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GONZAGA, Danida Losthtschagina Radiossensibilidade de dois tipos de
propagulos em citros. 2009. 4f. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia da Producéo
Agricola) — Pés-Graduacdo — |AC.

RESUMO

A citricultura bradileira apresenta pouca expressio no mercado de frutas frescas e
riscos devido a elevada porcentagem do uso do limd Cravo como porta-enxerto. Nos
Ultimos anos, apesar das novas tecnologias, doencas como a morte SUbita dos citros
(MSC) e a gomose afetam severamente plantas enxertadas sobre o limé& Cravo, aém de
diversas doencas que atacam a copa das arvores. Dentre 0s citricos, as tangerinas e seus
hibridos formam o grupo mais importante de frutas de mesa no Brasl. Uma importante
exigéncia desse mercado € a comercidizacéo de frutas sem sementes. Assm sendo, para
participar mais aivamente deste mercado € preciso modificar o pefil varieta das
tangerinas cultivadas no Brasil, que apresentam média de 20 a 30 sementes por fruto.
Os citros apresentam dificuldades j& conhecidas na aplicacdo dos métodos tradicionais
de medhoramento. Trabadhos nessa &ea envolvendo mutagénese induzida tém sido
conduzidos em vérios paises, incluindo o Brasl e resultaram em mutantes comerciais de
tangerinas, laranjas e limbes. O objetivo do presente estudo foi avdiar a
radiossensbilidade de propagulos das diversas variedades de citros visando determinar
uma dose adequada para 0 uso programa de melhoramento por inducdo de mutacgOes, e
posteriormente comparar a radiossensibilidade entre dois tipos de propagulos (n vivo e
in vitro) de cada variedade e entre 0 mesmo propagulo de diferentes variedades. O
estudo foi iniciado com um teste de senshilidade dos materiais, em que foram definidas
as GR 30 para as borbulhas (in vivo) e GR 30, para 0s segmentos de epicotilo (in vitro).
As doses sdlecionadas para a irradiacdo de um maior nimero de materid (visando obter
500 plantas irradiadas de cada variedade de cada tratamento) foram de 18,7 e 18,2 Gy
para Thomas, 29,9 e 13,7 Gy para Fremont e 14,0 e 16,1 Gy para Murcott, utilizando os
métodos in vivo e in vitro respectivamente, e apenas ho método in vitro de liméo Cravo
a dose foi de 20,7 Gy. Pogteriormente as populagbes das plantas irradiadas seréo
avdiadas pogteriormente em busca de mutantes que apresentem frutos sem sementes
(no caso das tangerinas) ou com outras caracteridticas, tais como: porte compacto,
ateracdo no periodo de maturacdo dos frutos ou maior resisténcia a doengas e prages,

visando o langamento de novas variedades comercias.
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GONZAGA, Danida Loschtschagina Radiosensitivity of two types of propagules in
ctrus. 2009. 45f. Dissertation (Master's degree in Tecnology of Agriculturd
Production) — Postgraduate — 1A C.

ABSTRACT

The Brazilian citriculture presents a little expressve pogtion in the worldwide fresh
frut maket. Despite its remarkable deveopment with the adoption of new
technologies, diseases such as citrus sudden desth (CSD) and gummoss of
Phytophthora severely attacked plants grafted on Rangpur lime, beyond other diseases
tha aso attack the suon. Among the citrus species, the mandarins and thelr hybrids
represent the most important group for the fresh fruit market. In Brazil an important
requirement of this market is the commercidization of seedless fruits. Therefore, to
participate more actively in this market its necessary to modify the profile of mandarin
vaieties grown in Brazil, which have an average of 20 to 30 seeds per fruit. The citrus
shows difficulties for @gpplying the traditiond methods of breeding. Induced
mutageness methods has been used in severd countries, including Brazil, and has
resulted in commercid mutants of mandarins, oranges and lemons. The purpose of this
sudy was to evduae the radiosengtivity of plants of different varieties of citrus to
determine an appropriate dose for use in program improvement by induced mutations,
and then compare the radiosengtivity of two types of plants (in vivo and in vitro) of
each variety and between the same propagule of different varieties. The experiment was
iniiated with a senstivity test for plant materid, which was defined by the GR 30 to the
citrus buds (in vivo) and the epicotyl segments (in vitro). The selected doses for
irradiation of many materids (aming to get 500 plants of each variety) were, in vivo
18.7 Gy to Thomeas, 29.9 Gy to Fremont, 14.0 Gy to Murcott and only in the in vitro
method of Rangpur lime the find dose was 20.7 Gy. The find doses for irradiation of
many maerids (a@ming to get 500 plants of each variety) were, in vitro 18.2 Gy to
Thomas, 13.7 Gy to Fremont, 16.1 Gy to Murcott. Populations of irradiated plants will
be evauated looking for seedless fruit mutants (in the case of mandarins) or other
characterigtics such as smdler canopy plants, longer off-season maturation or grester

resistance to diseases and pestsin order to release new commercid varieties.

K ey words: tangor, mutation, gammarays.



1INTRODUCAO

A ditricultura braslera destaca-se como a de maior expressio em nivel mundid,
com uma populacdo de plantas da ordem de 270 milhdes, distribuidas em todos os
Estados do pais, numa érea superior a 900 mil hectares, sendo o Estado de S&o Paulo o
maior responsével pela exportacdo de laranja e produtos citricos (NEVES & JANK,
2006).

A producdo mundid de citros em 2006 foi de aproximadamente 108 milhdes de
tondladas, sendo o Brasil o maior produtor, responsavel por 27,9% dessa producdo. O
Estado de Sdo Paulo €0 maior produtor brasileiro de laranja, produzindo 18 milhdes de
toneladas, 0 que corresponde a 80,4% da producéo total de laranjano pais (FAO, 2008).

O porta-enxerto de citros mais utilizado nos plantios comerciais € o limdo Cravo
em virtude de suas boas quaidades agrondmicas. Dentre elas podemos citar a
precocidade na formacdo das mudas, compatibilidade com todas as variedades de copa,
inducdo de boa producdo, ressténcia a seca e tolerdncia a tristeza. No entanto, apresenta
dta suscetibilidade ao “declinio dos citros’, gomose e Morte Subita dos Citros (M SC) o
gue tem causado a diminacd de milhGes de plantas citricas por ano no Brasl
(POMPEU JUNIOR, 2001; SOARES FILHO et d., 2007).

O consumo de frutas citricas de casca solta esta em fase de expansdo em diversos
paises e poderd crescer também no Brasil. Com um imenso mercado consumidor, 0 pais
goresenta grande diversidade de cdima e solo, 0 que podera influir podtivamente na
qudidade dafruta para consumo in natura.

A producdo mundia de tangerinas e seus hibridos se dtua ao redor de 16 milhdes
de toneladas anuais, sendo a China o maior produtor, seguida pela Espanha e Japéo. O
Brasl produziu cerca de 1,2 milh&o de tondladas em 2005, sendo que a exportacdo foi
de agpenas 10,7 mil tondladas em 2006 e o restante, foi comercidizado no mercado
interno. O Estado de S8o0 Paulo é o maior produtor de tangerinas, com aproximadamente
546 mil toneladas em 2007 (FNP, 2008).

Devido a caréncia de variedades com quaidade e que apresentam frutos sem
sementes, as exportagdes brasleiras de tangerines se limitam ao tangor Murcott que,
agpesar de possuir excelentes caracteristicas organolépticas, produz frutos com ndmero
elevado de sementes, emtorno de 20 (FIGUEIREDO, 1991).



Num estudo anterior redizado no Centro APTA Citrus Sylvio MoreiralAC foram
selecionadas 42 novas variedades, dentre das as tangerinas Thomas e Fremont, que se
destacaram por apresentar frutos com boa qualidade (tamanho, cor e sabor) e resgéncia
a mancha marrom de Alternaria, uma importante e limitante doenca que afeta a cultura
No entanto, uma caracteristica indesgjavel apresentada por ambas é o nUmero médio de
sementes por fruto ser dto, 16,4 e 12, respectivamente (PIO et a., 2002 e 2004).

Como o incremento das exportaghes brasleiras de tangerinas e seus hibridos
depende, necessariamente, do plantio de pomares de variedades com frutos sem
sementes o melhoramento de variedades j& cultivadas e comercidizadas no pais, pela
facilidade de ja serem conhecidas por parte dos produtores, ao invés do que ocorreria
numa possivd introducdo de materials sem sementes selecionados em outros paises, €
importante e permite a obtencdo e o lancamento de novas variedades brasleras com
caracteriticas  superiores  €lou  interessantes que podem resultar no  etimulo a
diversficacéo varieta de tangerines.

O mehoramento genético tradiciond de citros por meo de cruzamentos
controlados  gpresenta uma s&ie de entraves que dificultam sua aplicacddo, como a
poliembrionia, a dta heterozigosdade, auto-incompatibilidade e o longo periodo de
juvenilidede. Em decorréncia disto € interessante 0 uso de novas técnicas,
principamente biotecnoldgicas, como apoio a programas de melhoramento de citros, de
forma que os avancos possam ocorrer mais rapidamente (ALMEIDA, 2002).

O uso de mutagénese induzida ja foi comprovada por vaios trabdhos e em
grupos de pesquisas de diversos paises pela facilidade de se obter mutantes espontaneos.
Pode-s= dfirmar que a maioria dos citros usados como variedades de copa foi originada
de mutacBes espontaneas, restando um pequeno nimero de variedades, originadas por
meio de hibridaco.

O objetivo do presente estudo foi avdiar a radiossensbilidade de propagulos das
diversas variedades de citros visando determinar uma dose adequada para O USO
programa de mehoramento por inducdo de mutacOes, e posteriormente comparar a
radiossensibilidade entre dois tipos de propégulos (n vivo e in vitro) de cada variedade

e entre 0 mesmo propagulo de diferentes variedades.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos Econémicos dos Citros



O dggema agroindudtrid citricola no Brasl movimenta R$ 9 bilhdes por ano e
gera mais de 400 mil empregos diretos e indiretos. Inovagbes em pesquisa, tecnologia e
logidica et@0 na base da eficiéncia e lideranca desta area no pais, que exportou em
2006, US$1,5 bilhdes em suco de laanja Este vaor representa 82% do mercado
mundia de suco de laranja, cujo consumo cresce a taxa de 2% a 4% ao ano (NEVES &
JANK, 2006).

O sgtor apresenta-se importante nd0 somente em termos econdmicos, mas
também no aspecto social, sendo que a producdo de citros empregou 11,2% da forca de
trabalho agricola do Estado de S&o Paulo e 2,2% do Brasil, em 2002 (SEADE, 2003).

