateristicas Morfoldgica (Plantas e Folhas)

| - Formato da planta
1 - elipsoidal
2 - esferdide
3 - achatado

Il - Altura de planta

11 - Densidade de ramos
1 - esparcos
2 - densos

IV - Diametro de tronco

V - Comprimento do espinho
(10 espinhos)

VI - Formato do espinho
1 - curvado
2 - reto

VII - Tipo de folha
1 - simples
2 - trifoliata

VIII - Cor das folhas
1 - verde clara

2 - verde

3 - verde escura

IX - Comprimento do peciolo
em relacéo ao da folha

1 - apeciolado

2 - pouco peciolo

3 - mais comprimento que a lamina foliar

X - Peciolo alado
1 - ausente

2 - estreito

3 - largo

XI - Formato do peciolo alado
1 - forma de coracéo

2 - triangular (delta)

3-oval

XII - Forma da folha
1 - elipse

2 - ovOide

3 - circular

4 - lanceolada

X1l - Forma da margem da folha
1 - dentada

2 - lisa

3 - ondulada

X1V - Comprimento da folha
(folha + peciolo)

XV - Largura da folha
(ponto mais largo)

Para avaliacdo das plantas foi realizada uma visualizacdo direta no campo

observando o formato, que foi classificado em elipséide, esferdide ou achatado; foi
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medida a altura com auxilio de uma régua graduada de cinco em cinco centimetros; foi
verificada a densidade dos ramos podendo ser avaliado como densos ou esparsos; com
auxilio de uma trena foi medido o didametro do tronco cerca de 20 centimetros acima do
solo; e foram coletados 10 espinhos de cada planta e destes com auxilio de um
paquimetro foi feita a medicdo de comprimento e observando seu formato, foram
classificados em curvado ou reto.

Para analise de folhas foram coletadas dez folhas adultas, sadias e que se
encontravam na parte externa da copa (para que ndo fossem coletas folhas sombreadas
com o seu tamanho alterado), onde estas foram classificadas quanto ao tipo, em simples
ou trifolioladas; quanto a cor, podendo ser de verde claro até verde escuro.

Com auxilio de paquimetro foram feitas as medicGes de comprimento do peciolo
em relacdo a folha podendo ocorrer caso de, apeciolado, pouco peciolo ou com peciolo
mais comprido que a lamina foliar; comprimento da folha mais o peciolo e largura da
folha (feita no ponto mais largo da lamina foliar); quanto a presenca do peciolo alado
podendo ser classificado em ausente, estreito ou largo; quanto a forma do peciolo em
triangular, oval ou com formato de coragdo; quanto a lamina foliar, era avaliada na
forma, podendo ser classificada em elipsoide, ovéide ou lanceolada, e quanto a margem
em ondulada, lisa e dentada (Figura 2).

Primeiramente o fruto foi avaliado sem o dilaceramento, onde foi possivel
observar forma e classifica-los em esferdides ou achatados; quanto ao formato da base,
em achatada, convexa ou mamiliforme; quanto ao formato do apice, em retilineo ou
com depressdo; quanto a superficie da casca, em lisa, rugosa ou levemente rugosa;
quanto a aderéncia do epicarpo ao mesocarpo (que indica a facilidade de descascar a
tangerina) em minima, moderada e firme; e quanto a visibilidade das glandulas de dleo,

em ndo visivel, visivel e muito visivel com saliéncia.
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Para andlise dos frutos foram coletados dez frutos por planta onde de cada um
era comparado com o que é descrito no International Board for Plant Genetic Resources

(1988) (Quadro 2 e Figura 2).

Forma do peciolo
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Figura 2 - Exemplo de alguns descritores utilizados na caracterizacdo morfolégica.
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Quadro 2 — Descritores morfoldgicos de frutos de plantas citricas, utilizados para
diferenciacdo da populacdo de hibridos e seus genitores (IPGRI, 1988).

Caracterizacdo Morfologica (Frutos)

XVI - Forma do fruto
1 esferdide

2 elipsoéide

3 piriforme

4 obliquo

5 achatado (oblado)
6 ovoide-obliquo

7 ovoide

8 outros

XVII - Forma da base

1 mamiliforme

2 convexa

3 achatada

4 cbncava

5 cbncava com colarinho
6 colarinho com pescoc¢o
7 outra

XVIII - Forma do apice
1 mamiliforme

2 angular

3 convexo

4 retilinio

5 com depresséo

6 outros

IXX - Superficie da casca
1 lisa

2 rugosa

3 aveludada

4 manchada

5 levemente rugosa

XX - Aderéncia do epicarpo ao mesocarpo
1 minima

2 moderada

3 firme

XXI - Glandulas de 6leo

1 néo visiveis

2 visiveis

3 muito visiveis ou salientes

XXII - Cor do mesocarpo (albedo)
1 branco

2 amarelo
3 outro

XXIIl - Aderéncia de gomos

1 minima

2 moderada

3 alta

XXIV - Naomero de gomaos por fruto
XXV - NUmero de sementes

XXVI - Peso dos frutos

XXVII - Diametro dos frutos

XXVIII - Altura dos frutos

Com auxilio de balanca de precisdo foi medida a massa do fruto, e com o auxilio

de um paguimetro foram medidas a altura e o diametro. Apds, o fruto foi descascado

para observar a cor do mesocarpo (albedo) podendo ser classificado como branco ou

amarelo; os gomos eram separados para quantificar a aderéncia podendo ser

classificados em aderéncia minima, moderada ou alta; fazendo-se a contagem de gomos

por fruto. Finalmente, os gomos foram cortados para extragéo e contagem das sementes.
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Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o sistema de taxonomia
numérica e multivariada ‘Numerical Taxonomic and Multivariate Analisis System’
(NTSYS) — versdo 2.1. Crossa & Franco (2004), sugeriram pela primeira vez que a
distancia entre duas observacOes tendo elas medi¢Oes qualitativas e quantitativas
misturadas poderiam ser analisadas simultaneamente utilizando a metodologia proposta
por Gower (1971). Atraves do programa ‘Multiv’ onde os dados sdo transformados para
entdo serem transportados para o programa (NTSYS). Um dendograma foi construido
pelo método de agrupamento através da média aritmética ‘Unweighted Pair Gruop
Method with Aritmetic Avarage’ (UPGMA).

Também foi avaliada a época de maturacdo dos frutos das plantas que
produziram nos anos de 2003 & 2005, onde foram considerados dentro do padrdo de
comercializacdo, os que tinham, no minimo, 40% de suco do volume total, e
apresentavam uma relacdo entre a quantidade de solidos solUveis totais e a acidez
titulavel (SST/AT) entre 8 e 12 (Sartori et al., 1998). Os frutos foram coletados
quinzenalmente a partir da data em que se aproximavam do seu tamanho maximo e
iniciavam a mudanga de cor da casca. As anélises de suco foram feitas em até trés dias
apos a data de colheita no Laboratério de Pos-colheita do Departamento de Horticultura
e Silvicultura da Faculdade de Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, sendo que os frutos foram mantidos numa camara de conservagcdo a uma

temperatura de cerca de 4°C.

O suco foi extraido com um espremedor elétrico com rotor e o seu volume foi
medido com proveta graduada. A massa de suco foi determinada pela diferenca entre a
massa total de cada amostra de frutos e a massa do bagaco. A porcentagem de suco foi

determinada relacionando a massa de suco extraido com a massa de cada amostra.
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O teor de SST foi obtido pingando 2 a 3 gotas de suco, retiradas da amostra
homogeneizada, em um refratbmetro de mdo, modelo 2WAJ (ABBE
REFRATOMETER). A leitura obtida foi expressa em percentagem (%) de solidos
sollveis totais no suco.

A acidez total titulavel (ATT) foi avaliada por titulacdo com hidréxido de
sodio (NaOH). Empregou-se uma amostra de 6 gramas, pesada em balanca semi-
analitica e diluida a 50 ml de &gua destilada, sob agitacdo constante até atingir pH 8,1.
Utilizou-se um medidor de pH Digimed DM-20, provido de um termo-compensador.

O calculo do teor de acidez foi feito aplicando a seguinte férmula:

A=(VxNx0,064 x100)/ G

sendo:

A = acidez total em gramas % de &cido citrico;

V = volume de hidroxido de sédio gasto na titulacdo, em ml;

N = normalidade do NaOH

0,064 = fator para expressar a acidez em acido citrico, em megq;

G = massa da amostra (6 gramas)

A relacdo SST/ATT foi obtida a partir das determinacbGes anteriormente

realizadas para sélidos solUveis totais (SST) e para acidez titulavel total (ATT).

