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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi avaliar a metodologia de indug#io de mutagio e de selegdo de
mutantes de interesse em laranja ‘Péra’ (Citrus sinensis L. Osb.) mediante a irradiag3o de borbulhas com
4,0 kR de raios gama. O método das podas repetidas foi aplicado nos ramos VIMI, originados apds
a irradiagdio, usando-se as seis primeiras borbulhas ao longo destes ramos para a obtengdo da geragéo
V2MI. Borbulhas de V2M1 foram enxertadas para a obtengdo da geragdio V3MI. A selegdo foi feita
nos quadrantes Norte, Sul, Leste e Oeste das plantas sobreviventes. Foram selecionadas 127 plantas
que diferiam do controle com relag3o a caracteristicas agrondmicas, tais como altura da copa, niimero
de sementes por fruto, produtividade, tipo de fruto, morfologia de folha ¢ fruto, etc. Pela maior fre-
giiéncia de mutantes morfolégicos observada nas folhas e nos frutos, concluiu-se que a quinta e sexta
borbulhas ao longo de VIM1 devem ser as preferidas, no caso de uso da presente metodologia. O
sistema de dividir as plantas em quadrantes para a selegdo mostrou-se eficiente, pois, apesar de se
aplicar o método das podas repetidas, as plantas ainda mostravam quimerismo. Os clones selecionados
estdo sendo avaliados no campo para a confirmagdo da natureza e da estabilidade genética das modi-
ficagdes.

Termos para indexagao: Citrus sinensis, borbulhas.

MUTANT SELECTION AND INDUCTION
IN ‘PERA’ SWEET ORANGE USING GAMMA-RAYS

ABSTRACT - The objective of the present research was to evaluate the methodology to select mutants
of interest in the ‘Pera’ sweet orange (Citrus sinensis L. Osb.), using bud gamma irradiation with 4,0
kR. The cutting back method was appplied to the VIM1 branchs originated after irradiation, and the
six first buds from these branches were used to obtain V2M1 generation. Buds from these V2MI
branchs were grafted to get the V3MI generation. Selection was made in the quadrants (North, South,
East and West) of the surviving plants, and 127 were selected. These plants differed from the controls
in relation to agronomic characteristics such as canopy height, seed number in the fruits, yield, fruit
shape, leave morphology, etc. The higher frequency of morphological changes observed in the leaves
and fruits leads to conclude that the fifth and sixth buds along the V1M1 branch should be used when
the present methodology is applied. The system of dividing the selecting plants into quadrants proved
to be efficient because, despite the cutting back method used, the plants still showed chimerism. The
selected clones are under evaluation in field condition in order to confirm the nature and the genetic
stability of changes.

Index terms: Citrus sinensis, buds.
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INTRODUCAO

O Brasil é o maior produtor de laranja e exporta-
dor de suco citrico concentrado do mundo. As culti-
vares mais utilizadas no Brasil apresentam varios
problemas (Moreira & Pio, 1991) que podem ser
resolvidos pelo melhoramento genético, o que auxi-
liaria a citricultura a manter a sua importancia em
nosso Pais. Varias s3o as dificuldades existentes na
aplicag3o dos métodos tradicionais no melhoramento
dos citros e, por isto, vérias cultivares de grande
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importiancia mundial resultaram de mutagdes
somaticas espontineas, como tem sido relatado por
autores de varios paises (Bono et al., 1981; Hensz,
1981; Iwamasa & Nishiura, 1981; Mendel, 1981;
Russo, 1981). Como discutido por alguns destes au-
tores (Mendel, 1981), ndo sdo todas as mutagdes
somaticas espontineas que resultam em bons
fendtipos ou em cultivares. Por isto, visando a au-
mentar a freqiiéncia de mutagdes e as possibilida-
des de sua utiliza¢3o comercial, tem sido sugerido o
uso de mutagénese no melhoramento dos citros, €
algumas cultivares ja foram obtidas por esse proces-
so (Spiegel-Roy, 1990), dotadas de caracteristicas re-
lacionadas a coloragdo da polpa e a auséncia de se-
mentes.