Atudmente, a producéo de citros esta localizada em praticamente todo o Estado
de SP, desde o aul aé o norte, que junto com a regido do tridngulo mineiro, formam o
“cinturéo citricold’. As regides norte e noroeste do Estado de SP concentram a maior
producéo, 45% do tota, que estdo sujeitas a diminuir, dadas as fortes pressdes das
doencas, principdmente o huanglongbing (HLB) (NEVES et d. 2007) e da
concorréncia com a cultura da cana-de-aclicar (NEVES & LOPES, 2005).

O dedocamento da citricultura para a regido sudoeste foi uma dternativa para
reduzir a pressdo de doencas como a MSC e a Clorose Variegada dos Citros (CVC), que
tornou o controle fitossanité&rio oneroso e dependente da dta tecnologia dém de causar
danos irreversives, como a erradicacdo de pomares.

Desde 2000, a &rea plantada permaneceu praticamente a mesma no Estado de Séo
Paulo, a0 contr&io da produtividade, que nos Ultimos seis anos cresceu 21%. Os
pomares mais novos Sa0 0S grandes responsavels por este ganho de produtividade, em
funcdo de aguns faores maor densdade de plantio, rigido controle fitossanitério e uso
de irrigacdo (cerca de 15% de toda area citricola), sendo que este Ultimo fator também
contribuiu para uma menor variacdo entre as safras (NEVES et a., 2007), dém do uso
de mudas de qudidade e novas tecnologias na conducdo de pomares (NEVES &
LOPES, 2005).

2.2 Aspectos Gerais do Género Citrus

O género Citrus e outros géneros reacionados a subfamilia Aurantioideae, familia
Rutaceae, s90 nativos da regido sudeste do continente asidtico (SWINGLE & REECE,
1967; SOOST & CAMERON, 1975). O nimero basico de cromossomos é x = 9, sendo
adiploidia (2n = 2x = 18) a sua condicéo mais freqiente (MOREIRA & PIO, 1991).



As plantas desse género gerdmente agpresentam plantas de porte médio
(arboreo/arbugtivo), flores brancas e aromédticas e frutos contendo vesiculas preenchidas
por um suco de grande interesse comercia (ARAUJO et dl., 2005).

As espécies do género Citrus geradmente reproduzem-se sexuadamente, por meio
de autopolinizacdo e fecundagdo cruzada, e assexuadamente, por meio de gpomixia
nucelar (MACHADO et d., 2005).

A provave origem e didribuicdo de diversas espécies cultivadas tem ddo
investigada e reportada por diversos autores (CHAPOT, 1975; BARRETT & RHODES,
1976). Acreditaase que as tangerinas (Citrus reticulata Blanco) sgam nativas da
Indochina e do Sul da China, sendo sua regiZo inicid de distribuicdo o Leste da india
(DONADIO et al., 2005).

2.3 Variedades e Hibridos de Tangerinas

A tangerina (Citrus reticulata Blanco) pertence ao segundo grupo de citros mais
plantado no Estado de Sdo Paulo, perfazendo uma populacdo de 7,0 milhdes de plantas
em 2007 (FNP, 2008). No entanto, apresenta pouca diversidade com relacdo ao nimero
de variedades cultivadas no Brasil. Com destague para os plantios de tangerina Ponkan
(C. reticulata) e tangor Murcott (Citrus reticulata Blanco x Citrus sinensis L. Osb) (PIO
et a., 2005). Em 2001, a tangerina Ponkan representava 60% do total de plantas,
seguida do tangor Murcott (20%), das mexericas (15%) e outras variedades (5%)
(POMPEU JUNIOR, 2001).

Na propagacdo comercid dos citros, 0 método mais utilizado € a enxertia, por
meo da borbulhia para evitar problemas como variacbes genéticas devido as
hibridacbes, e juvenilidade, caracterigtica observada em plantas de pé-franco
(CARVALHO et al., 2005).

2.3.1 Tangor Mur cott

O tangor Murcott (C. sinensis x C. reticulata) fo originado do cruzamento de
tangerina com laranja doce, redizado por W.T. Swingle, na Florida, onde, ja em 1933,
acreditava-se que poderia ter valor comercia. Foi propagado por Charles Murcott Smith
e J. Ward Smith. Nos Estados Unidos € chamado de tangerina Honey (SAUNT, 1990).

Apesar de ser a segunda variedade de tangerina mais plantada no Etado de Séo
Paulo, em maio de 2003, entre as mudas produzidas nos viveiros, 0,84% representavam
essa variedade, contra 0,5% da tangerina Ponkan. I1sto se deve ao fato do tangor Murcott
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Se prestar tanto para a industria como para o mercado, e também por ser considerada
como uma importante variedade para a exportacdo como fruta in natura. (PIO et al.,
2005).

Seus frutos s de tamanho médio, massa média de 140g, cerca de 20 sementes
por fruto, formato achatado, com uma pequena reentrancia no seu eixo central (oposto
a0 lado do peddnculo). Sua casca é de cor laranja escura e sua textura é firme; seu suco
€ abundante, representando cerca de 48% do peso do fruto, com teor de sdlidos solUveis
proximo a 12,6° Brix e 0,92% de acidez titulavel (DAVIES & ALBRIGO, 1994;
FIGUEIREDO, 1991).

2.3.2 Tangerina Thomas

Introduzida da Africa do Sul, a tangerina Thomas apresenta frutos de forma
oblata, de tamanho médio e coloragio laranja-avermelhada, @sca lisa e aderente. Apice
e base truncados com pegueno colarinho. Massa média de 161g. Polpa de coloracéo
laranja, com a média de 16 sementes por fruto. Suco correspondendo a 38% da massa
do fruto, com teores médios de sdlidos sollveis de 13,1° Brix; acidez de 1,2% e ratio de
10,1. Variedade promissora para exportacdo, tendo em vista o sabor, bastante adequado
a0 paadar do consumidor estrangeiro (PO et d., 2005).

2.3.3 Tangerina Fremont

Originaria de cruzamentos das tangerines Clementina e Ponkan (Citrus
Clementina hort. ex Tan x Citrus reticulata Blanco), redizado por P.C Reece, do
Depatamento de Agricultura dos Estados Unidos, em Orlando, Flérida, e depois
sdecionado por JR. Furr, na Cdiférnia, antes de ser liberado em 1964. Apresenta
plantas de porte médio, com boa produtividade. Frutos de maturacdo precoce a meia-
estacdo, tamanho médio, forma oblata, casca lisa e ligeiramente frouxa. Massa média de
103g, com média de 13 sementes por fruto, casca e polpa de coloracéo aaranjada forte;
51% de rendimento em suco; solidos soltvels de 12,0 %Brix; acidez de 1,0% e ratio de
11,9 (PIO et d., 2005).

2.4 Porta-enxertos de citros
O porta-enxerto € fundamenta na formacdo da muda citrica, visto que de pode
interferir no desenvolvimento e vigor da copa, na precocidade de producdo, na

quantidade e qudidade da producéo, no periodo de maturacdo dos frutos, na resisténcia
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a pragas e doencas e na capacidade de adaptacéo da planta as condices edafocliméticas
desfavordvels, preservando as caracterigticas fundamentais das copas desgadas
(POMPEU JUNIOR, 2005).

As sementes da maioria das variedades citricas gpresentam a caracterigtica de
possuir um ou mais embrides sexuados (zigéticos), bem como um ndmero variavd de
embrides nucdares formados pela diferenciacdo das cdulas sométicas do nucelo. Esses
embrides nucdares possuem 0 mesmo genoma da plantaméd e, a0 germinar, déo
origem a plantas idénticas entre s e em relacdo a planta origind. (POMPEU JUNIOR et
al., 2005).

As plantas de variedades de porta-enxerto sfo corriqueiramente propagadas por
sementes, devido a facilidade de se obter plantas nucelares a partir de sementes e porque

plantas originadas de sementes gera mente apresentam melhor sstemaradicular.

2.4.1 Lim&o Cravo

O liméo Cravo (Citrus limonia Osbeck) € um lemandarin, iso é um hibrido
naturd de limdo (C. limon) e tangerina (C. reticulata), com origem na regido de Canton,
aul da China (SWINGLE, 1948). Na classificacdo de TANAKA, (1954), o liméo Cravo
é consderado uma espécie (C. limonia), naiva da india (apud POMPEU JUNIOR,
2005, p. 62).

Supde-s= que o limdo Cravo tenha sdo introduzido no Brasil por colonizadores.
De acordo com POMPEU JUNIOR (2005) aprimeira referéncia ao seu uso como porta
enxerto no Bradl foi feta por ROLFS & ROLFS (1931), que encontraram em Minas
Gera's plantas de laranj as enxertadas nesse porta-enxerto, plantadas em 1900.

No Estado de S&o Paulo, vem sendo comercidmente empregado desde 1920,
porém seu uso foi ampliado a partir do ano de 1950, vindo a subdtituir a laranja Azeda
pela suscetibilidade desta ao virus da tristeza dos citros. As razfes para 0 grande uso do
limdo Cravo como porta-enxerto sSSo muitas, entre das toleréncia a tristeza, ressténcia
a seca, facilidade na obtencdo das sementes, grande vigor no viveiro antes e depois da
enxertia, bom pegamento das mudas por ocasd do plantio no pomar, rapido
crescimento das plantas, producdo precoce, dtas producbes de frutos de regular
qudidade, compatibilidade com todas as cultivares de copa, média ressténcia ao frio e
bom desempenho nos solos arenosos. (POMPEU JUNIOR, 2005).

A wvulnerabilidade do parque citricola brasileiro € grande, devido a utilizagdo de
gpenas um porta-enxerto em grande escda. Um exemplo € a MSC, doenca que afeta
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plantas citricas enxertadas sobre liméo Cravo, nas regides norte do Estado de Séo Paulo
e sul do Trigngulo Mingro (FUNDECITRUS, 2009). A MSC apresenta uma ameaca
potenciad para a citricultura em todo pais, uma vez que aeta todas as variedades
comerciais de laranja doce, tangerinas Cravo e Ponkan, enxertadas sobre lim&o Cravo e,
até o momento, ndo sdo conhecidos variedades de lim& Cravo resigtentes ou tolerantes
(BASSANEZI et d., 2003).

2.5 Mehoramento Genético de Citros

Reaos indicam que os primearos programas de mehoramento de citros foram
redlizados no Estado da Flérida (EUA), por SWINGLE e WEBBER, a partir de 1893
(DAVIES & ALBRIGO, 1994).