3.3 — Andlise Citogenética

As anélises citogenéticas foram realizadas no Laboratdrio de Citogenética do

Departamento de Plantas Forrageiras e Agrometeorologia da Faculdade de Agronomia

da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
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Foram coletados botdes florais entre 2 e 5 mm, 0os menores para analise de
nimero cromossdmico em células-maes-de-p6len e o0s maiores para estimar a
viabilidade de pélen (Rodrigues, 1998).

A fixacdo foi feita imergindo os botbes florais imediatamente, no campo, em
solucdo a base de trés partes de alcool absoluto e uma parte de acido acético glacial. Os
frascos foram mantidos em temperatura ambiente por cerca de 24 horas, sendo o
material transferido para &lcool 70% e mantido sob refrigeracdo até o momento da
analise.

Para preparacdo das laminas, cada botdo foi dissecado, com ajuda de pinca de
relojoaria e agulha histologica. As pétalas foram separadas e as anteras retiradas,
desprezando-se as demais partes do botdo. Apos, as anteras foram partidas e coradas
com carmim propidnico, esmagando-se 0 material com espéatula evitando o rompimento
das estruturas e colocando-se a laminula, vedando as laterais com luto, que consiste
numa mistura de breu e cera de abelha na proporcdo de 1:1, e identificando-se as
l&minas para posterior observagdo em microscopio 6tico.

Para a andlise de viabilidade dos grdos de polen, foram utilizados os botdes
florais maiores (aproximadamente 5 mm). Para preparacdo das laminas foram utilizados
dois botdes por lamina e quatro ldminas por planta, sendo feita uma contagem minima
de 1000 grdos de pdlen por planta, considerando-se como férteis os grdos cheios e
corados, e como estéreis 0s enrugados e/ou incolores. Para este tipo de andlise foi
necessaria uma padronizacdo do estdgio de desenvolvimento do pélen, para evitar
diferencas devidas ao estagio de maturacdo do gréo.

Para contagem de nimero cromossémico, objetivando a determinacédo da ploidia
dos acessos, foram utilizados os botdes menores (aproximadamente 2 mm), onde as

laminas foram preparadas de maneira semelhante as Iaminas feitas para contagem dos
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gréos de polen, mas com maior maceracdo do material e pressdo sobre a laminula, a fim
de permitir um bom espalhamento dos cromossomos. As fases que tiveram especial
atencdo para as configuragdes cromossémicas foram a metéfase | e disjuncdo em
anafase | e 1l. Em uma meiose espera-se observar pareamento dos cromossomos em
bivalentes, portanto uma planta com 18 cromossomos apresentaria nove bivalentes nesta
fase. Nas anafases numa mesma meiose normal espera-se, em uma planta dipléide, dois
conjuntos de nove cromossomos em cada pélo. Muitas vezes junto com as células em
meiose € possivel observar-se, nas anteras, células somaticas do tapeto, nos quais, em
uma planta dipldide, seriam observados 18 cromossomos.

Avaliou-se a incidéncia de grdos de poélen maiores, chamados de macropdlens,
0s quais poderiam ser indicios de gametas ndo reduzidos, ou seja, tratariam-se de gréos
2n. Teoricamente plantas produtoras de gametas 2n poderiam posteriormente ser
utilizadas em cruzamentos como genitores masculinos, visando a obtencéo de plantas

triploides.

3.4 — Analise Molecular

A extracdo de DNA foi feita utilizando a metodologia descrita por Shillito &
Saul (1988), com adaptacdes desenvolvidas pelo Laboratério de Biotecnologia do
Centro APTA Citros Sylvio Moreira — IAC (Cordeiropolis, SP), utilizando-se sarcosyl
1% no tampdo de extracdo, e na etapa final, sem extragdo com fenol, adicionando a
enzima RNAase para digestdo do RNA, sendo mantida a uma temperatura de 37°C por
cerca de uma hora.

A quantificagdo de DNA foi feita em gel de agarose a 0,8%, deixando em

eletroforese por cerca de um hora ou 4 cm de corrida no gel. A coloragdo foi realizada
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com brometo de etidio e a concentracdo de DNA determinada por comparacdo com
marcadores com concentragdo conhecida. O DNA foi mantido a uma concentragéo de
100 ng/pl e deixado em congelador a -20°C.

As reacdes de amplificacdo foram feitas utilizando oligonucleotideos iniciadores
(primers) desenvolvidos no proprio Centro de Citricultura, por Novelli et al. (2000), a
partir da biblioteca de DNA gendmico da laranjeira doce cv. Péra (Citrus sinensis [L.]
Osb.), sendo as reagdes preparadas num volume de 25ul contendo 1,5 unidades da
enzima Taqg polimerase; 10mM de dNTP mix (dATP, dTTP, dCTP, dGTP); 2,5ul de
tampédo 10X (10 mM tris — HCI 9 pH 8,3), 50 mM de MgCl, 60 ng de cada “primer” (R
e L), 100 ng de DNA gendmico e H,O autoclavada.

A reacdo de amplificacdo foi feita em termociclador MJ usando um programa
com 30 ciclos de 94°C por 30 seg, 65-56°C por 30 seg (touchdown 0,3°C a cada ciclo) e
72°C por cinco seg. A visualizagdo foi feita em gel de agarose a 3,0% preparado com
tampdo TAE (0,04M, tris acetato, 1mM de EDTA), corados com brometo de etidio (0,5
pg/ml) e com migracao no gel por cerca de 2 horas a 120 volts em cubas horizontais.

A visualizacdo também foi feita em geis de poliacrilamida 8% corados com
nitrato de prata. Os géis de poliacrilamida foram utilizados para amplificar os primers
cujo os alelos se mostravam muito proximos (menos de 15 pb), ou quando a
amplificacdo em gel de agarose mostrava ddvidas quanto a nitidez de bandas.

Mesmo que os primers tenham sido sintetizados a partir do genoma da laranjeira
doce, neste estudo foram utilizados na amplificacdo em DNA de tangerineiras. Foram
testados 84 primers, sendo que os testes foram feitos no genitor feminino (‘Clementina
Fina’) e no genitor masculino (‘Montenegrina’), objetivando encontrar primers que

amplificassem nos dois genitores, e com polimorfismo entre estes, selecionando
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preferencialmente os que apresentavam homozigose em um genitor e heterozigose em
outro.

O tamanho dos alelos em cada loco foi determinado por marcador de DNA (100
pb) e, os padrdes obtidos pela amplificacdo, caracterizados em alelos pela presenca e/ou
auséncia de bandas.

Os dados gerados a partir das imagens dos géis de agarose e poliacrilamida
foram analisados utilizando-se o sistema de taxonomia numérica e multivariada
‘Numerical Taxonomic and Multivariate Analisis System’ (NTSYS) — versao 2.1, onde
a matriz de similaridade foi gerada pelo coeficiente de ‘Jaccard’ (J). O dendograma foi
construido pelo método de agrupamento através da média aritmética ‘Unweighted Pair
Gruop Method with Aritmetic Avarage’ (UPGMA).

Foi calculado o Conteudo de Informacédo de Polimorfismo (PIC), para cada loco,
0 que nos fornece uma estimativa do poder descriminativo do marcador. Para calcular o
PIC, é preciso calcular a freqiéncia alélica através de contagem direta no gel de
revelacdo, aplicando-se a formula PIC = 1 - ¥ pi%, onde p; é a freqiiéncia do alelo i na

populacéo.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Andlise Morfolégica

Os resultados das analises morfologicas foram detalhados no Apéndice 1.
Quanto ao formato da planta, 41% foram elipsoides, 54% esferdides e 5% achatadas;
quanto a densidade de ramos, 8% das plantas apresentaram ramos esparcos e 92%
ramos densos, esta avaliacdo foi feita antes de ser realizada a poda de abertura das
plantas. As alturas das plantas variaram de 1,30 a 4,10 m, nas plantas EO7 e GO1
respectivamente, e quanto a circunferéncia do tronco, as plantas apresentaram de 15,0 a
46,5 cm nas plantas FO4 e F31 respectivamente.

O comprimento médio dos espinhos variou de 1,0 a 4,59 cm (plantas E29 e G35
respectivamente), sendo que as plantas E17, FO4 e G14 ndo apresentaram espinhos,
mesmo estas sendo de “pé franco”. As plantas genitoras ndo apresentavam espinhos por
se tratarem de plantas enxertadas onde foram utilizadas borbulhas de plantas adultas.
Em todas as plantas que apresentaram espinhos, os mesmos tinham formato retilineo.

