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A tangerineira cv. Cleépatra foi utilizada como
porta-enxerto, no Estado do Amazonas, devido a
caracteristicas como tolerancia moderada a gomose
(INSTITUTO AGRONOMICO DE CAMPINAS, 2002),
a seca, resisténcia a outras doencas e inducao de
boa produtividade nas copas enxertadas (DONADIO
et al. apud MORAES et al., 2011). No entanto, nos
municipios de Iranduba, Presidente Figueiredo e Rio
Preto da Eva, foram observados necrose no ponto
de enxertia, folhas amareladas, seca dos ponteiros
e frutos secos com casca espessa nas copas
enxertadas, além de superbrotamento do porta-
enxerto cv. Cledpatra. Estes sintomas foram
considerados resultantes da incompatibilidade entre
copas e porta-enxertos (MORAES et al., 2011).

O presente trabalho teve como objetivo contribuir
para a analise dessas ocorréncias, avaliando a
homogeneidade genética dos porta-enxertos. Para
tal, foi determinado o perfil de identidade molecular
(fingerprinting) de algumas plantas, identificadas
previamente pela morfologia das folhas como
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tangerineiras cv. Cledpatra, utilizando marcadores
microssatélite. As plantas foram coletadas na
mesma area, apresentando os sintomas descritos
por Moraes et al. (2011), citados acima.

No més de junho de 2012, folhas de dez porta-
enxertos (supostamente tangerineiras cv.
Cledpatra) e de dois pés-francos matrizes (M1 e
M2) de porta-enxerto cv. Cledpatra [Citrus reshni
(Hort. ex Tanaka)] foram coletadas no Municipio de
Iranduba, AM (3° 17'6" S e 60° 11'9" O), em éarea
de produtor, e imediatamente armazenadas em
frascos com silica gel desidratada, dentro de
isopor. Na Sede da Embrapa Amazénia Ocidental,
em Manaus, AM, foram coletadas folhas de
Poncirus trifoliolata, limao-cravo (C. /imonia Engl.),
lima acida Tahiti (C. /atifolia Tan.), laranja-pera (C.
sinensis (L.) Osbeck) e de mais uma matriz (M3) de
tangerineira cv. Cledpatra. Todo o material foi
armazenado a -80 °C até o momento da extracao
do DNA.
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O DNA foi extraido no Laboratério de Biologia
Molecular da Embrapa Amazénia Ocidental
utilizando a metodologia do CTAB (DOYLE e
DOYLE, 1987), tratado com RNase, precipitado, e
enviado a Embrapa Mandioca e Fruticultura, Cruz
das Almas, BA, para a genotipagem por
microssatélites. Foram analisados 17 /oci de
microssatélites, sendo: SPCC1; SPCC7; SPCC9;
SPCC11; TAA1; TAA45; CAC23; CAC15; CAC19;
CAC33; CAC39; CAGO1; CiO6A05Db;
mCrCIROTEO2; CMS-14; CMS-19 e CMS-20
(CHENG et al., 2005; BARKLEY et al., 2006;
FROELICHER et al., 2008; ALEZA et al., 2011). As
reacoes de PCR continham dNTPs 0,2 mM; tampao
para a Taq polimerase 1X; MgCl, 2,5 mM; Taq
DNA polimerase 0,8 U; primers R+F 400 nM; DNA
40 ng e agua Milli-Q suficiente para alcancar o
volume de 15 yL. Foram utilizadas temperaturas de
anelamento de 42 °C ou 52 °C, a depender do par
de primers. A eletroforese foi realizada em agarose
1000 a 3% e, ao fim desse processo, os resultados
foram registrados em fotografias digitalizadas. As
fotografias dos géis foram analisadas para avaliar

qualitativamente a homogeneidade dos fragmentos
amplificados no DNA das amostras de tangerineira
cv. Cledpatra. Os padrdes de amplificacao
observados para os demais gendtipos serviram
como pontos de orientacao ao longo da andlise dos
géis. O tamanho dos fragmentos amplificados foi
estimado por comparacdao com o 50 pb Ladder,
Ludwig Biotecnologia.