O mdhoramento genético tem Sdo utilizado de forma eficiente na busca de
solugbes para resolver ou minimizar problemas agronbmicos e fitossanité&ios dos citros.
O objetivo dos programas de mehoramento é sdlecionar novas variedades contendo
caracteristicas agronbmicas desgaveis tais como: sabor e aspecto do fruto que agradem
a0 consumidor, dta producdo, plantas com porte baixo, maior amplitude do periodo de
colheita, tolerncia e/ou resisténcia a pragas e doencas, dntre outras (ALMEIDA € d.,
2002).

O mdhoramento genético de citros via cruzamentos controlados apresenta uma
rie de entraves que dificultam a sua aplicacdo. Dentre estes podem ser citados a
poliembrionia, a dta heterozigosdade, auto-incompatibilidade e o longo periodo de
juvenilidade (GROSSER & GMITTER JUNIOR, 1990), além dos dtos custos e de
longa duracdo. Por isso que novas técnicas, principamente as biotecnoldgicas, devem
ser utilizadas para que os avangos ocorram mais rapidamente (ALMEIDA et d., 2002).

Segundo GROSSER & GMITTER JUNIOR (1990), pelos citros formarem um
grupo de espécies de multiplicacdo quase que exclusvamente vegetaiva, a maioria das
novas variedades copa utilizadas comercidmente foi originada a partir de sdegéo
massa de seedlings obtidos em cruzamentos naturas ou de mutantes espontaneos
selecionados em ramos, originados em variedades ja existentes.

As laranjas Firdima e Baaninha de Fracicaba se condituem em bons exemplos
de variedades comerciais obtidas no Bras| a partir de sdecdo de mutagBes espontaneas
(MOREIRA & PIO, 1991). POMPEU JUNIOR (2001) selecionou um clone mutante de
tangor Murcott que apresenta menor nimero de sementes por fruto (em torno de sete

sementes), a partir de frutos desenvolvidos num ramo que sofreu mutacdo espontéanea.
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Essa variedade foi propagada, por meio de enxertia, e foram redizados novos ciclos de
selecdo. Atudmente, mais de 10.000 plantas do clone ja est@o sendo cultivadas
comercia mente e 0 mutante recebeu 0 nome de tangor Murcott J.

Alguns hibridos de tangerinas tém modrado bom potencid em paises como
Espanha, Isad, Estados Unidos, Austrdia e Japdo. Como exemplo podemos citar os
plantios do tangor Murcott na Audrdia em regides onde as clementinas ndo se
adaptaram bem. No Japdo, o plantio de Murcott em estufas posshilitou a produgdo de
frutos com maturacdo tardia (abril e maio), exceente coloracdo laranja-avermehado e
sem lesBes (SAUNT, 1990).

Na regido mediterranea, em especiad no Marrocos e na Espanha, clones mutantes
de tangerinas clementinas tém sido sdecionados e resultaram em novas variedades com

frutos com ateracdo no periodo de maturacdo (SAUNT, 1990).

2.5.1 Inducgéo de mutagdes em citros com uso de méodosin vivo

Apesar da importancia das mutagbes espontaneas na obtencdo de novas
variedades de citros, a fegquéncia de aparecimento destas mutactes € baixa a pode ser
aumentada pea mutagénese induzidaa Por isto, eta metodologia tem Sdo
rotineramente utilizada em programas de mehoramento de citros em vaios paises
(TULMANN NETO et al., 1990).

HEARN (1984) relatou a obtencdo nos EUA de uma importante variedade de
pomelo (grapefruit) chamada de Star Rubi, a partir de indugdo de mutagcbes com raios
néutrons. SPIEGEL-ROY et a. (1985, 1990) obtiveram mutantes com frutos sem
sementes de liméo Eureka e limdo Villafranca, a partir de irradiagdo de estacas
(borbulhas). SHANCHUN et d. (1991) irradiaram sementes de uma variedade de
laranja bagtante cultivada na China com 100 Gy de raios-gama, e seecionaram dois
cdones mutantes sem sementes. Os autores observaram que as plantas apresentaram
estabilidade para a caracteristica auséncia de sementes, que pode ser transmitida apds
multiplicacéo.

LATADO et d. (2001) avdiaram 127 clones mutantes de laranjeira Péra obtidos
em trabahos anteriores a partir de borbulhas irradiadas com raios-gama. Desses, foram
sdecionados nove clones que apresentaram frutos sem sementes (menos de uma
semente por fruto) e 15 clones com frutos contendo baixo nimero de sementes (entre

uma e duas sementes por fruto) foram selecionados.



A inducdo de mutagbes pode ser redizada com uso de radiacbes ou agentes
mutagénicos quimicos, que sdo Uutilizados para incrementar 0 nimero de mutantes
observados. As principais dteragbes observadas a nivel de DNA sdo as mutagOes
génicas, aberragdes cromossomicas ou extranucleares (TULMANN NETO « al., 1998).

O tratamento mutagénico de merigemas multicdulares (gemas, embrides,
borbulhas ou dpices caulinares) em plantas, gerdmente resulta na formacéo de setores
quiméricos indaves. Nesses casos, normamente é necessaria a redizacd de podas
sucessivas no ramo ou na planta irradiada, com o objetivo de ampliar o setor mutado até
Se conseguir asua estabilizacdo (TULMANN NETO et al. 1998).

SPIEGEL-ROY et da. (1990) avancaram aé a terceira geracdo de podas
sucessvas para etabilizar ramos mutantes de liméo sem sementes. TULMANN NETO
et d. (1996), observaram quimerismo mesmo gpos trés podas sucessvas em laranja
Péra irradiada. Neste trabaho, devido a presenca de quimerismo nas plantas avaiadas,
0s autores tiveram que sdlecionar ramos mutantes, avadiando cada planta na forma de
quadrantes (norte, sul, leste e oeste), 0 que dificultou o processo de salecdn. No entanto,
os resultados foram compensadores, pois clones mutantes de laranja Péra sem sementes
foranm sdecionados e lancados como novas variedades. Em muitos dos mutantes
obtidos, verificou-se dteragbes de importancia agrondmica, sendo que dos 46 mutantes
sdecionados com menor nimero de sementes, dois foram sdecionados por néo
goresentarem  dteragbes  dgnificativas para  caracteristicas de  interesse  agrondmico.
Tudo isso dfirma a necessdade e a vantagem de trabahar com um grande nimero de
plantas por populacdo, permitindo a sdlecdo dos mehores mutantes (LATADO et d.,
2005).

Os reaultados descritos acima demonstram a posshbilidade da obtencdo de
plantas mutantes sem sementes em Vvéias espécies de citros, a partir de trabahos de
mutagénese induzidain vivo.

Uma questéo importante é a exigéncia de variacdo na sensibilidade a dose de
mutagénico  utilizada, entre plantas de diferentes variedades ou entre plantas de
diferentes espécies, assim como entre diferentes propagulos de uma mesma planta
(sementes, borbulhas, &pice caulinar, explantes in vitro, etc..). Antes de induzir
mutagies em plantas, h&4 a necessidade de redizar testes de radiossensibilidade para se
determinar a dose mais agpropriada, buscando sempre maximizar as chances de obter
mutantes com valor econdmico (TULMANN NETO et d., 1990).



Os testes de radiossensbilidade geramente sdo plangados para se avdiar os
efeitos fisologicos de diferentes doses de radiagdo na taxa de crescimento ou na
mortalidade de plantas. Como a fregiiéncia de ocorréncia de efeitos fisoldgicos tem dta
corrdlacd com a fregiéncia de aparecimento de mutagbes, é possivel escolher uma
dose intermedi&ia, isto € aguela que posshilita a ocorréncia de mutagces, sem,
contudo, causar devado dano fisolégico (TULMANN et al., 1998).

DOUGLAS (1986) trabahando com indugBes de mutagdes de damo em cultivo
in vitro observou que mais de 90% dos mutantes eram abinos ou gpresentaram aguma

deficiéncia de clordfila, e também aguns ramos gpresentaram folhas distorcidas.

2.5.2 Inducéo de mutagdes em citros com uso de méodosin vitro

A cultura dos citros tem dSdo bastante estudada no que se refere a
desenvolvimento de protocolos visando a regeneragéo de brotagcbes. Os primeros
trabalhos envolvendo cultura de tecidos em citros iniciaram-se na década de 1950.
Entretanto, avancos mais dgnificativos foram obtidos com o desenvolvimento dos
meios de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e MT (MURASHIGE &
TUCKER, 1969).

Ao longo desses anos de pesquisa foi demonstrada a possibilidade de regenerar
plantas usando véaios ssemas de cultivo in vitro, utilizando as vias de organogénese
(MOURA et a., 2001; ALMEIDA et a., 2002) e embriogénese somética (GLORIA et
al., 2000; SILVA et d., 2008). A organogénese in vitro de citros ja foi descrita em
varios trabalhos com uso de diversos explantes, tais como: segmentos de raizes,
segmentos de folhes, segmentos internodais (PENA et d., 19958) e segmentos de
epicotilo (MOORE et a, 1992; KANEYOSHI et a., 1994; PENA et al., 1997).

O sucesso na regeneracdo in vitro de brotacbes ou de embrides depende de
varios faores, como: gendtipo, tipo, idade e o tamanho dos explantes, os meios de
cultura, as condigdes de cultivo e os tipos e dosagens de reguladores vegetais exdgenos
utilizados, os quais se destacam como os principais controladores da morfogénese in
vitro (THORPE, 1994; MOREIRA-DIAS et al., 2001). Entre os reguladores vegetais, as
citocininas promovem a divisio cdular e edimulan a iniciacdo e 0 crescimento de
gemas adventicias em diversas espécies e a 6-benzilaminopurina (BAP) parece s a
citocinina mai's adequada para a inducéo de gemas adventicias (BEYL, 2000).

A suplementacdo do meio de cultura com citocining, principdmente o BAP, tem
sdo consderada fundamental para obter as mehores respostas na organogénese in
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vitro, em especies citricass (MOREIRA-DIAS et a., 2001; ALMEIDA et d., 2002
SILVA et d., 20053, 2005b).

Muitos autores utilizaram meios de cultura MS e MT acrescidos com até 10
mgL de BAP, visando a regeneracdo de plantas de citros por meio de organogénese.
SIM et d. (1989) concluiram que o mehor meio para a indugdo da organogénese em
ssgmentos de epicdtilo de Citrus mitis Blanco foi a adicdo de 0,5 mg.L! de BAP.
MAGGON & SINGH (1995) consderaram que a organogénese de laranja Mousambi,
usando segmentos de epicdtilo e hipocdtilo de plantulas in vitro, apresentou melhor
resposta quando usaram 2,0 mg/L de BAP.

