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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A avaliagao do fluxo génico (FG) em citros geneticamente modificados (GM) valida a
eficacia do uso de bordaduras como medida de contencdo do FG e fomenta a
seguranga alimentar e ambiental na citricultura. A pesquisa demonstrou a
superioridade de polinizagao do citrandarin e a limitagao da ocorréncia de FG entre
laranjeiras doce, principalmente devido as caracteristicas de apomixia facultativa e
autocompatibilidade. Além disso, esses resultados podem apoiar a futura liberagao de
cultivo comercial de citros GM, oferecendo solu¢des para pragas, doengas e desafios
climaticos que impactam o setor citricola, ao mesmo tempo em que combinam

inovagao tecnoldgica com praticas agricolas sustentaveis.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The evaluation of gene flow (GF) in genetically modified (GM) citrus validates the
effectiveness of borders as a measure to contain GF, thus promoting food and
environmental safety in citriculture. The research demonstrated the superiority of
citrandarin pollination and showed limited GF occurrence between sweet oranges,
primarily due to their facultative apomixis and self-compatibility traits. In addition, these
findings may support the future release of commercial GM citrus crops, offering
solutions to pests, diseases and climatic challenges in the citrus sector, while

combining technological innovation with sustainable agricultural practices.
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RESUMO

A engenharia genética € uma tecnologia com potencial para promover
competitividade e sustentabilidade das culturas e possibilita adicionar, por meio de
transformacao genética, carateristicas como resisténcia a doengas e pragas e/ou
tolerancia a variagdes ambientais na citricultura. Para garantir a biossegurangca de
plantas geneticamente modificadas (GM), a analise de risco inclui a avaliagdo da
movimentagdo e introgressdo de genes da populacdo GM na populagdo nao-GM
(fluxo génico, FG). Para minimizar o FG, barreiras fisicas e genéticas sdo empregadas
em areas de liberagdo planejada no meio ambiente (LPMA) de citros GM como
medidas de contengdo e monitoramento do fluxo transgénico. Os experimentos foram
conduzidos em quatro areas de LPMA, com bordadura de plantas ndo GM compostas
por duas linhas de citrandarin, duas de tangerineira Clemenules e duas de laranjeira
doce ‘Pera’, dispostas excentricamente ao redor da area de plantas GM, conforme a
Resolugdao Normativa N° 10 de 02/10/2013 da Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranga. O FG foi avaliado em progénies de Clemenules e laranjeira doce
‘Pera’ de bordadura e em Clemenules e laranjeiras doces ‘Pera’, ‘Valencia' e
‘Pineapple’ localizadas na area interna as bordaduras (plantas controle) a partir da
identificacdo molecular do gene marcador de seleg¢ao nptll, presente nas plantas GM.
O FG médio nas plantas de bordadura foi de 5,34% em Clemenules e de 0,31% em
laranjeira doce ‘Pera’, enquanto nas plantas controle foi de 26,06% em Clemenules e
7,45% em laranjeiras doces. As caracteristicas de apomixia facultativa e
autocompatibilidade atuaram como barreiras genéticas relevantes para suprimir o FG
em laranjeiras doces. Além disso, foi evidenciada a superior capacidade de
fecundagao do gendtipo citrandarin em relagdo aos genotipos GM em condigdes de
polinizag&o aberta. O citrandarin H3 apresentou o maior percentual de gréos de pdélen
viaveis in vitro (79,7 = 8,0%). Em polinizagéo controlada com pdlen de laranjeira doce
GM e citrandarin H3, este foi identificado como parental predominante. Ademais, a
distancia entre as plantas receptoras de pdlen e as plantas de citrandarin influenciou
o FG, que tende a diminuir com a redugao da distancia ao gendétipo superpolinizador.
Em conjunto, os resultados mostram a dindmica do FG em areas de LMPA de citros
GM, nas quais as barreiras fisicas e genéticas impostas foram eficientes na limitagéo

da dispersdo do podlen GM. Esses achados podem orientar politicas de



regulamentacao e servir de fundamentacao para futura liberagdo comercial de citros
GM.

Palavras-chave: fluxo génico mediado por polén; transgene; estratégias de

contencéo; superpolinizador; citros geneticamente modificados.



ABSTRACT

Genetic engineering is a technology with the potential to enhance the
competitiveness and sustainability of crops. By enabling the introduction of traits such
as resistance to diseases and pests or tolerance to environmental stresses, genetic
transformation offers a powerful tool for citrus improvement. To ensure the biosafety
of genetically modified (GM) plants, risk assessment includes evaluating of gene flow
(GF) — the movement and introgression of genes from GM populations into non-GM
population. To minimize GF, physical and genetic barriers are implemented in “planned
environmental release areas” (LPMA) for GM citrus, acting as containment measures
and ensuring monitoring of transgene flow. Experiments were carried out in four LPMA,
with non-GM border plants consisting of two rows of citrandarin, two of Clemenules
mandarin and two of Pera sweet orange. These plants were eccentrically arranged
around the GM plot, in accordance with Normative Resolution N° 10 of October 2, 2013
from the National Technical Biosafety Commission. GF was assessed in progenies
from the Clemenules and ‘Pera’ sweet orange border plants, and well as in control
plants Clemenules and ‘Pera’, ‘Valencia’ and ‘Pineapple’ sweet oranges within the
border area. Transgene flow was monitored by identifying the presence of the selection
marker gene nptll, which is present in GM plants. The average GF in border plants was
5.34% for Clemenules and 0.31% for ‘Pera’. In the control plants, GF rates were higher,
with 26.06% in Clemenules and 7.45% in sweet oranges. The facultative apomixis and
self-compatibility traits of sweet orange served as important genetic barriers,
significantly reducing GF. Additionally, citrandarin exhibit superior pollen fertilization
capacity under open pollination conditions. Citrandarin H3 had the highest percentage
of viable pollen grains (79.7 + 8.0%). When sweet orange flowers were pollinated with
GM and citrandarin pollens, the latter was the predominant parental source. Distance
was a critical factor in GF dynamics. The GF rate increased as the distance between
pollen-receiving plants and citrandarin plants increased. These findings highlight the
effectiveness of physical and genetic barriers in limiting the dispersion of GM pollen in
citrus LPMA and provide guidance for regulatory policies, supporting the potential for
the future commercial release of GM citrus.

Keywords: pollen-mediated gene flow; transgene; containment strategies; super-

pollinator; genetically modified citrus.
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1. CAPITULO 1. A BIOTECNOLOGIA NA CITRICULTURA E O FLUXO
GENICO DE PLANTAS GENETICAMENTE MODIFICADAS (GM) PARA
PLANTAS NAO GM

1.1 OS DESAFIOS DA CITRICULTURA E A BIOTECNOLOGIA

Os citros sdo uma das culturas frutiferas mais populares e amplamente
cultivadas no mundo, totalizando mais de 140 paises produtores. O setor citricola
€ diversificado e contempla uma ampla variedade de produtos, processos e
mercados em sua cadeia produtiva. Além da fruta fresca e do suco, 6leo e acido
citrico sdo produzidos a partir de frutas citricas, enquanto os subprodutos séo
utilizados principalmente como racédo animal. As plantas sao cultivadas em areas
de variados tamanhos, desde pequenas propriedades até extensas areas
agricolas. As laranjas constituem mais de 50% da produgéo global de citros e
representam mais de 40% das exportacbes mundiais de frutas citricas (FAO
2024).

A citricultura & altamente relevante para o agronegdcio brasileiro, em
especial para o mercado externo. Os citricos foram introduzidos no Brasil no
inicio do século XVI, e atualmente, o Brasil € o principal produtor de laranjas
doce do mundo e responsavel por cerca de 75% das exportagées mundiais de
suco de laranja. Estima-se que a area plantada de citros no Brasil seja superior
a 650 mil hectares e a produgdo seja de 15,3 milhdes de toneladas,
correspondendo a cerca de 70% da producgéo global de laranja (USDA 2024). O
cinturao citricola de Sdo Paulo e Triangulo/Sudoeste Mineiro compde a principal
regido da citricultura brasileira, onde 168,5 milhdes de arvores produtivas
ocuparam uma area de 336.267 hectares na safra 2023/24 e totalizaram uma
producao de 232,4 milhdes de caixas (40,8 kg) de laranja (Fundecitrus 2024).

As plantas citricas, perenes e com multiplas floradas ao longo de uma
safra, s&o suscetiveis as variagdes climaticas e a incidéncia de pragas e
doencas, o que pode comprometer o volume de producdo e a qualidade dos
frutos (USDA 2024). Os desafios fitossanitarios sdo crescentes e a principal
ameaca a citricultura, o greening, tem tornado o manejo dos pomares cada vez
mais complexo e oneroso (Bassanezi et al. 2020), especialmente apds o
desenvolvimento de resisténcia do inseto vetor da doenga (Diaphorina citri) a
inseticidas de grupos quimicos com modo de agao distintos (Tiwari et al. 2011;
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Grupo Cultivar de Publicagdes, 2023).

Nesse sentido, o uso da biotecnologia na geracédo de plantas
geneticamente modificadas (GM) pode representar uma solugédo para as
adversidades enfrentadas na citricultura. O emprego da transgenia oferece
vantagens sobre os métodos convencionais de melhoramento genético, face a
possibilidade de (i) introduzir caracteristicas de interesse via transferéncia de
genes entre organismos relacionados ou nao, (ii) reduzir o tempo de obtengao
de uma variedade em determinados casos e (iii) mitigar os efeitos da
heterozigosidade dos cruzamentos sexuais. A transgenia tem potencial para
gerar solugdes genéticas como variedades resistentes a doengas e pragas, bem
como de melhor qualidade nutricional do suco de laranja (Pons et al. 2011;
Santos 2019). Portanto, a biotecnologia pode contribuir para a sustentabilidade
da produgéo citricola e para a competitividade do setor (Germana et al. 2020).

1.2 FLUXO GENICO EM PLANTAS

A evolugao biolégica € um processo dinadmico impulsionado, dentre outros
fatores, pela movimentacdo e estabelecimento de genes e alelos entre
populagdes ou espécies. O fluxo génico (FG) é constituido por mecanismos que
resultam no movimento de material genético de uma populacdo para outra
(Slatkin 1985), o qual ocorre em processos reprodutivos entre populacdes (FG
vertical) ou independente de processos reprodutivos, entre organismos que nao
estdo diretamente relacionados filogeneticamente (FG horizontal) (Ellstrand
2003).

Em plantas, o FG pode ser mediado por pélen (FGMP), por disseminagéo
de sementes ou de propagulos vegetativos. No contexto de fluxo de transgenes
mediado por poélen de plantas GM, as plantas receptoras de pélen podem ser as
suas plantas nao GM correspondentes, plantas daninhas da mesma espécie ou
de espécies selvagens relacionadas (Lu 2008). No caso de plantas citricas, as
plantas receptoras de polen restringem-se aos cultivos de citros ndo GM. Cabe
destacar que os citricos sdo exéticos no continente Americano.

O FGMP é determinado principalmente pela biologia da polinizagdo das
espécies vegetais, das taxas de cruzamento e da competigcéo por fertilizacdo de
polen entre doadores e receptores. Condi¢cdes fisicas ou ambientais, como
distancias entre plantas doadoras e receptoras de pdlen, temperatura e umidade
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do ar também exercem grande impacto sobre o FGMP (Husken et al. 2010). Em
espécies cuja polinizagdo cruzada é mediada por insetos polinizadores, a
frequéncia de visitas e a intensidade da atividade dos insetos pode impactar a
extensdo do FG, conforme verificado no algodoeiro (Van Deynze et al. 2005) e
em arvores neotropicais (Ward et al. 2005).

No contexto da biosseguranga de cultivos de plantas transgénicas, o FG
€ considerado um elemento primordial (HUsken et al. 2010) que pode ser
mensurado em progénies de plantas ndo GM a partir da identificagdo molecular
do(s) transgene(s) ou de forma indireta via analises com marcadores fenotipicos.
A deteccdo do FG entre plantas GM e plantas nao GM foi descrita na literatura

para varias espécies (Quadro 1).
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Quadro 1. Dados de literatura para taxas de fluxo génico mediado por pdlen entre plantas geneticamente modificadas (GM) e ndo GM.

Espécie

Nome popular

Resumo da Condigao experimental

Fluxo Génico

Referéncia

Sistema de reprodugéo principal: polinizagédo cruzada

Agrostis stolonifera

Agrostis stolonifera

Prunus domestica
(ameixa)

Carthamus tinctorius

Eucalyptus urophylla x
E. grandis

Paspalum notatum

Sweet orange, Citrus
sinensis x Poncirus
trifoliata e Citrus x
aurantiifolia

Carica papaya

Carica papaya

Zea mays

Panicum virgatum

Agrostis

Agrostis

Ameixa

Cartamo

Eucalipto

Grama-bahia

Laranja doce,
lima e citrange

Mamao

Maméao

Milho

Panicum

Vias espagadas 1,6 km na diregao norte-sul e
0,8 km na direcao leste-oeste. 76 plantas
localizadas a favor do vento

Areas de acesso publico e ao longo dos canais
e valas, areas privadas

De 132 a 854 m distantes das parcelas ndo GM

Area GM central e plantas controle localizadas
entre 0 a 100 m
Area GM ao centro e plantas ndo GM a
diferentes distancias e diregdes ao redor da
area

De 0,5 a 3,5 m a fontes de polen GM

Area GM ao centro e plantas receptoras
autoincompativeis ndo GM ao redor da area

Plantas ndo GM adjacentes a duas ou quatro
plantas GM

Sementes de plantas silvestres ndo GM em
regides que cultivam mamao GM

Campos comerciais de milho GM a distancias
variadas de areas de refugio ndo GM

Uma parcela de fonte de pdlen e detecgéo de
fluxo génico nas quatro dire¢bes cardeais,
estendendo-se a 20, 30, 50 e 100 m.

0,0% a 54%

0,0a2,73%

Ocorreu em 4 de 11 anos e
em 0,31% das sementes analisadas

0,48a1,67%entre0e3 me
de 0,002 a 0,03% entre 50 e 100 m.

0 a 1,5% até 857 m e 0% em distancias maiores

0,03% em plantas diploide e
0,17% em plantas tetraploides

0,17 a 2,86%

1,3% em plantas hermafroditas e
67,4% em plantas femininas

16% dos frutos de plantas femininas continham ao
menos uma semente GM;
0% em plantas hermafroditas

0,56% a40 m, 0,83% a 100 m
€ 0,13% a 330 m

79,2% a 10 m
9,3% a 100 m

(Watrud et al.
2004)

(Zapiola e
Mallory-Smith
2017)
(Scorza et al.
2013)

(McPherson et
al. 2009)

(Da Silva e
Abrahdo 2021)

(Sandhu et al.
2010)

(Pons et al.
2011)

(Gonsalves et al.
2012)

(Manshardt et al.
2016)

(Galeano et al.
2010)

(Millwood 2019)
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Quadro 1. Dados de literatura para taxas de fluxo génico mediado por pdlen entre plantas geneticamente modificadas (GM) e ndo GM.

Espécie

Nome popular

Resumo da Condigao experimental

Fluxo Génico

Referéncia

Sistema de reproducéao principal: autopolinizagéo

Gossypium hirsutum

Gossypium hirsutum

Gossypium hirsutum

Gossypium hirsutum

Oryza sativa

Oryza sativa, O. sativa f.
spontanea e O.
rufipogon

Arabidopsis thaliana
Brassica napus
Phaseolus vulgaris

Linum usitatissimum

Capsicum annuum

Algodéao

Algodao

Algodéao
Algodao
Arroz

Arroz

Arabidopsis
Canola
Feijao comum

Linhaga

Pimenta

Area central de 40 x 40 m de plantas GM
circundado por plantas ndo GM, totalizando 4 ha
e uma area central de 20 x 100 m de plantas
GM circundado por plantas ndo GM, totalizando
4,8 ha

Area experimental de monocultura de algodao e
uma area de cultivo misto que inclui culturas
polinizadas por abelhas, como pomares, meldes
e sementes de alfafa

Uma parcela GM no centro de um plantio ndo
GM
Area retangular de plantas GM circundado por
area de plantas ndo GM, em estufa

Parcelas circulares, com plantas a 1 m de
distancia do nucleo central de plantas GM.

Duas condigdes de campo imitando a ocorréncia
natural de arroz selvagem na Asia.

Area GM ao centro e sete linhas de plantas ndo
GM dispostas em cruz

Campos comerciais em quatro regides
edafoclimaticas

Plantas ndo GM ao redor de uma parcela central
cultivada com a linhagem GM em dez blocos

Quatro locais compostos por plantas doadoras e
receptoras
Area de plantas GM (5m x 5m) circundada por 4
linhas (20 m) de plantas ndo GM a leste e a
oeste e uma area de 3 blocos (7 x 8 m) de
plantas GM e 6 blocos de plantas ndo GM

0a0,64%a1m
de0a0,98% a10me
de0a0,16% a25m

7,65% a 0,3m,
inferiora1% a9me
0,04% a 1625 m

10,13% a1 me
0,08% a 50 m

1,04% a 14,38% a depender do inseto polinizador

Inferior a 0,1% em plantas adjacentes e
no maximo 0,53% em disposi¢des circulares

0,011% a 0,046% para O. sativa f. spontanea e
1,21% a 2,19% para O. rufipogon

0a0,078% a0,5m

1,4% em plantas adjacentes
0,04% em 400 m

0,007% a2,5me
0% a6,5m

1,85% a 0,1 m,
0,13% a3 me 0,003% a 35m

0,17% a 6,19%

(Loureiro et al.
2016)

(Van Deynze et
al. 2005)

(Zhang et al.
2005)
(Yan et al. 2015)

(Messeguer et
al. 2001)

(Chen 2004)

(Tan et al. 2005)

(Beckie e
Warwick 2010)

(Faria et al.
2010)

(Jhala et al.
2011)

(Kim et al. 2009)
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Quadro 1. Dados de literatura para taxas de fluxo génico mediado por pdlen entre plantas geneticamente modificadas (GM) e ndo GM.

Espécie

Nome popular

Resumo da Condigao experimental

Fluxo Génico

Referéncia

Sistema de reproducgao principal: autopolinizagédo

Brassica oleracea var.
capitata

Glycine max

Triticum aestivum
Triticum aestivum
Triticum aestivum

x Triticosecale Wittmack

Repolho
Soja
Trigo
Trigo
Trigo

Triticale

Area de 9 x 5 m com blocos intercalados de
plantas GM e nao GM

Area de plantas GM circundada por 4 areas de
plantas ndo GM, nas diregbes cardeais

Distancias de 0.2 a 2760 m de uma fonte central
de plantas GM

Distancias de 0 a 11.8 km de areas comerciais
com plantas GM

Distancias de 0,5 a 2,5 m de uma fonte central
de doadores de polen GM

Area GM ao centro (20 x 20 m) circundada por
120 x 120 m de plantas ndo GM

19,70%

0,52% a1m,0,01% a9me
0,00%a10m

0,005% a300me
inferior a 0.5% nas demais distancias

Inferior a 0,01%

3,4% a 0,03%

3,4% em plantas adjacentes a plantas GM e
0,09% a50 m

(Kim et al. 2014)

(Abud et al.
2003)

(Matus-Cadiz et
al. 2004)

(Matus-Cadiz et
al. 2007)

(Rieben et al.
2011)

(Kavanagh et al.
2012)
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1.3 CONTEXTO REGULATORIO E AVALIAGOES DE RISCO

A transferéncia de genes entre plantas GM e nao GM torna-se possivel
quando estas coexistem em uma mesma area geografica. Em avaliagbes de
risco de FG em citros GM, cabe considerar que as sementes de frutas citricas
nao sao consumidas deliberadamente por humanos, embora as sementes de
laranjeiras doce sejam consumidas por animais (majoritariamente o javali) (Peris
et al. 2019).