Para nove dos 17 /oci de microssatélites
analisados, as matrizes de porta-enxertos cv.
Cleépatra (M1, M2 e M3) apresentaram padroes de
genotipagem distintos (Tabela 1). Para estes /oci/,
M1 e M2 foram genotipicamente idénticas, e M3,
discrepante. Os porta-enxertos testados (plantas 1
ab,7,9a11 e 16) apresentaram genétipos
coincidentes com um dos dois padrdes observados
para as matrizes (tipos M1/M2 ou tipos M3) ou,
muito mais raramente, e tratando-se principalmente
do porta-enxerto n° 16, padrao de bandas
amplificadas distinto daquele de qualquer uma das
matrizes (Fig. 1).

Tabela 1. Identidade do padrao de bandas para /oc/i de microssatélites dos porta-enxertos testados com o
padrdo de bandas de matrizes — M1, M2 e M3 - de tangerineira cv. Cledpatra coletadas no Amazonas

(2012).
SPCC1 2,5,7,9,10, 11
SPCC7 monoméorfico
SPCC9 1,2,3,4,9, 11
SPCC11 monomorfico
TAA1 1,2,3,4,5,9, 11
TAA45 1,2,3,4,9, 11
CAC23 1,2,3,4,9, 11
CAC15 1,2,3,4,5,7,9,10, 11
CAC19 1,2,3,4,7,9,11, 16
CAC33 1,2,3,4,7,9, 11
CAC39 P1 1,2,3,4,7,9, 11
CAGO1 1,2,3,4,5,7,9,10, 11
CiOBAO05Db 1,2,3,4,5,7,9,10, 11
mCrCIRO1EO2 1,2,3,4,7,9, 11
CMS-14 1,2,3,4,9,11, 16
CMS-19 1,2,3,4,9, 11
CMS20 monomorfico
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Observacdo: para os /oc/i sombreados, as matrizes apresentaram genoétipos idénticos e as plantas incluidas no quadro também, embora
tenham sido observados padroes de amplificacdo diferentes para as outras espécies e para o individuo 16. Loci monomérficos ocorreram
quando um sé padrao de bandas foi verificado para todos os individuos, independente da espécie. M1 e M2 sdo matrizes coletadas em
area de produtor, no Municipio de Iranduba, AM, e M3 é matriz coletada na Embrapa Amazénia Ocidental, Manaus, AM.
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Figura 1. Fragmentos amplificados em DNA de 17 plantas de Citrus spp. utilizando primers para loci de microssatélite
submetidos a eletroforese em agarose 1000 a 3%. A) /ocus TAA45; B) locus mCrCIRO1EO2; e C) locus CAC33. Pt =
Poncirus trifoliolata; Cr = limao-cravo (Citrus limonia Engl.); T = lima acida Tahiti (C. /atifolia Tan.); P = laranja-pera (C.
sinensis (L.) Osbeck). M1 e M2 = matrizes de tangerineira cv. Cledpatra (C. reshni Hort. ex Tanaka), coletadas em érea
de produtor; M3 = matriz de cv. Cledpatra coletada na Embrapa Amazonia Ocidental. Os outros individuos incluidos nos
géis estavam sob teste e foram utilizados como porta-enxerto cv. Cleépatra. Os nimeros do lado direito da figura indicam

estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados.

Para outros cinco /oci analisados (Tabela 1, linhas
sombreadas), o gendétipo de todas as matrizes e
testandos foi idéntico. Para os ultimos trés /oci,
todos os individuos, incluindo Poncirus trifoliolata
(individuo n° 6), lima &cida Tahiti (individuo n° 8),
limao-cravo (individuo n® 12) e laranja-pera
(individuo n°® 17), apresentaram padroes idénticos
de amplificacao, apesar de serem de espécies
diferentes. Estes ultimos /oci foram incluidos na
Tabela 1 como monomérficos.