ALMEIDA (2002) desenvolveu um estudo sobre inducéo de organogénese a
partir de segmentos de epicttilo fazendo a caracterizagdo histoldgica das brotagbes de
laranja Vdéncia. Os explantes foram cultivados em placas de Petri contendo meio de
cultura MT suplementado com 1,0 mg/L de BAP e a amodtras foram coletadas a cada
cinco dias a partir do dia da introducio até o 25° dia de cultivo, quando apresentaram
gemas desenvolvidas. O autor conduiu que a organogénese seu deu na forma direta e
que as &eas meigemdicas na zona cambid eram as responsavels pela formacdo das
gemeas adventicias.

A composicdo e concentragdo de fitorreguladores no meio de cultura sfo fatores
determinantes no crescimento e no padrdo de desenvolvimento da maioria dos Sstemas
de cultura de tecidos. Diferencas entre as citocininas tém sdo relatadas, sendo que o
BAP induz a formacdo de grande nimero de brotos e dta taxa de multiplicacdo em
muitos sstemas de micropropagacéo, enquanto que cinetina (CIN) e isopentenil-adenina
(2P) tém permitido gpenas 0 crescimento norma, sem brotagbes multiplas (CALDAS
eta., 1998).

Os efetos dos fitorreguladores BAP, CIN e ANA, isoladamente ou em
combinacles, foram avadiados na multiplicacdo in vitro de brotos de Citrus aurantifolia
(Chrigm.) Swing, a partir de segmentos internodais (AL-BAHRANY, 2002). SILVA et
a. (2008), trabdhando com o cultivo in vitro de epicotilos de laranja Azeda,
observaram que 0 maior nimero de brotos foi obtido no meio de cultivo com 2 mg/L de
BAP, 1 mg/L de CIN e 1 mg/L de ANA. ALMEIDA (2002), trabalhando com inducéo
de organogénese em diversas variedades de laranja (Vaéncia, Nata e Hamlin) e liméo
Cravo, a partir de segmentos de epicdtilo, obteve a melhor resposta quando adicionou
1,0 mg/L de BAP a0 meio.
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Combinagbes entre BAP e ANA também foram estudadas na organogénese de
liméo Cravo e laranja Azeda por SCHINOR et d. (2006). Os autores constataram que a
presenca do BAP foi fundamentad para induzir resposta morfogenética a partir de
segmentos  internodais € em combinagBes com baixos niveis de ANA, etimulou a
regeneracéo de gemeas.

A inducéo e sdecdo de mutantes com caracteristicas desgéveis, diadas a técnica
de cultivo in vitro, oferecem uma <érie de vantagens sobre 0s métodos convencionas,
particdarmente quando o objetivo é a mudanca de uma ou varias caracterigicas de um
clone de dta producdo e bem adaptado a0 ambiente de cultivo. As técnicas in vitro
proporcionam o tratamento mutagénico e a multiplicacdo de um grande nimero de
gendtipos selecionados hum pequeno espaco fisco e em ambiente livre de patdgencs,
com riscos minimos de pedas de vaiantes ou mutantes (AHLOOWALIA &
MALUSZYNSKI, 2001).

Mesmo em trabahos de inducdo de mutaghes in vitro, um fao que deve ser
considerado € a producdo de mutantes quiméricos a partir do materid irradiado. Para
limtar esse quimerismo podem s utilizados a irradiagéo de explantes unicdulares
(protoplastos) ou de explantes que regeneram plantas a partir de uma ou poucas células.
Egte Ultimo € o caso da embriogénese somética de citros, originada a partir de caos
embriogénicos ou da organogénese, com a obtencdo de brotagbes adventicias originadas
diretamente de segmentos internodais ou de segmentos de epicdtilo (ALMEIDA et d.,
2002).

A inducdo in vitro de brotagBes adventicias em citros, a partir de segmentos
internodais jovens ou maduros e de segmentos de epicotilo € uma técnica bastante
difundida, pela capacidade de produzir plantas ndo-quiméricas, num curto intervalo de
tempo. A comprovacdo de que as brotagbes adventicias regeneradas a partir de
segmentos de  epicdtilos ou segmentos internodais de  citros,  gpresentam  origem
unicdular ou a partir de poucas cdulas, foi obtida em experimentos de producdo de
plantas geneticamente transformadas (transgénicas), regeneradas a partir de explantes
co-cultivados em meio contendo Agrobacterium sp. (MOORE et ., 1992; PENA et dl.,
1995h, 1996 e 1997; KANEY OSHI et al., 1994; KOBAYASHI et a., 1996).

LATADO et d. (1993), trabahando com mutagénese in vitro em crisanteno,
obtiveram somente plantas mutantes com coloracd Unica, @p0s 0 tratamento
mutagénico de pedicdos florais imaturos, seguido da organogénee dirgta. A
judtificativa para o fato foi a de que as gemas adventicias in vitro de crisintemo teriam
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gdo originadas a partir de gpenas uma cdula mutada, presente na camada mais externa
da epiderme dos pedicelos florais.

Segundo BROERTJES & VAN HARTEN (1988), o género Citrus pode ser
condderado como um exemplo indrutivo para a observacdo de diferencas da
radiossensibilidade entre diversos explantess. Como exemplos, podem ser citados os
trabalhos de SPIEGEL-ROY & PADOVA (1973) que determinaram a LD 50 (dose leta
para 50% dos explantes) de sementes de laranja Shamouti como préxima de 100 Gy.
Para estacas e borbulhas, os mesmos autores consideram que as doses entre 40-80 Gy
Seriam as mais recomendadas.

Ja para experimentos in vitro, que segundo SPIEGEL-ROY & KOCHBA (1973)
apresentam tecidos bem menos sensivels, a mehor dose para Citrus parece ser em torno
de 200 Gy, nas com ressdva para 0s epicotilos, que foram considerados como bastante
sensivels, tendo a dose 6étima sido situada entre 20 e 40 Gy.

A redizacdo de trabahos de inducdo de mutagbes envolvendo o0 uso de
segmentos internodais ou de epicdtiio como explantes a serem irradiados, devem ser
inicados com a redizacdo de experimentos preiminares para a determinagdo da
radiossensbilidade dos diferentes propagul os e dos gendtipos a serem utilizados.

3MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

As edtacas, borbulhas e sementes de limdo Cravo, tangor Murcott IAC 221,
tangerinas Thomas IAC 519 e Fremont IAC 543, utilizadas no presente estudo, foram
obtidas de plantas mantidas na borbulheira e no Banco Ativo de Germoplasma (BAG)
do Centro de Citricultura Sylvio Mordra- |AC, Cordeiropalis, SP.

3.2 Métodos

Na primera etgpa do trabalho foram redizados testes de avdiacdo da
radiossensibilidade de propagulos in vivo e in vitro (borbulhas e segmentos internodais,
respectivamente), visando a determinacdo de dose agpropriada de mutagénico (raios
gama) a s utilizada nas fases pogteriores do programa de melhoramento de tangerinas
por inducéo de mutagdes.

Na fase seguinte, um maior nimero de propagulos foi tratado com mutagénico

visando obter duas populacbes de plantas irradiadas para cada variedade, com origens
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distintas, com uso do método de irradiacdo in vivo e método in vitro. A excegao ocorreu
para a variedade de lim&o Cravo, em que foi obtida apenas uma populagdo de plantas
irradiadas pelo método in vitro (irradiacdo de segmentos de epicotilo e regeneracéo de
plantas).

3.2.1 Inducéo de mutagdes pelo método in vivo detangor etangerinas
3.2.1.1 Teste de radiossensibilidade de bor bulhas

Ramos contendo borbulhas das variedades tangor Murcott, tangerinas Thomas e
Fremont foram obtidas de plantas matrizes mantidess em casa de vegetagéo
(borbulheiras), sendo irradiadas com doses de 10, 20, 30, 40 e 50 Gy de raios-gama, na
fonte de Cobalto 60 do CENA/USP (Piracicaba, SP). A taxa de dose utilizada foi de
aproximadamente 800 Gy/h. Borbulhas nédo irradiadas foram usadas como controle
experimentd.

Apés a irradiacdo, as borbulhas foram enxertadas sobre plantas de limé&o Cravo,
sendo utilizadas 40 borbulhas por variedade e por dose, num ddineamento interamente
casudizado.

Apbés 60 dias da enxertia foram fetas avdiagches dos seguintes parametros
porcentagem de borbulhas desenvolvidas e a dtura das brotagdes desenvolvidas
(M1V1).

A andise edatistica dos dados obtidos como o pardmetro atura das brotagOes
desenvolvidas foi feito para cada variedade separadamente com uso do teste F, seguido
do teste de Tukey a 5%, este Ultimo usado para a comparagdo das médias dos
tratamentos. A seguir, redizouse a andise de regressio linear dos dados médios
obtidos em cada dose de mutagénico para cada variedade e a andise de paradismo e
coincidéncia de retas obtidas nos experimentos com as trés variedades estudadas.

A andie edatidica de coincidéncia de retas objetiva avdiar s 0 efeito da
radiagdo sobre as borbulhas foi distinto entre & diversas variedades. Caso o teste F sgja
sgnificativo para coincidéncia de duas retas, demongtra-se que as retas ndo so iguais e,
portanto, ndo gpresentam mesma inclinacd e nem 0 mesmo ponto de intersegdo com o
exo. JA o teste de parddismo de retas, compara a inclinacdo das retas de duas
variedades com uso do teste t, sendo consideradas como retas pardeas aguelas que
possuirem a mesma inclinacéo de reta (teste t ndo dgnificativo para paradismo das
retas) (DIXON & MASSEY JR, 1969). Neste caso, demonstra-se que a radiacdo causa
uma mesma taxa de reducéo (ou de incremento) da atura de brotagbes desenvolvidas.
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3.2.1.2 Irradiagdo de estacas com dose selecionada e obtencdo de plantas para a
selecdo de mutantes

A dose de mutagénico escolhida para a irradiacdo de um grande nimero de
borbulhas de cada variedade foi a mais préxima da GR 30 (dose que causa reducdo de
30% no comprimento das brotagdes M1V1 em comparacdo ao controle). As doses
selecionadas foram de 18,2 Gy de raios-gama para tangerina Thomeas, 13,7 Gy para a
Fremont e 16,2 Gy para o tangor Murcott.

Sendo assim, 200 estacas de cada uma das trés variedades foram irradiadas com
as respectivas doses de mutagénico. As borbulhas foram retiradas e enxertadas em
limdo Cravo resultando em agproximadamente 2.000 plantas de cada variedade. Os
procedimentos para a irradiacdo e a taxa de dose foram os mesmos utilizados no
experimento anterior.