No entanto, para as laranjeiras doce, ha dependéncia da intervengao
humana para a propagacgao e persisténcia das plantas citricas no ambiente, o
que reduz as possibilidades de propagacao adventicia de plantas de sementes
transgénicas. Além disso, praticamente ndo ha espécies citricas selvagens
simpatricas e parentes nas areas de producao de citros no mundo, exceto no
Leste Asiatico, o que impede que as plantas transgénicas se tornem populag¢des
selvagens (Talon et al. 2020). A presenga de embrides zigéticos GM em
sementes de frutos de plantas ndo GM pode ter implicagbes sobre a
comercializagdo das frutas e sobre a aceitagdo dos consumidores (Ellstrand
2003, 2014).

Em caso de efetivo fluxo n&o intencional do transgene, outros fatores
podem influenciar a estabilidade e a heranga do carater transgénico, como a
estrutura genética das populagdes de plantas, a compatibilidade genética entre
as variedades, a taxa de recombinagédo genética, a natureza do transgene e a
forma como ele é integrado no genoma da planta (Ellstrand 2003, 2014).

Os aspectos relativos ao FG devem estar contemplados em processos de
solicitacao de liberacdo de plantas transgénicas para cultivo comercial, nas quais
avaliacbes de risco de plantas GM devem ser apresentadas as agéncias
regulatorias, de acordo com as particularidades de cada pais. As caracteristicas
gerais das avaliagdes de risco requeridas no Brasil, Unido Europeia e Estados
Unidos est&o descritas a seguir.

No Brasil, as avaliagbes das plantas transgénicas ocorrem nos ambitos
de saude humana e animal, assim como ambiental e da prépria planta GM. O
Brasil é signatario do Protocolo de Cartagena, o qual estabelece a aplicagao do
principio da precaucéo a produtos GM e novas tecnologias, além de principios
gerais de biosseguranga para a manipulagao, transporte e uso de OGMs

(Convention on Biological Diversity 2024). A legislagdo nacional sobre
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biosseguranga em vigor € a Lei n° 11.105/2005, cujos dispositivos sao regulados
pelo Decreto n® 5.591, de 22 de novembro de 2005 (BRASIL 2005, 2013). A
Comissédo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBiIo), instancia colegiada
multidisciplinar de carater consultivo e deliberativo, é o 6rgdo responsavel por
implementar o Protocolo de Cartagena no pais, por estabelecer normas técnicas
de seguranga e autorizar a conducgao de atividades que envolvam pesquisa e
uso comercial de OGMs no territorio nacional (BRASIL 2005). As plantas GM s&o
inicialmente avaliadas em ensaios experimentais em areas de liberacao
planejada no meio ambiente (LPMA), cujos dados sdo compilados em um dossié
de liberacao comercial que deve ser submetido e avaliado pela CTNBio. Em caso
de parecer técnico favoravel, a comercializagdo pode ocorrer (Comissao Técnica
Nacional em Biosseguranca 2024).

O processo ocorre de maneira similar nos Estados Unidos, cujo
requerente deve fornecer informagbes sobre a biologia da planta receptora,
dados e publicagdes experimentais, descrigdes genotipicas e fenotipicas da
planta GM, bem como relatorios de testes de campo, entre outros. A agéncia
avalia uma variedade de questdes, incluindo o potencial de risco das plantas GM,
a expressao de produtos génicos, novas enzimas ou alteragdes no metabolismo
da planta, a presenca de plantas daninhas e o impacto sobre plantas
sexualmente compativeis, praticas agricolas ou de cultivo; efeitos sobre
organismos n&o alvo e o potencial de transferéncia de genes para outros tipos
de organismos (USDA-APHIS 2024).

Na Unido Europeia, a analise de risco ambiental de OGMs da Autoridade
Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) deve abordar sete areas
principais: (i) persisténcia e invasividade da planta GM, ou seus parentais
compativeis, incluindo transferéncia de genes de planta para planta; (i)
transferéncia de genes de planta para micro-organismo; (iii) interagdo da planta
GM com organismos alvo e (iv) ndo alvo; (v) impacto das técnicas especificas de
cultivo, manejo e colheita; incluindo consideragéo dos sistemas de producgao e
do(s) ambiente(s) receptor(es); (vi) efeitos sobre os processos biogeoquimicos e
(vii) efeitos sobre a saude humana e animal (EFSA Panel 2011).

Embora n&o haja eventos de citros GM liberados para uso comercial, duas
instituicdes de pesquisa desenvolvem estudos com citros GM em areas de LPMA

no Brasil, o Fundecitrus (Fundo de Defesa da Citricultura) e o Instituto
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Agronémico de Campinas/Centro de Citricultura Sylvio Moreira (Comissao
Técnica Nacional em Biosseguranga 2024). Os primeiros ensaios de LPMAs de
citros GM com efetivo florescimento foram conduzidos pelo Fundecitrus e estao
sob o crivo da Resolugdo Normativa N° 10 de 02/10/2013 (RN N° 10) (BRASIL
2013), cujas plantas GM foram geneticamente transformadas com os objetivos
de desenvolver plantas resistentes a doengas (pinta preta, cancro citrico), mais
resistentes a podriddo pds-colheita, com maior emissdo de cariofileno para
repeléncia do inseto vetor do greening, além de frutos com maior conteudo e
biodisponibilidade de carotenoides e antocianinas (Fundecitrus, dados n&o
publicados), implantados no campo entre 2013 e 2019.

A RN N° 10 estabelece o uso de trés tipos de bordaduras de plantas
compostas por duas linhas de cultivo ndo GM cada, sendo gendtipo: i)
polinizador, citrandarin, ii) receptor de pélen autoincompativel e monoembriénico
(como a Clemenules) e iii) no minimo, duas linhas de cultivo de uma variedade
de laranjeira doce (Citrus x sinensis (L.) Osbeck) ndo GM (BRASIL 2013). O
sistema de bordaduras com genétipo polinizador ndo GM constitui uma barreira
genética ao FG, baseada na superior capacidade de competicao pela fertilizagao
de podlen apresentada pelo citrandarin (superpolinizador) e na baixa
compatibilidade reprodutiva das laranjeiras doce (BRASIL 2013; Sanches 2014).
A RN N° 10 foi revogada pela Resolugao Normativa N° 30 de 16/09/2020 (RN N°
30), a qual determina a utilizacao de trés ou mais linhas de cultivo com gendtipo
poliembriénico ndo GM ao redor da area de citros GM, preferencialmente o
citrandarin (BRASIL 2020).

1.4 ESTRATEGIAS DE CONTENGCAO DO FLUXO GENICO

O fluxo ndo intencional de transgenes de plantas GM para plantas néo
GM impulsionou a busca por estratégias eficazes de contengao do FG. Ao longo
dos ultimos anos, a compreensao dos mecanismos envolvidos no FG e o
desenvolvimento de novas tecnologias permitiram analisar e aprimorar medidas
de contencdo genéticas, fisicas e temporais para diferentes espécies e
ambientes, de acordo com o nivel de contencao desejado e as regulamentacoes
em vigor.

Husken e colaboradores (2010) conduziram uma revisdo acerca de

medidas de contencgao bioldgica do FG que foram testadas quanto a eficiéncia a
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longo prazo em estufa ou a campo, incluindo a transformacéo de plastideos, a
excisdo do transgene, a cleistogamia e a macho esterilidade citoplasmatica.
Embora os métodos de contencdo biologica discutidos foram promissores na
contengdo do FG, atingindo niveis de 0,03% de FG com a estratégia de
direcionamento do transgene para o genoma do cloroplasto em Setaria italica,
nenhuma estratégia resultou em 100% de conten¢éo do FG (Husken et al. 2010).
A tecnologia de Gene-Splitting Technology surgiu como uma nova abordagem
para a contencgao do fluxo de transgenes, possibilitando uma reducéo de até 75%
do fluxo de transgene em Nicotiana tabacum (Wang et al. 2014) e de
aproximadamente 100% para plantas de arroz (Wang et al. 2020).

Nos casos em que o FG deve ser evitado completamente, sao
necessarias combinagdes de sistemas de contengdo complementares, enquanto
estratégias de contencgdo isoladas podem ser suficientes para possibilitar a
coexisténcia de plantas GM e ndo GM (Husken et al. 2010).

Em espécies citricas, a competicdo por podlen foi relatada como uma
barreira reprodutiva para conten¢do do FG (Pons et al. 2011). A competigdo por
polen foi igualmente util para conter a hibridizagao entre espécies estreitamente
relacionadas em Silene dioica e S. latifolia (Rahmé et al. 2009) e para o controle
da formacgéo de hibridos entre Helianthus annuus e H. petiolaris (Rieseberg et
al. 1995).

1.5 SISTEMA REPRODUTIVO DOS CITROS E IMPLICAGOES PARA O
FLUXO GENICO

As particularidades do sistema reprodutivo dos citros podem influenciar
diretamente o FG. As flores de citros sao atrativas para os insetos polinizadores,
principalmente para as abelhas. A morfologia floral favorece a polinizagéao
cruzada e, em determinados gendtipos, existem fatores que previnem a
autofecundacao, como a autoincompatibilidade e a embrionia nucelar. Uma flor
de espécie citrica apresenta entre quatro e seis sépalas e pétalas, geralmente
oito ou mais estames de longos filamentos, anteras com pélen amarelado, que
se abrem ao longo de seu comprimento para liberar o pélen sobre o estigma

pegajoso (Figura 1) (Gurung e Chettri 2022).
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Figura 1. Flores de tangerineira (Citrus reticulata): (A e B) flor Unica, (C) ovario fertilizado, (D)
orgao sexual feminino (pistilo); An: antera, Fi: filamento: Pe: pétalas, Ov: ovario, Ne: néctar, Sti:
estigma, Sty: estilete.

Fonte: (Gurung e Chettri 2022).

O pdlen dos citros € pesado e pegajoso e nao € adaptado para a
polinizagcédo pelo vento, sendo dependente do contato de partes da flor ou de
polinizadores para que a polinizagdo ocorra (Jackson e Futch 1997). A
reproducao sexuada em espécies citricas geneticamente compativeis ocorre via
autopolinizacédo ou polinizagdo cruzada, sendo a polinizagcédo cruzada realizada
majoritariamente pela agdo de insetos polinizadores (Moffett e Rodney 1971),
principalmente pela abelha Apis melifera, o polinizador mais frequentemente
observado em laranjeiras doces (Malerbo-Souza et al. 2003, 2008; Malerbo-
Souza 2010, 2013) e em limeira acida ‘Tahiti’ (Malerbo-Souza 2010).

No processo de reproducao sexuada, o polen é depositado na superficie
pegajosa do estigma, germina e o tubo polinico se desenvolve, crescendo pelo
interior do estilete até o ovario e, em um dos léculos, ocorre a fertilizacdo do
ovulo, resultando na formacdo de uma semente (Vansell e Watkins 1942;
Jackson e Futch 1997). A diversidade da morfologia do pélen de espécies citricas

esta representada na Figura 2.
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Figura 2. Micrografias de microscopia eletrénica de varredura de pdlen de citros. Macroreticulado
tipo Il em segdes equatorial e polar: (A-C) C. reshni, (D-F) C. sinensis ‘Moro’, (G- 1) C.
volkameriana. Microreticulado tipo 11l em se¢des equatorial e polar: (J-L) C. reticulata Clementina.
Perfurado tipo IV em se¢des equatorial e polar: (M-O) C. deliciosa. Barras de escala: (A, B, D, E,
G, H J,KMN):5um, (C,F, IL,0):2um.

Adaptado de: (AL-Anbari et al. 2015).

Ademais, as espécies citricas podem se reproduzir assexuadamente
devido a ocorréncia de apomixia facultativa. Em consequéncia desta
caracteristica, podem ser formados embrides nucelares a partir de células
maternas de 6vulos maduros por sucessivas divisdbes mitéticas (adicionalmente
aos embrides zigoticos de origem sexual), possibilitando a geragdo de
descendentes geneticamente idénticos a planta mae (Cameron et al. 1957;
Koltunow et al. 1996; Aleza et al. 2010).
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Dessa forma, em um contexto de coexisténcia de plantas citricas GM e
nao GM, poderiam ser formados embrides ndo GM (nucelares ou sexuais) e
embrides GM de origem sexual em sementes de frutos de plantas ndo GM. A
posicado do(s) embrido(des) zigoticos e portanto, dos embrides GM na semente
€ menos favoravel quanto a aquisicdo de nutrientes em comparagdo ao
embrido(des) nucelar(es) (Cameron et al. 1957; Koltunow et al. 1996; Aleza et
al. 2010), o que pode impactar a germinagao e o desenvolvimento dos embrides
de origem sexual e, consequentemente, o fluxo do transgene. Diante da
relevancia das caracteristicas reprodutivas dos citros, torna-se fundamental

considera-las nos contextos de avaliagao e mitigagcéo de FG.
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2 CAPITULO 2. FLUXO GENICO DE CITROS GM PARA CITROS NAO GM DE
BORDADURA E PLANTAS CONTROLE

2.1 INTRODUGAO

A citricultura constitui um setor de grande relevancia para a economia
nacional. Entretanto, nos ultimos anos, vem enfrentando uma série de desafios
climaticos e fitossanitarios que comprometem a producdo e a qualidade dos
frutos, impactando negativamente toda a cadeia citricola (FAO 2024; Fundecitrus
2024; USDA 2024).

Elevadas temperaturas (= 35 °C), por exemplo, podem causar
abortamento e queda de frutos, influenciando diretamente a produgao (Crestana
et al. 2018). Sucessivas ondas de calor resultaram no comprometimento da
segunda florada da ultima safra (2023/24) e causaram queda significativa dos
frutos recém-formados (Fundecitrus 2024). Além das alteracbes climaticas,
pragas e doencas afetam severamente a citricultura a nivel global (Barbieri et al.
2023), sendo o greening o principal desafio da citricultura em todo o mundo
(Bassanezi et al. 2020).

Para além da possibilidade de gerar solugdes ao greening, a biotecnologia
permite o desenvolvimento de variedades de citros com caracteristicas de
interesse via transgenia, como maior resisténcia a estresses, maior
produtividade e frutos com maior qualidade nutricional, por exemplo, superando
os desafios dos métodos convencionais de melhoramento genético (Germana et
al. 2020).

No entanto, a coexisténcia de citros GM e ndo GM possibilita o fluxo ndo
intencional de transgenes para sementes de frutos ndo GM (Lu 2008). Nesse
sentido, avaliagdes do FG e de outros aspectos relacionados a biossegurancga,
bem como avaliagdes de performance agrondmica de plantas GM, devem ser
apresentadas em avaliagbes de risco submetidas as agéncias regulatorias em
processos de liberagdo comercial de plantas transgénicas, de acordo com as
particularidades de cada pais.

Os experimentos com citros GM conduzidos pelo Fundecitrus estdo sob o
crivo da RN N° 10 da CTNBio, a qual determina a utilizacido de um sistema de
bordaduras ao redor da area experimental com plantas GM baseada na superior

capacidade de competicdo pela fertilizacdo de poélen apresentada pelo
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citrandarin (superpolinizador) e na baixa compatibilidade reprodutiva das
laranjeiras doce, constituindo uma barreira ao FG (Pons et al. 2011; BRASIL
2013; Sanches 2014).

Dessa forma, o presente trabalho objetiva avaliar a eficacia de bordaduras
de plantas ndo GM como medida de contencao de FG preconizada na RN N° 10
(BRASIL 2013), cujos resultados tém potencial para orientar aspectos

regulatorios de uma futura liberag&o de cultivo comercial de citros GM.

2.2 OBJETIVOS

Avaliar o FG em plantas ndo GM de tangerineira Clemenules (Citrus x
clementina hort. ex Tanaka; gen6tipo monoembriénico autoincompativel) e de
laranjeira doce (Citrus x sinensis; genotipo poliembridnico autocompativel)
sujeitas a polinizacdo aberta, localizadas nas bordaduras (linhas interna e
externa) e na area interna as bordaduras (plantas controle), em LPMAs de citros
GM.

2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1 Areas experimentais e gendtipos

O presente trabalho foi desenvolvido em quatro areas de LPMA, instaladas e
conduzidas de acordo com a RN N° 10 da CTNBIio, nomeadas de experimentos
1, 2, 3 e 6, localizadas nos municipios de Ibaté (experimento 1, 3 e 6) e Santa
Cruz do Rio Pardo (experimento 2), ambos no estado de Sao Paulo. As
coordenadas geograficas foram obtidas para quatro pontos de cada experimento
utilizando o sistema de coordenada UTM (Universal Transversa de Mercator);
SADG69 (South American Datum) (Tabela 1).

A classificagao do clima das localidades € do tipo CWA (tropical de altitude
com inverno seco) em Ibaté e CFA (Clima subtropical) em Santa Cruz do Rio
Pardo (Koppen), enquanto o bioma predominante em Ibaté € o Cerrado e em
Santa Cruz do Rio Pardo é a Mata Atlantica (IBGE 2024). A temperatura do ar,
umidade relativa e precipitacdo foram registradas em estagdo meteoroldgica
(EM) localizada na fazenda do experimento 2, nos periodos de julho de 2018 a
julho de 2020 e na EM mais proxima ao experimento 1, 3 e 6 (aproximadamente
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5 km de distancia entre a EM e a area de LPMA), nos periodos de julho de 2019
a julho de 2023. Os dados diarios de temperatura, umidade relativa e
precipitacdo estao exibidos na Figura 3 e as médias mensais estdo dispostas no
Apéndice A - 3.

Tabela 1. Informacdes das Areas de Liberacdo Planejada no Meio Ambiente (LPMAs): tamanho

da area, numero de plantas e coordenadas geograficas de quatro pontos.

Tamanho da

Experimento

Total de plantas

Coordenadas Geogréficas

area (ha) (GM/nao GM) Ponto X Y
1 796252,0006 7565209,5470
1 2.025 2 7962686031 7565010,2380
3,29 (650/1.375) 3 796456,8744 75652054770
4 796508,1463 7565045,7160
1 467932619 7467137,5344
, res 2,70 2 47059,9485 7466962,6400
: (1.590/1.200) 3 469740215 7466818,6330
4 467082031 7466994,9826
1 796489,8710 7565047,7832
2 796476,4880 75652032312
3 423 1.932
: (1.156/776) 3 7966442161 7565062,0172
4 796630,8331 75652174652
1 796456,8744 75652054770
2 7964942154 7565208,9270
6 061 375
: (165/210) 3 796470,8053 7565042,2660
4 796508,1463 75650457160

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

As LPMAs foram implantadas em dezembro de 2013 (experimento 1),
novembro de 2014 (experimento 2), janeiro de 2016 (experimento 3) e dezembro
de 2019 (experimento 6). O experimento 6 originou-se a partir de uma
reformulacéo da area dos experimentos 1 e 3 (adjacentes) e é constituido por
plantas de bordadura anteriormente pertencentes ao experimento 3 (plantio em
2016) e por plantas GM e controle da area interna as bordaduras cujo plantio
ocorreu em 2019. Com a implantacado do experimento 6, os experimentos 3 e 6
tornaram-se adjacentes e circundados por plantas de bordadura (originalmente
da bordadura do experimento 3) de mesma data de plantio (Figura 4). Os croquis
experimentais, incluindo a representacao da disposi¢cao das plantas amostradas

para avaliagdo de FG, estao dispostos na Figura 4 e Figura 5, respectivamente.
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Os experimentos 1, 3 e 6 foram constituidos por 25 linhas de plantio (ruas)
de plantas cada, com 81, 101 e 15 plantas/rua, respectivamente, enquanto o
experimento 2 foi constituido por 45 linhas de plantas com 62 plantas/rua. Em
todos os experimentos, o plantio ocorreu considerando a distancia de 6,5 m entre

ruas e 2,5 m entre plantas da mesma linha (615 plantas/ha) (Figura 6).