Os tratamentos mutagénicos, em geral, envolvem
o uso de radiagdes, podendo ser feitas in vivo ou in
vitro, em vérias partes da planta, tais como calos,
nucelos, borbulhas, plantulas decapitadas, etc.
(Broertjes & Van Harten, 1988). Etapas de impor-
tancia nestes trabalhos referem-se a escolha da dose
€ a4 maneira de isolar o mutante ap6s o tratamento
mutagénico (Spiegel-Roy, 1990). Quando estrutu-
ras multicelulares, como borbulhas, s3o utilizadas,
a ocorréncia de muta¢3o leva ao quimerismo, ha-
vendo a necessidade de isolar a mutagdo nas borbu-
lhas do ramo VIMI, originado apés o tratamento.
De acordo com a posi¢do das borbulhas ao longo do
ramo V1M1, pode variar a freqiiéncia das mutagdes
e, por isto, em algumas frutiferas, tais como macg3
(Lapins, 1973) e cereja (Donini, 1976), existem in-
dicagdes sobre quais as melhores posi¢des das bor-
bulhas a serem utilizadas para aumentar o sucesso
da técnica. Em Citrus, o método das podas repeti-
das tem sido utilizado no isolamento de mutagdes
somaticas, verificando-se que em alguns foram uti-
lizadas as nove primeiras borbulhas de VIM1 (Rus-
so et al., 1981). Ha também recomendag6es de utili-
zagdo das borbulhas denominadas de 3 a 15 a partir da
base do novo ramo (Spiegel-Roy et al., 1985). Nio
se encontrou na literatura disponivel uma clara re-
feréncia sobre qual a melhor ou as melhores posi-
¢Bes das borbulhas ao longo de VIM1 em Citrus.
Esta seria uma informagdo de interesse, pois pode-
ria facilitar e baratear o trabalho do melhorista ao
reduzir o nimero de arvores a serem plantadas na
etapa de selegdo. Existem poucas informagdes e
poucos trabalhos com indug¢do de mutagio no
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melhoramento de frutiferas no Brasil (Tulmann Neto
et al., 1990), reconhecendo-se que ha a necessidade
de pesquisas basicas e aplicagdes praticas que pos-
sibilitem sua maior utilizagdo pelos melhoristas.

Diante do que se discutiu anteriormente, iniciou-
-se em 1983 este trabalho objetivando a indugdo de
mutacdo pelo emprego de radiagdo gama em borbu-
lhas da cultivar Péra. Além da selegdo de mutantes
quanto a caracteres de importincia agrondmica, tais
como porte da planta, niimero de sementes, época
de colheita, resisténcia ao cancro-citrico, etc., o pre-
sente estudo pode permitir o esclarecimento de cer-
tos aspectos metodologicos relacionados & indugdo
de mutagdo, mediante a irradiagio de borbulhas e as
podas repetidas em Citrus.

MATERIAL E METODOS

A cultivar Péra foi utilizada por ser a mais importante
dacitricultura brasileira e também uma das preferidas pela
industria de suco. Ramos novos, recém-colhidos do Ban-
co Ativo de Germoplasma da Estagao Experimental Sylvio
Moreira, em Cordeir6polis, SP, foram levados para o Cen-
tro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA), para os
tratamentos com raios gama.

Determinagdo da sensitividade a raios gama

Na escolha da dose definitiva a ser utilizada no traba-
lho, realizou-se um experimento preliminar. Os ramos com
borbulhas foram levados para a fonte de ®°Co do CENA ¢
a irradiagfo foi feita com as fontes pares usando-se a taxa
de dose de 113,7 kR/hora, com os didmetros dos tubos na
fonte de 60 cm. As doses utilizadas foram de 3,0 ; 4,5 ;
6,0; 7,5 ¢ 9,0 kR, com 50 borbulhas por tratamento. As
borbulhas irradiadas e as testemunhas foram enxertadas
em limao ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) (duas em cada
porta-enxerto) na Estagdo Experimental, em Cordeirépolis.
A avaliagdo dos efeitos primérios dos tratamentos foi fei-
ta nos ramos provenientes das borbulhas tratadas, deno-
minados de VIMI. Além de observagdes visuais, anotou-
se a percentagem de pegamento e a altura destes ramos,
aos 104 dias apds a enxertia.

Aplicacdio do método das podas repetidas para
a obten¢do de mudas e sele¢io de mutantes

Na formagdo de mudas para o plantio no campo, 120
ramos com borbulhas foram irradiados com raios gama
na dose de 4,0 kR, determinada segundo o ensaio anteri-
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or. O total de 2.297 borbulhas irradiadas ¢ 103 do contro-
le foram enxertadas em 1.000 porta-enxertos de limdo
‘Cravo’. Nos ramos VIMI foram feitas observagdes, tais
como altura aos 125 dias e contagem do nimero de
pegamento dos enxertos. Nestes ramos VIM1, aplicou-se
o método das podas repetidas para avango das geragdes,
visando 2 selegio de mutantes. Também com o objetivo
de determinar qual a melhor posigdo das borbulhas para
isolar estes mutantes, resolveu-se aplicar estas podas de
modo que trés tratamentos fossem obtidos. No primeiro,
os ramos V1M1 foram podados, deixando-se as duas pri-
meiras borbulhas, a partir da base do ramo. No segundo, a
poda foi feita abaixo da quinta borbulha, eliminando-se
as borbulhas 1 ¢ 2, e no terceiro, abaixo da sétima borbu-
lha, eliminando-se as borbulhas 1, 2, 3 ¢ 4. Portanto, os
ramos V2M]1 foram obtidos respectivamente das borbu-
lhas 1 e 2 (tratamento I); 3 e 4 (tratamento II); 5 ¢ 6 (irata-
mento III). Ao contrério dos trabalhos citados anterior-
mente, no presente estudo resolveu-se usar apenas até a
sexta borbulha ao longo de VIMI, pois observou-se que
seis borbulhas consecutivas cobriam toda a circunferén-
cia do ramo e deveriam, portanto, incluir todos os possi-
veis mutantes setoriais induzidos. Em trabalho com mag3,
Lapins (1973), baseando-se na filotaxia, recomendou a
utilizagdo de cinco borbulhas consecutivas ao longo de
VIMI.