Apés a avdiagdo find do experimento, as plantas foram conduzidas com haste
Unica por meio de podas sucessivas, deixando desenvolver somente os ramos M1V4
(minimo de trés podas). Isto foi feito para possbilitar a observacéo de setores mutantes
maiores nas plantas irradiadas ou, em adguns casos, setores mutantes completos
(mutantes periclinas), jaestaveis (DONINI & MICKE, 1984).

3.2.2 Inducéo de mutagdes em citros pelo método in vitro

Neste edtudo utilizourse a metodologia de irradiacdo de explantes in vitro
(segmentos de epicdtilo) com raios-gama, seguido de regeneracdo de brotagbes (gemas
adventicias), microenxertias in vitro das brotagoes e aclimatizacdo das plantas.

3.2.2.1 Estabelecimento de protocolos para obtencéo de gemas adventicias, usando
segmentos de epicdtilo

Diversos niveis do regulador de crescimento BAP em meio de cultura in vitro
foram testados para estabelecer um protocolo otimizado de regeneracdo de brotacdes
através de gemas adventicias das tangerinas Fremont e Thomas, do tangor Murcott e de
lim&o Cravo, usando segmentos de epicotilo.

Os segmentos de epicdtilo foram obtidos a partir de sementes germinadas in
vitro. As sementes de cada variedade foram extraidas dos frutos, tratadas com fungicida

e armazenadas em camara fria. Para serem inoculadas foram lavadas com &gua e sabéo,
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para retirar 0 excesso de fungicida e o tegumento externo da semente (testa) foi retirado
parafacilitar agerminagéo e reduzir a contaminagao.

A desinfestacdo supeficid das sementes foi redizada com uma solugdo aguosa
com 15% de hipoclorito de sodio comercia (&gua sanitaria a 15%), por cerca de 10
minutos, seguido de trés lavagens com &gua dedtilada autoclavada. Posteriormente as
sementes foram inoculadas em tubos contendo meio de cultura MS semi-Sdlido
composto pela metade da concentragdo de sas, sem sacarose, sem vitaminas e
solidificados com égar (0,7%).

Os tubos foram mantidos no escuro a 25 + 1° C durante 30 dias, aé a
germinacéo das sementes e obtencéo de plantulas estioladas com tamanho médio de 10
cm de comprimento.

Foram utilizados como explantes, epicotilos com cerca de 05 cm de
comprimento, provenientes das plantulas germinadas in vitro. Estes segmentos de
epicdtilo foram inoculados em placas de Petri. Para cada variedade foi testado um meio
de cultura semi-sdlido (0,7% é&gar) composto por sais e vitaminas de MT, 50 g/L de
sacarose, 0,5 g/L de extrato de malte, e diferentes nivels de regulador de crescimento,
0,5; 1, 2e3mg/L de BAP.

Para cada tratamento (meio de cultura) foram inoculados cerca de 50 explantes
de cada variedade, pefazendo um total de 200 explantes de cada variedade. O
delineamento experimenta foi o inteiramente casuaizado.

As placas foram mantidas durante duas semanas no escuro, a 25 + 1 °C e a
sequiir, transferidas para ambiente com fotoperiodo de 16 horas de luz (49 ?mol.m?s?
deintensidade luminosa) ea 25 + 1 °C, até regenerar as brotagoes.

A avdiacdo foi redizada aos 60 dias de cultivo com a contagem do ndmero de
brotagdes regeneradas por explante, sendo que aos 30 dias de cultivo s explantes foram
subcultivados para meio fresco.

ApGs a avdiacdo, foram calculadas as médias de brotagfes obtidas por explante,
seguido da andlise edatistica dos dados com uso dos testes F e de Tukey para a
comparacao das médias dos tratamentos.

3.2.2.2 Estabelecimento de protocolos para obtencédo de gemas adventicias, usando
segmentos internodais de tecido adulto
Neste experimento o objetivo foi testar diversos niveils de reguladores de

crescimento em meio de cultura in vitro para estabelecer um protocolo otimizado de
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regeneracdo de brotacbes por meio de gemas adventicias do tangor Murcott, das duas
variedades de tangerina e de limdo Cravo, usando segmentos internodals de tecido
adulto.

Para cada variedade foi testado o meio de cultura semi-solido composto por sais
e vitaminas de MT, 50 g/L de sacarose, 0,5 g/L de extrato de malte, variando somente o
nivel dos reguladores de crescimento. Foram instalados dois experimentos distintos.

No primeiro experimento foram testados os niveis de 0,5, 1,0 e 20 mg/L de
BAP e no segundo, tratamentos em fatoria, contendo os niveis de 3,0 e 45 mg/lL de
BAPe0,0e0,3mglL decindina

Foram utilizados segmentos internodais coletados de plantas mantidas em casa
de vegetacdo. Os explantes foram retirados de brotagbes novas das plantas de cada
variedade e lavados com sab&o e agua corrente. Em ambiente asséptico (camara de
fluxo laminar), os segmentos internodais foram imersos em solugdo de etanol a 70%
(v/v) eTween 20 a 0,1% (agente surfactante) por 1 minuto, depois foram desinfestados,
também por imersio, em solucdo comercid de hipoclorito de sodio a 2,5% diluida em
&gua dedtilada (1:1) por 10 minutos e em seguida lavados trés vezes com &gua destilada
autoclavada. Apds as lavagens, os segmentos foram cortados com cerca de 1,0 cm de
comprimento e inoculados em placas de Petri com meo de cultura semi-solido
composto por sais e vitaminas de MT (como descrito no experimento anterior).

Em cada meo de cultura foram inoculados cerca de 50 explantes de cada
variedade. O delineamento experimenta foi em fatorial.

As placas foram mantidas durante duas semanas no escuro, a 25 + 1 °C e a
seguir, transferidas para ambiente com fotoperiodo de 16 horas de luz (49 ?mol.m?.s?
deintensidade luminosa) ea 25+ 1 °C.

A avdiacéo foi redizada aos 60 dias de cultivo com a contagem do nimero de
brotaghes regeneradas por explante, sendo que aos 30 dias os explantes foram

subcultivados parameio fresco.

3.2.2.3 Teste de radiossensibilidade de segmentos de epicétilo
Os testes de radiossengbilidade de segmentos de epicatilo foram redizados com
0 objetivo de avdiar o efeito de diferentes doses de raios-gama, ho nimero de brotagdes

regeneradas em cada explante, gpos 60 dias de tratamento mutagénico e cultivo in vitro.
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As irradiagbes foram redizadas na Fonte GammaCell do CENA/USP, com
doses de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 Gy de radiagdo gama e com taxa de dose média de 800
Gy/h.

Os explantes, obtidos das plantulas germinadas in vitro, foram seccionados com
cerca de 0,5cm de comprimento. Foram inoculados cerca de 40 epicdtilos por placa, por
dose de radiacBo, com ddineamento experimentd interamente casudizado. No tota
foram utilizados cerca de 240 explantes por variedade.

Apés irradiar os explantes, os mesmos foram transferidos para placas de Petri
contendo meio de cultura semi-sdlido novo, para evitar o efeito deletéio da radiacdo
sobre 0 melo de cultivo, composto por sais e vitaminas de MT, 50 ¢g/L de sacarose, 0,5
g/L de extrato de mdte e suplementado com 2,0 mg/L de BAP, definido no experimento
anterior, visando a regeneracéo de plantas via organogénese.

As placas foram mantidas durante duas semanas no escuro, a25 + 1 °C e a
seguir, transferidas para ambiente com fotoperiodo de 16 horas de luz (49 ?mol.m?.s?
de intensidade luminosa) ea 25 + 1 °C, até regenerar as brotagdes.

O dfeto das diversas doses de mutagénico nos explantes foi avdiado aos 60 dias
de cultivo por melo da avdiagdo do nimero de brotagBes regeneradas por explante
inoculado e a porcentagem de explantes responsivos, ou Sga, que regeneraram pelo
menos uma brotacd. O delineamento foi interamente casudizado e os dados do
parametro nimero de brotos por explante inoculado foram transformados por raiz de x +
0,5, antes da redlizacéo das analises estatisticas.

Para a andise edtatistica dos dados foi feito o teste F, seguido de comparacéo
das médias pelo teste de Tukey a 5%. A dose escolhida para a continuagcéo do trabaho
fo a mas préxima da GR 30 (dose que causou a reducdo de 30% no nimero de
brotacBes regeneradas por explante inoculado).

A seguir, redizourse andlise de regressdo linear dos dados médios obtidos em
cada dose de mutagénico, para cada variedade e a andise de paradeismo e coincidéncia
de retas, com dados das quatro variedades estudadas, como descrito anteriormente no
item 3.21.1. O objetivo desta Ultima andise é verificar os efetos da radiacdo sobre a
taxa de regeneracdo de brotacBes a partir de segmentos de epicdtilo das diversas
variedades.

Cada brotacdo desenvolvida foi microenxertada em plantulas de citrumeo
Swingle (Poncirus trifoliatax Citrus paradisi) ou citrange Carrizo (Poncirus trifoliata x

Citrus sinensis) cultivedas in vitro, pelo seguinte método: & plantas foram obtidas por
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meo de germinacdo de sementes in vitro semehante a0 méodo descrito para a
obtencdo dos segmentos de epicdtilo, e gpds gproximadamente 30 dias de cultivo, cada
plantula foi decapitada e realizando-se um corte em forma de “T” invertido. Para cada
planta de porta-enxerto, uma brotacéo irradiada foi destacada do epicotilo e colocada no
corte.

A fae find para aclimatizacdo foi redizada com a enxertia da brotacdo apos
sessenta dias de cultivo in vitro, em plantas de limdo Cravo cultivadas in vivo. As
plantas enxertadas foram mantidas em estufa e os enxertos foram cobertos com saco
pléstico por uma semana para manutencdo da umidade relativa dentro do ambiente,
seguido da remocdo parcid e depois total do saco plagtico, resultando em reducéo
gradua da umidade rdativado ar aéigudar com aumidade relaiva ambientd.

A alimatizacdo foi completada com o trangplante das plantas para vasos
contendo mistura de solo e substrato comercia, na propor¢do de 1.1, e transferéncia
para casa de vegetacéo.

Apds o periodo de 3 a 6 meses de crescimento em vasos, as plantas foram
levadas para o telado (sombrite 50%), seguido de transferéncia para local a céu aberto,
para completar a aclimatizacdo. Posteriormente ocorrerd o transplantio das mudas para o

campo experimentd.