Figura 6. Representacao esquematica da distancia entre linhas de plantio (6,5 m) e entre plantas
da mesma linha (2,5 m) nas areas de LPMA do Fundecitrus.
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

Os gendtipos utilizados como porta-enxerto foram o citrumeleiro Swingle
(Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) nos experimentos 1, 3 e 6 e o limoeiro cravo
(Citrus x limonia) no experimento 2. Os genotipos utilizados como copa em
plantas localizadas na area interna as bordaduras foram: |) experimento 1:
laranjeiras doces (Citrus % sinensis) ‘Navelina’ (GM e nao GM), ‘Pineapple’ (GM
e nao GM) e ‘Natal’ (hdo GM), laranja azeda (Citrus x aurantium) e lima acida
Tahiti (Citrus latifolia [Yu. Tanaka]; ndo GM); Il) experimento 2: ‘Navelina’ (GM e
nao GM), ‘Pineapple’ (GM e ndo GM), ‘Natal’ (hdo GM), laranja azeda e lima
acida (ndo GM), ‘Pera’ e ‘Valencia’ (GM e nao GM); Ill) experimento 3:
‘Pineapple’, ‘Pera’ e ‘Valencia’ (GM e nao GM); IV) e experimento 6: ‘Pera’ e
‘Valencia’ (GM e n&o GM).

Os gendtipos utilizados como copa em plantas localizadas nas
bordaduras foram: [) citrandarin (Citrus reshni hort. ex Tanaka x Poncirus
trifoliata (L.) Raf.) acesso 1600 (Centro de Citricultura Sylvio Moreira) no
experimento 1; Il) citrandarin (Citrus reshni hort. ex Tanaka x Poncirus trifoliata
(L.) Raf.) acesso H3 (Instituto Valenciano de Investigacbes Agrarias) nos
experimentos 2, 3 e 6, lll) tangerineira Clemenules (Citrus x clementina hort. ex
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Tanaka) em todos os experimentos e V) laranjeira doce ‘Pera’ em todos os
experimentos.

Os eventos das plantas GM presentes em cada area experimental estdo
descritos no Apéndice A - 1. Os eventos GM cujo gene marcador de selegéo é o
nptll (neomicina fosfotransferase tipo Il, que confere resisténcia a antibidticos
aminoglicosideos) tém a expressao controlada por promotor constitutivo
CaMV35S (do virus do mosaico da couve-flor 35S) ou NOS (nopalina sintase)
de Agrobacterium tumefaciens (Santos 2019; Alquezar et al., 2021; Pons et al.,
2014).

2.3.2 Sistema de bordaduras

O sistema de bordaduras utilizado em todos os experimentos € composto
por seis linhas de plantas ndo GM no total (disposto conforme a RN N° 10), sendo
duas linhas de: ) citrandarin, gendétipo superpolinizador capaz de competir
eficazmente por fertilizagdo com o podlen de laranjeiras doce; Il) Clemenules,
gendtipo monoembridnico e autoincompativel, que permite o monitoramento do
FG e Ill) laranjeira doce ‘Pera’, gendtipo poliembriénico (no minimo duas linhas)
(Figura 7) (BRASIL 2013).

De forma a completar a area credenciada com Certificado de Qualidade
em Biosseguranca (CQB 130/00) das areas experimentais, duas ou mais linhas
extras de plantas de laranjeira doce ‘Pera’ foram dispostas ao redor das

bordaduras. Nao foi realizada avaliacdo do FG nestas plantas.

Citros GM e controles

A — Laranja doce ‘Pera’
ey e Poliembriénica

g Clemenules
o, o, Monitoramento

................ . ——— > Citrandarin
S S e iy s e s e a s e o i iy o g Superpolinizador

Figura 7. Representacdo esquematica da disposicdo das plantas nas bordaduras dos
experimentos 1, 2, 3 e 6 do Fundecitrus (areas de LPMA de citros GM, sob a RN N° 10 da
CTNBIo) e descricado dos gendtipos utilizados nas bordaduras.

Fonte: (Santos 2019).
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Para facilitar a compreensao, os termos ‘bordadura interna’ e ‘bordadura
externa’ foram utilizados ao longo do presente documento e referem-se,
respectivamente, as linhas de plantas de bordadura de cada gendtipo que se
encontram mais préximas da area de plantas GM e as mais distantes desta area.
Ou seja, a primeira linha de plantio, mais proxima a area GM, é denominada
bordadura interna e a segunda linha de plantio, mais distante a area GM,
bordadura externa. As plantas ndo GM localizadas internamente as bordaduras
foram denominadas plantas controle. A nomenclatura definida e os gendétipos

amostrados para as avaliagdes de FG estao representados na Figura 8.

NULES =

~ CLEMENULES E LARANJA DOCE

e e

Bordadura externa Controle
Plantas GM

LARANJA DOCE

\\\\\\\\\

Bordadura interna
Bordadura externa

Figura 8. Representacdo esquemadtica ilustrando a disposi¢do dos grupos de plantas nos
experimentos, com destaque para as bordaduras interna e externa de cada gendétipo amostrado
na avaliagdo do fluxo génico e para a area com plantas geneticamente modificadas (GM) e
plantas controle (ndo GM).

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

2.3.3 Coleta de frutos e extracao de sementes

A coleta de frutos teve inicio apds trés a quatro anos de plantio de cada
experimento, periodo correspondente ao inicio da produgao consistente de
frutos. As avaliagdes de FG foram conduzidas entre 2018 e 2023, adicionalmente

a avaliagado conduzida em 2017/18 (Guimarées, 2020; dados nao publicados). A
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idade das plantas nos respectivos anos de amostragem esta exibida na Tabela
2.

Tabela 2. Idade das plantas de bordadura nas safras em que ocorreram as avaliagdes de fluxo
génico.

2017/18*  2018/19 2019/20 2020/21 2021/22 2022/23

Experimento 1 4 5 6 7 NA? NA
Experimento 2 NA 4 5 NA NA NA
Experimento 3 NA NA 3 4 5 6
Experimento 6 NA NA 3 4 5 6

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
(a) Nao houve amostragem no periodo.
(*) Resultados obtidos por Guimaraes, 2020 (dados ndo publicados)

As safras em que ocorreram as avaliagbes de FG e os gendtipos
amostrados sao exibidos na Tabela 3. Em virtude da conclusédo da LPMA do
experimento 2 no ano de 2021, erradicacdo de todas as plantas e,
consequentemente, impossibilidade de coleta de frutos, os dados coletados

neste experimento abrangem duas safras.

Tabela 3. Safras de avaliagdo e gendtipos amostrados para verificacdo de fluxo génico.

L . . Laranjeira Laranjeira
Clemenules aral?jelra, doce doce
doce ‘Pera . ., (o ,
Valencia Pineapple
Safra BIF BE® C° BI BE C C C
2017/18 X* X*
Experimento 2018/19 X X X
1 2019/20 X X X
2020/21 X X X
Experimento 2018/19 X X X
2 2019/20 X X X
2019/20 X X X X X
Experimento 2020/21 X X X X X
3 2021/22 X X X X
2022/23 X X
Experimento ZIRAD X X
6 2020/21 X X
2021/22 X X
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

(a) Bordadura Interna

(b) Bordadura Externa

(c) Controle

(*) Resultados obtidos por Guimaraes, 2020 (dados n&o publicados)

a) Amostragem das plantas de bordadura
A amostragem das plantas de bordadura, cujos frutos foram coletados
para as analises de FG, ocorreu de forma aleatdria para todos os experimentos,

sendo que as plantas selecionadas na primeira amostragem de cada
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experimento representaram as mesmas unidades amostrais em todas as safras
avaliadas. No entanto, o numero de plantas amostradas variou entre as safras
devido a erradicacao de plantas com greening, o que impossibilitou a coleta das
referidas plantas nas safras posteriores.

b) Amostragem das plantas controle

A amostragem das plantas controle cujos frutos foram coletados para as
analises ocorreu de forma aleatdria para todos os experimentos. As plantas de
Clemenules controle avaliadas no experimento 1, localizam-se nas ruas 20, 21
e 22, dispostas a 19,5 m, 13,0 m e 6,6 m entre linhas de plantio da bordadura
interna de citrandarin, respectivamente (Figura 9). No experimento 2, as plantas
amostradas estao dispostas ao longo da area GM, com distancias variaveis (de
2,5 m a 104 m entre linhas de plantio) a bordadura interna de citrandarin (Figura
10). As plantas de laranjeira doce controle das variedades ‘Pera’, Pineapple e

‘Valencia’ foram amostradas no experimento 3 (Figura 11).
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Para garantir a obtengao de = 100 sementes por planta, foram coletados entre
25 e 100 frutos de polinizacado aberta por planta, com base em uma avaliacido prévia
do numero médio de sementes por fruto (SPF) em cada safra e em cada experimento.
As amostras foram coletadas em cinco repeticdes nas safras 2020/21 e 2021/22,
enquanto nas demais safras, todas as sementes coletadas de frutos de uma mesma
planta foram avaliadas em conjunto. Realizou-se a extragao e assepsia de sementes
para as sementes de todos os frutos coletados conforme Sanches (2014), seguido do

procedimento de semeadura (Sanches 2014).

2.3.4 Analise fenotipica

A analise fenotipica foi realizada entre 90 e 120 dias ap6s a semeadura (DAS).
As pléantulas foram classificadas de acordo com a morfologia das folhas em
trifolioladas ou monofolioladas (Figura 12). Nas localidades dos experimentos deste
trabalho, a caracteristica trifoliolada esta presente exclusivamente em plantas de
citrandarin, que é uma caracteristica dominante sobre o carater monofoliado (Soares
Filho et al. 2000), possibilitando a identificagdo do citrandarin como parental em
progénies trifolioladas.

Figura 12. Folhas com caracteristica a) trifoliolada e b) monofoliolada de plantulas aos 120 dias apos
a semeadura (progénies de tangerineira Clemenules de polinizagdo aberta do experimento 3, area de
LPMA sob a RN N° 10 da CTNBio).
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
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2.3.5 Analises moleculares
De cada progénie monofoliolada, foi coletado um disco de tecido foliar (6 mm
de didmetro) e armazenado em microtubo tipo Eppendorf a -20 °C até o inicio das

analises moleculares.

2.3.5.1 Extracao de DNA

As extracdes de DNA ocorreram segundo o protocolo de Murray & Thompson
(1980), com modificagdes. Em cada microtubo, foram adicionados uma esfera
metalica de 6 mm de didmetro e 400 uL de tampao de extragdo (CTAB 2%; NaCl 1,4M;
PVP 2% 10.000; EDTA 0,5M pH 8; Tris-HCI 1M pH 8; B-mercaptoethanol 0,2%). As
amostras foram trituradas em triturador automatico (Tissuelyser I, Qiagen) por 30 seg
a 30 Hz e mantidas em banho-maria a 65 °C por 30 min. Em seguida, foram
adicionados 400 uL de cloroférmio e procedeu-se a homogeneizagdo em vortex por
30 seg. Os tubos foram centrifugados a 15.294 g, a 23 °C por 5 min, seguido de
recuperacgao do sobrenadante (200 uL) e adigédo de isopropanol (120 yL). As amostras
foram incubadas a -20 °C por pelo menos 30 min e, em seguida, centrifugadas a
15.294 g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado
1000 pL de etanol 70% e centrifugado por 10 min a 15.294 g. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi seco a vacuo (Concentrator plus, Eppendorf) por 7 min e
ressuspenso em 40 uL de agua ultra-pura. Para parte das amostras, a concentragao
e a pureza do DNA obtido foram determinadas em espectrofotometro (NanoDrop
1000, Thermo Scientific).

2.3.5.2 Reagdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR)
As reagdes de PCR foram realizadas para amplificagao do gene marcador nptil,
a partir dos iniciadores NPTI (5 — GACGAGGCAGCGCGGCTAT - 3’) e NPTIl (5 —
AAGAAGGCGATAGAAGGCGA — ‘3) (Ghorbel et al. 2000), com produto de reagao
(amplicon) de tamanho esperado de 750 pares de bases. Para a detecc¢ao de nptll, as
reagoes foram realizadas nas seguintes condigdes: tampao de PCR 1X, 0,15 mM de
desoxirribonucleotideos, 1,5 mM de cloreto de magnésio, 2 unidades de Tag DNA
polimerase (Invitrogen), 0,3 yM de cada primer, 1 pL de DNA gendmico
(aproximadamente 100 ng) e agua ultrapura para completar o volume final de 20 L.
Os ciclos de amplificacdo foram compostos por desnaturacao inicial a 94 °C por

3 min, seguida de 35 ciclos compostos por desnaturagao a 94 °C por 30 s, anelamento
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a 62 °C por 30 s e extensao a 72 °C por 45 s e uma extensao final a 72 °C por 10 min.
Os produtos de PCR foram avaliados em eletroforese em gel de agarose 1,0% em
tampéao TAE 1X (Tris-HCI 40 mM, acido acético 40 mM, EDTA 1 mM), utilizando-se o
marcador de massa molecular de 100 pb (Invitrogen). Os géis foram corados com
brometo de etidio (0,1 ug/mL) e visualizados em transiluminador de luz ultravioleta
(Sambrook e Russell 2006).

2.3.5.3 Avaliagdo por marcadores moleculares microssatélites (Simple
Sequence Repeat - SSR)

A atribuigdo de paternidade via analise de marcadores moleculares
microssatélites foi realizada para 20 amostras de progénies de cada planta,
selecionadas aleatoriamente, para as quais o resultado da PCR para o transgene foi
negativo. Reacgdes de PCR triplex foram otimizadas e as amostras foram analisadas
com seis pares de iniciadores, sendo os iniciadores senso (forward) marcados com
fluorescéncia TAMRA, FAM ou HEX (Quadro 2; Quadro 3; Apéndice A - 2).

Quadro 2. Especificagbes dos iniciadores utilizados nas PCRs para genotipagem por marcadores
moleculares microssatélites.

ID Tipode Tamanho
Sequéncia Referéncia
Acesso repeticao (pb)
Ollitrault et al.
~ CAGAGACAGCCAAGAGA
Ci03C08 Nao 200 - 225 (dados nao
informado GCTTCTTACATTCCTCAAA
publicados)
ATGAGCTAAAGAGAAGAGG Froelicher et al.,
CiO1F08a (GAAT)s 110-136
GGACTCAACACAACACAA 2008
AATAAACGCCCACCTGAGAC Froelicher et al.,
Ci0O7EO6 (GA)s 216-245
CAGTTGTTAAAAGGGAAGAATGAA 2008
GGAGAACAAAACACAATG Froelicher et al.,
Ci0O7EOQ5 (GA)e 110-130
ATCTTTCGGACAATCTT 2008
GTCACTCACTCTCGCTCTTG Froelicher et al.,
cio1co7 (CT)1o 240-265
TTGCTAGCTGCTTTAACTTT 2008
CAGCTCAACATGAAAGG Froelicher et al.,
Ci02B07 (GA)14 160-175
TTGGAGAACAGGATGG 2008

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
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Quadro 3. Alelos (pb) esperados para os marcadores moleculares microssatélites em gendtipos de
citros potencialmente doadores de pélen.
Ci0o3Co8 Ci01F08a Ci0O7E06 Ci07EO05 cio1co7 Ci02B07

Clemenules 204/223 115 227 110/112 243 163/165
Laranjeira doce  204/209 115/135 227/242 110/114 262 161/165
Citrandarin 212/220 111/115 227/238 112/122 243/258 170

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

As reacdes de PCR foram realizadas utilizando tamp&o de PCR 1 X, 0,2 mM
de desoxirribonucleotideos, 5 mM de cloreto de magnésio, 0,5 uM de cada primer, 1 U
de Taqg DNA polimerase (Invitrogen), 1 yL de DNA gendmico (aproximadamente
100 ng) e agua ultrapura para completar o volume final de 20 pL.

Os ciclos de amplificagdo foram compostos por uma desnaturagao inicial a
94 °C por 5 min, seguida de 40 ciclos compostos por desnaturagao a 94 °C por 30 s,
anelamento a 60 °C por 1 min e extensédo a 72 °C por 30 s e uma extensao final a
72 °C por 45 min. Do produto final da reacdo de PCR, recuperou-se 1 L e foi
adicionado 9 yL de agua. Dessa diluicdo, tomou-se uma aliquota de 1 pL e foi
adicionado 0,2 yL de GeneScan 500 ROX Size Standard e 8,8 yL de formamida
(Applied Biosystems).

A separacao dos fragmentos foi efetuada em sequenciador automatico ABI
3730XL DNA Analyser (Applied Biosystems®, Foster City, California, CA) e os
resultados foram analisados utilizando o software Genemapper. As amostras cuja

paternidade nao poderam ser atribuidas foram consideradas indeterminadas.

2.3.6 Analise dos dados

As médias de FG por planta foram calculadas a partir da divisdo do numero de
amostras positivas para o transgene de uma determinada planta pelo total de
progénies germinadas de sementes da mesma planta, seguido da multiplicagdo por
100 para obter o percentual. Esse percentual de FG por planta foi utilizado para
calcular a média de FG em cada bordadura, tratamento (ruas, para plantas controle)
e safras, bem como para calcular as médias das bordaduras, tratamentos e safras,
nao sendo utilizada a média das médias.

Para atender aos pressupostos de normalidade e homogeneidade das
variancias, a variavel resposta (FG) foi transformada utilizando o logaritmo natural

somado a um, quando necessario.



54

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para os dados de fluxo do
transgene, seguida da comparagdo de médias pelo teste de Tukey a nivel de
probabilidade de 5%.

A relacédo entre o FG e a distancia das plantas receptoras ao citrandarin foi
investigada por meio de uma regressao linear simples, considerando o FG como
variavel resposta e a distancia das plantas receptoras ao citrandarin como variavel
independente. As analises foram realizadas nos softwares R e Excel (R Core Team
2021; Microsoft Corporation 2024).

2.4 RESULTADOS
2.4.1 Fluxo do transgene para plantas de bordadura: tangerineira Clemenules e

laranjeira doce ‘Pera’

2.4.1.1 Fluxo do transgene para tangerineira Clemenules de bordadura

Mais de 28 mil frutos foram coletados de plantas das bordaduras interna e
externa de Clemenules para avaliagao do FG. O numero total de plantas amostradas,
frutos coletados e sementes extraidas encontram-se detalhados na Tabela 4. O
percentual de frutos que ndo apresentou sementes variou de 16% a 64% (Apéndice A
- 4).

Tabela 4. Dados de amostragem em plantas de tangerineira Clemenules de bordadura: nimero de
plantas amostradas, frutos coletados, sementes extraidas e média de sementes por fruto.

Experimento Safra Plantas Frutos Sementes SPF?
2017/18* 60 2.839 9.189 3,3+1,3
2018/19 60 5.843 10.759 1,8+1,2
! 2019/20 47 2.157 2.313 1,1+0,8
2020/21 45 2.250 4.925 21+1,5
2018/19 56 5.542 3.261 0,6 +0,2
2 2019/20 55 2.145 6.315 29+1.2
2019/20 120 2.816 3.857 1,4+0,5
3 2020/21 103 2492 3.263 1,3+0,4
2021/22 87 2.499 5.257 25+1,5
2019/20 6 136 144 1,0+£0,4
6 2020/21 6 150 230 1,5+0,6
2021/22 5 125 267 22+0,7

(*) Resultados obtidos por Guimaraes, 2020 (dados nao publicados)
(a) Média de sementes por fruto
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
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A média geral de detec¢cdo de progénies GM por planta de Clemenules de
bordadura foi de 5,34%, calculada a partir da média do FG de todas as plantas
Clemenules de bordadura amostradas. A influéncia da interacdo entre safra e
bordadura no FG (F = 8,01; p < 0,001) foi observada no experimento 1, mas nao foi
significativa para os demais experimentos. Ademais, o FG variou entre as bordaduras
interna e externa no experimento 1 nas safras de 2018/19 (F = 11,34; p = 0,001) e
2020/21 (F = 9,71; p < 0,01), enquanto o FG variou entre as safras avaliadas no
experimento 2 (F = 86,15; p < 0,001) (Tabela 5).