Posteriormente, as seis primeiras borbulhas das rami-
ficagdes V2MI do tratamento I, as quatro primeiras do
tratamento II e as duas do tratamento III foram coletadas
e enxertadas em limdo ‘Cravo’. Este procedimento foi ado-
tado baseando-se em experiéncias de outros autores com
indugdo de mutagGes em frutiferas e em estudos sobre a
ocorréncia de mutagdes somaticas em primérdios de borbu-
lhas axilares de diferentes tamanhos (Donini & Micke, 1984).
NaFig. 1 ilustra-se todo o sistema utilizado neste trabalho.

Nas ramificagdes V2M1 e nos controles foram anota-
das as modificagdes fenotipicas que ocorreram nas folhas
e hastes. Assim que as ramificagdes V3MI foram obti-
das, as 7.597 plantulas resultantes foram transplantadas
para o campo na Estagio Experimental de Presidente Pru-
dente, do Instituto Bioldgico, SP. A partir deste estadio,
as mudas foram conduzidas da maneira tradicional para a
formagao de um pomar, utilizando-se também os mesmos
tratos culturais na sua manutengdo. Este plantio foi inter-
calado com plantas da cultivar Baianinha, altamente sus-
cetivel ao cancro-citrico, causado por Xanthomonas
campestris pv. citri; estas plantas receberam inéculos da
suspenso bacteriana para facilitar a dispersio da doenga.

Apesar das podas utilizadas, ainda se poderia esperar
aocorréncia de quimerismo; por isto, na época de selegio
de mutantes, cada planta foi examinada independentemen-
te por quatro pessoas nos quadrantes Norte, Sul, Leste e
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Oeste. Foram avaliados, de 1988 a 1991, os seguintes
caracteres: ocorréncia de cancro-citrico nas folhas ¢ nos
frutos; altura da planta; nimero de sementes e sabor do
fruto; época de maturagdo; ¢ estimativa da produtividade.
A altura da copa foi avaliada visualmente, segundo duas
categorias: 1) altura normal; ¢ 2) altura baixa, tomando-se
como referéncia a altura normal da cultivar Péra (contro-
le). Quanto ao numero de sementes por fruto, tomou-se
ao acaso um fruto por quadrante, contando-se 0 numero
de sementes que foi classificado de normal (igual ou mai-
or que seis sementes por fruto, que & o nimero tipico de
sementes da cultivar Péra) ou baixo (menor que seis se-
mentes por fruto). Este mesmo fruto foi avaliado quanto
ao sabor, considerando-se as classificagdes: sabor normal
(tipico da cultivar Péra) ou sabor diferente. Também fo-
ram catalogadas variagdes no tipo de fruto (tamanho, for-
mato, presenca de estrias) e no formato e na coloragdo das
folhas, sempre tomando-se como padrio as caracteristi-
cas da cultivar Péra original.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Determinag¢fio da sensitividade a raios gama

Na Tabela 1 observa-se que, como esperado dos
efeitos primarios da radiag3o, quanto maior a dose
de raios gama maior o decréscimo no pegamento da
enxertia e na altura média de VIMI1, sendo letal a
dose de 9,0 kR.

Em trabalhos com indu¢do de mutagio, uma das
filosofias existentes é a que se devem evitar doses
muito elevadas, que poderiam levar & ocorréncia de
mutagdes multiplas, especialmente indesejaveis em
plantas de propaga¢@o vegetativa (Broertjes & Van
Harten, 1988). Em frutiferas tém sido utilizadas
(Donini, 1977) doses ao redor da LD50 (que cau-
sam 50% de letalidade ). Em Citrus, quando se usam
borbulhas, as doses tém variado de 2 a 8 kR (Russo
etal., 1981; Wuetal., 1986), evidenciando esta gran-
de variagdo que se deve utilizar em teste com a cul-
tivar da espécie em estudo. Spiegel-Roy & Kochba
(1973), em trabalhos com radiossensitividade de
borbulhas em Citrus sinensis, utilizaram doses de
2.5, 5,0 e 7,5 kR, concluindo que apenas as duas
tltimas afetavam a percentagem de pegamento dos
enxertos ¢ que a LD50 situava-se ao redor de 5,0
kR. No presente trabalho, a LD50 estaria situada
entre 4,5 ¢ 6,0 KR; portanto, dentro da faixa
verificada por este ltimo autor. Entretanto, como
se observa pelos resultados na Tabela 1, se esta dose
fosse utilizada iria produzir uma grande redug@o no
crescimento do ramo V1M1, Optou-se, entdo, por
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FIG. 1. Esquema utilizado no isolamento de mutagdes em laranja ‘Péra’ a partir de borbulhas (B na figura)

irradiadas com raios gama.