3.2.24 Irradiacdo de explantes com a dose selecionada e obtencdo de plantas para
a selecdo de mutantes

Os procedimentos para a irradiacdo de epicdtilos, taxa de dose e alimatizacéo
das brotagOes tiveram procedimentos semehantes aos descritos no item 3.2.2.2, mas
acrescido de irradiacdo dos segmentos de epicotilos com a dose Unica determinada para
cada variedade, determinada no teste de radiossensibilidade (GR 30).

Apés a irradiacdo dos segmentos de epicdtilo foram redizedas avaiagbes do
efeito das doses de raios-gama utilizadas em cada variedade, no nimero de brotagtes
regeneradas em cada explante, gpos 60 dias de tratamento mutagénico e cultivo in vitro.

As brotagbes desenvolvidas foram microenxertadas em plantulas de citrumeo

Swingle ou citrange Carrizo cultivadasin vitro, como descrito no experimento anterior.

3.2.3 Analise comparativa da radiossensibilidade de propagulos in vivo (borbulhas)
e in vitro (segmentos de epicdtilo)
O dyjeivo desta andise foi comparar os efeitos das diversas doses de radiacéo
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gamaem propagulosin vivo (borbulhas) e in vitro (segmentos de epicdtilo).

Para isto, foram utilizados os dados das regressdes lineares obtidos em cada dose
de mutagénico, variedade e tipo de propagulo e comparados estes dados de uma mesma
variedade utilizando- se a andlise estatistica de pardelismo e coincidéncia de retas.

Neste caso, & andises eddidticas de coincidéncia e de paradelismo de retas tém
como objetivos avdiar s, numa mesma variedade, os efeitos da radiacdo foram

digtintos nos dois tipos de propagul os (borbulhas e segmentos de epicdtilo).

4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1 Inducédo de mutagdes pelo método in vivo detangor e tangerinas
4.1.1 Teste deradiossensibilidade de borbulhas

Apés a irradiacéo de estacas de tangor Murcott, tangerinas Thomas e Fremont
com diversas doses de mutagénico, foram extraidas as borbulhas e redizadas as
enxertias em plantas de limd Cravo, com a avdiacdo da porcentagem de pegamento e
atura das brotagOes aos 60 dias (Figura 1a). Em dgumas mudas foram observados
efatos fidologicos comuns devido a exposicdo a radiacdo gama, como as primeras
folhas deformadas (Figura 1b). Na tabela 1 estdo dispostos os dados de altura média
das brotagdes e porcentagem de desenvolvimento nesta avaiagéo.

Pelos resultados dos testes F e de Tukey a 5% de probabilidade (Tabela 1) as
diversas doses de radiacdo causaram reducbes atamente ggnificativas na dtura das
brotacOes das trés variedades avaiadas. O parametro porcentagem de desenvolvimento
apresentou reducdo mais acentuada no tangor Murcott em funcéo do aumento da dose
de mutagénico. Observou-se dta corrdacdo entre a reducdo na porcentagem de
pegamento em fungdo do aumento das doses de mutagénico (0,93). Nas variedades

Fremont e Thomas os valores de correlacéo obtidos foram de 0,57 e 0,65.

20



Tabela 1 Altura média das brotacBes (cm) e porcentagem de desenvolvimento de borbulhas.
Avaliagao feita 60 dias apos airradiacdo de estacas com diversas doses de mutagénico.

Mur cott (cm)

Doses (Gy) Fremont (cm) Thomas (cm)
0 14,85a (98%) 17,60a (93%) 1359 ab (69%)
10 1327a (88%) 1594 a (98%) 1591 a (55%)
20 1559a (100%) 1250b (93%) 10,74 b (64%)
30 1457 a (95%) 11,21 b (98%) 566 C (45%)
40 1316a (98%) 818 b (93%) 178 ¢ 21%)
50 485b (62%) 317c  (50%) 300¢c (5%)

Teste F 11,12 ** 35,37 ** 12,89 **

CV (%) 47,99 39,63 53,79

Alturas médias seguidas da mesma letra na coluna ndo apresentam diferencas significativas

(Tukey <0,05).

() dados em porcentagem de pegamento de borbulhas.
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Figura 1 - a) Plantas originadas de borbulhas de tangerina Fremont do controle e irradiadas
com diversas doses de mutagénico do teste de radiossensibilidade in vivo. b) Efeito fisoldgico
da radiagdo gama sobre as primeiras folhas. ¢) Plantas obtidas de borbulhas irradiadas com dose
Unica mantidas em estufa. d) Plantas obtidas do teste in vivo de radiossensbilidade no campo
experimental.

Nas andlises de regressdo linear dos dados de atura de brotaghes, observouse
nas trés variedades uma tendéncia areducéo gradual da atura das brotagfes, em funcéo

do aumento das doses de mutagénico (Figura 2).
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Figura 2. Dados de dtura média das brotagdes desenvolvidas de borbulhas irradiadas com
diversas doses de mutagénico, e regressao linear dos dados das trés variedades de tangerinas.

Como as equagles de retas obtidas para cada variedade (Figura 2) foi possivel
selecionar a dose GR 30 e GR 50 (doses que causaram a reducdo de 30% e 50% na
dtura das brotagOes, respectivamente). Para a variedade Thomas, as doses de
mutagénico determinadas como GR 30 e GR 50 foram de 18,7 e 31,1 Gy de raios-gama.
Para a variedade Fremont, as doses foram de 29,9 e 49,9 Gy e para a variedade Murcaott,
doses 14,0 e 23,3 Gy de raios-gama, respectivamente.

De acordo com os testes de paraldismo e coincidéncia de retas dos dados de
regressio linear da dtura de brotagbes (Tabela 2) pOde-se observar que as duas
variedades de tangerina (Thomas e Fremont) gpresentaram retas pardelas e coincidentes
(testes t e F ndo dgnificativos) demongrando que apresentam mesmo ponto de
intersecd0 com o0 exo “Y” e mesma indinagdo, ou sga mesma senshilidade as
diversas doses de radiacéo.

No entanto, a andise de pardelismo e coincidéncia de retas determinou que a
reta do tangor Murcott ndo era coincidente (teste F dgnificativo indica néo
coincidéncia), mas pardela em relacdo as das duas tangerinas. Isto indica que apesar das

trés variedades apresentarem a mesma taxa relativa de reducéo de dtura de brotagdes
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em funcdo das doses crescentes de mutagénico, 0 tangor Murcott apresentou sempre
menor dtura de brotagbes, mostrando um desenvolvimento mais lento das brotacoes

nessa variedade, mesmo no controle.

Tabela 2 Resultado do teste F para coincidéncia e teste t para paralelismo entre retas das
equacdes de regressdes lineares, considerando atura média das brotacfes desenvolvidas de
borbulhas irradiadas com diversas doses de mutagénico.

Thomas x Mur cott Thomas x Fremont Mur cott X Fremont

Teste F 29,38 ** 108 ns 0,78 **
Testet -152 ns -1,27 ns -058 ns

Ao fim do experimento, as plantas foram conduzidas com haste Unica, por meio
de podas sucessivas, deixando desenvolver somente os ramos M1V4 (minimo de trés
podas) ou M1V5, para possibilitar a observacéo de setores mutantes maiores nas plantas
irradiadas ou, em aguns casos, setores mutados completos (mutantes periclinas) ja
estaveis.

As plantas obtides do experimento inicid de radiossenshilidade
(aproximadamente 200 de cada variedade) foram plantadas no campo experimental do
Centro de Citricultura Sylvio MoreiralAC em dezembro de 2008, com espacamento
adensado (6 x 1m), para avaiagao futura em busca de mutantes de interesse (Figura 1d).

4.1.2 Irradiacdo de estacas com dose selecionada e obtencdo do pomar para a
selecdo de mutantes

Com base nos resultados obtidos no experimento de radiossensibilidade foram
irradiadas 2.000 borbulhas de cada uma das variedades, sendo 1.000 delas tratadas com
a dose semelhante ao GR 30 estimado e as outras 1.000 borbulhas tratadas com raios-
gama na dosagem do GR 50 estimado. Os procedimentos para a irradiagdo e a taxa de
dose foram 0s mesmos utilizados no experimento anterior. Para a variedade Thomeas, as
doses de mutagénico utilizadas foram de 18,7 e 31,1 Gy de raios-gama (GR 30 e GR
50). Para a variedade Fremont, as doses foram de 29,9 e 49,9 Gy e para a variedade
Murcott, doses 14,0 e 23,3 Gy de raios-gama, respectivamente.

As borbulhas irradiadas foram enxertadas em plantas de lim& Cravo, sendo as
plantas mantidas em estufas (Figura 1c), aé o desenvolvimento necessario para iniciar

as podas sucessivas (deixando desenvolver somente os ramos M1V4 ou M1V5). Para
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cada variedade estéo sendo produzidas 50 plantas obtidas de borbulhas néo-irradiadas,
que serdo utilizadas como controle experimentd.

As 2000 plantas irradiadas de cada variedade mais as plantas controle so
mantidas em casa de vegetacdo e seréo plantadas no campo experimenta na sequéncia
do trabaho. As plantas provenientes do teste de radiossensibilidade in vivo ja foram
plantadas no campo experimenta, e quando iniciarem a fase reprodutiva seréo avadiadas

na busca por mutantes de interesse.

4.2 Inducéo de M utacdes em Citros pelo Método in vitro

4.2.1 Estabelecimento de protocolos para obtencdo de gemas adventicias, usando
segmentos internodais e segmentos de epicétilo

4.2.1.1 Segmentosinternodais

No primero experimento em que utilizorse apenas o0 BAP como regulador de
crescimento nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,0 mg/L, ndo houve resposta organogénica
e quase a totalidade dos explantes oxidaram em menos de 30 dias.

No segundo experimento, onde aém do BAP, foram adicionados a0 meio de
cultivo, a ctocinina cingting, em diferentes concentractes (3,0 e 45 mg/L de BAP e 0 e
0,3 mg/L de cineting). Nado houve quaquer regeneracdo de brotaghes, apenas uma
ligeiraformacéo de caos na superficie seccionada dos explantes.

Edte resultado foi divergente aos ja relatados por alguns autores, que obtiveram
sucesso na regeneracdo de tecido adulto de outras variedades. TAVANO (2008) obteve
SUCESSD na organogénese in vitro a partir de segmentos internodais de limdo
Volkameriano (Citrus volkameriana) e laranja Azeda (Citrus aurantium) em meo de
cultivo suplementado com 1,0 mg/L de BAP, com 21% e 48% de explantes responsivas,
respectivamente.