Tabela 5. Fluxo génico (%) em plantas de tangerineira Clemenules de bordadura.

Safra Idade daas Plantulas® Fluxo génico (%) Média na safra
plantas Bordadura Interna Bordadura Externa
Experimento 1
2018¢ 4 2.836 12,06 nad 12,06
2019 5 3.584 3,16 Ab 17,43 Aa 10,54
2020 6 1.004 2,62 Aa 3,53 Ba 3,18
2021 7 2.802 4,92 Aa 1,89 Bb 3,34
Média na bordadura 4,33 4,87
Experimento 2
2019 4 1.809 13,15 19,26 15,79 A
2020 5 1.716 2,79 1,48 2,08B
Média na bordadura 8,57 a 9,46 a
Experimento 3
2020 3 2.381 1,72 3,42 2,59 A
2021 4 2.634 4,84 4,30 4,55 A
2022 5 4.242 3,36 8,00 5,89 A
Média na bordadura 391 A 5,66 A
Experimento 6
2020 3 69 13,6 26,4 21,3
2021 4 138 6,34 Aa 2,84 Aa 5,42
2022 3 o7 3,89 Ab 18,94 Aa 7,65
Média na bordadura 5,07 10,89
(a) Idade das plantas dos experimentos apds o plantio inicial.
(b) Total de plantulas avaliadas.
(c) Dados obtidos por Guimarées, 2020 (dados ndo publicados). Nao incluido nas andlises estatisticas.
(d) Nao avaliado.

O calculo das médias das linhas “Média na bordadura” foi realizado considerando a média do FG das
plantas amostradas em cada bordadura, por experimento. O calculo das médias da coluna “Média na
safra” foi realizado considerando a média do FG das plantas amostradas em cada safra, por
experimento. Médias seguidas pela mesma letra mailscula (entre linhas) ou minusculas (entre colunas)
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p = 0.05).

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

A auséncia de fertilizacdo de polen GM em frutos de uma mesma planta (FG =

0%) ocorreu com maior expressividade na safra 2019/20, em todos os experimentos
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(Figura 13). O maior numero de plantas sem deteccdo GM em progénies ocorreu na
safra 2019/20 no experimento 3, em 60 plantas de um total de 85 plantas avaliadas
(Apéndice A - 5). Nesta safra, ocorreu o plantio do experimento 6 (adjacente ao
experimento 3, em 2019), cujas plantas GM nao floresceram neste periodo,

possivelmente resultando em uma menor pressao de polen GM na area.

60

40 . .

20 .

Progénies positivas para o transgene por planta (%)

0 e avree “wer, oy . % Ayer L ) spne .
E1_2018 E1_2019 E1_2020 E1_2021 E2_2019 E2_2020 E3_2020 E3_2021 E6_2020 E6_2021

®* Bordadura Externa ® Bordadura Interna

Figura 13. Deteccdo do transgene nptll em progénies de plantas de Clemenules. Cada ponto
representa o percentual de nptll detectado em progénies de uma mesma planta, nos experimentos 1
(E1), 2 (E2), 3 (E3) e 6 (EB), areas de LPMA sob a RN N° 10, nas safras 2018 a 2021 (ano da colheita
dos frutos), na Unidade Operativa de Ibaté - SP (E1, E3 e E6) e de Santa Cruz do Rio Pardo (E6). Em
azul: plantas localizadas na bordadura externa (a 13,0 m das plantas de citrandarin); em verde: plantas
localizadas na bordadura interna (a 6,5 m das plantas de citrandarin).

Fonte: elaborado pelo Autor (2024).

2.4.1.2 Fluxo do transgene para laranjeira doce ‘Pera’ de bordadura

Foram coletados 900 frutos de plantas de laranjeira doce ‘Pera’ de bordadura
nas safras 2021/22 e 2022/23. Um total de 2.722 sementes foram extraidas, o que
resultou em uma média de 2,2 e 4,0 SPF nas safras 2021/22 e 2022/23,
respectivamente. O percentual de frutos que ndo apresentou sementes variou de 8,0%
a 60,0% (2021/22) e de 0,0% a 20,0% (2022/23) por planta.
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A germinacao das sementes foi de 76%, em média. Entre uma e cinco pléantulas
por semente germinaram, sendo que 44,9% das sementes originaram duas ou mais

plantulas, sendo consideradas poliembriénicas (Tabela 6).

Tabela 6. Dados de sementes de laranjeira doce ‘Pera’ de bordadura do experimento 3 (area de
liberagdo planejada no meio ambiente na Unidade Operativa de Ibaté - SP): nimero de sementes,
plantulas germinadas por semente e percentual de poliembrionia.

Bordadura Safra Sementes Plantulas Plantulas por semente Poliembrionia
2 3 4 5 n? %

Interna 2021/22 201 319 102 83 16 0 1 100 49,7

2022/23 1.185 1.947 1.311 230 56 2 0 636 53,6

Externa 2021/22 650 959 393 210 41 6 O 257 39,5

2022/23 686 451 432 98 11 5 1 254 37,0

(a) Numero de sementes que originaram duas ou mais plantulas (poliembridnica).
Fonte: elaborada pelo Autor (2024)

A média geral do fluxo do transgene para laranjeiras doces ‘Pera’ de bordadura
foi de 0,31%, considerando a média do FG de todas as plantas de bordadura
amostradas. Nao houve diferencga estatistica entre as bordaduras (F = 0,0790; p =
0,7802), bem como entre as safras avaliadas (F = 3,2222; p = 0,0810) (Tabela 7).

Tabela 7. Dados de fluxo génico em plantas de laranjeira doce ‘Pera’ de bordadura do experimento 3
(area de liberagao planejada no meio ambiente na Unidade Operativa de Ibaté - SP).

Safra 2021/22 Safra 2022/23
Bordadura Amostras o Amostras o Média
Ipositivas® FG (%) Ipositivas® FG (%)
Externa 959/2 0,21 £ 0,21 451/2 0,44 + 0,44 0,33+ 0,24
Interna 319/0 00 1.947/11 0,58 + 0,27 0,29+ 0,15
Média 1.278/2 0,11+ 0,11 2.398/13 0,51+ 0,25

(a) Numero de amostras avaliadas/nimero de amostras positivas para o transgene na detecgéo por
PCR.
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

2.4.2 Fluxo do transgene para plantas controle: tangerineira Clemenules e laranjeiras

doces ‘Pera’, ‘Valencia’ e ‘Pineapple’

2.4.2.1 Fluxo do transgene para tangerineira Clemenules controle
Aproximadamente 7 mil frutos foram coletados de Clemenules controle, dos
quais foram extraidas mais de 12 mil sementes. O numero de plantas, frutos e

sementes avaliados por safra encontram-se detalhados na Tabela 8.
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Tabela 8. Dados de amostragem em plantas de tangerineira Clemenules controle dos experimentos 1
e 2 (areas de liberacéo planejada no meio ambiente): numero de plantas amostradas, frutos coletados,
sementes extraidas e média de sementes por fruto.

Experimento Safra Plantas Frutos Sementes SPF?®
2017/18 15 1.142 4.506 38+1,2
1 2018/19 13 1.289 1.272 1,0£0,3
2019/20 15 725 530 0,7+£0,2
2020/21 15 750 1.098 1,5+0,3
2 2018/19 24 2.141 1.699 0,8+0,3
2019/20 24 952 3.430 3,6+0,6

(a) Média de sementes por fruto
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

O fluxo do transgene ocorreu em progénies de 103 de um total de 106 plantas
de Clemenules controle amostradas, cuja média geral do FG foi de 26,06%
(considerando os experimentos 1 e 2).

No experimento 1, o FG médio nas safras 2017/18 a 2020/21 foi de 19,52%,
26,90% e 33,67% para os grupos de plantas localizadas a 6,5 m, 13,0 me 19,5 m
entre linhas de plantio da bordadura de citrandarin mais proxima (Ruas 22, 21 e 20,
respectivamente; Tabela 9).

Tabela 9. Fluxo do transgene (%) em plantas de Clemenules controle do experimento 1 (area de
liberagao planejada no meio ambiente na Unidade Operativa de Ibaté - SP) nas safras 2017/18 a
2020/21.

Localizagdo Distancia ao Safra ‘o
das plantas  Citrandarin mais  ,,17.4a0 2018119  2019/20 2020/21 txf:l:e:(t)o
amostradas proximo?
Rua 20 19,5 m 9,97 36,74 3807 3451 33,67
Rua 21 13,0 m 2200 1991 2572 2933 26,90
Rua 22 6,5m 2028 1823 565 23,04 19,52
Média na safra 1967 26,00 2440 28,81

(a) Distancia entre linhas de plantio, em metros

(b) Resultados obtidos por Guimaraes, 2020 (dados nao publicados)

O calculo das médias da linha “Média na safra” foi realizado considerando a média do FG das plantas
amostradas em cada tratamento (rua), por experimento. O calculo das médias da coluna “Média no
tratamento” foi realizado considerando a média do FG das plantas amostradas em cada tratamento
(rua), por experimento. O nimero de amostras avaliadas foi de 2.731 (safra 2017/18), 498 (safra
2018/19), 232 (safra 2019/20) e 698 (safra 2020/21).

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

Foi verificada uma relacao linear positiva entre o FG e a distancia das plantas
avaliadas ao citrandarin (p = 0,008). Embora a forga da relag&o linear varie entre as
safras, indicado pela variagado dos coeficientes de correlagdo (r = 0,179 — 0,687) e
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pelos valores de significancia (p = 0,006 - 0,2), o FG tende a aumentar a medida que

a distancia ao gendtipo superpolinizador aumenta (Figura 14).

Ano: 2018 Ano: 2019
50 FG (%) = 7.88 + 0.84 * Distancia 501 FG (%) = 4.43 + 1.54 * Distancia
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Figura 14. Fluxo génico (%) em fungéo da distancia entre linhas (m) entre plantas de Clemenules

controle e plantas de citrandarin.
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

No experimento 2, a média de FG foi de 25,48% e 20,34% nas safras 2018/19
e 2019/20, respectivamente, e de 23,59% considerando a média do FG das plantas

Clemenules controle amostradas no experimento 2 (Figura 15).
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Figura 15. Representagdo esquematica da localizacdo das plantas de Clemenules controle do
experimento 2, drea de LPMA sob a RN N° 10 da CTNBio na Unidade Operativa de Santa Cruz do Rio
Pardo - SP, nas safras 2018/19 e 2019/20 e respectivos percentuais de fluxo génico (FG). O numero
de amostras avaliadas para a presenca do transgene foi de 1.034 (safra 2018/19) e 402 (safra 2019/20).
(na) FG nao avaliado

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

2.4.2.2 Fluxo do transgene para laranjeiras doces controle

Em plantas de laranjeiras doces controle das variedades ‘Pera’, ‘Valencia’
e ‘Pineapple’, 3.313 frutos foram coletados, totalizando 24.941 sementes (de 2,7 a
13,0 SPF; Tabela 10). Aproximadamente 30% das sementes foi utilizada para
semeadura e avaliagbes subsequentes. O percentual médio de germinagdo das
sementes extraidas em 2019/20 e 2020/21 foi de 45,6% e 62,9%, respectivamente.
As sementes geraram de uma a seis pléntulas cada, sendo o percentual de
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poliembrionia de 64,8%, 54,4% e 68,3% em ‘Pineapple’, ‘Pera’ e ‘Valencia’,

respectivamente (Tabela 10).

Tabela 10. Dados de amostragem em plantas de laranjeiras doces controle do experimento 3 (area de
liberagao planejada no meio ambiente na Unidade Operativa de Ibaté - SP): numero de plantas
amostradas, frutos coletados, sementes extraidas e média de sementes por fruto.

Safra Variedade Plantas Frutos Sementes SPF2
‘Pera’ 13 640 1.713 27+15
2019/20 ‘Valencia’ 12 407 1.644 41+1,8
‘Pineapple’ 11 550 6.057 11,0£29
‘Pera’ 28 805 3.961 42+14
2020/21 ‘Valencia’ 22 811 3.371 43+20
‘Pineapple’ 13 650 8.195 13,0 £ 3,1

(a) Média de sementes por fruto.
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

Tabela 11. Dados de sementes de laranjeiras doces controle do experimento 3 (area de liberagao
planejada no meio ambiente na Unidade Operativa de Ibaté - SP): nimero de sementes, de plantulas
germinadas por semente e percentual de poliembrionia.

Numero de plantulas por

(t::?en(::gz) Safra Sementes Plantulas semente Poliembrionia
1 2 3 4 5 6 n? %

- , 2019/20 379 218 91 98 22 7 0 O 127 58,3

Pineapple

2020/21 2.136 1.074 307 523 203 36 4 1 767 71,4

‘Pera’ 2019/20 1.127 647 273 289 70 10 4 1 374 57,8
2020/21 1.311 812 397 339 66 9 1 0 415 51,1

alencia’ 2019/20 1.023 518 152 262 77 20 7 0 366 70,7

2020/21 1.891 963 327 417 166 38 12 3 636 66,0

(a) Numero de sementes que originaram duas ou mais plantulas (poliembridnica).
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

O FG em plantas de laranjeiras doces controle variou entre as safras (F = 11,13;
p = 0,001) e entre as variedades (F = 39,56; p < 0,001), sendo maior em ‘Pera’ em
comparagao aos demais gendtipos e maior na safra 2019/20 em comparagao a safra
2020/21 (Tabela 12). A presenga do transgene foi verificada em progénies de 12
plantas, de um total de 41 plantas amostradas (70,7% das plantas ndo apresentaram

progénies com o transgene nas duas safras avaliadas) (Apéndice A - 6; Figura 16).
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Tabela 12. Fluxo génico em plantas de laranjeiras doces controle do experimento 3 (area de liberagao
planejada no meio ambiente na Unidade Operativa de Ibaté - SP).

Laranjeira — 2/019’20 — ";020’21 Média FG (%)

Variedade ositivas 0 ositivas 0 or variedade

( ) Total amostras? FG (%) Total amostras FG (%) P

Pineapple 0/218 0£0 3/1.074 013+01  012+009B

Pera 9/647 0,34+0.19 457/812 206+616 23.95+519A

Valencia 0/518 0+0 6/963 022+018 019+016B
Mig;?a”a 9/1.383 015+009b  466/2.849  858+204a

(a) Numero de plantulas positivas para o transgene dividido pelo total de amostras por variedade e
safra.

O calculo das médias da linha “Média na safra” foi realizado considerando a média do FG das plantas
amostradas em cada tratamento (variedade), por safra. O célculo das médias da coluna “Média por
variedade” foi realizado considerando a média do FG das plantas amostradas em cada safra, por
variedade. Médias seguidas pela mesma letra maiuscula (entre linhas) ou minusculas (entre colunas)
nao diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p = 0.05).

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

004 L ] L 11 9000000000000000000 [ 1] 20060 [ 1]
208 ...ll.............;:“‘ o :::::!!!!!!2!!2!!!;...'..!!“ :::: ‘:
31114444 44 00000000 °
* 20000000 111
L ] PO O
* 111
* OO
* 2000
L ] 2000
* 2000
L ] [ ]
* ]
* [ ]
® 20000000 [ ]
* [ xxax * ®
000000000000000000000000000000000 fe ® ®
POSPEE00000000000000000000000000000000004/000000000 e
00000000000000000000000000000000000000 00000 °
2020 2021 2020 2021 2020 2021 2020 2021
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
s (o020  [gml-(o7)772) (¥, Co0 [ os] R s
x 00 J[ 50 | 15 )(84.3 & /00 21 00000300000
3 ~ 0.0 )[97.4 :
: NETD i/
x 5 00 /333 x
eeSee ; i [ EE } oos::
0.0 [ 3.0 J 29822

@ Citrandarin (bordadura) » Laranja doce ndo GM (bordadura) @ Laranja doce nao GM (controle interno)

@ Clemenules (bordadura) amostradas para avaliagdo de FGMP

@ Laranja doce ndo GM (controle interno)
% Laranja doce ndo GM (controle interno)
nenhuma progénie GM detectada;

FGMP =0,0%

Laranja doce GM

Figura 16. Representacao esquematica da localizagdo das plantas de laranjeiras doces controle, dados
de FG (%) no experimento 3, area de LPMA sob RN N° 10 da CTNBio na Unidade Operativa de Ibaté
- SP. GM: geneticamente modificada, FGMP: Fluxo génico mediado por pdlen.

(na) Nao avaliado.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

2.4.2.3 Fluxo do transgene: comparativo geral

Por fim, considerando as médias de FG por gendtipo (Clemenules e laranjeiras
doce) e por localizagao das plantas (bordadura e controle) de todos os experimentos
e safras, foi observada influéncia da localizagao das plantas no FG (F = 136,18; p <
0,001), sendo a média geral de FG em plantas controle (15,79%) maior em
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comparagao ao FG em plantas de bordaduras (5,20%). Com relagdo ao efeito do
gendtipo, foi observada uma tendéncia de menor FG nas plantas de laranjeira doce
em comparagdo as plantas de Clemenules, embora essa diferengca nao seja
estatisticamente significativa (F = 1,13; p = 0,2882). O total de plantas amostradas,
plantulas germinadas, amostras positivas para o transgene e fluxo génico médio por
gendtipo e tratamento em todos os experimentos e safras avaliados estdo resumidos
na Tabela 13.

Tabela 13. Dados de fluxo génico em plantas de Clemenules e laranjeiras doces de bordadura e
controle: total de plantas amostradas, plantulas germinadas, amostras positivas para o transgene
(nptil), fluxo génico por planta (minimo e maximo) e fluxo génico médio por gendétipo e tratamento, nos
experimentos 1, 2, 3 e 6, em todas as safras avaliadas.

Fluxo génico

Genétipo a R b s o o/ vd Fluxo génico —

(tratamento) Plantas® Plantulas® Positivas i Qor planta ’( /?) Média geral (%)°
Minimo Maximo

Clemenules 650 23.272 1.721 0,00 67,24 534 +7,74

(bordadura)

Clementules 106 6.192 1.202 0,00 65,02 26,06 + 16,52

(controle)

Laranjeira

doce 40 3.676 15 0,00 4,40 0,31 + 8,30

(bordadura)

Laranjeiras

doce 99 4.232 475 0,00 97,37 7,45+ 13,24

(controle)

(a) Total de plantas amostradas.

(b) Total de plantulas germinadas.

(c) Total de amostras positivas para o transgene.

(d) Calculo realizado a partir da divisdo do nimero de amostras positivas para o transgene de cada
planta pelo total de plantulas germinadas de sementes de frutos da mesma planta, seguido da
multiplicagéo por 100.