utilizar na continuagio do experimento a dose de
4,0 kR, com a qual se poderia esperar certa redu¢io
na sobrevivéncia dos enxertos (34%); porém, com a
manifestagio de efeitos ndo muito drasticos no cres-
cimento da ramificagdo VIM]I. Em cereja, Lapins
(1973), usando doses moderadas de radiagdo, que
produziam redugdo de 40% na sobrevivéncia das
borbulhas irradiadas, obteve as maiores freqiiéncias
de mutagdes. Lacey & Campbell (1982), em indugio
de mutagdes em magd, discutem que a selegdo de
doses que causam maiores danos em VIMI pode
levar a maiores freqiiéncias de mutantes em gera-
¢des posteriores, mas que também muta¢Ses mais
severas tém menores probabilidades de serem de
interesse comercial. Em trabalho de Spiegel-Roy &
Kochba (1973) com C. sinensis, as maiores freqtién-
cias de mutagOes foram obtidas com doses de 7,5 kR,
que determinaram apenas 10% de sobrevivéncia nas
borbulhas irradiadas; porém, n3o esclareciam a uti-
lidade prética dos mutantes obtidos.

Efeitos da radiagfio nas ramificagbes VIM1 e V2M1,
provenientes da irradiagfio de borbulhas com 4 kR

Na Tabela 2 observam-se os efeitos primarios da
irradiagio nos ramos V1M1, provenientes de bor-
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bulhas irradiadas com 4 kR de raios gama. Verifica-
-se que, neste caso, a irradiagdo produziu um de-
créscimo de 10,1% no pegamento das borbulhas e
uma diminui¢do de 25,0% no crescimento. Estes
efeitos foram, portanto, menos severos do que os
observados no teste preliminar de sensitividade (Ta-
bela 1), mas se mantiveram dentro do critério ado-
tado nesta pesquisa, em que se procurou evitar o uso
de doses muito elevadas, que poderiam acarretar per-
centagem maior de mutagdes, porém alterando de
maneira muito drastica as caracteristicas originais
da cultivar Péra.

As freqiiéncias e os tipos de alteragdes fenotipicas
avaliadas nos ramos V2M1 provenientes de borbu-
lhas irradiadas com 4,0 kR, nos trés tratamentos uti-
lizados, encontram-se nas Tabelas 3 e 4, respectiva-
mente.

Verifica-se, na Tabela 3, que, 4 medida que se
analisam as borbulhas mais distanciadas da base do
ramo, h4 uma tendéncia de aumento no numero de
alteragdes. Deve-se reconhecer que a maioria des-
tas alteragdes ndo deve ser causada por mutagdes e
sim pelos efeitos primdrios da radiag3o. Entretanto,
estes tipos de alterago tém servido como pardmetros
hteis na indugdo de mutagdo em plantas de propa-
gagdo vegetativa. Assim é que, baseando-se neste
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TABELA 1. Efeitos da radiac3o gama no pegamento
de enxertia e altura média dos ramos
V1M1 originados apés o tratamento de
borbulhas da cultivar Péra com 4,0 kR.
Estacio Experimental Sylvio Moreira, do
Instituto Agrondmico, Cordeirépolis,

SP, 1982,
Dose Pegamento da enxertia  Altura média do VIMI
(kR) Real Emrelagioac Real  Emrelago ao
(%) controle (cm) controle
0,0 43 100,0 77,1 100,0
3,0 32 66,0 58,2 75,5
45 32 66,0 30,8 40,0
6,0 13 30,2 18,2 23,6
7.5 5 11,6 1.5 9,7
9,0 0 0,0 0,0 0,0

! Avaliagdes feitas 104 dias ap6s a enxertia.

TABELA 2. Efeitos primérios da radia¢do gama em
ramos V1M1 provenientes de borbulhas
da cultivar Péra irrradiadas com 4,0 kR
de raios gama. Estacdio Experimental
Sylvio Moreira, do Instituto Agronémi-
co, Cordeirépolis, SP, 1983,

Dose Pegamento da enxertia em % em Altura Média do VIM1

(kR) relagio ao numero de borbulhas

enxertadas
' Real Em relagio
(cm) ao controle
(%)
0,0 100,0 65,8 100,0
4,0 89,9 49,7 75,0

! Avaliagdes realizadas 125 dias apos a enxertia.