Analisando o tipo de folha, todas as plantas apresentaram folhas simples, o que é
uma caracteristica das tangerineiras. Para cor, 14% das plantas apresentaram folhas com
coloragéo verde clara, 54% verde e 32% verde escura. Todas as plantas apresentaram
um peciolo curto em relagdo ao comprimento da folha, sendo ainda que nenhuma das

plantas apresentou peciolo alado (Figura 3).
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Quanto ao formato, 76% das plantas apresentam folhas elipséides, 9% ovoides,
2% circulares e 13% lanceoladas. Quanto a borda, 66% das plantas apresentaram folhas
com as bordas dentadas, 7% lisas e 27% com as bordas onduladas. Quanto ao
comprimento, as médias das folhas variaram de 4,57 até 14,48 cm (E16 e F35
respectivamente). Quanto a largura foram encontradas folhas com média de 1,61 até

4,39 cm, nas plantas E07 e G36 respectivamente.

lcm

C

lcm

Figura 3 — Folhas de quatro hibridos (A) E 06, (B) E 07, (C) E 09 e (D) E31.
EEA/UFRGS, Eldorado do Sul/RS, 2005.

Quanto aos frutos, 40% apresentaram formato esferdide e 60% achatado; 35%
dos frutos apresentaram a base achatada, 35% convexa e 30% mamiliforme; 56% dos
frutos analisados apresentaram apices retilineo e 44% convexo; 58% apresentaram casca
lisa, 40% levemente rugosa e 2% rugosa; 45% dos frutos apresentaram aderéncia

minima do mesocarpo ao endocarpo, 38% moderada e 17% firme, implicando esta
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variavel na facilidade de descascar a tangerina; 45% dos frutos apresentaram glandulas
de 6leo da casca quase imperceptiveis, 42% visiveis e 13% salientes.

Todas as plantas avaliadas apresentaram o mesocarpo (albedo) da cor branca;
45% dos frutos apresentaram minima aderéncia entre gomos, 50% aderéncia moderada
e 5% alta; o namero de gomos por fruto ficou, em média entre 8,4 e 12 para as plantas
F43 e F39 respectivamente; o numero de sementes ficou entre 1,0 e 33 sementes por
fruto para as plantas E 21 e F38 respectivamente, destacando-se que as plantas ndo estao
isoladas de outros pomares podendo ocorrer a polinizagdo cruzada. O peso dos frutos
ficou entre 42,6 e 165,8 g, para as plantas G22 e E14 respectivamente; o didmetro dos
frutos ficou entre 37,1 e 72,0 cm, para as plantas F15 e F20 respectivamente e a altura
dos frutos ficou entre 28,2 e 62,3, para as plantas F15 e F30 respectivamente.

A partir de todos os dados morfoldgicos analisados, estes foram transformados
através do programa Multiv utilizando o indice de Gower, para que finalmente
pudessem ser utilizados pelo programa NTSYS para construcdo de um dendograma de
similaridade (Figura 4). Neste agrupamento observa-se que as plantas E09, E19, E18,
E28, G30, G36, G39 e F25 foram as que ficaram mais préximas morfolégicamente ao
genitor masculino ‘Montenegrina’, com uma similaridade de 36 a 45%. A planta E20 é
a que mais se assemelha ao genitor feminino *Clementina’, mesmo assim somente com
uma similaridade de cerca de 37%.

As plantas F06, GO1 e G14 formaram um grupo que se distingue de todas as
outras plantas, tendo uma similaridade com o restante do grupo maior de apenas 25%.
Foi encontrada uma ampla variabilidade morfoldgica entre as plantas estudadas, sendo
assim a similaridade média do grupo foi muito baixa, em torno de 35%. As plantas que
mais se assemelham possuem uma similaridade de 77%. Portanto, é possivel uma

distincdo de todas as plantas através de marcadores morfologicos.
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Figura 4 — Dendograma com 96 plantas, gerado através do programa NTSYS,
utilizando marcadores morfolégicos.
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Com os dados das andlises qualitativas dos frutos foi determinada a época de
maturacdo da cada acesso que produziu nos anos de 2003, 2004 e 2005 (Quadro 3).

Cabe salientar que estes foram os primeiros anos de producdo destas plantas.

Quadro 3 — Epoca de maturagio de 80 plantas oriundas do cruzamento de ‘Clementina
Fina’ e ‘Montenegrina’ as quais produziram frutos nos anos de 2003 a
2005, EEA/UFRGS, Eldorado do Sul/RS, 2005.

Anos de Epoca de maturacgdo dos frutos (em quinzenas)
Planta avaliacao 12 abril| 22 abril|12 maio|22 maio|12 junho]22 junho|1? julho]2?2 julho| 12 agosto
EQ5* 2004
E06 2003-2004-2005
E09 2003-2004
E10 2004-2005
E11* 2004-2005

E12 2003-2004-2005
E13 2003-2004-2005
El4 2003-2004-2005

E15 2004-2005
E16* 2003
E18 2004-2005

E19 2003-2004-2005
E20 2003-2004-2005

E21 2004-2005

E23 | 2003-2004-2005

E25 2003-2004

E27 2003-2004 e
E28 2003-2004

E30 | 2003-2004-2005

E31 2003-2004-2005

E32 2004

FO5 2003-2004
FO8 2004-2005
FO9* 2003

F12 2004-2005
F13 2003-2004
F15 2003-2004-2005
F16* 2004-2005
F17* 2003-2004-2005

F20 2003-2004-2005

F21 2004

F22 2003-2004-2005
F23* 2004

F24 2004-2005
F25 2004

F27 2003-2004-2005
F28 2003-2004-2005
F30 2003-2004-2005
F31 2003-2004-2005

F33 2003-2004
F35 2004-2005
F36* 2005

F37 2003-2004-2005
F38 2004
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Planta avaliacdo 12 abril| 22 abril]12 maio|22 maio]1? junho]22 junhof12 julho]22 julho] 12 agosto
F39* | 2003-2004-2005
F41 2003-2004
F43 2003-2004
F44 2003
GO01 2003-2004-2005
G05 2004
G09* 2005
G11 2004-2005
G12* 2005
G13* 2005
G15 2003-2004-2005
G16 2004-2005
G17* 2004
G18 2003-2004-2005
G19 2003-2004-2005
G20* | 2003-2004-2005
G21 2003-2004-2005
G22 2003-2004-2005
G24* 2005
G25* 2004-2005
G26 2003-2004-2005
G27 2003-2004-2005
G29 2003-2005
G30 2003-2004-2005
G31 2003-2004-2005
G32 2004
G33 2003-2004-2005
G34 2003-2004-2005
G36 2004-2005
G37* | 2003-2004-2005
G38* 2004-2005
G39 2003-2004-2005
G40 2004-2005
G43 2003-2004
G44 2004
-Periodo com frutos aptos para colheita e comercializacdo (40% de suco e SST/AT entre 8 e 12).
Periodo sem frutos aptos para colheita e comercializagéo.
* Plantas com frutos que ndo atingiram indices de maturagao préprios para a comercializagao.

Observou-se que, a época de maturacdo dos 80 hibridos de ‘Clementina Fina’ e

‘Montenegrina’ apresentaram uma amplitude de datas de colheita entre a primeira

quinzena de abril até a primeira quinzena de agosto, ou seja, cinco meses e meio, sendo

que na maioria das plantas a época de maturacao foi entre a primeira quinzena de maio e

a segunda quinzena de junho. Porém plantas como a E06, G34 e G44 podem ser

colhidas ainda na primeira quinzena de agosto.
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As plantas E20, E23, E31, FO5, F27, F37 e G16 foram as mais precoces, tendo

inicio de seu periodo de maturagdo na primeira quinzena de abril. Dezoito plantas (E05,

E11, E16, F09, F16, F17, F23, F36, F39, G09, G12, G13, G17, G20, G24, G25, G37 e
G38) ndo atingiram os indices de maturacgdo exigidos pelo comércio.

O genitor masculino “Montenegrina’ possui uma época de colheita entre agosto

e outubro sendo que o genitor feminino ‘Clementina Fina’ possui época de colheita

entre abril e maio (Sartori et al., 1998), portanto observa-se que o genitor feminino

contribuiu mais para o carater época de maturacao, fato este interessante para o objetivo

de obtencdo de frutos aptos a comercializacdo em épocas distintas da tangerina

‘Montenegrina’.

4.2 — Andlise Citogenética

No apéndice 2 estdo apresentados os resultados obtidos através da analise de
viabilidade de pdlen pelo teste de coloragdo com carmim propidnico nas 52 plantas que
floresceram no ano de 2004. O nimero de grdos de polen avaliados foi de 61.664. Foi
observada a presenca eventual de macrop6lens (grdos de pdlen gigantes), que se
apresentavam corados (Figura 5). Supfe-se que estes sejam grédos ndo reduzidos, ou
seja, 2n; podendo estes ser muito Gteis na producdo de plantas tripldides em
cruzamentos (Cavalcante, 1999). A incidéncia destes grédos provavelmente néo
reduzidos foi muito baixa, inferior a 0,1%.