(e) Média dos valores de fluxo génico por planta das plantas amostradas, por genétipo e tratamento.
Fonte: elaborada pelo autor (2024).
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2.5 DISCUSSAO

2.5.1 Fluxo do transgene para plantas de bordaduras: tangerineira Clemenules e

laranjeira doce ‘Pera’ ndo GM

2.5.1.1 Fluxo do transgene para tangerineira Clemenules de bordadura

O numero médio de SPF dos frutos de Clemenules de bordadura variou de 0,6
a 3,3, enquanto em estudos anteriores foram reportados de 4,2 a 7,8 SPF (Azevedo
et al. 2013) e de 0,8 a 7,9 SPF (Pons et al. 2011) em Clemenules de polinizagédo
aberta. Ademais, em Clemenules de polinizagao controlada, foi verificado de 9,5 a
16,6 (Sanches 2014) e de 6,8 a 13,5 (Pons et al. 2011) SPF, evidenciando o potencial
de producédo de sementes do gendtipo nessas condigdes. A formagao de sementes
esta relacionada a fatores como a variagcdo no tipo e numero de visitas de
polinizadores, quantidade de grdos de podlen por estigma, viabilidade do pdlen,
fisiologia da planta e estadios reprodutivos, além do tipo de inflorescéncia e do
posicionamento da flor no ramo (De Lange, Skarup e Vincent, 1974).

No experimento 1, dois dos cinco gendtipos presentes na area experimental
nao produzem polen viavel, a laranjeira doce ‘Navelina’ e a lima acida ‘Tahiti’, que
juntas representam 45% do total de plantas do experimento. A ‘Navelina’ apresenta
esterilidade do 6vulo e macho-esterilidade (Reuther 1978; Yamamoto 2014; Barry et
al. 2020) e a lima acida ‘Tahiti’ € uma espécie triploide e estéril (Reuther 1978; Ali et
al. 2013; Barry et al. 2020), o que pode impactar o numero de SPF, bem como as
taxas de FG. Ademais, a movimentacgéao e fertilizacdo de pélen ndo GM, de plantas
controle ou de bordadura, foi evidenciada pela auséncia de identificagdo do transgene
em parte dos frutos de uma mesma planta e em parte das plantas amostradas.

A variagao climatica observada na maioria dos anos de condugéo dos ensaios
experimentais impactou negativamente a frutificagdo e producao de laranjas doce a
nivel global (USDA 2018, 2020, 2023; Fundecitrus 2024). Os fatores climaticos podem
influenciar a atividade das enzimas fotossintéticas, a disponibilidade de flores, pdlen
e néctar, viabilidade do pdlen e fertilidade do 6vulo (Spiegel-Roy e Goldschmidt 1996),
além dos padrbées de forrageamento de abelhas (Szabo 1980; Karbassioon et al.
2023). A atividade de voo de abelhas A. melifera de 10 colbénias de abelhas (5 colbnias
overwintered — que sobreviveram ao inverno — e 5 colonias de abelhas recém-

formadas), apresenta correlagéo positiva com o aumento de temperatura (R?: 0,532 e
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0,978) (Szabo 1980), o que pode impactar a taxa e distdncia de dispersado de podlen
em citros, cuja polinizagao é majoritariamente entomdfila, realizada principalmente por
abelhas A. melifera (Malerbo-Souza et al. 2003; Guimaraes et al. 2009; Nascimento
et al. 2011).

Outro fator importante que parece influenciar a extensdo do FG no presente
trabalho € a distancia entre plantas, sendo entre (i) as plantas receptoras de pédlen e
as plantas GM, (ii) as plantas receptoras de pdlen e as plantas de citrandarin (discutido
em detalhes na segédo 2.5.2.17 FLUXO DO TRANSGENE PARA TANGERINEIRA
CLEMENULES CONTROLE) e (iii) as plantas em corredores formados em
decorréncia de erradicagdes devido a confirmagao de greening.

Em um contexto de ocorréncia de doengas como o greening, onde a eliminagao
de plantas para redugao de fontes de inéculo € executada, a formacgao de corredores
para a passagem de abelhas ocorre até que novas mudas de plantas alocados nestes
espacos atinjam a maturidade. As erradicagdes de plantas atingiram até 54,9%
(laranjeira ‘Pera’, experimento 1) das plantas de um mesmo tratamento nas
bordaduras (Apéndice A - 7), o que reduziu as fontes de pdlen ndo GM ao longo das
safras e alterou a proporgao de plantas GM e nao GM nas areas.

Em resposta ao espagamento das plantas, abelhas A. mellifera individuais sao
capazes de alterar os padroes de movimento e gerar movimentos tendenciosos, ou
seja, demonstrar preferéncia a uma planta mais do que a outra (Morris 1993). Além
disso, com o aumento da distancia entre plantas, ha um aumento na distancia de
dispersdo de pdlen em Brassica campestris (Morris 1993), Ipomopsis aggregate,
Cucumis sativus (Handel 1983; Campbell e Waser 1989). Portanto, a alteracdo no
espacamento das plantas em decorréncia das erradicagées pode ter impactado a
extenséo e variabilidade do FG registrado no presente trabalho.

Em citros, o FGMP foi avaliado em plantas de Clemenules de polinizagao
aberta em area localizada em Valéncia (Espanha), compreendendo eventos GM de
laranjeira doce ‘Pineapple’, citrange Troyer e lima mexicana (Citrus x sinensis, Citrus
sinensis x Poncirus trifoliata e Citrus % aurantiifolia, respectivamente). A area
experimental, de extensdo de 1.638 m?, foi constituida por 130 plantas adultas, sendo
48 plantas GM ao centro e 82 plantas ndo GM (Clemenules) ao redor da area (Pons
etal. 2011). O percentual médio de FG por safra em Clemenules foi consistentemente
baixo, entre 0,17% e 2,86% (Pons et al. 2011), em comparagéo aos valores obtidos
no presente trabalho.
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Cabe destacar que a propor¢édo de plantas GM e ndo GM nas areas
experimentais foi distinta entre as areas de cultivo do presente trabalho e do estudo
conduzido por Pons e colaboradores (2011), o que pode resultar em variagdo na
proporcao de pélen GM disponivel e pressdo para a ocorréncia de FG. Para cada
planta GM, havia menos de uma planta ndo GM nos experimentos 2 e 3, enquanto
duas plantas ndo GM estavam presentes para cada planta GM no estudo de Pons et
al. (2011).

Além disso, o clima e, consequentemente, a presenca e abundancia de
polinizadores sao fatores distintos entre a areas de cultivo de citros no Brasil e na
Europa. O estresse hidrico pode ser o principal indutor de florescimento em condi¢des
semitropicais, semelhantes aos habitats originais de citros no sudeste asiatico,
enquanto a duracao da florada € dependente das temperaturas predominantes, nas
quais climas mais quentes (como o observado nos anos de conducgé&o do presente
trabalho) resultam em floragdo, queda de pétalas e frutificagdo concomitantes
(Spiegel-Roy e Goldschmidt 1996).

Visto isso, a diversidade climatica entre Brasil e Espanha, podem impactar a
inducéo e duracio da florada dos citros, o que pode ter consequéncias importantes
para as chances de polinizagdo e FG. Nas regides central e sudoeste do interior do
estado de Sao Paulo (onde as LPMAs estavam localizadas e os experimentos foram
conduzidos), as diferengas de temperaturas entre as estagdes do ano tém variagéao
menor em comparagao ao regime hidrico, principal fator na indugéo de floragdo nas
referidas regides. Em contraste, o frio € o principal indutor de floragédo na Europa e no
clima mediterranico de Valéncia (local de realizagdo dos experimentos conduzidos por
Pons et al., 2011), onde as estagdes do ano sdo mais definidas.

Ademais, outros fatores que podem afetar o desenvolvimento das plantas
citricas diferenciam os experimentos do presente trabalho, incluindo o sistema de
irrigacéo (presente nos experimentos 1, 3 e 6 e ausente no experimento 2) e o
gendtipo utilizado como porta-enxerto (citrumeleiro ‘Swingle’ nos experimentos 1, 3 e
6 e limoeiro ‘Cravo’ no experimento 2). As diferengas climaticas somadas ao tipo de
porta-enxerto e sistema de irrigacdo podem ter contribuido para as variagdes
verificadas na dindmica de FG, uma vez que o clima atua em multiplas etapas deste
fendbmeno. Adicionalmente, a sincronizacdo da floracdo €& outra caracteristica

importante para o FG e é afetada pelos fatores descritos anteriormente, a qual tende
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a ser mais uniforme nos gendtipos no clima temperado se comparado ao tropical e

subtropical.

2.5.1.2 Fluxo do transgene para laranjeiras doces ‘Pera’ de bordadura

Além de as plantas de laranjeira doce ‘Pera’ se localizarem a uma distancia
maior as plantas GM (32,5 ou 39,0 m entre linhas de plantio) em relacdo as
Clemenules (19,5 ou 26,0 m entre linhas de plantio), fatores intrinsecos aos genétipos
também podem ter contribuido para que o FG apresentasse uma tendéncia a ser
menor em laranjeira doce ‘Pera’ comparado a Clemenules.

Em laranjeiras doce, a autopolinizagao é possivel, sendo o proprio polen capaz
de competir por fertilizagdo com pdlens viaveis de outras plantas (incluindo pélen GM)
e promover a formacdo de sementes. De forma contrastante, em Clemenules, a
incompatibilidade com o préoprio pélen ndo promove a fertilizagdo dos 6vulos (Azevedo
et al. 2013) e, consequentemente, ndo ha competicdo por fertilizagdo com pdlen
exdgeno.

O impacto da auséncia de competi¢cdo do proprio pélen com pélen exdégeno no
FG verificado em Clemenules, pode ser observado de maneira analoga ao FG em
plantas femininas e hermafroditas de Carica papaya (maméo). Em plantas
hermafroditas de C. papaya, a flor possui uma disposi¢ao caracteristica que garante
a ocorréncia de autopolinizagdo, o que resulta em desvantagem a polinizagdo de
polens externos de plantas compativeis devido a competicdo com o préprio pdlen
(Gonsalves et al. 2012; Manshardt et al. 2016), nas quais o FG foi de 1,3%,enquanto
em embrides de plantas femininas, nas quais ndo ocorre a autopolinizagao, foi cerca
de 50 vezes maior (67,4%) (Gonsalves et al. 2012). Cabe ressaltar que o mamoeiro &
frequentemente cultivado fora de areas comerciais e a probabilidade de dispersao de
sementes por aves é alta, diferentemente do que ocorre em laranjeiras doce, que séo
majoritariamente cultivadas em pomares comerciais.

Ainda em mamao, o FGMP foi avaliado em plantas que aparentemente foram
estabelecidas e cresceram sem assisténcia humana em diversas disténcias de areas
de cultivo comercial de maméao GM, cujo registro de cultivo de plantas GM da espécie
era de aproximadamente 77% no estado. Nos frutos de plantas hermafroditas, ndo
houve deteccdo GM, enquanto 16% dos frutos de plantas femininas continham ao
menos uma semente GM (Manshardt et al. 2016). O maior percentual de FG

observado em plantas femininas em comparacéao a plantas hermafroditas em mamao
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evidencia que a capacidade de autopolinizagdo (presente em laranjeira doce) pode
limitar o FGMP em contraste a auséncia de autopolinizagdo (0 que ocorre em
Clemenules).

Ademais, a maior parte das sementes de laranjeira doce analisadas foi
classificada como poliembridnica. A competicao por nutrientes entre os embrides nas
sementes poliembribnicas (com favorecimento dos nucelares), pode beneficiar a
germinacgao e o desenvolvimento dos embrides nucelares ndo GM em detrimento aos
embrides GM. A apomixia é uma das barreiras genéticas que suprimem o FGMP em
Paspalum notatum GM, espécie apomitica obrigatoria (Sandhu et al. 2010), e
potencialmente pode mitigar o FG em laranjeira doce GM, espécie apomitica
facultativa. Tal caracteristica ndo esta presente em Clemenules, que é um gendtipo
monoembriénico.

Dessa forma, as caracteristicas da biologia reprodutiva das laranjeiras,
autocompatibilidade e a poliembrionia, podem ter atuado como barreira genética em
conjunto a barreira fisica da distancia entre a area interna de plantas GM e as
bordaduras ndo GM dos experimentos, podendo representar um conjunto de barreiras
adequado para mitigar o FG em citros GM. Ademais, considerando que a frequéncia
maxima de FG de diversas espécies de plantas foi detectada em plantas adjacentes
a fonte de pdlen e suprimida de acordo com o aumento da distancia até a planta
receptora, caracterizando uma curva leptocurtica (Free 1960; Degani et al. 1990,
1995; Jackson e Futch 1997; Wallace et al. 2002; Garcia et al. 2005), espera-se que
o FG seja menor do que 0,31% em plantas localizadas a distancias de plantas de
citros GM superiores a 39 m entre linhas de plantio (distancia da ultima linha de plantas

bordadura de laranjeiras doces avaliada, disposta de acordo com a RN N° 10).

2.5.2 Fluxo do transgene para plantas GM controle: tangerineira Clemenules e

laranjeiras doces ‘Pera’, ‘Valencia’ e Pineapple.

2.5.2.1 Fluxo do transgene para tangerineira Clemenules controle

Foi identificada uma tendéncia de maior FG médio em plantas de Clemenules
controle em comparacao a plantas de Clemenules de bordadura. As plantas controle
estdo localizadas de forma mais préxima as plantas GM (adjacentes no sentido da
linha de plantio ou a 2,5 m entre linhas de plantio) em comparagao as bordaduras de
Clemenules (19,5 ou 26,0 m, entre linhas de plantio). Além disso, a disténcia entre
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plantas torna-se ainda menor conforme os periodos de desenvolvimento vegetativo
ocorrem e o volume das copas aumenta, sendo mais marcante nas plantas dispostas
na mesma linha de plantio.

A distancia fisica entre as fontes de pdlen e as plantas receptoras € um fator
determinante para a frequéncia e distancia maxima de dispersdo do FG em plantas
cuja polinizagao é majoritariamente entomdéfila (De Jong et al. 2005), como os citros.
Em diversas espécies de plantas, a frequéncia maxima de FG foi reduzida conforme
o aumento da distancia da fonte de pdlen até a planta receptora (Free 1960; Degani
et al. 1990, 1995; Jackson e Futch 1997; Wallace et al. 2002; Garcia et al. 2005).

Ademais, no experimento 1, a distancia entre as plantas controle e as plantas
do gendtipo superpolinizador (citrandarin) apresentou relagao linear positiva com o FG
nas safras 2017/18 a 2020/21, o qual tende a aumentar a medida que a distancia ao
genotipo superpolinizador aumenta. Cabe destacar que essa relagéo foi variavel entre
as safras, o que ressalta a influéncia de multiplos fatores na ocorréncia do FG,
conforme discutido em detalhes na secdo 2.5.1.1 FLUXO DO TRANSGENE PARA
TANGERINEIRA CLEMENULES DE BORDADURA.

2.5.2.2 Fluxo do transgene para laranjeiras doces controle

O FG médio em plantas de laranjeira doce controle apresentou uma tendéncia
de ser menor em comparacao ao FG em plantas de Clemenules controle, embora nao
tenha sido verificada influéncia estatistica do gendtipo nas médias de FG.
Diferentemente da detecgéo do transgene em progénies de Clemenules, que ocorreu
em praticamente todas as plantas amostradas (97%), em laranjeiras doces controle a
deteccdo do transgene ocorreu em progénies de menos de um tergco das plantas
amostradas.

As plantas de laranjeiras doces n&do GM cujos frutos foram amostrados para a
avaliacao de FG estavam localizadas ao lado de plantas de laranjeiras doces GM na
diregado da linha de plantio, portanto a uma distancia de plantio de 2,5 m a plantas GM,
em cada sentido da linha de plantio. No periodo amostrado, as copas praticamente
tocam-se nesta distancia de plantio devido ao desenvolvimento vegetativo e expanséo
do volume de copa das plantas, o que pode favorecer a ocorréncia do FG. As maiores
taxas de FG foram obtidas no segundo ano de avaliagdo (2020/21), cujo
desenvolvimento das copas das arvores e consequente reducao da distancia entre as

copas ocorreu, possibilitando maior contato entre as arvores de mesma variedade e
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maior probabilidade de apresentarem fendtipos semelhantes quanto ao florescimento,
0 que pode ter favorecido a ocorréncia do FG.

A média geral de FG das plantas de laranjeiras doces controle foi impulsionada
por detecgdes de FG superiores a 77% em quatro plantas de laranjeira doce ‘Pera’,
enquanto em laranjeiras doces ‘Pineapple’ e ‘Valencia’ o FG foi menor do que 1,0%
nas duas safras avaliadas. E possivel que tenha ocorrido uma variabilidade na
atratividade das flores entre as variedades de laranjeira doce ‘Valencia’, ‘Pera’ e
‘Pineapple’, o que poderia ter influenciado a abundancia e o numero de visitas de
polinizadores, a quantidade de pdlen GM depositado em cada uma delas e,
consequentemente, de fertilizacdo de polen GM. Moffet e Rodney (1971) avaliaram a
atratividade relativa de plantas citricas individuais em floragao, utilizando a cultivar
‘Lisbon lemon’ como referéncia (valor de atratividade 100). Dado o numero de visitas
de abelhas por flor, a atratividade das flores de citros para as abelhas A. melifera
diferiu entre variedades de laranjeira doce ‘Valencia’ (36 - 52) e Navelina (31 - 46) e
entre outras espécies citricas (Moffett e Rodney 1971).

Também cabe destacar que a sincronia de florescimento entre as plantas é
uma caracteristica que influencia a sobrevivéncia, a fecundidade e o FG entre plantas,
as quais desenvolveram mecanismos para regular a sua fenologia reprodutiva
(Gaudinier e Blackman 2020). A sincronia floral € importante ndo s6 para a promogao
da disponibilidade de flores, concomitédncia da viabilidade dos grados de pdlen e
estigma, como também para a sincronia de desenvolvimento do podlen e do pistilo pos-
polinizacao, sendo o pistilo receptivo aos avangos do pdélen durante um periodo de
tempo relativamente curto (Herrero 2003). Em contraste a outras espécies de citros
que possuem periodos de floragdo mais definidos e concentrados, as laranjeiras
doces ‘Pera’ tendem a apresentar periodos de florescimento de forma mais distribuida
ao longo do ano, o que promove maior disponibilidade de flores e oportunidade de
polinizacdo pela mesma populagdo de plantas de laranjeiras doces ‘Pera’ em
comparagao com as demais variedades presentes na area experimental, reduzindo a
dispersédo das visitas de polinizadores entre genotipos e concentrando-as nas plantas
de um mesmo genotipo, neste caso, de laranjeiras doces ‘Pera’.Ainda, a
compatibilidade com o proprio polen e consequente competicdo com pdlen exdégeno
em laranjeiras doce, somada a capacidade de gerar embrides nucelares ndao GM,

possivelmente impactaram a ocorréncia do FG nas plantas de laranjeiras doces
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controle, alinhado a discussédo na secédo 2.5.1.2 FLUXO DO TRANSGENE PARA
LARANJEIRA DOCE ‘Pera’ LOCALIZADAS NAS BORDADURAS.

2.6 CONCLUSOES

Os resultados de FGMP obtidos em quatro areas de LMPA de citros GM, por
um periodo de dois a quatro anos consecutivos, mostram a partir de dados e
discussoes técnico-cientificas a funcionalidade da medida de redugao da dispersao
de pdlen GM, o sistema de bordaduras preconizado na RN N°® 10.0 FG em plantas
citricas mostrou-se um processo complexo no qual multiplos elementos interagiram
entre si, incluindo, mas nao se limitando a atividade dos polinizadores, temperatura e
umidade relativa do ar, a distancia entre plantas e entre fontes de pdlen GM, a
proporcao de plantas GM e ndo GM na area e as caracteristicas relacionadas ao
processo reprodutivo dos gendtipos, especialmente a sincronia do florecimento.