TABELA 3. Freqiiéncia de alteragdes morfolégicas em
ramos V2MI1 originados de borbulhas ao
longo de ramos VIMI1 provenientes de
borbulhas de laranja ‘Péra’ irradiadas com
4,0 kR de raios gama e dos controles. Estacio
Experimental Sylvio Moreira, do Instituto
Agrondmico, Cordeirépolis, SP, 1983.

Ramos V2MI1 proveni- Nuameroderamos  Alteragdes morfoldgicas
entes de borbulhas ao analisados

longo do ramo VIMI1 Nimero o,
Controles 175 8 4,57
Tratamento | 1.125 106 842
(Borbulhas 1 e 2)

Tratamento I 1.107 221 20,00
(Borbulhas 3 ¢ 4)

Tratamento HI 1.071 248 23,20
(Borbulhas 5 ¢ 6)
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TABELA 4. Freqiiéncia dos vérios tipos de altera¢des
fenotipicas em ramos V2MI1 origindrios de
borbulhas ao longo de ramos VIM1, pro-
venientes de borbulhas de laranja ‘Péra’
irradiadas com 4,0 kR de raios gama. Es-
tagdo Experimental Sylvio Moreira, do
Instituto Agrondémico, Cordeirépolis, SP,

1983.
Tipos de alteragdes fenoti- Porcentagem em relagio ao total
picas em ramos V2M1' de alteragdes morfoldgicas
Tratamento I Tratamento II Tratamento I

Folha disforme 55,1 50,6 62,8
Folha alongada 71,6 13,1 8,0
Folha espessa 2,5 18,8 0,0
Folha larga 6,8 37 1,0
Coloragio da folha 42 1,1 1,0
Folha retorcida 1,7 1,1 1,0
Folha dupla 0,0 0,4 0,0
Haste retorcida 6,8 6,0 18,6
Haste bifurcada 11,9 3,0 2,6
Haste dupla 1,7 0,0 0,0
Internédio curto 1,7 2,2 48
Espinho longo 0,0 0,0 0,6

'Nos ramos V2ZMO do controle observou-se apenas o aparecimento de
folhas disformes.

tipo de informagao, recomenda-se em magi o uso de
borbulhas situadas entre a sexta e décima posigfo ao
longo de VIMI1 (Lapins, 1973). Em cereja sugere-se
o uso de borbulhas situadas entre a quinta e décima
posi¢do, obtendo-se a mais alta freqiiéncia de
mutantes de internddio curto e mais grosso com a
quinta e a sexta borbulhas (Donini, 1976).

Como se discutiu anteriormente, nos varios tra-
balhos na literatura com Citrus, verificam-se refe-
réncias sobre o uso das nove primeiras (Russo et al.,
1981) e da terceira & décima-segunda ou décima-
-quinta borbulha ao longo do VIMI1 (Spiegel-Roy
et al., 1985; Spiegel-Roy & Vardi, 1989), mas os au-
tores ndo chegaram a esclarecer quais as borbulhas
que deveriam ser recomendadas, visando a maior fre-
gliéncia de mutantes. Baseando-se nos dados do pre-
sente trabalho, a indicago ¢ pelo uso da quinta e
sexta borbulhas.

Pela Tabela 4 verifica-se que, independentemen-
te do tratamento, como também observado no traba-
lho de Spiegel-Roy & Kochba (1973), o tipo mais
frequiente de modificagdo foi folhas disformes, ob-
servando-se igualmente grande freqiiéncia de folhas
mais alongadas e haste retorcida. Vale salientar que,
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nos trés tratamentos, verificou-se a ocorréncia de
certa percentagem de ramos com internédios cur-
tos, que poderiam estar associados a mutantes de
porte compacto e, deste modo, ter grande interesse
no sentido de facilitar a colheita.

Sele¢cdo de mutantes

As selegdes foram feitas no campo durante qua-
tro anos de observag@es a partir de 6.400 plantas
sobreviventes, sendo 519 relacionadas aos contro-
les, 3.296 ao tratamento 1, 1.804 ao tratamento Il e
781 ao tratamento III.

Com relagdo ao cancro-citrico, observou-se que,
apesar das inoculagdes feitas em ‘Baianinha’, as con-
di¢Bes ambientais em certos anos ndo favoreceram
a ocorréncia uniforme da doenga no pomar, verifi-
cando-se grande nimero de escapes. Na Tabela 5
ilustra-se a avaliagdo de cancro-citrico em trés plan-
tas de cada um dos trés tratamentos originados das
borbulhas irradiadas. Tanto nesses tratamentos como
nos controles, observou-se grande nimero de
quadrantes com sintomas ausentes ou fracos (notas
0 e 1, Tabela 5) da doenga, devendo-se esclarecer
que nos controles a nota 1 era a predominante. Em-
bora a previsdo de que a irradiagdo pudesse aumen-
tar a variabilidade genética e permitir a selegfo de
plantas com menor intensidade de sintomas, ndo se
admite que o numero destas plantas seja tdo eleva-
do, como ocorreu. Decidiu-se ent3o n3o dar desta-
que para este tipo de selegdo, pois seria impratica-
vel trabalhar com um numero elevado de plantas.
Utilizou-se em cancro-citrico um outro enfoque, que
sera relatado posteriormente.