SCHINOR (2006) obteve sucesso na regeneracdo de segmentos internodais de
liméo Cravo e laranja Azeda em meio de cultivo suplementado com 2,0 mgL de BAP,
sendo que o limdo Cravo apresentou 82% de explantes responsivos e alaranja Azeda
(49%).

KOBAYASHI et d. (2003) rdatam que com a utilizacdo de tecido adulto, como
segmentos internodais, € possivel obter plantas a partir da organogénese in vitro que
goresentem  caracteridicas de plantas adultas e floresgcam rapidamente apds 0 seu
desenvolvimento.
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Os resultados mostraram a ndo brotacdo de gemas adventicias in vitro a partir de
segmentos internodais das trés variedades utilizando-se 0s meios de cultura propostos.
As diferencas exigentes entre 0s experimentos com segmentos internodais podem estar
relacionadas a diversos fatores como o gendtipo, tamanho dos explantes, condicOes de
cultivo, idade e tipo do materid, e também as dosagens e tipos de reguladores vegetais
testados.

4.2.1.2 Segmentos de epicdtilo

No primeiro foram testados os niveis de 0,5, 1,0 e 20 mg/L de BAP e os
resultados estéo apresentados na Tabela 3.

Foi possivel observar 0 maior nimero de brotagBes regeneradas em todas as

variedades aponta para a utilizacdo de 2,0 mg/L de BAP.

Tabela 3. Numero médio de brotagGes regeneradas in vitro a partir de segmentos de epicotilo
cultivados em diferentes concentragdes de BAP.

Concentracéo NUmero brotos por epicotilo cultivado
de BAP Tangerina Tangerina Tangor
Thomas Fremont Murcott
0,5 mg/L 0,37 0,06 0,38
1,0 mg/L 0,52 0,12 0,49
20mg/L 0,80 0,13 0,49

No segundo, foram testados os niveis de 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 mg/L de BAP, com
ainoculacdo de 50 segmentos de epicdtilo de cada tratamento e variedade (Tabela 4).

Para a tangerina Fremont, os melhores niveis de BAP utilizados foram os de 1,0
e 3,0 mg/L, com as médias de brotacdo regenerada por explante situando-se entre 0,23 e
0,6 e porcentagens médias de epicdtilos responsivos entre 6,2 e 14,6%, respectivamente.

Para a tangerina Thomas, os niveis de 1; 2 e 30 mg/L de BAP foram os
melhores com médias variando entre 042 e 0,74 brotacdo por explante, mas
semdhantes  edatigicamente entre 9. As maores porcentagens de  epicdtilos
responsivos também foram observados nestes nivels (32 a 46%) (Tabela 4).
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Tabela 4. Numero médio de brotacfes regeneradas in vitro a partir de segmentos de epicdtilo
cultivados em diferentes concentragdes de BAP e porcentagem de explantes responsivos.

Brotos por epicétilo cultivado

Concentracéo Tangerina Tangerina Tangor
BAP (mg/L) Fremont Thomas M ur cott
0 0,04 b (3,9%) 0,25 b (25,0%) 0,60 a (50,0%)
0,5 0,04 b (4,0%) 0,23 b (15,4%) 0,40 ab (26,9%)
1,0 0,06 ab (6,2%) 0,42 &b (32,0%) 0,32 &b (26,0%)
2,0 0,02 b (2,1%) 0,66 ab (32,0%) 0,44 ab (22,0%)
3,0 0,23 a (14,6%) 0,74 a (46,0%) 0,22 b (12,0%)
Teste F 3,18* 4,00 ** 257 *
CV (%) 20,1 375 358

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo apresentam diferencas significativas (Tukey
(<0’())5d)z.ados em porcentagem de segmentos de epicdétilo responsivos.

Os segmentos de epicdtilo do tangor Murcott apresentaram as menores taxas de
regeneracdo com o0 uso de 3,0 mg/L de BAP, sendo os demas nives semehantes
edtatisticamente (Tabela 4).

Os resultados podem ser explicados se consderarmos que a adicdo de
citocininas em concentragbes elevadas no melo de cultivo pode resultar em efeto
inibitério, dependendo do cultivar e tipo de explante utilizado. SCHINOR (2006),
trabalhando com organogénese de laranja Azeda a partir de segmentos internodais,
testou doses crescentes de BAP até 4,0 mg/L, e observou uma reducdo dréstica na
regeneracéo de gemas adventicias e a oxidacdo de dguns explantes. O autor observou
resultados semelhantes em lim& Cravo que gresentou maior regeneracéo de brotagtes
durante 0 uso de doses intermedi&ias de BAP, sendo que nos niveis mais extremos (0,0
e 4,0 mg/L) foram observadas as menores taxas de brotacoes regeneradas.

MOURA et a. (2001) trabalhando com segmentos de epicdtilo de laranja Péra
determinaram que o mehor nivd de BAP foi de 20 mg/L. ALMEIDA & a. (2002
também nd encontraram diferencas dgnificativas entre as laranjas Natd, Vadéncia e
Hamlin e limdo Cravo, na organogénese somética de segmentos de epicdtilo ertre os
niveis de 1,0 e 20 mg/L de BAP. SILVA & d. (2005a e 2008) trabalhando com
segmentos de epicdtilo de tangerina Cledpatra e de laranja Azeda concluiram que o
cultivo inicid dos explantes no escuro por 30 dias utilizando-se 2,0 mg/L de BAP
induziu a maxima proliferacdo de gemas adventicias in vitro e as maiores médias de
explantes responsivos.
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4.2.2 Teste deradiossensibilidade de segmentos de epicdtilo
Os resultados obtidos com o nimero de brotagBes regeneradas por explante e no

numero de epicdtilos responsivos estéo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5. NUmero médio de brotagcOes regeneradas in vitro e porcentagem de explantes
responsivos, obtidos a partir de segmentos de epicdtilo tratados com doses crescentes de

mutagénico.

Doses (Gy) Fremont Thomas Mur cott Limé&o Cravo
0 0,24 (10,6%) 0,40 a (22,2%) 0,60 a (33,3%) 0,89 a (52,9%)
10 0,11 (8,6%) 0,26 a (15,2%) 045ab (27,3%) 1,16 a(63,3%)
20 0,03 (3,0%) 0,11 a(8,5%) 0,42 ab (15,2%) 1,14 a(53,5%)
30 0,06 (6,1%) 0,28 a (15,2%) 0,15 ab (5,9%) 0,56 b (21,8%)
40 0,00 (0,0%) 0,13 a (6,4%) 0,23ab (129%) 0,48 b (17,0%)
50 0,03 (3,0%) 0,04 a(2,2%) 0,03 b (3,0%) 0,23 b (8,6%)
Teste F 1,60 ns 2,27 * 2,68 * 17,34 **
CV (%) 2255 32,94 33,12 42,81

M édias seguidas da mesma letra na coluna ndo apresentam diferencas significativas (Tukey <0,05).
() dados em porcentagem de segmentos de epicétilo responsivos.

Observou-se que as diversas doses de radiagdo causaram efeitos diversos
dependendo da variedade avaliada. O tangor Murcott e o lim&o Cravo apresentaram um
desempenho esperado, com a observacdo de redugdes significativas no nimero de
brotacdes regeneradas por explante em fun¢do do aumento da dose de mutagénico e na
porcentagem de epicatilos responsivos (Figura 4a).

As duas vaiedades de tangerina estudadas (Fremont e Thomas) néo
apresentaram este padrédo, mesmo nas doses mais elevadas de nutagénico (50 Gy de
raos-gama). Nenhuma diferenca dgnificativa foi obsarvada entre as doses de
mutagénico para 0 parametro nimero médio de brotacOes regeneradas por explante.
Com as andlises de corrdlacdo pode-se observar dta corrdacdo entre a reducdo na
porcentagem de epicatilos responsivos em fungdo do aumento das doses de mutagénico
(maior que 0,8 para as quatro variedades).

Trabahos envolvendo avdiacdo de radiossensibilidade de espécies didtintas
encontram diferentes DL 50, ou sgja, diferentes niveis de ressténcia quanto a taxa de
dose e variagdes de acordo com aidade do materia irradiado.

ACHUTEGUI-BETELU & SCHIMIDT (1985) trabahando com duas espécies
selvagens de tuberosas, Ullucus tuberosus e Oxalis tuberosa, determinaram as DL 50
para irradiagdo aguda (alta taxa de dose) como sendo 60 Gy e 80 Gy, respectivamente,
para tubérculos jovens e 100 Gy para tubérculos mais velhos. Utilizando baixas taxas de
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dose, as DL 50 foram 120 Gy e 80 Gy, respectivamente. Os autores avdiaram tambem,
sob as mesmas condigdes, a radiossenghilidade de uma variedade comercid de
Solanum tuberosum e definiram que a DL 50 foi sempre menor nela, do que em
egpécies sdvagens, 0 que sugere que as grandes diferencas exigentes na
radiossensbilidade entre materiais podem ser devido aos gendtipos.

Os dados obtidos com as andlises de regresso dos dados estéo plotados na

Figura 3, bem como as respectivas equacoes de reta.
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Figura 3. Numero médio de brotagbes regeneradas por segmento de epicotilo, apds o
tratamento mutagénico com diversas doses de raios-gama e regressdo linear dos dados, de
guatro variedades de citros.

Utilizando as respectivas equagles de regressdes lineares foi possivel cacular
para cada variedade as doses de mutagénico que correspondem ao GR 30 ou GR 50, que
seriam respectivamente as doses de 18,2 e 304 Gy para a variedade Thomas, 13,7 e
22,9 Gy para a variedade Fremont, 16,1 e 26,8 Gy para o tangor Murcott e, 20,7 e 34,4
Gy parao Liméo Cravo.

Os testes de coincidéncia entre retas indicaram que as quatro variedades
gpresentaram equactes de reta ndo coincidentes (teste F significativo para coincidéncia
de retas), demonstrando que n&o apresentam mesma indinacdo e nem 0 mesmo ponto
deinterseccdo com 0 eixo “Y” (Tabela 6).
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Os tedtes de paradismo entre retas indicaram que, a excegdo da tangerina
Fremont e tangor Murcott, as outras apresentam equacles de reta paraldlas entre 9 (teste
t ndo dgnificativo para paddismo de retas) demondrando que tém a mesma
inclinac@o, isto €, mesma taxa relativa de reducéo no nimero de brotagdes em fungdo do
aumento das doses de mutagénico (Tabela 6).