A distancia entre as plantas receptoras e a fonte de pélen GM representou um
fator importante na extensao da fertilizacdo com pdélen GM em citros, incluindo a
ocorréncia de erradicagbes de plantas, que criaram corredores de passagem, que
podem ter impactado o padréo de forrageamento das abelhas e, consequentemente,
o FG. Além disso, as variacdes climaticas observadas entre as safras possivelmente
proporcionaram alteragdes no metabolismo das plantas e do florescimento, o que
pode impactar a frequéncia de visitas e comportamento dos polinizadores.

Adicionalmente, as caracteristicas de apomixia facultativa e
autocompatibilidade presentes nas laranjeiras doce constituiram fatores importantes
para suprimir o FG em laranjeiras doces em comparagao a Clemenules, que nao

expressa as referidas caracteristicas.
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3 CAPITULO 3. POTENCIAL DE POLINIZAGAO DO GENOTIPO
SUPERPOLINIZADOR CITRANDARIN EM BORDADURA DE LIBERAGAO
PLANEJADO NO MEIO AMBIENTE

3.1 INTRODUGAO

Os citrandarins sao hibridos do cruzamento entre tangerinas e Poncirus
trifoliata e sao utilizados principalmente como porta-enxerto de plantas citricas e,
dependendo do gendtipo, capazes de induzir a formagéo de plantas de copa de menor
porte em comparagao a outros porta-enxertos (Pompeu Junior e Blumer 2009). Além
disso, os citrandarins apresentam tolerancia moderada ou alta a seca, tolerancia a
tristeza dos citros e a morte subita dos citros (Fundecitrus et al. 2021). A viabilidade,
poliembrionia e taxa de emergéncia de sementes de sete variedades de citrandarin
foram consideradas semelhantes ou superiores as de limoeiro Cravo IAC863 e
citrumeleiro Swingle (n = 20 frutos por planta) (Schinor et al. 2020), gendtipos
comumente utilizados como porta-enxerto no Brasil.

Além da relevancia como porta-enxerto, o citrandarin destacou-se como um
genotipo apropriado para atuar como barreira genética na contengao da disperséo de
polen de citros GM. O polén de citrandarin competiu eficazmente por fecundagao com
o polen de citros GM e contribuiu para a contengédo do transgene em condi¢des de
polinizacdo aberta. A superior capacidade de competicdo pela fertilizagdo foi
verificada no citrandarin acesso H3 [tangerina Cledpatra (Citrus reshni hort. ex
Tanaka) x Poncirus trifoliata (L.) Raf.], em comparagédo aos gendtipos de laranjeiras
doce, lima mexicana e citrange Troyer GM presentes na area experimental (Pons et
al. 2011). Em condi¢des de polinizagdo controlada, o pdlen de citrandarin acesso
CCSM 1600 exibiu capacidade competitiva superior ao polen de laranjeiras doces
‘Pera’ e ‘Pineapple’ (Sanches 2014).

O potencial de polinizagao de um gendtipo pode ser influenciado por diversos
fatores, incluindo a variabilidade genética, condigdes ambientais como temperatura e
umidade, além da influéncia de mecanismos biolégicos sobre a fecundagéo,
obstaculos fisicos ou quimicos que impedem o crescimento do tubo polinico,
condigdes estruturais e do desenvolvimento do évulo (Pacini e Franchi 2020), bem
como a viabilidade e capacidade de germinagdo dos graos de pdlen. O pdlen é o

principal agente de polinizagdo cruzada em citros geneticamente compativeis (Moffett
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e Rodney 1971) e sua viabilidade é crucial para garantir o sucesso da produgéo de
frutos e sementes (Kundu et al. 2016).

A avaliacao de viabilidade de pdélen € uma importante fonte de informacgao na
compreensao da dinamica de fertilizagdo em plantas por impactar diretamente o
crescimento e desenvolvimento de frutos (Wilcock e Neiland 2002; Poppy e Wilkinson
2005). Para a determinacdo da viabilidade e capacidade de germinagao de graos de
polen in vitro, sao realizadas analises que incluem (i) o cultivo de graos de pdlen em
meio de cultura e a avaliagdo da formagao do tubo polinico, (ii) testes colorimétricos
que permitem a distingdo entre graos de polen viaveis e ndo viaveis, (iii) analises de
danos ou alteragdes na estrutura do grao de pdlen via microscopia eletrdnica, entre

outros (Firmage e Dafni 2001).

3.2 OBJETIVOS

Determinar o potencial de polinizagc&o do citrandarin acesso H3 e acesso 1600
[tangerina Cledpatra (Citrus reshni hort. ex Tanaka) x Poncirus trifoliata (L.) Raf.] em
progénies de tangerineira Clemenules (Citrus x clementina hort. ex Tanaka) sujeitas
a polinizagcao aberta em areas de LPMA de citros GM,;

Determinar o potencial de polinizagdo do citrandarin H3 em polinizacao
controlada frente a pdlens de laranjeira doce GM e nédo GM e avaliar a viabilidade e a
germinacgao in vitro de graos de pdlen de citrandarin H3 e de laranjeiras doces (Citrus
x sinensis) GM e nao GM.

3.3 MATERIAIS E METODOS
O potencial de polinizagéo do citrandarin em polinizagcéo aberta foi determinado
com base na identificagdo de trifoliolados via analise fenotipica e, para um grupo de

amostras, via analise de marcadores moleculares microssatélites.

3.3.1 Potencial de polinizagao do citrandarin em polinizagao aberta

3.3.1.1 Areas experimentais e genétipos, sistema de bordaduras, coleta de
frutos e extragcao de sementes, analise fenotipica e analises moleculares

Os métodos desta secao foram realizados conforme descrito nas segoes 2.3.1
AREAS EXPERIMENTAIS e gendtipos a 2.3.5 ANALISES MOLECULARES da segéo
2.3 MATERIAIS E METODOS.
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3.3.1.2 Analise dos dados
O percentual de paternidade ao citrandarin (Pt) para progénies de uma mesma
planta, considerando os resultados das avaliagdes fenotipica e genotipica, foi obtida

a partir da férmula:

Pt =((((m —np)xc) +1t)/p)

Onde: 1) o total de progénies monofolioladas (m) subtraindo-se o numero de
positivas para o transgene nptll (np); Il) multiplicado o resultado pelo percentual do
total de progénies com a paternidade atribuida ao citrandarin via analise de
marcadores moleculares microssatélites (c); Ill) somado o resultado ao total de
progénies trifolioladas avaliadas via analise fenotipica (f) e; 1V) dividido o resultado
pelo total de progénies germinadas de frutos de cada planta (p).

As médias de trifoliolados por planta foram calculadas a partir da divisdo do
numero de amostras trifolioladas de uma determinada planta pelo total de progénies
germinadas de sementes da mesma planta, seguido da multiplicagdo por 100 para
obter o percentual. Esse percentual de trifoliolados por planta foi utilizado para calcular
a média de trifoliolados em cada bordadura, tratamento (ruas, para plantas controle)
e safras, bem como para calcular as médias das bordaduras, tratamentos e safras,
ndo sendo utilizada a média das médias.

Os dados das analises fenotipica e genotipica do experimento 1 (safras
2017/18 e 2018/19) foram submetidos a regressao linear simples, considerando o
percentual de paternidade do citrandarin atribuido via analises fenotipica e genotipica
como variavel resposta e a ocorréncia de trifoliolados como variavel independente.

A analise de variancia (ANOVA) foi realizada para os dados de viabilidade e
germinagao in vitro, numero de SPF e trifoliolados em frutos de polinizagdes
controladas. Adicionalmente, para os dados de viabilidade e germinacéao in vitro, foi
realizado o teste de Tukey para comparac¢des multiplas, a fim de identificar diferengas
significativas entre as médias dos grupos, adotando um nivel de significancia de 5%.

Quando necessario, os dados foram transformados em log da variavel resposta
+1, para atingir os critérios de normalidade e homogeneidade das variancias.

Entretanto, tais critérios ndo foram alcancados para os dados de FG de polinizacao
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controlada. As analises foram realizadas no software R e Excel (R Core Team 2021;
Microsoft Corporation 2024).

3.3.2 Potencial de polinizagao do citrandarin em polinizacdo controlada

3.3.2.1 Obtencao e preparo do pdlen
Os graos de polen foram obtidos de flores de citrandarin H3 e de laranjeira

(gendtipos doadores de pdlen, descritos no Quadro 4).

Quadro 4. Gendtipos doadores de pdlen utilizados em analises in vitro e em polinizag&o controlada.

Identificador Genétipo GM/ndao GM  Caracteristica

‘Pera’ Laranjeira doce ‘Pera’ Nao GM Controle

GM1 (‘Pera’ P-FTA 20) Laranjeira doce ‘Pera’ GM Aumento de sesquiterpenos
GM2 (‘Pera’ P-C (2) 1) Laranjeira doce ‘Pera’ GM Vetor vazio

‘Pineapple’ Laranjeira doce ‘Pineapple’ Nao GM Controle

Citrandarin Citrandarin? Nao GM Superpolinizador

(a) Citrandarin acesso H3 (Instituto Valenciano de Investigagcbes Agrarias).
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

Botdes florais em maximo estadio de desenvolvimento e antecedente a antese
foram coletados, transportados ao laboratério e dispostos sobre uma folha de papel a
temperatura ambiente (20 — 25°C), onde permaneceram por um periodo de 24 h para
viabilizar a deiscéncia das anteras. ApoOs esse periodo, as anteras foram removidas
com uma pinga, colocadas em placas de Petri e incubadas para secagem a 35 °C por
12 h.

Para padronizar a quantidade de gréos de polen e permitir a proporcionalidade
de polen entre os tratamentos (nos tratamentos compostos por mistura de polen),
adotou-se o método descrito por Sanches (2014), com modificagbes. Dez anteras de
cada gendtipo foram colocadas em 1 mL de agua em tubos do tipo Eppendorf e
agitadas em vortex. Em seguida, 200 yL da suspensao de polen foram transferidos
para a camara de Neubauer. Procedeu-se a contagem dos graos de pélen em quatro
subcampos (os mais externos) de cada campo de visao da camara de Neubauer. O
procedimento mencionado foi realizado em triplicata e a média de graos de pdlen foi
utilizada para calcular a quantidade de podlen a ser misturada de cada gendtipo, a fim
de manter a proporcéo 1:1 (Sanches 2014).

Para os tratamentos que consistiram em mistura de pdlen de diferentes
gendtipos, as anteras dos respectivos gendtipos foram transferidas para uma mesma

placa de Petri, considerando a quantidade de anteras estabelecida para atingir a
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proporcao de polen 1:1. No dia seguinte, as anteras foram transferidas para tubos do
tipo Eppendorf e agitadas em um aparelho de "vortex" para homogeneizagdo e

liberagao dos graos de pdlen (Sanches 2014).

3.3.3.2 Viabilidade de pédlen in vitro

Para realizar a analise de viabilidade de pdlen in vitro, foram utilizadas 40
anteras por genoétipo, as quais foram transferidas para tubos do tipo Eppendorf
contendo 0,5 mL de solugéo fixadora e agitados em “vortex”. A solugdo fixadora foi
constituida de alcool absoluto:acido acético glacial, em proporgdo 3:1 (v/v). Vinte
microlitros da suspensao com poélen foram transferidos para uma lamina de vidro e,
em seguida, foi adicionado 20 pL do corante carmim acético 2,5% (Sanches 2014).

A area de visualizagao da Iamina foi dividida em quatro campos de visdo iguais,
demarcados na face abaxial da lamina. Em microscépio optico, foram contados 100
graos de pdlen em cada campo de visao, totalizando quatro repetigbes. Os graos de
polen foram avaliados quanto a viabilidade, sendo considerados viaveis os que se
apresentavam uniformemente corados, enquanto os nao viaveis foram caracterizados

por auséncia de coloragao ou coloragio pouco intensa e/ou deformacao.

3.3.3.3 Germinagao de pdélen in vitro

Para a realizag&o do teste de germinagao de polen in vitro, foi preparado o meio
de cultura contendo 15% de sacarose e 1% de agarose (pH 6,5). Em seguida, 1 mL
deste meio de cultura foi vertido sobre laminas de vidro e mantido em temperatura
ambiente para proporcionar a solidificagdo. Posteriormente, os gréos de pdélen foram
depositados sobre a lamina com o auxilio de um pincel (Sanches 2014).

As laminas foram colocadas sobre papel toalha umedecido em uma placa de
Petri, criando uma cadmara umida, e incubadas em uma cadmara de germinacéo do tipo
B.O.D. a 28 °C por um periodo de 24 h (Sanches 2014). A germinagao dos graos de
polen foi avaliada por meio da emissédo do tubo polinico. Em microscépio 6ptico, foi
realizada a contagem e determinacéo da germinacgéo de 300 graos por repeticao, em
quatro repeti¢cdes. Os graos de polen com tubo polinico de comprimento igual ou maior
do que o dobro do didmetro do grédo de pdlen foram considerados germinados,

enquanto os demais graos de pdlen foram considerados ndo germinados.
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3.3.3.4 Polinizagao controlada

A polinizacdo controlada foi realizada durante a safra 2020/21. Plantas
receptoras de Clemenules e de laranjeira doce ‘Pera’ foram utilizadas como
receptoras. Botdes florais em maximo estagio de desenvolvimento e ainda fechados
(n = 100, por tratamento) foram identificados nas plantas receptoras e as anteras
foram retiradas (emasculagao). Em seguida, as cargas de pdlen obtidas conforme a
secdo 3.3.2.1 OBTENCAO E PREPARO DO POLEN foram depositadas no estigma
das flores, com o auxilio de um pincel.

As flores foram polinizadas e cobertas com saco de papel, permanecendo
protegidas de insetos e de pdlen externo, os quais foram removidos apds uma
semana, de acordo com Sanches, 2014 (Sanches 2014). Todos os frutos gerados
foram coletados e tiveram as sementes extraidas e semeadas em estufa. As analises
fenotipica e molecular foram realizadas conforme descrito nas segdes 2.3.4
ANALISES FENOTIPICAS e 2.3.5 ANALISES MOLECULARES.

3.4 RESULTADOS
3.4.1 Potencial de polinizagao do citrandarin em polinizagao aberta

O percentual de trifoliolados variou entre as safras (F = 63,21; p < 0,001),
experimentos (F = 14,82; p < 0,001) e entre as bordaduras (F = 188,76; p < 0,001),
sendo maior em progénies de Clemenules da bordadura interna (6,5 m entre linhas
de plantio da bordadura de citrandarin) em comparacg&o a bordadura externa (13,0 m
entre linhas de plantio da bordadura de citrandarin). Ademais, a ocorréncia de
progénies trifolioladas de plantas das bordaduras interna e externa foi superior nos
experimentos cujo acesso de citrandarin presente € o H3 (experimentos 2, 3 e 6) em
comparagao ao experimento 1, cujas plantas de citrandarin correspondem ao acesso
1600 (F = 162,44; p < 0,001) (Figura 17A).

Em progénies de Clemenules controle, o citrandarin foi identificado como
parental, via analise fenotipica, com maior frequéncia em plantas mais proximas da
bordadura de citrandarin (Rua 22; 6,5 m entre linhas de plantio) em comparagao as
plantas mais distantes (> 6,5 m entre linhas de plantio) (F = 6,28; p = 0,0027),
independentemente da safra (F = 1,82; p = 0,1491) (Figura 17B).

O percentual de progénies trifolioladas por planta variou de 0% a

aproximadamente 60% (Apéndice A — 8).
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Figura 17. Trifoliolados (%) em progénies de Clemenules de A) bordadura e B) controle. No
experimento 1, os dados de plantas controle estdo exibidos de acordo com a localizagao das plantas:
6,5 m, 13,0 m e 19,5 m entre linhas de plantio das plantas de citrandarin (Ruas 22, 21 e 20,
respectivamente). No experimento 2, os dados de plantas controle ndo foram estratificados (Geral). No
experimento 1: citrandarin acesso 1600 Centro de Citricultura Sylvio Moreira. Nos experimentos 2, 3 e
6: citrandarin acesso H3 Instituto Valenciano de Investigagdes Agrarias.

(nd) Nao incluido nas andlises estatisticas.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

A atribuicdo de paternidade via genotipagem por marcadores moleculares
microssatélites foi realizada para parte das progénies monofolioladas e negativas para
o transgene nptll (2.155 progénies) de 109 plantas do experimento 1, cujo acesso de
citrandarin presente na area é o acesso 1600, a partir da qual foi possivel atribuir a
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paternidade a 77,1% das amostras (Tabela 14). O citrandarin 1600 foi identificado
como parental em 24,1% das amostras, em média, sem diferenga estatistica entre os
tratamentos e safras (F = 2,3; p > 0,05), enquanto os resultados de paternidade

atribuida a laranjeira doce variaram entre tratamentos e safras (F = 12,43; p < 0,001).

Tabela 14. Atribuicdo de paternidade para plantulas monofolioladas oriundas de sementes de
Clemenules controle e de bordadura do experimento 1 (area de liberagéo planejada no meio ambiente
na Unidade Operativa de Ibaté - SP) via genotipagem por marcadores moleculares microssatélites.

Num. Indeterminados Citrandarin Laranjeira doce
Tratamento Safra Amostras e % = % o %
Bordadura Interna 2017/18 612 133 21,7b 186 30,4 ns 293 479 a
Controle 2017/18 283 68 240cb 49 17,3ns 166 58,7 a
Bordadura Interna 2018/19 499 209 419a 142 285ns 148 29,7b
Bordadura Externa 2018/19 527 77 14,6c 102 194ns 348 66,0 a
Controle 2018/19 234 28 12,0cb 59 252ns 147 62,8 a
Total 2.155 Média 22,8 241 53,0

(a) Numero de amostras

Médias seguidas pela mesma letra entre linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p = 0,05). ns: n&o significativo. Citrandarin presente no experimento 1: acesso 1600 Centro de
Citricultura Sylvio Moreira.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

Os resultados da analise de genotipagem foram acrescentados aos resultados
da avaliagéo fenotipica, o0 que gerou um aumento da identificagdo da paternidade do
citrandarin 1600 de 2,5 vezes por planta, em média. Ademais, foi verificada uma
relagao linear entre os percentuais de paternidade atribuida ao citrandarin 1600 via
analise fenotipica e de paternidade final (analise genotipica somada a fenotipica)
considerando os dados das safras 2017/18 e 2018/19 (R? = 0,81; p < 0,001; y =
1,4626x + 8,2094). Os resultados agrupados por tratamento e safra estdo dispostos

na Figura 18.
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Figura 18. Correlagéo entre os dados de paternidade atribuida ao citrandarin via analise fenotipica (%)
e combinagdo dos resultados das analises fenotipica e genotipica (via analise de marcadores
moleculares microssatélites; %). Cada ponto representa o resultado por planta de Clemenules de
bordadura e controle amostradas no experimento 1, area de LPMA sob RN N° 10 da CTNBio na
Unidade Operativa de Ibaté - SP. Citrandarin acesso 1600 do Centro de Citricultura Sylvio Moreira. P <
0,001 para todos os conjuntos de dados.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

3.4.2 Potencial de polinizagao do citrandarin em polinizacdo controlada
3.4.2.1 Germinacgao e viabilidade de pdlen in vitro

O citrandarin H3 apresentou o maior percentual de gréos de pdlen viaveis,
atingindo 79,7 + 8,0% de viabilidade, além de exibir grdos de podlen integros e
fortemente corados em comparagao aos demais gendtipos (Figura 19). Em contraste,
as laranjeiras doces (GM e ndo GM) apresentaram viabilidade inferior a 30% e, em
laranjeira ‘Pera’ GM1, a maioria dos graos de polen apresentaram-se degenerados e
nao corados (Tabela 15; Figura 19), embora a viabilidade tenha sido similar os

gendtipos de laranjeira doce.
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Tabela 15. Viabilidade (%) e germinacao (%) in vitro de graos de pdlen de citros.