Todas as plantas analisadas apresentaram, em geral, alta viabilidade de pélen
(Figura 6). Apenas uma (E11) apresentou de 70 a 80% de viabilidade, sete (E06; E21;
E31; FO8; G24; G30; e G37) apresentaram de 80 a 90%, e o restante das plantas, ou

seja, 45, apresentaram mais de 90% de viabilidade (Tabela 1), indicando que todos os
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hibridos analisados podem ser utilizados em futuros cruzamento como genitores

masculinos.

Figura 5 - Grao de pélen “gigante” (A) comparado com grdo de poélen normal (B),
corados com carmim propiodnico. (Escala = 10um).

Figura 6 - Grdos de polen viaveis (A) e grdo de pdlen nao viavel (B), corados com
carmim propionico. (Escala = 10um).
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Tabela 1 — Relacao das 52 plantas hibridas de ‘Clementina Fina’ e “Montenegrina’ com
as suas respectivas porcentagens de viabilidade de grdos de pélen em 2004.

Planta % de grdos vidveis  Planta % de graos viaveis

Ell 79,04 F39 94,94
G30 83,88 G40 95,13
E21 86,22 El4 95,17
FO8 87,27 G19 95,20
E31 88,50 G18 95,38
G24 88,92 F30 95,45
EO06 89,42 E20 95,52
G37 89,85 F12 95,52
E19 90,58 E15 95,59
F24 90,83 F31 95,66
F15 90,94 E23 95,90
F17 91,25 G15 95,97
G27 91,59 F39 96,11
F35 91,96 G34 96,15
E25 92,21 G21 96,32
GO05 92,24 G16 96,37
G39 92,52 F25 96,40
G36 92,65 G25 96,52
G01 93,13 G22 96,60
G31l 93,44 F28 96,76
G13 93,94 F27 96,90
E30 94,17 G20 96,97
G26 94,50 F16 97,05
F20 94,53 FO5 97,82
F29 94,62 F22 98,01
E28 94,93 G12 98,08

Foram observados em um mesmo botéo floral diversas fazes da meiose, deste o
inicio da meiose | até a fase de tétrades e de graos de pdlen. Se comparado entre plantas,
o0 tamanho 6timo de botdes para serem utilizados tinham entre 1,5 e 3 mm. Mesmo nos
citros, tendo flores pentameras (Galleta, 1983), foram observados nimeros diversos de
anteras numa mesma flor, sendo o numero sempre maior que 15.

Foram observadas, em muitos dos hibridos analisados, células somaéticas do

tapeto diploides e tetraploides (Figura 7), coincidindo estes resultados com os ja
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publicados por Cavalcante (1999). Todas as plantas analisadas apresentaram 0 mesmo
nivel de ploidia, ou seja, todas as plantas hibridas analisadas neste estudo sdo dipléides
com namero cromossémico x=9 ou 2n=18 (Figura 8). Nao foram observadas anomalias
meidticas; eventualmente em algumas células foram observados cromossomos

“retardatarios” na fase de anafase.

Figura 7 — Célula somética do tapeto da planta F17 da populagdo de tangerineiras
hibridas, apresentando nimero cromossémico 2n=18. (Escala = 10um).

Figura 8 — Diacinese da planta E19 da populacdo de tangerineiras hibridas,
apresentando 9 bivalentes, corados com carmim propidnico. (Escala =
10pum).
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De um total de 84 primers de microssatélites testados 43 amplificaram

fragmentos num teste com os genitores feminino (‘Clementina Fina’) e masculino

(‘Montenegrina’). Porém, destes 43 primers amplificados somente 12 mostraram

polimorfismo entre os genitores (Tabela 2 e Figura 9).

O baixo nimero de primers que amplificaram fragmentos com o0s genitores,

possivelmente é reflexo do material a partir do qual foram sintetizados os primers, que é

a biblioteca de DNA gendmico da laranjeira doce cv. Péra (Citrus sinensis [L.] Osb.). O

baixo numero de oligonucleotideos iniciadores que mostraram polimorfismo se deve

possivelmente a baixa diversidade genética existente entre as tangerineiras analisadas.

Tabela 2 — Relacdo dos primers com respectivas repeticdes amplificadas.

Primers Repeticdo Seqliéncias F (5' 3 Seqiiéncias R (5' 3"
CCSM3 (AG), GCAATGCACCTTGTCATTAG  CATCACAGGCACTTATGCAG
CCSM4 (AG), TTCTCCTCATCTTCGACTCC CCGATCTTACGACGTATCAA
CCSM6 (AG), ATCTGTGTGAGGACTGAA CCTCTATTAATGTGCCTG
CCSM12  (AG), GATTGAATCTTCTGTAGCTC ATCATCATCTAGTGTCACTG
CCSM18  (AG), AACAGTTGATGAAGAGGAAG GTGATTGCTGGTGTCGTT
CCSM28  (TGA)e CTTGACATAATAGAGTGGAG TCGTTCATGTACTCTCCATT
CCSM41  (GCAACA);, ACAAGAGTCGCAACAATC GACAACAGTGGCAATACC
CCSM46  (GCA)s (CAA)s ATACCTTATCAAGTAACACG TCAGAATGAGTACTAGCTCC
CCSM101 (AG)y, TGTGATTACTGATTATTG CTACTTGTATGTGCTCCT
CCSM147 (AG)y AGACTCACGTAACCTACTTC  GCTATGTTATGATACGTCTG
CCSM150 (AG)11N (AG);s TCAGACAATGTGTTAGAGAG TCGGTTGCTACTTGTATC
CCSM170 (GA)x AGTTGAGTACTGTGTGCGAA  CTAATGGCTGAGAGAGTTGC

As 12 combinagdes de primers utilizadas para analise de microssatélites em 94

acessos de tangerineiras geraram um total de 25 fragmentos amplificados, variando de 1

a 3 por loco, e com tamanho variando de 70 a 320 pares de bases (Tabela 3).
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Analisando os dados por presenca (1) e auséncia (0) de alelos por loco, em cada

acesso, foi gerada uma tabela (Apéndice 3), que foi utilizada para analise de

agrupamentos.
Teste de Primers
100
84
O Total de
75 Primers
B Primers com
50 . .
Amplificagao
25 OPrimers com
12 : .
Polimorfismo
0

Figura 9 — Amplificacdo de oligonucleotideos iniciadores “Primers”, com as
tangerineiras ‘Clementina Fina’ e “Montenegrina’.

Tabela 3 — Relacdo dos primers e respectivos numeros de fragmentos amplificados.

Seqliéncias Iniciadoras N° de Alelos Tamanho dos Fragmentos
(Primers) Amplificados (pb)
3 3 215-270
4 2 210-230
6 2 230 - 270
12 2 300 - 320
18 2 205 - 220
28 3 70 -95
41 1 70
46 2 100 - 115
101 2 110- 120
147 2 110 - 145
150 2 130-170
170 2 170 - 195
Total = 25

Mesmo que a diversidade morfoldgica seja ampla entre os pais, isso nao reflete
diretamente na diversidade avaliada pelos SSR. A diversidade genética dos citros é

grande, porém a base genética das espécies economicamente importantes é estreita. O
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criterio de selecdo dos primers foi amplificar alelos nos dois genitores e que
preferencialmente num genitor mostrasse heterozigose para um ou outro alelo e
homozogose para um dos alelos no outro genitor (Figura 10).

Para a maioria dos primers os alelos puderam ser separados em géis de agarose
de 3% (Figura 11), porém em casos em que isso ndo era possivel foram utilizados géis
de poliacrilamida a 8%. O gel de agarose comum consegue separar fragmentos com
mais de 15 pares de base de diferenca, ja no caso do gel de poliacrilamida € possivel
separar fragmentos com até um par de bases de diferenca. Porém o gel de agarose é
muito mais simples e barato de ser elaborado, sendo uma op¢do mesmo para revelar

reacOes de microssatélites.

-
)

Figura 10 — Gel de agarose a 3%, revelando teste de cinco primers com 0s genitores,
destaque na amplificagdo com primer 18, um dos selecionados para serem
utilizados em toda populacao.

Utilizando os 12 primers selecionados, as 94 plantas do estudo, mais 0s seus
genitores, puderam ser diferénciadas com excecdo de seis plantas onde de duas a duas
ndo puderam ser diferénciadas.

Pela andlise de similaridade houve distingdo de trés grandes grupos: um,

contendo o genitor ‘Clementina Fina’ com 32 individuos (34,8%); outro, contendo o
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genitor “Montenegrina’ com 37 individuos (40,2%) e, um terceiro, com uma distancia
genética maior dos pais do que os préprios pais entre si, perfazendo 23 individuos

(25,0%). Este comportamento € possivel ocorrer em virtude da segregacéo transgresiva.

Figura 11 — Gel de agarose a 3%, revelando 12 hibridos amplificados com primer 18.