Em relagZo aos outros caracteres agronémicos,
foram observadas variagdes em produtividade, al-
tura da copa, niimero de sementes, maturag3o, for-
mato e sabor dos frutos, presenga de estrias na casca
dos frutos, cor da polpa e modificagdes no formato
e na clorofila das folhas. Estes tipos de modificagdo
s#o comumente relatados em trabalhos com indugdo
de mutagfo em frutiferas, originando dos mutantes
selecionados cultivares que diferem das originais
pelo porte compacto, ciclo mais precoce, melhor co-
loragdo do fruto, auséncia de sementes, etc. (Lacey
& Campbell, 1982; Lapins, 1983; Spiegel-Roy et
al, 1985; Wuet al., 1986; Spiegel-Roy, 1990; Hensz,
1991).
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TABELA 5. Exemplos da avalia¢io quanto a cancro-
-citrico nos quadrantes Norte (N), Sul (S),
Leste (L) e Oeste (O) em algumas plantas
dos trés tratamentos. Esta¢io Experimen-
tal do Instituto Biolégico, em Presidente
Prudente, SP, maio de 1988.

Tratamento  Planta Ocorréncia de cancro citrico
Folhas' Frutos?

N S O N S L O

Controle 1 0 0 1 0 0 0 0 O

2 1 1 1 2 1 1 1 1

3 1 1. 3 3 1 0 2 1

I 1 o 1 1 0 0 0 0 O

2 1 3 3 1 1 1 3 1

3 O 0 0 0 0 0 O O

11 1 2 2 2 3 3 1 2 2

2 1 2 1 2 0 1 1 0

3 1 1 1 1 1 2 1 0

m 1 3 2 3 2 2 2 0 2

2 1 1 1 1 1 0 1 0

3 1 1 1.1 0 0 O O
' Ocorréncia nas folhas: 0 = auséncia de sintomas; | = fraca ( < 10% );

2 = média ( 10-20%); 3 = alta (> 20% ).

? Ocorréncia nos frutos: 0 = auséncia de sintomas; 1 = 1-2 frutos com

sintomas; 2 = 3-5 frutos com sintomas; 3 = 6 ou mais frutos com sintomas.

Na Tabela 6 exemplifica-se, em algumas plantas
do tratamento I, os resultados da avaliagdo feita em
1988.

Este exemplo, baseado em apenas algumas plan-
tas do tratamento I, reflete bem o que aconteceu nos
demais casos avaliados, notando-se variagdes de in-
teresse e outras indesejaveis. Houve a ocorréncia de
vérias mutag¢des deletérias, como foi o caso da plan-
ta 8, completamente estéril, apesar do grande nu-
mero de flores que apresentava. A planta nimero 9
também mostrava mutagdes ndo desejaveis, notan-
do-se deficiéncias de clorofila e formato irregular
das folhas, com baixa produgio de frutos, que
apresentavam sabor diferente do normal. Existiram
plantas, como a de nimero 1, em que todas as ca-
racteristicas foram normais. Em outras plantas, como
a de nimero 4, em todos os quadrantes foram ob-
servados frutos com menor numero de sementes, en-
quanto na planta nimero 7 apenas o quadrante Les-
te apresentou esta caracteristica. Isto ocorreu com
outras caracteristicas, como observado na Tabela 6.
Concluiu-se entdo que na popula¢io poderiam exis-
tir mutantes periclinais ou sélidos, representados por
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TABELA 6. Avaliagdo de caracteristicas agrondmicas nos quadrantes Norte (N), Sul (S), Leste (L) e Oeste (O)
em algumas plantas do Tratamento 1. Estacao Experimental do Instituto Biolégico, em Presidente

Prudente, SP, julho de 1988'.

Planta Altura Sementes/fruto Numero de frutos Sabor do fruto Ouwras
N S L O N S L O N S L (0]
Controle N N N N N 17 30 25 16 N N N N
1 N N N N N 18 20 17 38 N N N N
2 B N N N N 24 11 14 10 N N N N
3 N B N N N 20 38 15 37 N N N N
4 B B B B B 6 11 8 10 N N N N
5 N N N N N 15 10 10 21 D D D D
6 N N N N N 20 28 19 30 D D D D 6a
7 N N B B N 19 20 10 64 N N N N 7b
8 B - - - - - - - - - - - - 8c
9 N - N N N - 3 7 2 - D D D 9d
10 N N N N N 9 10 8 7 N N N N 10e