Carga de pdlen Viabilidade (%) Germinagao (%)
‘Pera’ GM1 23,7+3,8b 55+2,1b
‘Pera’ GM2 28,7+6,7b 1,0£0,8b

‘Pera’ nao GM 257+116b 57+4,3b
‘Pineapple’ ndo GM 21,0+6,8b 29,2+8,4 a
Citrandarin H3 79,7+80a 37,7+7,8a

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
Médias seguidas pela mesma letra entre linhas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey (p = 0,05).

CITRANDARIN ‘PERA’ NAO GM ‘PERA’ GM1 ‘PERA’ GM2

Figura 19. Graos de pdélen de citrandarin H3, laranjeira doce ‘Pera’ ndo GM e laranjeira doce ‘Pera’ de
eventos GM (GM1 e GM2). Gréos de pdlen viaveis sdo corados e apresentam bordas completas,
enquanto graos de pdlen inviaveis ndo sdo corados e apresentam degeneragéo.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

3.4.2.2 Polinizagao controlada

A partir das 800 flores polinizadas (taxa de fixagao de frutos: 15 a 35% entre os
tratamentos), foram coletados 198 frutos e extraidas 2.864 sementes. O numero
medio de SPF foi menor nas polinizagdes realizadas em plantas receptoras de
laranjeira doce ‘Pera’ em comparagdo a Clemenules (F = 107,70; p < 0,001).
Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os tratamentos para o
numero médio de SPF (F = 2,48; p = 0,0628) (Tabela 16).

A caracteristica trifoliolada foi mais frequentemente identificada em progénies
de plantas receptoras Clemenules (48,0% a 54,5%) do que em progénies de laranjeira
doce ‘Pera’ (11,8% a 19,0%) (F = 164,37; p < 0,001), sendo observada influéncia dos
tratamentos nessa caracteristica (F = 3,50; p = 0,0168).

Por fim, a frequéncia de fertilizacdo de polen GM nao diferiu estatisticamente
entre os genatipos receptores (F = 1,35; p = 0,2474) bem como entre os tratamentos
(F = 0,20; p = 0, 8964), sendo de 0,8 e de 1,5% nos tratamentos constituidos por
mistura de pélen de citrandarin e de laranjeira doce GM quando polinizado em
Clemenules e de 1,6% e 2,0% quando polinizado em laranjeira doce ‘Pera’ (Tabela
16).
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Tabela 16. Resultados de polinizagdo controlada em plantas receptoras Clemenules e laranjeira doce
‘Pera’ no experimento 3 na area de LPMA sob RN N° 10 da CTNBio na Unidade Operativa de Ibaté.

Tratamento Fixagao de Sementes Trifoliolados FGP Frutos com =1
frutos (%) por fruto? (%) (%) sementes GM (%)

Genotipo receptor: Clemenules

‘Pera’ GM1 x 29 18,5+ 3,9 52,7 a 0.8 6.7

citrandarin

Pera’ GM2 x 27 17,7 + 4.4 54,5 a 15 07

citrandarin

Pera’ ndo GM x 35 17,8 + 4,2 49,5 ab 0,0 0,0

citrandarin

Citrandarin 21 16,5+ 4,8 480Db 0,0 0,0

Genétipo receptor: laranjeira doce ‘Pera’

Pera’ GM1 x 26 10,0 + 3,0 118a 16 38

citrandarin

Pera’ GM2 x 23 9,8+2,9 16,9 a 2.0 8.7

citrandarin

“lieeipale new 22 9,7+38 14,6 a 0,0 0,0

GM x citrandarin
Citrandarin 15 10,6+25 19,0 a 0,0 0,0

(a) Média de sementes por fruto.

(b) Percentual de progénies positivas para o transgene em relagao ao total de plantulas avaliadas no
tratamento.

Médias seguidas pela mesma letra entre linhas nao diferem estatisticamente entre si para os quatro
tratamentos de cada gendtipo receptor pelo teste de Tukey (p = 0,05). Citrandarin acesso H3 Instituto
Valenciano de Investigagcbes Agrarias.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).

3.5 DISCUSSAO

3.5.1 Potencial de polinizagao do citrandarin em polinizagao aberta

Em progénies de Clemenules de bordadura dos experimentos 1, 2 e 3, a média
de trifoliolados em progénies de plantas da bordadura interna (mais préximas a linha
de plantas de citrandarin; 6,5 m entre linhas de plantio) foi superior ao verificado em
plantas da bordadura externa (13,0 m entre linhas de plantio). Além disso, no
experimento 1, a porcentagem de progénies trifolioladas em plantas controle foi maior
na rua mais proxima as plantas de citrandarin 1600 (rua 22; 6,5 entre linhas de plantio)
em comparagao a rua mais distante (rua 20; 19,5 m entre linhas de plantio). Face aos
resultados observados, a distancia entre plantas exerce influéncia no potencial de
polinizagdo também do citrandarin, cujas chances de polinizagdo por este gendtipo
aumentam em plantas receptoras localizadas mais proximas a fonte de pdlen.

Ademais, a ocorréncia de progénies trifolioladas de plantas de bordadura
apresentou uma tendéncia de superioridade nos experimentos cujo acesso de

citrandarin presente é o H3 (experimentos 2 e 3) em comparagéo ao experimento 1,
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cujas plantas de citrandarin correspondem ao acesso 1600. Este resultado aponta
para uma provavel superioridade de fertilizacdo do citrandarin acesso H3 em
comparagao ao 1660, fato importante para a contencao do FG.

Além da avaliagao fenotipica, a utilizacdo de marcadores moleculares permitiu
a identificagdo do citrandarin 1600 como parental das progénies de plantas do
experimento 1, contribuindo para a identificagdo do parental citrandarin nas progénies
monofoliadas. A importancia da avaliacdo por marcadores moleculares para atribuicao
de paternidade ao citrandarin em adicdo a analise fenotipica, foi previamente
reportada, que elevou a paternidade atribuida ao citrandarin 1600 em polinizacéo
controlada exclusivamente com pdlen de citrandarin, de 35,2% obtido por fenotipagem
para 98,9%, somatério da avaliagdo fenotipica e da avaliagdo por marcadores
moleculares microssatélites (Sanches 2014).

No presente trabalho, um alto grau de associacao linear entre os dados
fenotipicos e o percentual de paternidade final do citrandarin (somatério analises
fenotipicas e genotipica) por planta foi identificado. E possivel inferir que, quanto maior
é a identificagao do parental citrandarin em analise visual das progénies, maior €, em
media, o percentual final de paternidade atribuida ao citrandarin para progénies de
uma mesma planta. A correlacdo positiva € esperada, visto que caracteristicas
fenotipicas sdo amplamente determinadas pelo genétipo dos organismos. Ademais, a
possiblidade de melhor inferir o percentual de paternidade do citrandarin a partir da
avaliagao fenotipica possibilita o incremento experimental, visto ser de custo menor
do que a avaliagao por multiplos marcadores microssatélites.

A frequente identificacdo do citrandarin como parental de progénies em
condicdo de polinizacado aberta reforca a superioridade de fertilizacdo do citrandarin,
especialmente do acesso H3, observada anteriormente (Pons et al. 2011).

A competicdo da fertilizagdo pelo pdlen de citrandarin frente ao polen de
espécies citricas transgénicas representa uma importante barreira reprodutiva entre
espécies compativeis e uma ferramenta para mitigagdo de escape de podlen
transgénico de areas de LPMA de citros GM. De acordo com a RN N° 10 da CTNBio,
sob a qual estdo implementados os experimentos deste trabalho, duas linhas de
plantas de citrandarin devem ser dispostas ao redor da area de plantas GM, como
bordaduras para contengao do pélen GM (BRASIL 2013).

A RN N° 10 (CTNBio) foi revogada pela vigente RN N° 30 de 16/09/20 que,
dentre outras diretrizes, estabelece o plantio de uma linha adicional de plantas
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poliembridnicas na bordadura, preferencialmente o citrandarin (BRASIL 2020). Dessa
forma, trés linhas de plantas poliembribnicas constituirdao a bordadura de
biosseguranga. Embora o sistema de bordadura estabelecido pela RN N° 30 composto
por plantas de citrandarin possa ser igualmente eficaz na contenc&o do FG entre citros
GM e ndao GM frente ao estabelecido na normativa revogada (RN N° 10), cabe
destacar que nido ha estudos que demonstram o potencial de polinizagao dos demais
gendtipos referidos na RN N° 30 que podem ser utilizados como bordadura (citrange
e P. trifoliata). Ademais, a superior geragao de progénies trifolioladas de citrandarin
H3 em comparagéo ao citrandarin 1600 pode indicar que o primeiro genadtipo (H3) € o

mais adequado para constituir o sistema de bordaduras de LPMAs de citros GM.

3.5.2 Potencial de polinizagao do citrandarin em polinizagdo controlada
3.5.2.1 Germinagao e viabilidade de poélen in vitro

A viabilidade in vitro do pélen de citrandarin H3 foi a maior entre os gendétipos
avaliados, em relagdo aos graos de polens de laranjeiras GM e nao GM, o que pode
ser um fator que reflete e/ou contribui para a alta capacidade de competigao do polen
de citrandarin frente a outros gendtipos observada em condi¢des de polinizagédo
controlada com o pdlen de citrandarin 1600 (Sanches 2014). Ademais, o pdlen de
citrandarin H3 apresentou a maior média de germinagao in vitro entre os gendtipos
avaliados, sendo estatisticamente igual a taxa de germinagédo in vitro do pdlen de
laranjeira doce ‘Pineapple’ nao GM.

Além disso, a baixa viabilidade do pdlen de laranjeira doce verificada foi
anteriormente relatada para as variedades ‘Pera’ e ‘Valencia’, as quais apresentaram
viabilidade predominantemente baixa dentre as 44 variedades de laranjeira avaliadas
(Domingues et al. 1999).

Entre os gendtipos de laranjeira doce GM e os respectivos controles n&do GM,
houve semelhanca nos resultados de viabilidade dos graos de pdlen in vitro, o que
pode suportar a hipotese de que os eventos GM nao sao fundamentalmente diferentes
dos controles convencionais neste aspecto. Em citros, as taxas de germinagao do
polen das plantas transgénicas nao diferiram das taxas dos controles correspondentes
(Pons et al. 2011), bem como em Festuca arundinacea (Wang et al. 2004) e em soja,

milho e algodao (Soares et al. 2023).
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3.5.2.2 Polinizagao controlada

A média de SPF nos frutos das polinizagdes controladas foi maior em
comparagao aos dados de polinizagdo aberta (vide seg¢do 2.4.1.1 FLUXO DO
TRANSGENE PARA TANGERINEIRA CLEMENULES DE BORDADURA), o que pode
ser consequéncia da alta concentragéo de graos de polen depositado no estigma das
flores nas polinizagdes controladas, bem da eliminacdo da competicdo com outros
polens e auséncia de polinizadores ineficientes, que podem ocorrer em condicdes de
polinizacéo aberta.

O gendtipo receptor de polen influenciou o numero de SPF dos frutos de
polinizacado controlada, sendo verificada maior média de SPF nos frutos de plantas
receptoras Clemenules em comparacao aos frutos de plantas receptoras laranjeira
doce ‘Pera’. Por outro lado, ndo houve diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos para essa variavel.

A média de SPF e a taxa de fixagao de frutos (FF) s&o fatores utilizados para
predizer, indiretamente, o éxito de cruzamentos intervarietais (Spiegel-Roy e
Goldschmidt 1996; Ascari et al. 2020). De Lange e colaboradores (1974) verificaram
uma baixa compatibilidade reprodutiva de laranjeiras doces a partir dos resultados de
SPF e FF em polinizagbes controladas. Na planta receptora tangor ‘Ortanique’, a
polinizagdo com pdlen de cultivares de laranjeira doce induziu um nivel relativamente
baixo de sementes por fruto (3,0) e menor taxa de fixacdo de frutos (17,5%) em
comparagado com pomelos e tangores, que atingiram valores préximos a 70% de
fixacao de frutos (De Lange et al. 1974).

Apesar de polinizagdes controladas exclusivamente com pdélen de laranjeira
doce ndo GM néo terem sido realizadas no presente trabalho, outros autores relataram
meédias de SPF em polinizagdo controlada exclusivamente com poélen de laranjeira
doce em plantas receptoras Clemenules de 16,51 com pdlen de ‘Pera’ (Azevedo et al.
2013) e de 7,2 com polen de ‘Pineapple’ (Pons et al. 2011).

Além disso, os dados de polinizagées mistas com pdlen de citrandarin H3 e
laranjeiras doces apontam para uma tendéncia a maior geragdo de sementes nos
tratamentos com polen de citrandarin H3 e laranjeiras doces GM (de 18,8 a 27,7 no
presente trabalho e de 13,5 em Pons et al., 2011) e de citrandarin e laranjeira doce
nao GM (18,1 no presente trabalho) do que apenas o pdlen de laranjeira doce,

conforme dados de outros estudos mencionados no paragrafo anterior.
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Com relacéo a identificagdo de trifoliolados, as progénies de plantas receptoras
Clemenules apresentaram maior percentual de trifoliolados em comparagcdo a
progénies de plantas receptoras laranjeira doce ‘Pera’. Além disso, os tratamentos
com poélen misto de citrandarin H3 e laranjeiras doces GM apresentaram maior
percentual de progénies trifolioladas em comparagao a polinizagao apenas com pélen
de citrandarin H3. De forma contrastante, Sanches (2014) verificou 31,6% de
trifoliolados em polinizagdo exclusiva com pdélen de citrandarin 1600 e de 19,8% a
26,5% para os tratamentos compostos por mistura de pdélen de citrandarin 1600 e de
laranjeira doce ndo GM (Sanches 2014).

Embora n&o tenham sido identificadas diferengas significativas para a variavel
FG entre os gendtipos de plantas receptoras e entre os tratamentos de pdlen, os
resultados foram discutidos de maneira descritiva. Em polinizagdes mistas com pélen
laranjeira doce GM e pdlen de citrandarin H3, o percentual de detecgao de progénies
GM registrado no presente trabalho foi similar ao verificado por Pons e colaboradores
(2011) em polinizagbes controladas, de 5%.

O citrandarin H3 reduziu o sucesso de reprodugcdo do polen GM em
polinizagdes controladas mistas em comparagao a polinizagdes apenas com pdlen de
laranjeira doce GM, nas quais 86% das progénies continham o transgene. De forma
contrastante aos 5% de progénies GM observado em polinizagées mistas com pdlen
laranjeira doce GM e citrandarin H3, o percentual de progénies GM esperado seria de
43,75%, caso a capacidade de competi¢ao polinica dos dois doadores de pdlen fosse
semelhante (Pons et al. 2011). Entretanto, ndo foram realizadas polinizagdes
controladas exclusivamente com pdlen de laranjeira doce GM ou ndo GM, cujos
resultados poderiam subsidiar a comparagao da capacidade reprodutiva das
laranjeiras doces e da heranga do transgene em situagéo de polinizagédo controlada.

Considerando que a forte relagdo linear verificada entre os dados de
paternidade atribuida ao citrandarin via andlise fenotipica e da combinagdo dos
resultados das andlises fenotipica e genotipica (via analise de marcadores
moleculares microssatélites), disposta na sec¢éo 3.4.71 POTENCIAL DE POLINIZACAO
DO CITRANDARIN EM POLINIZACAO ABERTA, é valida para condigdo de
polinizagdo controlada, a paternidade total estimada para o citrandarin H3 em
progénies de plantas receptoras Clemenules varia de 78,41% a 87,92% e de 25,46%

a 35,99% para as progénies de laranjeiras doce ‘Pera’.
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3.6 CONCLUSOES

A superior capacidade competitiva do pélen de citrandarin, especialmente do
acesso H3, em relagao ao pdélen de laranjeiras doces GM e ndo GM foi evidenciada in
vitro, a partir da superior viabilidade do pdlen em comparagcédo a outros polens de
especies citricas e também in vivo, face a atribuicdo de paternidade ao citrandarin via
analises fenotipica e de marcadores moleculares. Adicionalmente, a combinagao de
analises genéticas e fenotipicas possibilitou uma identificacdo mais precisa da
paternidade atribuida ao citrandarin, cujos resultados de regressdo lineares
constituiram uma ferramenta adicional para estimativa de paternidade do citrandarin
nos casos em que a avaliagao por marcadores moleculares nao é viavel.

Além disso, a distancia entre as plantas receptoras de pélen e as plantas de
citrandarin também influenciou o sucesso da competicdo por fertilizacdo e,
consequentemente, o FG. A tendéncia de plantas receptoras mais proximas as
bordaduras de citrandarin apresentarem maior frequéncia de progénies trifolioladas
em comparacdo as mais distantes indicou que a proximidade fisica entre plantas
favoreceu a polinizagado cruzada com o polen de citrandarin em detrimento ao pdélen
GM. Os dados obtidos neste estudo contribuem para a validagdo e desenvolvimento
de estratégias que subsidiem futuras liberagdes comerciais de citros GM com efetiva

contencao do FG.
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Apéndice A - 1. Caracteristicas e numero de plantas dos eventos GM nas areas de LPMA de citros
GM (experimento 1, 2, 3 € 6).