Todas as plantas descritas neste trabalho como
sendo da cultivar Cleépatra apresentaram os
caracteres morfolégicos externos das folhas
preservados. Entao, existem duas possibilidades
para explicar a variabilidade de padrdes de
fragmentos amplificados encontrada entre os porta-
enxertos testados: houve erro durante a selecao de
matrizes de porta-enxertos e as genitoras de
progénies apomiticas de porta-enxertos nao eram
da espécie C. reshni (Hort. ex Tanaka), ou as
progénies apomiticas originaram-se de matrizes de
C. reshni (Hort. ex Tanaka) com gendétipos
diferentes.
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Moraes et al. (2011) relataram a ocorréncia de
sintomas de incompatibilidade enxerto/porta-
enxerto em todas as plantas por eles examinadas.
Durante a coleta do material vegetal analisado no
presente trabalho, também nao foram observadas
plantas isentas de sintomas como necrose no ponto
de enxertia e superbrotamento do porta-enxerto.
Por essa razao, é dificil concluir que foram
utilizadas mudas de porta-enxertos de espécies
diferentes de C. reshni (Hort. ex Tanaka), a
tangerineira cv. Cle6patra. Se fosse o caso, teria
havido mistura de espécies de porta-enxertos e, em
consequéncia, haveria no campo, muito
provavelmente, plantas com e sem os sintomas de
interacao precaria entre enxerto e porta-enxerto,
como os que foram citados acima, a menos que
qgualquer porta-enxerto, sendo da espécie C. reshni
(Hort. ex Tanaka) ou nao, provocasse sintomas
idénticos durante a interacdo com todas as
espécies de enxertos encontradas nas areas
visitadas. Além disso, nao foram observados
padrdes de fragmentos amplificados comuns as
matrizes e a qualquer outro dos gendtipos de citros
encontrados na mesma area que pudessem
contribuir para a identificacdo de porta-enxertos de
outras espécies.

Quanto a ocorréncia de gendtipos diferentes para
C. reshni, ha vérias possibilidades para explicacao.
A principio, todas as espécies de Citrus seriam
apomiticas, com excecao de C. medica, C. grandis
e C. clementina (ALEZA et al., 2010 e 2011). A
apomixia é frequentemente associada com a
poliploidia em angiospermas, fato citado por Nassar
et al. (2010), que analisaram essa associacdo em
Manihot esculenta. Entre os Citrus apomiticos, héa
ocorréncia de poliploidia com frequéncia de até
5,6% das plantas estabelecidas, a depender da
espécie ou do cruzamento (LAPIN apud ALEZA et
al., 2010). Estimou-se, em 1968, que até 2,5%
das progénies nucelares de uma ampla gama de
espécies de Citrus crescendo na Califérnia fosse
tetraploide (CAMERON e FROST apud ALEZA et
al., 2010). Porta-enxertos poliploides tem sido,
ultimamente, bastante valorizados porque podem
apresentar maior crescimento vegetativo e melhor
adaptacao a estresses abidticos. Uma raiz maior e
mais profunda, com proporcao maior de tecido
condutor, pode significar maior coleta de agua e
nutrientes, por exemplo (KULKARNI et al., 2008).
Aumento significativo no diametro do cértex e da
area total da raiz e do cértex e do xilema do caule

foi verificado em C. /imonia, lima Rangpur
(ALLARIO et al., 2011).

Entao, é plausivel supor que existam poliploides em
plantios de citros, e inclusive o vigor da brotacao
dos porta-enxertos relatado por Moraes et al.
(2011) é compativel com caracteristicas verificadas
em poliploides. Admitindo-se que alguma das
matrizes de cv. Cledpatra, genitora de progénies
apomiticas de porta-enxertos, seja poliploide, ja
admitir-se-ia a existéncia de alguma diversidade
genética entre os porta-enxertos da mesma espécie
e isso poderia contribuir para o desenvolvimento de
sintomas fisiolégicos observados por Moraes et al.
(2011), como o espessamento do cértex do caule,
a deposicao de calose e as diferencas de didmetro
entre os elementos.

A tetraploidia nao provoca obrigatoriamente
alteracdes no padrao de alelos de marcadores
moleculares, como aqueles observados na Fig. 1,
porque em autotetraploides de origem apomitica os
alelos apresentam-se duplicados mas com numeros
de pares de bases preservados. De fato, os
tetraploides de varias espécies de Citrus
encontrados por Aleza et al. (2011) apresentaram o
mesmo padrao de bandas de seus genitores e
clones apomiticos diploides genotipados para os
varios /oci heterozigdéticos que foram analisados.
Isto os levou a concluir definitivamente que as
plantas que examinaram eram oriundas da
poliploidizacdo de células nucelares primordiais e
nao de clivagem de embrides zigodticos.