O agrupamento por similaridade com os pais possibilita a escolha de hibridos
mais proximos das tangerineiras ‘Clementina Fina’ ou ‘Montenegrina’ em fungdo do
objetivo do programa de melhoramento.

A formacdo do terceiro grupo distinto indica que a constituicdo genética dos
hibridos foi gerada pela segregacdo independente das marcas de microssatélites.

A cultivar Clementina Fina possui sementes monoembribnicas, pressupondo que
as plantulas geradas por estas sementes sejam hibridos, pois o embrido destas sementes
seria obrigatoriamente zig6tico. Contudo, eventualmente pode ocorrer que mesmo de
sementes monoembridnicas seja gerado um embrido nucelar, o qual seria uma copia
idéntica a planta mée. Todos os 94 individuos analisados confirmaram ser hibridos, pois
no dendograma de analise por similaridade (Figura 12) todos 0s acessos se distanciaram

do genitor feminino.
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Figura 12 — Dendograma com 96 plantas, gerado através do programa NTSYS,
utilizando marcadores SSR.
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Analisando-se os genitores e os hibridos observou-se uma similaridade minima
de 0,47, sendo que a maioria das plantas se manteve numa similaridade de 0,70 a 0,80,
indicando um grau de similaridade de médio a alto. Estes dados estéo de acordo com os
obtidos por Coletta Filho et al. (1998) que, ao utilizarem RAPDs para comparar
diferentes gendtipos de tangerineiras, encontraram indices de similaridade (Jaccard)
superiores a 0,77. Ja Bastianel et al. (2001) analisaram as tangerineiras ‘Lee’, ‘Sunki’,
‘Ponkan’, ‘Tangerina de Umbigo’, ‘Cai’ e ‘Osceola’, e encontraram uma similaridade
minima de 0,81.

Oliveira & Radmann (2005), observaram alta similaridade genética (> 0,725),
analisando as tangerineiras ‘Clemenules’ e ‘Marisol’ (C. reticulata Blanco), ‘Okitsu’
(C. unshiu Marc.) e hibridos ‘Nova’ [C. clementina Hort. ex Tan. X (C. paradisi Macf.
X C. tangerina Hort. ex Tan.)] e “‘Ortanique’ (tangor provavelmente entre C. sinensis
(L.) Osb. e C. reticulata Blanco), utilizando marcadores isoenzimaticos.

Torres et al. (1978) observaram baixo nivel de polimofismo de quatro locos
isoenzimaticos entre 33 cultivares de tangerineiras. Machado et al. (1996) encontraram
baixo polimorfismo usando marcadores do tipo RAPD entre acessos de tangerineiras do
Mediterraneo (C. deliciosa Ten.), sugerindo que este grupo é hibrido de tangerineira

comum (C. reticulata Blanco). Estes autores sugerem que hibridacbes e mutacgdes

possivelmente foram fatores importantes na evolugdo destas espécies sendo responsavel
pela grande diversidade fenotipica encontrada neste grupo.

Behrouz et al. (2005), determinaram a variabilidade genética entre seis acessos
de tangerineiras e oito acessos de laranjeiras, distinguindo-os através da utilizacdo de
marcadores do tipo SSR, sendo possivel discriminar as tangerineiras, porém nao sendo
possivel discriminar as laranjeiras, utilizando sete pares de primers, ndo refletindo a

variabidade morfoldgica existente.
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Os individuos G01 e G31; F37 e G13; F13 e G34 ndo puderam ser
distinguidos entre si pelos marcadores SSR. Os motivos que podem explicar isto sdo a
utilizacdo de um pequeno numero de marcadores de microssatélites, sendo possivel
cobrir apenas uma pequena area do genoma, ou existe uma variabilidade muito pequena

entre os hibridos (bases genéticas estreitas).

A descricdo das seqliéncias iniciadoras com seu respectivo nimero de
fragmentos amplificados e o tamanho dos fragmentos em pares de bases, é importante
para estudos futuros, pois possibilita ao usuério destes primers saber o tamanho e 0
numero possivel de alelos que serdo amplificados.

Loco é uma regido especifica do genoma, sendo que cada primer amplifica um
loco e este € especifico do local flanqueado por cada par de primers. No caso das
plantas analisadas todas eram diploides (segundo anlises citogenéticas); entdo em cada
planta poderiam ser amplificados, no maximo, dois alelos no caso de heterozigotos ou
um alelo no caso de homozigotos, por primer.

No célculo do Conteldo de Informacdo de Polimorfismo (PIC), através da
frequiéncia alélica, utilizando-se a formula PIC = 1 - ¥ pi%, onde p; é a freguiéncia do
alelo i na populacdo, obteve-se os valores de PIC, os quais podem variar de 0 a 1, onde
1 seria o infinito superior. Os primers 03; 28; 147 tiveram um valor de PIC,
respectivamente de 0,65; 0,60; 0,61 (Tabela 4). Esses foram os maiores valores de
marcadores deste estudo. Os trés marcadores amplificaram trés alelos, mostrando-se
mais informativos. Os valores de PIC variaram de 0,27 do primer 06, até 0,65 do primer
03, para o marcador 41 ndo foi possivel calcular o PIC, pois neste, houve amplificacdo
de somente um alelo, o qual estd presente sempre em homozigose ou totalmente

ausente. Num estudo futuro estas informacGes podem ser Uteis na escolha de
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marcadores mais informativos, possibilitando a reducdo do numero de reacdes para

obter a quantidade de informacao desejada.

Tabela 4 — Valores do Contetdo de Informacgdo de Polimorfismo (PIC), por loco.

Primer 3 4 6 12 18 28
1 0,32 0,83 0,66 0,08 0,64 0,29
2 0,23 0,17 0,34 0,52 0,36 0,05
3 0,44 — — — — 0,05
Som p2 0,35 0,72 0,73 0,60 0,54 0,40
PIC 0,65 0,28 0,27 0,40 0,46 0,60
46 101 147 150 170
0,77 0,48 0,28 0,49 0,40
0,23 0,52 0,06 0,51 0,60
— 0,06
0,65 0,50 0,39 0,50 0,52
0,35 0,50 0,61 0,50 0,48

PIC =1 -3 pi%, onde p; = freqiiéncia do alelo i na populagéo.
Os Primers 3, 4, 6, 12, 18, 28, 46, 101, 147, 150 e 170 com os alelos numerados de 1 a
3 e as suas respectivas frequéncias.

Behrouz et al. (2005), utilizando marcadores do tipo microssatélites para
diferenciar tangerineiras e laranjeiras determinaram o PIC para os primers utilizados,
sendo que os valores ficaram entre 0,505 e 0,950, estes altos valores de PIC se devem
principalmente ao numero de alelos amplificados por loco que ficou entre trés e dez,
com uma média de 7,42 alelos por loco amplificado.

Foi estabelecido um perfil molecular individual (Tabela 5), objetivando

diferenciar os acessos e futuramente poder servir de auxilio no caso de registro de

algum dos hibridos como uma cultivar.
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Tabela 5 — Perfil molecular para discriminacdo de 96 acessos (altura em pares de base

(pb) dos alelos de cada primer).

Primers
3 4 6 12 18 28 41 46 101 147 150 170
Alelo 1 215pb 210pb 230pb 300pb 205pb 70pb 70pb 100pb 110pb 110pb 130pb 170pb
Alelo 2 250pb 230pb 270pb 320pb 220pb 80pb 115pb 120pb 145pb 170pb 195pb
Alelo 3 270pb 95pb
Clem. 12 11 12 12 12 12 11 12 11 12 11 12
Mont. 13 12 11 22 11 13 — 11 22 13 22 22

EO3 12 12 11 22 11 12 11 11 11 12 12 11
EO6 12 12 11 12 12 11 11 11 11 11 11 11
EQO7 13 11 12 12 12 11 11 11 22 11 22 —
EO9 12 12 11 12 12 12 11 11 22 12 11 22
E10 12 11 12 22 22 12 11 11 22 12 22 22

Ell 23 12 11 12 11 13 — 11 11 13 11 22
E12 23 12 12 12 — 12 — 12 11 12 22 22
E13 23 12 12 — 12 23 11 11 11 23 11 22
E14 13 11 12 12 11 12 — 11 22 12 22 22

E15 13 11 12 22 11 23 11 11 11 23 22 22
E18 23 12 12 12 22 12 11 12 22 12 11 22
E19 13 12 12 12 12 11 — 11 11 11 22 11
E20 23 11 11 22 22 11 11 12 22 11 11 11
E21 23 11 11 22 11 11 11 11 22 11 11 22
E23 13 11 12 22 11 12 11 11 22 12 22 11