A tangerina Fremont e o tangor Murcott apresentaram equacOes de retas néo
coincidentes e néo padelas (Tabda 6), demonsirando que N0 possUEM UM MESMO
padréo de resposta em funcdo do aumento das doses de mutagénico, sendo que o tangor
Murcott apresenta maior senshilidade ao mutagénico, pois a sua equacdo de reta possui
maior inclinacéo (Figura 3).

Tabela 6 Resultado do teste F para coincidéncia e teste t para paraelismo entre retas das

equagdes de regressies lineares, considerando nimero de brotagdes regeneradas por segmento
de epicdtilo, apés airradiacdo com diversas doses de mutagénico.

Material Tangerina Tangor Lim&o
invitro Thomas Murcott Cravo
Tangerina F=471* F=24,27** F=2561**

Fremont t=0,78ns t=314* t=228ns
Tangerina F=447* F=15,83**
Thomas t=184ns t=187ns
Tangor F=9,78**
Murcott t=104ns

De acordo com o teste t para paraelismo entre retas, o liméo Cravo apresentou
reta paraldla em relacdo as outras variedades analisadas, porém se destacou por sempre
apresentar maior taxa de regeneracd de brotagbes in vitro, incdusve no controle
(explantes ndo irradiados).

Todas as brotagbes foram microenxertadas em citrumelo Swingle ou citrange
Carrizo (Figura 4b) e estéo sendo aclimatizadas (Figura 4c). Durante o processo de
aclimatizacdo de plantas in vitro de limé& Cravo, pOde-se identificar uma planta
mutante que apresentou folhas com diferencas morfoldgicas dragticas em rdacdo a
plantaorigind (Figura4d).
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Figura 4 - a) Epicdtilos de limdo Cravo submetidos ao teste de radiossensibilidade. b) Brotacéo

microenxertada in vitro. c) Planta em processo de aclimatizagdo em estufa. d) Planta com
mutagdes na morfologia e) Plantas de limdo Cravo no campo, provenientes de materia

irradiado.
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4.2.2.1 Irradiacéo de explantes com a dose selecionada e obtencéo de plantas para
a selegdo de mutantes

Com base nos resultados obtidos nos experimentos de radiossensbilidade foram
redlizados experimentos de irradiacdo de explantes (segmentos de epicdtilo) das quatro
variedades com dose Unica de mutagénico.

Nesta etapa, o objetivo foi obter quatro populaces de 500 plantas originadas de
explantes (segmentos de epicdtilo) irradiados e mais 50 plantas-controle, todas obtidas
em vari 0s experimentos consecutivos.

Para a variedade Fremont foram redlizados quatro experimentos, totaizando
2.835 epicotilos irradiados com a dose de 13,8 Gy de raios-gama (correspondente ao
GR 30 da variedade), sendo que nestes experimentos foram regeneradas um tota de 492
brotacBes, 0 que possbilitou a€ o momento a obtencdo de 165 plantulas in vitro. Ja
paa a variedade Thomas, foram ingdados cinco experimentos, totaizando 1.386
epichtilos irradiados com a dose de 18,2 Gy, o que resultou em 908 brotacdes e 241
plantulas cultivadas in vitro aé o momento. Para a variedade Murcott foram irradiados
com a GR 30 (16,1Gy) um total de 1.881 epicdtilos distribuidos em cinco experimentos,
sendo obtidos 1.486 brotacfes e 322 plantulasin vitro aé o momento.

Para o limdo Cravo foram obtidas 800 plantulas in vitro, dos 1.629 epictilos
irradiados, sendo que todas as plantas obtidas ja foram adimaizadas e plantadas no

campo experimental do Centro de Citricultura Sylvio Morerall AC (Figura 4e).

4.3 Anadlise Comparativa da Radiossensibilidade de Propagulos in vivo (borbulhas)
e in vitro (segmentos de epicotilo)

As andises comparativas da radiossenshilidade demonstraram  diferencas
dggnificativas entre as equagbes de regressio quando comparadas para a mesma
variedade. Este resultado pode ser observado na Tabela 7 que apresenta os resultados

dos testes F para coincidéncia e teste t para pardelismo entre retes.
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Tabela 7. Resultado do este F para coincidéncia e teste t para paraelismo entre retas das
equacles de regressdes lineares, considerando dois tipos diferentes de propagulos (in vitro e in
Vvivo), apbs airradiacdo com diversas doses de mutagénico.

Propéagulo Propéagulo in vivo
in vitro Tangerina Tangerina Tangor
Thomas Fremont Murcott
Tangerina F=160,1**
Thomas t=-746**
Tangerina F=45718 **
Fremont t=-301*
Tangor F=698**
Murcott t=-739**

Nas Figuras 5, 6 e 7 é possivel visudizar as duas equagdes de regressao linear
obtidas apds a irradiacdo de propagulos in vitro e in vivo de tangor Murcott, tangerina
Fremont e Thomes.

Pela Figura 5 é possivel notar a presenca de um angulo entre as equactes de reta,
obtidas pela reducéo percentud do desenvolvimento dos propégulos in vivo e in vitro de
tangor Murcott, que corresponde a diferenca de sensibilidade desses propagulos ao
mutagénico. Neste caso, 0s propagulos in vivo apresentaram maior senshbilidade ao
mutagénico do que os propagulos in vitro, que pode ser verificado pela maior inclinagéo
da reta obtida nos propagulos in vivo, 0 que demongtra que para uma mesma dose de
mutagénico, houve maior reduco do desenvolvimento dos propégulos in vivo. Assm,
pbde-se cacular a dose de 14,0 Gy de raios-gama como 0 GR 30 de propagulos in vivo
(mais sensivel) e a dose de 16,1 Gy, como o GR 30 de propagulos in vitro (mais

resgtente).
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Figura 5 Equagdes de regressdo linear dos dados de reducéo relativa do desenvolvimento de
propagulos in vitro e in vivo, apos o tratamento mutagénico com diversas doses de raios-gama,
em tangor Murcott.

Pela Figura 6 é possivel notar a presenca de um maior angulo entre as equacles
de reta, obtidas pela reducdo percentua do desenvolvimento dos propédgulos in vivo e in
vitro de tangerina Fremont. Neste caso, 0s propagulos in vitro gpresentaram maior
sengbilidade a0 mutagénico do que os propdgulos in vivo. Isto pode ser verificado pela
maior inclinacdo da reta obtida neste tipo de propagulo (n vitro), o que demonstra que
paa uma mesma dose de mutagénico, houve maor reducdo relaiva do
desenvolvimento dos propagulosin vitro.

Assm, pode-se cdcular a dose de 13,7 Gy de raios-gama como 0 GR 30 de
propégulos in vitro (mais sensivel) e a dose de 29,9 Gy, como o GR 30 de propagulos in

Vivo (mais resstentes).
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Figura 6 Equactes de regressdo linear dos dados de reducdo relativa do desenvolvimento de
propégulos in vitro e in vivo, apos o tratamento mutagénico com diversas doses de raios-gama,
em tangerina Fremont.

Na Figura 7 é possivdl notar a presenca de um angulo bem menor entre as
equacoes de reta, obtidas pela reducdo percentua do desenvolvimento dos propagulos in
vivo e in vitro de tangerina Thomas. Neste caso, a proximidade das retas demonstra que
0s dois tipos de propagulos apresentam senghbilidade smilar a0 mutagénico, ou sga,
proximidade no clculo de doses, como a GR 30, que foi para os propagulos in vivo e in
vitro, 18,7 Gy e 18,2 Gy, respectivamente.
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Figura 7. Equagdes de regressdo linear dos dados de reducéo relativa do desenvolvimento de
propagulos in vitro e in vivo, apés o tratamento mutagénico com diversas doses de raios-gama,
em tangerina Thomas.

Na Tabela 8 estdo as GR 30 dos materiaisin vivo e in vitro de cada variedade. A
variedade Fremont, que apresentou 0 maor angulo entre as retas, tém como GR 30,
29,9 e 13,7Gy para 0s meétodos in vivo e in vitro, respectivamente. Esses vaores
apresentam maor diferenca, quando comparados com os valores de GR 30 das
variedades tangerina Thomas (18,7 e 18,2Gy) e tangor Murcott (14,0 e 16,1Gy), que

ficaram mais proximaos.

Tabela 8 — Doses GR 30 dos propagulos in vivo e in vitro irradiados com diversas doses de
mutagénico, obtidas da regressdo linear dos dados das trés variedades de tangerinas.

GR 30 Propagulo Propagulo
(Gy) in vivo invitro

Tangerina

Fremont 29,9 13,7
Tangerina

Thomas 18,7 18,2

Tangor

Murcott 14,0 16,1
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5 CONCLUSOES

a) As dosss de raios-gama condderadas como GR 30 para propagulos in vivo
(borbulhas) foram estabelecidas como sendo de 29,9 Gy para tangerina Fremont,
18,7 Gy para tangerina Thomas e 14,0 Gy, para tangor Murcott. O teste de
parddismo entre retas indicou que as trés variedades apresentam mesma taxa
relativa de reducdo da atura de brotagbes em funcdo das doses crescentes de
mutagénico.

b) Pelo teste de radiossensbilidade in vivo foi possivel determinar que as borbulhas de
tangor Murcott s80 as mas sensivels aos raos-gama, seguido das variedades de
tangerina Thomas e Fremont.

c) Foi estabdecido como ided o nivel de 2,0 mg/L de BAP nos meios de cultivo de
segmentos de epicdtilo visando a regeneracdo de brotagBes, res quatro variedades de
citros andisadas. limédo Cravo, tangor Murcott e tangerinas Thomas e Fremont.

d) As doses de raios-gama consideradas como GR 30 para propagulos in vitro
(segmentos de epicatilo) foram estabelecidas como sendo de 13,7 Gy para tangerina
Fremont, 18,2 Gy para tangerina Thomas, 16,1 Gy, para tangor Murcott e 20,7 para
liméo Cravo.

e) N&o foi possivel obter brotagbes de gemas adventicias in vitro a partir de segmentos
internodais das trés variedades de citros andisadas (tangor Murcott e tangerines

Thomas e Fremont) utilizando-se os reguladores de crescimento BAP e cinetina.
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7 GLOSSARIO
- DL: Abreviacdo de“Doseletd”.

- DL 30: dose de mutagénico que causa morte de 30% dos explantes em relacéo a0
controle.

- GR: Abreviagdo do termo em inglés “grow reduction”, em portugués “reducdo de
crescimento”.

- Dose GR 30: dose de mutagénico que causa reducdo de 30% no crescimento em
relacéo ao controle.

- Radiossensiblidade: sengibilidade dos tecidos vivos a acdo dos raios ionizantes.
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