Por outro lado, triploides oriundos de cruzamentos
entre individuos heterozigotos portadores de alelos
diferentes poderiam ser detectados por
genotipagem e talvez, nesse caso, apresentassem
genotipo como aquele verificado para a matriz M3,
na Fig. 1C. Ha algumas formas de apomixia em que
embrides zigéticos sao formados e usualmente
abortados (GRIMANELLI, 2011), prevalecendo os
embrides nucelares mais vigorosos, que preservam
o0 gendtipo materno. No entanto, é também
possivel que os embrides zigdticos sobrevivam,
porgue hibridos entre espécies apomiticas, até
hibridos interespecificos de tangerina cv. Cleépatra,
sao utilizados em programas de melhoramento
(VERDERO-LUCAS et al., 2000). Uma planta
oriunda de um embrido zigético produzido
naturalmente pode ter sido mantida entre as mudas
de origem apomitica (nucelares). Sendo triploide,



oriunda da fecundacdao de um gameta nao reduzido
(provavelmente o materno), se for selecionada
como matriz de futuros porta-enxertos, pode
produzir alguns tipos de variantes genéticos,
inclusive diploides por reversao da anomalia,
durante os ciclos de multiplicacao celular que
ocorrem para a frutificacdo, producao de sementes
e embrides por apomixia. Tetraploides oriundos de
cruzamentos entre individuos que apresentem um
alelo comum e alelos exclusivos diferentes também
podem produzir um padrao de fragmentos como o
da matriz M3 (Fig. 1C). A conclusao sobre o grau
de ploidia das plantas genotipadas vai depender de
experimentos de cariotipagem ou quantificacao de
DNA nuclear por citometria de fluxo. Os
experimentos necessarios para cariotipar a matriz 3
de cv. Cledpatra, que estd na Embrapa Amazonia
Ocidental, ja estdo em andamento.

Outras possibilidades, muito mais raras, de
ocorréncia de diversidade genotipica entre plantas
matrizes de cv. Cledpatra ou de outras espécies
apomiticas podem ser: 1) a ocorréncia de mutacoes
em tecidos somaticos da planta que lhes deu
origem. Por esta via, plantas apomiticas (plantas
oriundas de apomixia) podem diferir de outras
plantas apomiticas em uma mesma arvore, quando
ocorrem, por exemplo, em frutos diferentes de
galhos diferentes; 2) a ocorréncia de mutacdes e
alteracdes cromoss6micas no tecido germinativo
(em 6vulos e/ou sacos embriondrios) da planta que
lhes deu origem. Por esta via, plantas apomiticas
com genoétipos diferentes podem ser oriundas até
de um mesmo fruto. Esta ultima possibilidade,
principalmente, é frequentemente associada a
geracao de poliploides oriundos de gametas nao
reduzidos. Tudo isso pode conduzir ao
aparecimento de genétipos (e padroes de bandas
de microssatélites) distintos para plantas da mesma
espécie.

Entao, observou-se que ha pelo menos dois
gendtipos de porta-enxertos sendo utilizados na
area do produtor onde foi feita a coleta do material
vegetal, em Iranduba, AM, e hd matrizes de
tangerineira cv. Cledpatra [C. reshni (Hort. ex
Tanaka)] com gendtipos distintos também. Essas
diferencas sao, muito provavelmente, decorrentes
da propagacdo, por apomixia, de variantes
genéticos naturais daquela cultivar, embora raros,
detectados pelos padrdes de fragmentos
amplificados nos /oci de microssatélites cuja andlise
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foi aqui relatada. No entanto, uma vez que porta-
enxertos de tangerineira cv. Cledpatra com
qualquer um dos gendtipos observados
apresentaram sintomas similares na interacdo com
varias espécies diferentes de enxertos, pode-se
concluir que esses sintomas nao sao consequéncias
diretas da divergéncia genotipica que foi aqui
documentada. E que, se assim fosse, haveria de
existir diferencas de compatibilidade a depender da
variante genotipica utilizada, o que nao foi
observado até o momento.
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