E25 13 11 12 12 11 11 — 12 11 11 22 11
E27 13 11 12 12 11 23 11 11 11 23 11 22
E28 12 11 12 22 11 13 — 11 11 13 11 12
E29 12 11 12 — 22 12 — 11 11 — 11 11
E30 13 12 11 12 11 12 — 11 11 23 22 22

E31 13 12 12 12 11 23 11 11 11 23 22 11
E32 23 12 12 22 22 13 11 12 11 13 11 22

FO3 12 11 12 12 11 13 — 11 22 13 11 12
FO4 12 11 12 12 12 23 11 11 11 23 11 22
FO5 13 11 12 22 12 11 — 11 11 11 22 22
FO6 13 — 11 — — 11 — 11 22 13 22 11
FO8 12 11 12 22 11 11 — 11 11 11 22 22
F12 12 11 12 12 11 11 — 12 22 11 11 11
F14 13 11 11 22 11 11 — 12 11 11 22 12
F15 13 12 12 12 11 11 — 12 11 11 22 22
F16 13 11 12 12 11 23 — 11 22 23 22 22
F17 23 12 11 22 11 11 — 12 22 11 11 11
F20 13 12 12 22 11 13 — 12 11 11 11 22
F21 13 11 12 12 12 11 — 11 22 12 22 11
F22 23 12 11 22 11 13 — 12 11 11 22 22

F24 13 11 12 22 11 11 11 11 22 13 11 22
F25 13 12 12 22 11 13 11 11 22 13 11 22

F26 13 11 12 12 11 11 — 11 11 12 22 11
F27 23 11 12 22 11 11 11 12 11 12 11 22
F28 13 11 12 22 12 11 — 12 11 11 22 22
F29 13 11 12 22 22 12 — 12 22 12 11 11
F30 23 11 12 12 11 11 11 — — 11 11 —

F31 23 11 12 22 12 11 11 11 22 11 11 11
F33 23 12 11 22 11 13 11 12 11 13 11 11
F34 23 12 11 22 11 13 11 11 11 13 11 11
F35 23 11 12 22 11 23 11 11 22 23 11 11
F36 13 11 11 12 12 12 — 12 22 12 11 22
F38 13 11 12 12 11 11 — 11 11 11 22 22
F39 13 12 12 22 12 11 — 12 22 11 22 11



Continuacao da Tabela 5.
F40 13 11 11 22 22 12 11 12 22 12 22 22
F41 23 11 12 12 22 11 — 12 22 11 11 11
F43 13 11 11 12 22 13 — 11 — 13 11 22
Gos 13 11 12 12 11 11 11 12 22 11 22 22
GoY 13 12 12 22 22 13 11 12 22 13 22 22
G 13 11 12 12 22 13 11 12 11 13 22 22
Gi1 13 12 11 12 12 11 11 12 22 11 11 22
G2 13 12 12 12 12 23 11 12 22 23 22 22
G4 13 11 12 12 12 11 11 11 11 11 22 11

G15 13 11 12 22 11 23 — 12 11 23 22 11
G16 23 11 11 12 22 23 — 11 22 23 11 22
G17 13 — 12 12 12 12 11 12 22 12 22 22

G18 23 11 12 22 22 11 11 11 11 11 11 22
G19 13 11 11 22 12 23 11 12 22 23 11 11
G20 23 11 11 22 11 11 11 12 22 11 11 11
G21 23 12 11 22 22 23 11 11 11 23 22 12
G22 13 12 11 12 12 11 — 12 11 11 22 —
G23 13 11 11 22 12 23 11 12 11 23 22 —
G24 23 12 12 22 22 13 11 11 22 13 11 —
G25 13 11 — 12 11 23 11 11 22 23 22 —
G26 23 11 12 12 11 12 11 11 22 12 11 —
G27 13 11 12 12 22 13 11 11 22 23 22 —

G28 13 11 12 22 — 23 11 11 11 12 22 —
G29 23 11 12 12 11 23 — 11 22 23 11 —
G30 13 11 11 12 12 13 11 11 11 13 22 —
G32 13 11 12 12 11 13 — 11 11 13 22 —
G33 23 11 12 — 12 23 11 12 11 23 11 —
G35 23 11 11 12 22 23 11 12 22 23 11 —
G36 23 12 12 22 11 23 — 12 22 23 11 —
G37 23 11 12 12 11 12 — 11 11 12 11 —
G38 23 12 12 12 11 13 — 11 22 13 22 —

G39 23 11 11 12 12 23 11 12 22 23 11 —
G40 13 12 12 12 11 12 11 12 11 12 22 —

G41 13 12 12 12 11 23 — 12 11 23 22 —
G42 13 11 12 22 11 13 — 12 11 13 22 —
G43 23 11 12 12 22 12 — 12 22 12 11 —
G44 23 11 11 22 11 12 — 12 11 12 11 —

Em cada coluna, a partir da identificacdo do acesso, encontram-se descritos os alelos
amplificados.

O perfil molecular individual € til no caso de confirmacao da pureza de lotes de
mudas ou sementes no momento da compra destas, pois muitas vezes nem pelas
sementes e nem no caso de mudas é possivel ter certeza da cultivar. Neste trabalho foi
estabelecido um perfil molecular individual de 86 hibridos, do genitor ‘Clementina

Fina’ e do genitor ‘Montenegrina’.
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4.4 — Andlise Morfoldgica x Molecular

Numa andlise conjunta, comparando os dendogramas, dos dados de marcadores
morfolégicos e de marcadores moleculares, observa-se que ndo existe relacdo entre o0s
grupos formados entre os dois métodos de anélises. No dendograma obtido analisando
as marcas moleculares, seis materiais ndo puderam ser distinguidos entre si (G13, F37,
F13, F37, G01, G31). Por sua vez, na andlise dos dados morfoldgicos G13 e F37
tiveram uma similaridade entre si de apenas 27,5%; os acessos F13 e G34, tiveram uma
similaridade de apenas 28%; e os outros dois materiais, GO1 e G31, foram separados e
mostraram uma similaridade de apenas 25%.

No dendograma utilizando os dados de morfologia, as plantas E09, E18, E19,
E28, F25, G30, G36, G39 sdo as que mais se aproximaram ao genitor masculino
‘Montenegrina’. Ja na analise utilizando os dados moleculares estas plantas tiveram uma
distribuicdo aleatoria onde EQ9, E18, E28 se localizaram no subgrupo do genitor
feminino *Clementina Fina’, as plantas E19, F25, G30 se localizaram no subgrupo do
genitor masculino ‘Montenegrina’ e as plantas G36, G39 se localizaram no terceiro
subgrupo, distante dos genitores.

Na analise utilizando os dados morfol6gicos as plantas E10, E20, E29, F26,
G31, G37, G40 sdo as que mais se aproximaram ao genitor feminino ‘Clementina Fina’,
porém no dendograma utilizando os dados gerados atraves de marcadores moleculares,
as plantas E20, E29 e G37, foram as que se localizaram no subgrupo do genitor
feminino, as plantas E10, F26, G40 foram as que se localizaram no subgrupo do genitor
masculino, e ainda a planta G31 se localizou no terceiro subgrupo, independente dos
genitores. A planta E29 que no dendograma gerado a partir dos dados moleculares foi a

mais proxima do genitor feminino ‘Clementina Fina’, com uma similaridade de cerca de
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80%, no dendograma utilizando os dados da analise morfologica localizou-se
novamente no grupo mais proximo do genitor feminino.

As plantas F06, GO1, G14 foram os acessos mais distantes das demais plantas no
dendograma analisando os dados morfolégicos, com 25% de similaridade do restante
dos acessos. No dendograma analisando os dados fornecidos pelos marcadores
moleculares as plantas FO6 e G14 se localizaram no subgrupo das plantas mais
préximas geneticamente do genitor masculino ‘Montenegrina’ e a planta GOl se
localizou no terceiro subgrupo de plantas, distante dos genitores.

A similaridade utilizando os dados da analise molecular foi muito maior, com
uma média, em torno de 70%, se comparada com a similaridade entre 0s acessos
estudados utilizando os dados de analise morfoldgica, a qual ficou em torno de 40%.
Davies & Albrigo (1994) ja relatavam a discordancia entre analises moleculares e
morfolégicas, considerando 12 acessos citricos, dentre estes seis tangerineiras, que
foram classificadas morfologicamente por Tanaka em 12 espécies, e por Swingle em
seis espécies. Estes autores, numa analise utilizando marcadores bioquimicos e

moleculares classificaram 0s 12 acessos em trés espécies.



5. CONCLUSOES

A época de maturacdo de frutos das 80 plantas do estudo abrange o inicio de
abril até o inicio de agosto, concentrando-se esta entre maio e junho.

Todas as plantas avaliadas podem ser utilizadas como genitores masculinos no
que se refere a viabilidade de polen.