' N = altura, nimero de sementes (maior ou igual a 6) e sabor do fruto, normais, semelhantes ao controle; B = altura de planta ¢ nimero de
sementes (menor do que 6) menor do que o controle; D= sabor diferente de fruto, em relago ao controle; 6a = frutos com tamanho maior que os do
controle em todos os quadrantes; 7b = folhas com formato diferente do controle no quadrante norte; 8¢ = planta de compacto, com grande niimero de
flores na época de floragdo, porém sem posterior formagdo de frutos; 9d = folhas com deficiéncia de clorofila e formato irregular em todos os

quadrantes; 10e = frutos com estrias no quadrante leste da planta.

plantas em que em todos os quadrantes havia a ca-
racteristica mutada ou entdo plantas quiméricas
setoriais, que seriam aquelas em que co-existiriam
quadrantes sem a mutagdo e quadrantes com as ca-
racteristicas mutadas. Este fato indica que o sistema
de podas repetidas e o avango de geragdes utilizado
ndo foram suficientes para evitar a ocorréncia de
plantas quiméricas e que o sistema de divisdo da
planta em quadrantes, para sele¢do, mostrou-se
adequado € necessario para contornar esta situaggo.

Nas avaliages seguintes (1989, 1990, 1991), va-
rias plantas ndo repetiram as caracteristicas anterio-
res, que haviam sido selecionadas, principalmente
no que se refere ao niimero de sementes e sabor do
fruto. Isto certamente ocorreu porque a avaliagdo
destas caracteristicas foi baseada na amostragem de
apenas um fruto por quadrante. Embora o porte mais
baixo da planta fosse mantido na maioria dos casos,
isto poderia ter sido causado por mé formagdo da
muda ou pelo efeito de solo e ndo por uma modifi-
cagdo genética. Para se ter idéia do efeito genético
da radiagdo, resolveu-se utilizar o que se denomi-
nou de mutagdes morfolégicas, que ndo tivessem

uma possivel influéncia ambiental ou de
amostragem, tais como mutagdes tipicas de clorofi-
la e formato das folhas e frutos com estrias. Estes
tipos de mutantes sdo freqiientes em trabalhos com
Citrus (Spiegel-Roy & Kochba, 1973; Russoet al, 1981).
Na Tabela 7 apresenta-se o numero destas modifi-
cagdes. Confirma-se entdo o que ja se havia obser-
vado anteriormente (Tabela 3), ou seja, as plantas
provenientes das borbulhas 5 € 6, ao longo de VIM1,
foram as que apresentaram as maiores freqiiéncias
de mutagdes, podendo-se recomendar estas borbu-
lhas e as duas primeiras do ramo V2MI, delas origi-
nados, para futuros trabalhos de indugdo de muta-
¢30 com metodologia semelhante & utilizada neste
trabalho.

Na 1ltima avaliagdo resolveu-se também intro-
duzir a época de maturagio dos frutos como carac-
teristica adicional na sele¢30, escolhendo-se plantas
(ou quadrantes de plantas) com maturag3o tardia ou
semitardia, que seriam de grande interesse comerci-
al, no caso da cultivar Péra. Deste modo, como se
observa na Tabela 8, dispunha-se, ao final de 1991,
de 127 plantas selecionadas dos trés tratamentos.
Resolveu-se também incluir oito plantas
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TABELA 7. Fregqiiéncia de mutagdes morfol6gicas nas
folhas e nos frutos, induzidas nos trés tra-
tamentos, em plantas provenientes da ir-
radia¢do de borbulhas com 4,0 kR de rai-
os gama. Estacio Experimental do Insti-
tuto Biolégico, em Presidente Prudente,

SP, 1991.

Tratamentos % Mutagdes morfologicas
Controles 0,00
Tratamento | 0,82
(Borbulhas 1-2)

Tratamento II 0,61
(Borbulhas 2-3)

Tratamento 111 1,41

(Borbulhas 5-6)

selecionadas do controle que apresentavam as ca-
racteristicas tipicas da cultivar Péra. Nesta Tabela
pode-se observar que o maior nimero de plantas
selecionadas ocorreu no tratamento III. Embora a
natureza genética das selegdes efetuadas ainda deva
ser confirmada, estes dados refor¢cam as conclusdes
anteriores arespeito das vantagens de utilizar a quinta
e sexta borbulhas ao longo de VIMI1. Em 1992 fo-
ram coletadas cinco borbulhas de cada planta sele-
cionada. Se a caracteristica objeto de selegdo se
manifestava em toda a planta, a coleta era feita em

A.TULMANN NETO et al.