Todos os 52 acessos e 0s genitores, avaliados citologicamente neste estudo, sao
dipldides, apresentando um nimero cromossdmico 2n = 18.

Os marcadores moleculares do tipo microssatélites sao eficientes para identificar
hibridos com maior similaridade genética em relacao aos genitores.

Ambas as caracterizacdes, morfoldgica e molecular, demonstraram a existéncia
de variabilidade entre as plantas da populacdo estudada e confirmaram que todas sdo
hibridas da tangerineira ‘Clementina Fina’ e ‘Montenegrina’.

Néao foi possivel estabelecer uma relacdo entre as andlises morfologicas e

moleculares.
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Apéndice 1 — Caracteristicas morfoldgicas avaliadas.
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Planta | Il Il V. V. VL vl vl X X XE X X XV XV
Clem 2 24 2 34 X X 1 1 2 1 0 1 4 78,7 29,7
Mont 3 32 2 28 X X 1 2 2 1 0 4 1 724 24,2
EO3 2 21 2 29 165 2 1 2 2 1 0 1 4 69,6 257
EO6 2 33 2 355194 2 1 2 2 1 0 1 4 79,1 29,8
EO7 1 13 2 17 316 2 1 2 2 1 0 1 1 484 16,1
EO9 1 31 2 345 201 2 1 3 2 1 0 4 1 878 274
E1I0 2 32 2 34 150 2 1 2 2 1 0 1 4 76,2 309
E11 3 22 2 27 238 2 1 2 2 1 0 1 4 67,7 24,9
E12 1 36 2 40 229 2 1 2 2 1 0 1 4 881 301
E1I3 2 33 2 36 228 2 1 2 2 1 0 1 1 709 299
E14 2 32 2 38 154 2 1 2 2 1 0 2 1 919 391
E15 1 38 2 45 228 2 1 3 2 1 0 1 4 90,7 343
El6 2 X 2 X 247 2 1 1 2 1 0 1 1 45,7 19,8
E17 X X X X X X 1 1 2 1 0 2 1 893 421
E18 2 19 2 23 236 2 1 3 2 1 0 1 1 932 341
E19 1 31 2 37 180 2 1 3 2 1 0 1 1 704 29,2
E20 1 26 2 32 26,7 2 1 3 2 1 0 2 1 791 30,7
E21 1 32 2 37 158 2 1 3 2 1 0 1 4 854 30,8
E23 1 30 2 42 162 2 1 2 2 1 0 1 1 845 338
E25 2 29 2 385 199 2 1 2 2 1 0 1 1 0915 334
E27 2 30 2 35 419 2 1 3 2 1 0 2 4 894 378
E28 2 22 2 315 204 2 1 2 2 1 0 1 4 92,1 34,0
E29 1 23 2 26 100 2 1 3 2 1 0 1 1 935 284
E30 2 30 2 37 220 2 1 3 2 1 0 4 4 72,6 289
E31 1 32 2 43 196 2 1 3 2 1 0 2 1 825 378
E32 2 23 2 32 263 2 1 2 2 1 0 4 1 69,6 233
F 03 1 24 2 25 418 2 1 2 2 1 0 1 1 788 311
FoO4 X 13 X 15 X X 1 1 2 1 0 4 4 73,7 25,7
FO5 2 30 2 395 402 2 1 2 2 1 0 1 1 76,2 27,7
F 06 1 28 2 32 179 2 1 2 2 1 0 1 4 89,8 333
FOB 1 36 2 415 181 2 1 2 2 1 0 1 1 782 31,5
F12 2 31 2 305 262 2 1 2 2 1 0 1 1 992 324
F 13 1 34 2 34 269 2 1 2 2 1 0 1 1 94,2 337
F15 2 31 2 39 189 2 1 2 2 1 0 1 2 875 339
F16 2 24 2 295 289 2 1 1 2 1 0 1 1 823 28,2
F17 2 26 2 325 449 2 1 2 2 1 0 1 1 100,3 30,8
F20 1 22 2 33 313 2 1 2 2 1 0 1 4 865 295
F21 2 25 1 23 352 2 1 2 2 1 0 4 1 959 317
F22 2 26 2 345 197 2 1 3 2 1 0 1 4 81,0 36,2
F24 1 31 2 41 210 2 1 3 2 1 0 1 1 796 27,1
F25 2 28 2 315 202 2 1 2 2 1 0 1 1 98,7 36,6
F26 2 19 2 16 28,7 2 1 3 2 1 0 1 1 56,0 20,1
F27r 2 28 2 325 314 2 1 3 2 1 0 1 1 71,0 24,7
F28 2 32 2 39 279 2 1 2 2 1 0 1 1 845 30,2
F29 2 25 2 27 309 2 1 2 2 1 0 1 1 853 291
F30 2 32 2 38 317 2 1 3 2 1 0 1 1 1011 335
F31 1 38 2 465 294 2 1 3 2 1 0 1 1 98,2 392
F33 2 32 2 365 225 2 1 3 2 1 0 1 1 1145 37,0
F34 2 24 2 255 258 2 1 2 2 1 0 1 2 662 251
F35 1 36 2 36 201 2 1 3 2 1 0 2 1 1448 36,1
F 36 1 33 2 28 208 2 1 3 2 1 0 1 1 995 316
F 37 1 37 2 415 285 2 1 3 2 1 0 1 1 822 334
F38 X 32 X 335 134 2 1 3 2 1 0 1 1 996 36,1
F39 X 30 X 33 285 2 1 2 2 1 0 4 1 949 26,7
F40 X 25 X 29 20,7 2 1 1 2 1 0 1 2 72,1 244
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[ Planta[ XVI XVIEXVIE XX XX XXE XX XXHE XXV XXV XXV XXVIEXXVII
Clem 1 2 4 1 2 1 1 2 95 198 973 632 524
Mont 5 1 5 1 1 1 1 1 92 104 817 526 435
EO3 5 3 5 5 2 2 1 1 114 X X X X
EO6 5 3 4 1 2 1 1 2 104 268 1206 64,8 4972
EO7 5 2 4 1 1 1 1 1 9,2 X X X X
E0O 1 2 4 5 1 2 1 2 88 168 84,2 562 496
E10 5 2 5 1 1 1 1 1 96 184 50,6 484 402
E11 5 1 5 2 3 1 1 2 9,8 X X X X
E12 1 1 4 5 2 2 1 2 96 32,3 1083 48,7 425
E13 1 1 4 1 1 1 1 1 96 110 714 533 473
E14 5 2 4 5 3 2 1 2 98 10,0 1658 720 571
E15 1 1 4 5 2 3 1 2 88 280 1178 631 529
E16 1 3 5 1 2 1 1 3 9 X X X X
E17 5 1 4 5 2 2 1 2 10 X X X X
E18 1 1 4 5 2 1 1 2 104 113 496 49,7 450
E19 5 3 5 1 2 2 1 2 108 20,7 799 609 400
E20 5 2 4 1 3 2 1 2 104 70 716 54,7 452
E21 5 2 5 1 2 3 1 1 9,2 1,0 551 492 410
E23 5 3 5 5 1 1 1 1 108 45 839 583 469
E25 5 2 5 5 1 2 1 1 108 16,3 1032 64,8 487
E 27 1 2 4 5 1 2 1 1 9,8 78 107,2 61,2 523
E28 1 1 4 1 1 2 1 2 9 19,3 126,3 654 52,6
E29 1 1 4 1 1 2 1 2 9,4 X X X X
E30 1 2 4 5 3 2 1 3 104 109 1069 626 498
E31 1 3 5 5 1 1 1 1 10 X X X X
E32 1 2 4 1 3 1 1 2 9,6 82 56,0 485 435
FO3 X X X X X X X X X X X X X
Fo4 X X X X X X X X X X X X X
FOS 5 3 4 1 3 3 1 2 98 20,7 96,1 586 47,0
FO6 X X X X X X X X X X X X X
FO8 5 3 5 5 1 3 1 1 9,8 X X X X
F12 5 1 4 5 2 3 1 2 10 196 121,7 64,1 535
F 13 1 1 4 5 3 2 1 2 96 295 1022 598 50,2
F15 5 3 5 1 1 2 1 1 106 146 544 371 286
F 16 1 1 4 5 2 2 1 2 9 X X X X
F17 5 3 5 5 1 2 1 1 98 17,7 655 546 438
F 20 5 3 4 1 1 3 1 1 9 16,0 1469 714 54,1
F21 5 2 4 1 1 2 1 1 9 16,0 792 552 452
F 22 1 1 4 5 3 2 1 2 98 155 579 499 446
F24 1 1 4 1 2 2 1 2 86 126 819 540 501
F 25 1 2 4 5 2 2 1 2 9,2 9,7 112,7 61,7 50,0
F26 X X X X X X X X X X X X X
F 27 1 1 4 1 3 2 1 3 9,8 X X X X
F28 5 2 4 5 2 1 1 1 98 180 957 593 477
F29 X X X X X X X X X X X X X
F 30 1 1 4 1 1 2 1 1 88 17,0 1340 652 623
F31 1 2 4 1 3 2 1 2 86 196 880 551 492
F 33 1 3 4 1 1 1 1 1 104 89 769 56,7 429
F34 X X X X X X X X X X X X X
F35 5 2 5 5 3 2 1 2 104 229 1414 689 56,8
F36 5 3 5 1 1 2 1 1 8,8 X X X X
F37 5 2 5 1 1 2 1 2 106 220 928 603 490
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Apéndice 2 — Dados de viabilidade de pdlen de 52 acessos.
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Avaliacdo de Viabilidade de Pdlen

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
E06 | 218 32 87,20 F30 I 277 16 94,54
Il 241 24 90,94 Il 257 16 94,14
1] 253 38 86,94 1] 381 16 95,97
[\ 268 22 92,41 [\ 259 8 97,00
MEDIA 89,42 MEDIA 95,45

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
Ell | 246 98 71,51 F31 I 340 19 94,71
Il 222 52 81,02 Il 322 14 95,83
1 241 57 80,87 11 241 8 96,79
\Y% 264 51 83,81 MEDIA 95,66

MEDIA 79,04 Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios F35 | 303 15 95,28
El14 | 263 10 96,34 Il 330 46 87,77
Il 265 13 95,32 1] 262 20 92,91
1 278 17 94,24 v 272 21 92,83
v 277 15 94,86 MEDIA 91,96

MEDIA 95,17 Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios F39 | 237 17 93,31
E15 | 259 14 94,87 Il 285 8 97,27
1] 316 20 94,05 1] 245 8 96,84
1] 305 12 96,21 \Y% 247 8 96,86
v 312 9 97,20 MEDIA 96,11

MEDIA 95,59 Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios GO01 | 251 29 89,64
E18 | 266 13 95,34 Il 263 16 94,27
Il 275 22 92,59 1] 260 17 93,86
1] 274 11 96,14 v 242 13 94,90
\Y% 273 12 95,79 MEDIA 93,13

MEDIA 94,94 Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios GO05 | 238 24 90,84
E19 | 283 16 94,65 Il 237 20 92,22
Il 302 18 94,38 1] 252 15 94,38
1] 229 26 89,80 v 236 22 91,47
[\ 215 47 82,06 MEDIA 92,24

MEDIA 90,58 Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios G12 | 374 9 97,65
E20 | 252 17 93,68 Il 320 4 98,77
1] 288 9 96,97 1] 258 5 98,10
1] 240 12 95,24 \Y% 274 6 97,86
v 244 10 96,06 MEDIA 98,08

MEDIA 95,52 Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios G13 | 241 19 92,69
E21 | 225 25 90,00 Il 309 12 96,26
Il 217 52 80,67 1 305 25 92,42
1] 232 45 83,75 \Y% 262 16 94,24
IV 246 25 90,77 MEDIA 93,94

MEDIA 86,22 Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios G15 | 268 21 92,73
E23 | 405 10 97,59 Il 257 8 96,98
Il 318 15 95,50 1] 286 5 98,28
1] 248 18 93,23 v 284 12 95,95
[\ 268 10 96,40 MEDIA 95,97

MEDIA 95,90
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Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
E25 | 362 24 93,78 G16 | 236 16 93,65
Il 240 34 87,59 Il 307 8 97,46
11 268 7 97,45 11 298 7 97,70
\Y% 242 29 89,30 \Y% 273 11 96,13
MEDIA 92,21 MEDIA 96,37

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
E28 | 332 32 91,21 G18 | 269 15 94,72
Il 262 11 95,97 Il 270 11 96,09
11 247 10 96,11 1l 258 14 94,85
\Y% 301 8 97,41 \Y% 257 11 95,90
MEDIA 94,93 MEDIA 95,38

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
E30 | 311 25 92,56 G19 | 282 14 95,27
Il 241 15 94,14 Il 251 27 90,29
1l 214 13 94,27 1 275 10 96,49
\Y% 252 10 96,18 \Y% 302 5 98,37
MEDIA 94,17 MEDIA 95,20

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta grédo | cheios | vazios | % de cheios
E31 | 251 33 88,38 G20 lamina| 326 11 96,74
Il 232 22 91,34 Il 311 4 98,73
11 272 34 88,89 1l 275 10 96,49
\Y% 230 39 85,50 \Y% 271 12 95,76
MEDIA 88,50 MEDIA 96,97

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
FO5 [ 301 9 97,10 G21 [ 285 6 97,94
Il 273 5 98,20 Il 247 6 97,63
11 270 5 98,18 1 341 27 92,66
\Y% 276 6 97,87 \Y% 330 7 97,92
MEDIA 97,82 MEDIA 96,32

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
FO8 [ 262 56 82,39 G22 [ 295 9 97,04
I 247 28 89,82 Il 307 13 95,94
11 265 41 86,60 1 401 19 95,48
\Y% 241 23 91,29 \Y% 359 7 98,09
MEDIA 87,27 MEDIA 96,60

Planta gréo | cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
F12 lamina| 266 17 93,99 G24 | 223 35 86,43
1] 248 15 94,30 Il 241 37 86,69
1 367 13 96,58 1} 282 25 91,86
\Y% 314 11 96,62 \Y 329 37 89,89
MEDIA 95,52 MEDIA 88,92

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
F15 | 230 22 91,27 G25 | 315 14 95,74
I 238 29 89,14 Il 242 8 96,80
1l 245 21 92,11 1 261 8 97,03
\Y% 240 23 91,25 \Y% 430 15 96,63
MEDIA 90,94 MEDIA 96,52

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
F16 [ 282 19 93,69 G26 [ 341 19 94,72
I 247 6 97,63 Il 352 32 91,67
11 272 4 98,55 1 343 12 96,62
\Y% 317 5 98,45 \Y% 269 13 95,39
MEDIA 97,05 MEDIA 94,50
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Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
F17 | 242 22 91,67 G27 | 305 28 91,59
Il 274 22 92,57 Il 313 32 90,72
11| 234 21 91,76 1l 283 25 91,88
[\ 262 32 89,12 v 264 22 92,31
MEDIA 91,25 MEDIA 91,59

Planta | lamina | cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina | cheios | vazios | % de cheios
F20 | 294 16 94,84 G30 | 258 17 93,82
Il 259 11 95,93 Il 242 55 81,48
11} 234 18 92,86 1} 277 38 87,94
\Y 249 15 94,32 \Y 217 81 72,82
MEDIA 94,53 MEDIA 83,88

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
F22 | 309 6 98,10 G31 | 317 34 90,31
Il 273 7 97,50 Il 238 14 94,44
11 266 3 98,88 1 245 14 94,59
\Y% 384 9 97,71 \Y% 240 11 95,62
MEDIA 98,01 MEDIA 93,44

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
F24 | 244 12 95,31 G34 | 249 12 95,40
Il 256 36 87,67 Il 286 5 98,28
1l 242 15 94,16 1| 241 14 94,51
[\ 239 36 86,91 v 249 10 96,14
MEDIA 90,83 MEDIA 96,15

Planta | lamina | cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina | cheios | vazios | % de cheios
F25 | 243 7 97,20 G36 | 301 17 94,65
Il 273 3 98,91 Il 262 30 89,73
11} 266 11 96,03 11} 246 19 92,83
\Y% 262 18 93,57 \Y% 238 17 93,33
MEDIA 96,40 MEDIA 92,65

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
F27 | 424 12 97,25 G37 | 246 36 87,23
Il 270 10 96,43 Il 324 42 88,52
1l 272 7 97,49 1 275 23 92,28
\Y% 252 10 96,18 \Y% 288 27 91,43
MEDIA 96,90 MEDIA 89,85

Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina| cheios | vazios | % de cheios
F28 | 419 19 95,66 G39 | 261 16 94,22
Il 252 5 98,05 Il 245 24 91,08
11} 282 11 96,25 11 255 20 92,73
\Y 270 6 97,83 v 241 21 91,98
MEDIA 96,76 MEDIA 92,52

Planta | lamina | cheios | vazios | % de cheios Planta | lamina | cheios | vazios | % de cheios
F29 | 372 25 93,70 G40 | 261 13 95,26
Il 420 29 93,54 Il 252 14 94,74
1l 352 11 96,97 11 344 13 96,36
MEDIA 94,62 vV 277 18 93,90
MEDIA 95,13
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Apéndice 3 — Presenca (1) e Auséncia (0) dos fragmentos amplificados obtidos de 12

primers nos 94 acessos.
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Apéndice 3 — continuacao

Gl1
G12
G13
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G15
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