TABELA 8. Nimero de plantas selecionadas da popu-
lacfio provenientes de borbuthas da culti-
var Péra irradiadas com 4,0 kR de raios-
gama. Esta¢iio Experimental do Instituto
Biol6gico em Presidente Prudente, SP,

1991.
Nimero de plantas
Tratamento Observadas  Selecionadas %
I 3.296 64 1,9
II 1.804 27 1,5
111 781 36 46

ramos de qualquer quadrante. Porém, se a caracte-
ristica aparecia apenas em um dos quadrantes, as
borbulhas eram coletadas apenas deste quadrante.
A enxertia foi feita em lim3o ‘Cravo’, e em feverei-
ro de 1993 as mudas foram transplantadas para o
campo.

Na continuagdo do trabalho, as plantas
selecionadas foram subdivididas em subgrupos, de
acordo com a caracteristica agrondmica principal que
motivou sua sele¢o. Na Tabela 9 enumeram-se es-
ses subgrupos, com suas caracteristicas € com o ni-
mero de plantas. Observa-se que, nos subgrupos de
1 a 5, as plantas caracterizavam-se por apresentar
apenas uma caracteristica agrondmica predominan-

TABELA 9. Divisdo em subgrupos das 135 plantas matrizes de laranja ‘Péra’ selecionadas de
populagdo proveniente de borbulhas irradiadas com 4,0 kR de raios gama.

Caracteristicas do subgrupo

Numero de plantas

Alta produtividade 20
Porte baixo de copa 7
Numero baixo de sementes por fruto 16
Maturagdo 10
Maturag3o semitardia 6
Porte baixo e baixo nimero de sementes por fruto 15
Porte baixo, baixo numero de sementes por fruto e maturagdo semitardia 5
Maturaggo semitardia e baixo nimero de sementes por fruto 22
Menor intensidade de sintomas de cancro-citrico' 12
Mutantes morfol6gicos 6
Outras caracteristicas’® 8
Plantas do controle 8

! Dentre as selecionadas e n3o em relagdo a populagio original.
? Frutos com estrias ou folhas alongadas ou deformadas, etc.
* Tolerancia a seca; bom aspecto geral da planta.
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te, enquanto nos de 6 a 9 havia uma combinag3o de
vérias caracteristicas na mesma planta.

Como se pode observar, o subgrupo 9, constitui-
do por 12 plantas, foi composto de individuos com
menor intensidade de cancro-citrico; porém, esta
sele¢do foi feita em relagdo as 127 plantas
selecionadas e n3o em relagdo a populagdo original,
devido as restrigBes citadas anteriormente, relacio-
nadas 2 desuniformidade da ocorréncia desta doen-
¢a. Na préxima etapa da pesquisa, a ser conduzida
por oito anos, visando a avaliagdo destes clones, es-
tdo sendo realizados vérios experimentos em blo-
cos casualizados, com uma planta por parcela e cin-
co repetigdes. Cada experimento foi composto por
um dos subgrupos enumerados na Tabela 9. Como
controle foi introduzida em cada experimento a cul-
tivar Péra original, obtida de fomecedor comercial
de mudas. Espera-se confirmar a natureza genética
das modificagdes ocorridas e também a sua estabili-
dade, antes que se possa pensar em um possivel uso
pelos citricultores. Como tem sido discutido por
Spiegel-Roy (1990), um dos problemas da indugdo
de mutag®es em frutiferas refere-se ao receio que os
fornecedores de mudas e fruticultores tém com re-
lagdo a possibilidade de instabilidade decorrente do
quimerismo. Este autor cita que, em Israel, mutantes
sem sementes induzidos de Citrus ndo tém apresen-
tado reversio, mas em outros paises isto ocorre, com
determinadas porcentagens de frutos apresentando
sementes. Em mutag#o induzida para coloragdo mais
avermelhada da polpa do fruto em C. paradisi Macf,
o mutante mostrou instabilidade genética nesta ca-
racteristica, sendo necessdrias varias multiplicagdes
vegetativas para que este fato deixasse de ocorrer
(Hensz, 1991). Existe, portanto, a necessidade de
uma cuidadosa analise dos mutantes obtidos, como
sera feita com os clones selecionados na presente
pesquisa, avaliando-se crescimento, produgio, ciclo,
eficiéncia da copa e caracteristicas comerciais dos
frutos (nimero de sementes, cor da polpa, sabor).
Espera-se que, do ponto de vista pratico, haja con-
firmagdo das caracteristicas dos clones promissores
identificados, especialmente os que apresentarem
porte baixo de copa e niimero baixo de sementes,
aliados & alta produtividade, ou que, pelo menos,
mantenham a produtividade da cultivar original.
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CONCLUSOES

1. O aumento da dose de raios gama promove
uma diminui¢3o no pegamento dos enxertos e na
altura dos ramos VIMI.

2. A quinta e sexta borbulhas de V1M1 e as duas
primeiras borbulhas dos ramos V2M1 originados
relacionam-se as maiores freqiiéncias de mutagdes.

3. A divisdo da copa das 4rvores em quadrantes €
eficiente e necessaria na selegdo de mutantes.
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