Variedade Evento Caracteristica’ P'I‘laiTa.s
Experimento 1 (plantio em 10 de dezembro de 2013)
Navelina AS1 Decréscimo drastico de limoneno 65
Navelina AS3 Decréscimo drastico de limoneno 65
Navelina AS5 Decréscimo drastico de limoneno 65
Navelina AS7 Decréscimo drastico de limoneno 65
Navelina S8 Decréscimo leve de limoneno 65
Pineapple AS10 Decréscimo leve de limoneno 65
Pineapple AS11 Decréscimo drastico de limoneno 65
Pineapple S12 Sem alteragéo de limoneno 65
Pineapple S13 Aumento de limoneno 65
Pineapple S14 Sem alteragéo de limoneno 65
Pineapple CPI - Controle nao GM 65
Navelina CNA - Controle nao GM 65
Natal - Suscetivel a MPC 65
Laranja azeda - Resistente a MPC 50
Lima acida Tahiti - Resistente a MPC 50
Experimento 3 (plantio em 07 de janeiro de 2016)

Pineapple CHX-RNAI 1 Aumento de B-caroteno 26
Pineapple CGUS 1 Controle GM 26
Pineapple Pineapple Controle nao GM 26
Pera P-FTA 2 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-FTA 4 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-FTA 20 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-TA 1 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-TAS5 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-TA 10 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-MFA 4 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-MFA 12 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-MFA 15 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-MA 12 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-MA 50 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-MA 52 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-FA(2) 11 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-FA(2) 45 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-FA(2) 47 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-A(2) 15 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-A(2) 17 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-A(2) 27 Aumento sesquiterpenos 13
Pera P-C(2) 1 Controle GM 13
Pera - Controle nao GM 13
Valencia V-FTA(2) 7 Aumento sesquiterpenos 13
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Variedade Evento Caracteristica’ P'I‘laiTa.s
Experimento 3 (plantio em 07 de janeiro de 2016)
Valencia V-FTA(2) 10 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-FTA(2) 11 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-TA 1 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-TAS5 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-TA 8 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-MFA 4 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-MFA 18 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-MFA 35 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-MA 41 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-MA 54 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-MA 56 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-FA(2) 3 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-FA(2) 38 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-FA(2) 41 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-A(2) 3 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-A(2) 5 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-A(2) 8 Aumento sesquiterpenos 13
Valencia V-C(2) 1 Controle GM 13
Valencia - Controle nao GM 13
Experimento 3 (plantio em 18 de dezembro de 2016)

Pera - Controle nao GM 20
Valencia - Controle nao GM 20
Valencia V-HB21 02 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 05 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 06 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 14 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 15 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 16 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 17 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 27 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 30 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V-HB21 31 Aumento sesquiterpenos 10
Valencia V- Pbim 19 3 GM; Plasmideo 10
Valencia V-CRTS 8 Aumento carotendides 10
Valencia V-CRTS 10 Aumento carotendides 10
Valencia V-CRTS 11 Aumento carotendides 10
Valencia V-CRTS 12 Aumento carotendides 10
Valencia V- CHX+H8RP+CRTS Aumento licopeno 10
Valencia v CHX+|;|$P+CRTS Aumento licopeno 10
Valencia V- CHX+|;$P+CRTS Aumento licopeno 10
Valencia Uh EAPEHE PR Aumento licopeno 10

35
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Variedade Evento Caracteristica’ P'I‘laiTa.s
Experimento 3 (plantio em 18 de dezembro de 2016)
Valencia V-K 11 Aumento antocianinas 10
Valencia V-K 12 Aumento antocianinas 10
Valencia V-K 13 Aumento antocianinas 10
Valencia V- K17 Aumento antocianinas 10
Valencia V-K 19 Aumento antocianinas 10
Valencia V-K 20 Aumento antocianinas 10
Valencia V-K 23 Aumento antocianinas 10
Valencia V- K 26 Aumento antocianinas 10
Valencia V-K 29 Aumento antocianinas 10
Valencia V- K 31 Aumento antocianinas 10
Valencia V-2713 Aumento antocianinas 10
Valencia V-271 6 Aumento antocianinas 10
Valencia V-271 10 Aumento antocianinas 10
Valencia V-271 16 Aumento antocianinas 10
Valencia V-271 17 Aumento antocianinas 10
Valencia V-271 19 Aumento antocianinas 10
Valencia V-271 20 Aumento antocianinas 10
Valencia V-271 23 Aumento antocianinas 10
Pera P-CRTS 25 Aumento carotendides 10
Pera P-CRTS 27 Aumento carotendides 10
Pera P-CRTS 32 Aumento carotendides 10
Pera i CHX+H2RP+CRTS Aumento licopeno 10
Pera P-K1 Aumento antocianinas 10
Pera P-K3 Aumento antocianinas 10
Pera P-K4 Aumento antocianinas 10
Pera P-K7 Aumento antocianinas 10
Pera P-K 11 Aumento antocianinas 10
Pera P-K 20 Aumento antocianinas 10
Pera P-K 24 Aumento antocianinas 10
Pera P- K 36 Aumento antocianinas 10
Pera P- Pbim19 11 GM; Plasmideo 20
Pera P-HB21 2 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 4 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 12 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 13 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 15 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 13 GM; Incremento sesquiterpeno 10
Pera P-HB21 15 GM; Incremento sesquiterpeno 10
Pera P-HB21 16 GM; Incremento sesquiterpeno 10
Pera P-HB21 19 GM; Incremento sesquiterpeno 10
Pera P-HB21 20 GM; Incremento sesquiterpeno 10
Pera P-HB21 23 GM; Incremento sesquiterpeno 10
Pera P-HB21 24 GM; Incremento sesquiterpeno 10
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Variedade Evento Caracteristica’ P'I‘laiTa.s
Experimento 3 (plantio em 18 de dezembro de 2016)
Pera P- Pbim19 11 GM; Plasmideo 10
Pera P-HB21 16 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 19 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 20 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 23 Aumento sesquiterpenos 10
Pera P-HB21 24 Aumento sesquiterpenos 10
Experimento 6 (plantio em 27 de novembro de 2019)
Pera P-LSAS 7 Reducgao de limoneno no fruto 15
Pera P-LSAS 21 Reducéo de limoneno no fruto 15
Valencia V-LSAS 18 Redugao de limoneno no fruto 15
Valencia V-LSAS 19 Reducgéo de limoneno no fruto 15
Valencia V-LSAS 23 Reducgéo de limoneno no fruto 15
Pera P-3UTR 7 Reducgéo de limoneno no fruto 15
Pera P-3UTR 8 Reducgéo de limoneno no fruto 15
Pera P-3UTR 28 Redugéo de limoneno no fruto 15
Pera P-3UTR 34 Reducgéo de limoneno no fruto 15
Pera P-C GM; Plasmideo 15
Valencia V-C GM; Plasmideo 15
Pera - Controle nao GM 15
Valencia - Controle nao GM 15
Experimento 2 (plantio em 13 de novembro de 2014)
Navelina AS1 Decréscimo drastico de limoneno 65
Navelina AS3 Decréscimo drastico de limoneno 65
Navelina AS5 Decréscimo drastico de limoneno 65
Navelina AS7 Decréscimo drastico de limoneno 65
Navelina S8 Decréscimo leve de limoneno 65
Pineapple AS10 Decréscimo leve de limoneno 65
Pineapple AS11 Decréscimo drastico de limoneno 65
Pineapple S12 Sem alteragao de limoneno 65
Pineapple S13 Aumento de limoneno 65
Pineapple S14 Sem alteragao de limoneno 65
Pineapple CPI Controle nao GM 65
Navelina CNA Controle nao GM 65
Natal - Suscetivel a MPC 50
Laranja Azeda - Resistente a MPC 45
Lima Acida = Resistente a MPC 45
Clemenules - Monoembribnica auto-incompativel 60
Pera - Monitoramento de pélen GM 10
Pineapple AS10 GM; decréscimo drastico de limoneno 50
Pineapple AS10 GM; decréscimo drastico de limoneno 50
Pineapple AS10 GM; decréscimo drastico de limoneno 50
Pineapple AS10 GM; decréscimo drastico de limoneno 50
Pineapple CPI Sem alteragéo de limoneno 50
Pineapple CPI Se alteracgdo de limoneno 50
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Pineapple CPI Sem alteragéo de limoneno 50

Pineapple CPI Sem alteragéo de limoneno 50

Variedade Caracteristica Num.
Plantas

Bordadura de Biosseguranca (Experimentos 1, 3 e 6)

Pera Monitoramento do fluxo de pélen GM 872
Clemenules Monoembridnica auto-incompativel 840
Citrandarin Superpolinizador 808

Bordadura de Biosseguranga (Experimento 2)

Pera Monitoramento do fluxo de pélen GM 790
Clemenules Monoembridnica auto-incompativel 380
Citrandarin Superpolinizador 348

LS: Limoneno sintase; VV: vetor vazio; CHX: B-caroteno hidroxilase para interferéncia com RNA,;
GUS: B-glucuronidase; FTA: Sesquiterpeno sintase (SQS) + Farnesil difosfato sintase (FPPS)
para cloroplasto; TA: SQS para cloroplasto; MFA: SQS + FPPS para mitocondria; MA: SQS para
mitocdndria; FA: SQS + FPPS para citosol; A: SQS para citosol; SQS: Sesquiterno sintase; CrtB:
Fitoeno sintase; Crtl: Fitoeno desaturase; bCHX: beta-caroteno hidroxilase; RUBY: Fator de
transcripgao do tipo MYB; bHLH: Factor de transcrip¢ao da familia bHLH; nptll: resisténcia
canamicina; GM: geneticamente modificado.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).



102

CLEMENULES LARANJA DOCE CITRANDARIN
o [
Q I
« i
8 — - b - - e 5]
@ = == = == —
o = - -
L. {1l
G N E ..... |
[=) |
1] I‘ “\ i
~ | | I
e I | I | | § ' "l |
(&) | 32
0 EE‘L‘ o E = == s
o = o .
w Il | . | |
e~ - = - I |
o i
'(3 E Eard
N~ EEE ) EEE S EEE B -
o - - - "
S : .*
O s
h- == ‘_:;.- EE;j. B EE;::
S - - -
m =
o~
= _ . AN B . -
o

Apéndice A - 2. Alelos (pb) esperados para os marcadores moleculares microssatélites em genétipos
de citros potencialmente doadores de pélen das LPMAs de citros GM.
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
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Apéndice A - 3. Média mensal de temperatura do ar (°C; em vermelho), umidade relativa (%; em rosa)
e precipitacdo (mm; em azul) em estagdo meteoroldgica localizada a) no experimento 2 (periodo:
Julho/2018 a Julho/2020) e b) préxima aos experimentos 1, 3 e 6 (periodo: Julho/2019 a Julho/2023).

Ano/més

Temperatura do Ar (°C)

Umidade Relativa do Ar (%) Precipitagao (mm)

Estacdo Meteoroldgica préxima ao

2023/07
2023/06
2023/05
2023/04
2023/03
2023/02
2023/01
2022/12
2022/11
2022/10
2022/09
2022/08
2022/07
2022/06
2022/05
2022/04
2022/03
2022/02
2022/01
202112
2021/11
2021/10
2021/09
2021/08
2021/07
2021/06
2021/05
2021/04
2021/03
2021/02
2021/01
2020/12
2020/11
2020/10
2020/09
2020/08
2020/07
2020/06
2020/05
2020/04
2020/03
2020/02
2020/01
2019/12

méd max
18,66 32,88
17,24 31,48
19,14 32,79
21,62 34,01
24,05 35,7
24,17 36,15
23,48 36,67
23,57 36,96
22,46 36,4
23,48 37
20,58 35,98
19,84 34,92
19,82 33,29
18,17 30,96
18,2 33,59
22,62 35,18
24,8 36,56
24,42 37,49
23,96 37,43
23,86 36,09
24 37,77
22,84 36,69
24,97 40,42
21,07 36,91
16,63 32,06
18,37 32,3
19,4 32,73
21,45 33,82
24,41 36,31
23,99 36,63
24,85 36,83
24,31 36,09
23,93 38,05
24,94 41,93
24,48 41,09
19,71 35,22
19,21 32,08
19,74 32,51
17,73 32,59
21,16 35,2
23,62 36,6
23,64 35,67
24,48 36,7
24,42 37,73

min méd max min soma
experimento 1 (aproximadamente 5 km de distincia)
3,79 76,06 100 19,63 1,0
4,57 82,91 100 26,24 87,6
4,96 81,78 100 21,85 57,4
10,3 87,08 100 30,15 75,2
16,7 86,81 100 33,12 141,6
17,74 89,09 100 38,25 193,2
17,27 90,83 100 32,83 325,0
15,2 87,5 100 20,59 302,2
10,92 72,69 100 21,07 162,2
12,49 77,64 100 21,68 103,6
7,62 76,12 100 21 96,8
6,49 68,31 100 19,12 28,0
6,63 70,36 100 19,84 0,0
2,99 82,77 100 21,71 14,0
2,14 82,15 100 27,38 60,2
8,75 83,75 100 30,75 58,8
15,32 84,66 100 34,12 182,8
15,91 85,65 100 34,99 111,8
16,37 89,23 100 30,21 381.,8
12,21 81,09 100 24,22 2446
12,18 73,79 100 14,48 130,6
12,51 81,27 100 20,77 152,6
11,95 58,99 100 16,86 44
6,53 61,49 100 17 5,0
-2,69 64,95 100 13,8 11,4
-1,15 79,92 100 20,71 32,6
4,94 78,05 100 17,65 17,2
10,82 78,63 100 27,48 23,6
13,84 83,33 100 31,94 106,8
15 84,52 100 29,31 122,0
15,75 86,22 100 29,87 94,6
16,39 87,17 100 34,05 2494
9,42 71,85 100 18,1 127,8
12,26 68,41 100 17,41 62,0
10,55 59,46 100 15,97 8,2
7,73 68,35 100 20 20,6
2,45 75,4 100 25,16 6,6
5,64 82,22 100 30,69 26,8
1,59 78,94 100 2217 30,8
10,2 80,44 100 26,29 25,6
13,54 81,24 100 30,69 74,6
16,98 90,7 100 42,17 405,4
12,05 86,17 100 30,85 318,2
15,65 84,22 100 31,01 178,0
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Ano/més Temperatura do Ar (°C) Umidade Relativa do Ar (%) Precipitagdao (mm)
méd max min méd max min soma
Estacdo Meteorolégica préxima ao experimento 1 (aproximadamente 5 km de distancia)
2019/11 24,45 37,76 14,57 78,86 100 22,7 149,0
2019/10 25,11 38,35 14,03 67,19 100 17,1 98,4
2019/09 23,51 39,27 11,57 66,27 100 15,22 46,8
2019/08 20,07 34,7 8,18 66,9 100 18,84 14,4
Estacdo Meteorolégica do experimento 2
2020/07 17,32 29,81 2,49 82,25 99,53 26,32 12,6
2020/06 18,44 30,25 5,8 87,47 99,54 39,6 147,0
2020/05 16,71 31,74 2,05 80,36 99,49 26,85 38,2
2020/04 20,34 34,7 5,15 78,9 99,44 21,15 8,0
2020/03 22,73 34,02 13,39 81,53 99,43 24,8 0,0
2020/02 22,82 33,99 15,61 91,95 99,41 44,23 0,0
2020/01 23,67 34,72 14,77 88,44 99,4 31,89 109,4
2019/12 23,55 34,5 15,15 86,38 99,4 32,88 195,4
2019/11 23,41 37,61 13,08 82,15 99,4 26,7 62,6
2019/10 24,06 37,25 13,84 72,87 99,38 26,68 21,8
2019/09 21,39 37,36 10,29 78,19 99,4 21,49 39,0
2019/08 18,36 35,08 8,7 76,73 99,38 23,28 18,6
2019/07 16,27 29,31 1,33 80,75 99,38 29,68 70,8
2019/06 18,06 29,95 7,57 83,78 99,37 34,55 13,0
2019/05 20,11 31,05 71 89,19 99,37 33,68 40,2
2019/04 22,28 32,29 11,81 86,58 99,36 37,18 3,8
2019/03 23,44 33,48 15,37 86,84 99,34 37,85 0,2
2019/02 23,58 37,87 16,36 85,67 99,33 25,3 10,0
2019/01 25,19 38,24 17,18 83,57 99,33 32,51 138,8
2018/12 24,48 37,14 12,2 78,69 99,34 31,97 86,0
2018/11 22,67 34,64 14,99 82,24 99,33 41,11 361,2
2018/10 21,81 33,76 12,72 85,77 99,34 39,49 200,6
2018/09 20,05 35,24 8,36 80,72 99,34 21,57 84,6
2018/08 16,88 31,72 2,96 84,03 99,34 22,26 170,2
2018/07 17,99 31,43 5,03 73,19 99,34 17,02 10,0

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
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Apéndice A - 4. Distribuicdo do numero de sementes por fruto e numero de frutos avaliados (n) de
polinizagcdo aberta de tangerineiras Clemenules nas safras 2018/2019 a 2020/2021, nos experimentos
1,2, 3 e 6, areas de LPMA sob a RN N° 10.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
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Apéndice A - 5. Numero de plantas de Clemenules dispostas em grupos de acordo com o percentual
de detecgao de progénies GM nos exps 1, 2, 3 e 6 das areas de LPMA sob a RN N° 10, nas safras,
2018/19, 2019/20 e 2020/21. Em alaranjado: plantas localizadas na bordadura externa (a 13,0 m das
plantas de citrandarin); em amarelo: plantas localizadas na bordadura interna (a 6,5 m das plantas de
citrandarin). Percentual de progénies GM por planta: A) 0%, B) 0 - 10%, C) 10 - 20%, D) 20 - 30% e E)
= 30%.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
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Apéndice A - 6. Percentual médio de progénies positivas para o transgene (GM) em frutos de plantas
de laranjeira doce controle do experimento 3, area de liberagdo planejada no meio ambiente.

Localizagao da Progénies GM (%)
Variedade de planta no
laranjeira doce experimento 2019/20 2020/21
(rua/linha)
‘Pera’ 10/25 0,7 77,2
‘Pera’ 12/25 1,5 84,3
‘Pera’ 13/25 0 97,4
‘Pera’ 14/25 0 97,1
‘Pera’ 15/25 0 33,3
‘Pera’ 16/25 1,6 3,8
‘Pera’ 17/25 0 3,0
‘Pera’ 18/25 0 0,0
‘Pera’ 19/25 0 0,0
‘Pera’ 21/25 0 0,0
‘Pera’ 22/25 0 0,0
‘Pera’ 22/86 na? 0,0
‘Pera’ 22/87 na 0,0
‘Pera’ 22/88 na 0,0
‘Pera’ 22/89 na 0,0
‘Pera’ 22/90 na 8,3
‘Pera’ 22/91 na 0,0
‘Pera’ 22/92 na 0,0
‘Pera’ 22/93 na 0,0
‘Valencia’ 10/45 0,0 0,0
‘Valencia’ 11/45 0,0 na
‘Valencia’ 12/45 0,0 10,9
‘Valencia’ 13/45 0,0 0,0
‘Valencia’ 14/45 0,0 0,0
‘Valencia’ 15/45 0,0 0,0
‘Valencia’ 17/45 0,0 0,0
‘Valencia’ 18/45 0,0 2,1
‘Valencia’ 19/45 0,0 0,0
‘Valencia’ 20/45 0,0 0,0
‘Valencia’ 22/45 0,0 0,0
Pineapple 10/3 0,0 0,0
Pineapple 11/3 0,0 0,0
Pineapple 12/3 0,0 0,0
Pineapple 14/3 0,0 0,0
Pineapple 15/3 0,0 0,0
Pineapple 16/3 0,0 0,0
Pineapple 17/3 0,0 0,0
Pineapple 18/3 0,0 0,0
Pineapple 19/3 0,0 0,0
Pineapple 21/3 0,0 2,0
Pineapple 22/3 0,0 50

(a) Nao avaliado
Fonte: elaborada pelo Autor (2024).



Apéndice A - 7. Dados de erradicagao de plantas nos experimentos 1, 2, 3 e 6: total de plantas

erradicadas na data de finalizac&o das coletas de frutos (2023), areas de LPMA sob RN N° 10.

Plantas na data de

Plantas erradicadas

Localizacédo Genétipo plantio (n) " %
Experimento 1
Citrandarin 334 1 0,3
Clemenules 350 58 16,6
Bordadura ‘Pera’ 366 201 54,9
Total 1050 260 24,8
Clemenules 15 3 20,0
L. azeda 50 2 4,0
Lima acida 50 18 36,0
Area interna Navelina 65 48 73,8
‘Natal’ 65 17 26,2
‘Pera’ 15 7 46,7
‘Pineapple’ 390 78 20,0
Total 650 173 26,6
Experimento 2
Citrandarin 348 4 1.1
Clemenules 380 80 21,1
Bordadura ‘Pera’ 412 108 26,2
Total 1140 192 16,8
Clemenules 60 8 13,3
L. azeda 40 3 7,5
Lima acida 70 21 30,0
Area interna Navelina 390 72 18,5
‘Natal’ 65 11 16,9
‘Valencia’ 100 0 0,0
‘Pera’ 160 3 1,9
‘Pineapple’ 790 85 10,8
Total 1675 203 12,1
Experimento 3
Citrandarin 414 3 0,7
Clemenules 430 61 14,2
Bordadura ‘Pera’ 446 207 46,4
Total 1290 271 21,0
‘Pera’ 520 51 9,8
Area interna ‘Pineapple’ 65 11 16,9
‘Valencia’ 650 141 21,7
Total 1235 203 16,4
Experimento 6
Citrandarin 60 0 0,0
Clemenules 60 9 15,0
Bordadura ‘Pera’ 60 8 13,3
Total 180 17 9,4
Area interna Pera’ 120 5 4,2
‘Valencia’ 75 3 4,0
Total 195 8 4.1

(a) Numero de plantas erradicadas
Fonte: elaborada pelo autor (2024).
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Apéndice A — 8. Trifoliolados (% por planta) em progénies de Clemenules de bordadura e controle.
Cada ponto representa o percentual de trifoliolados identificados em plantulas de sementes de uma
mesma planta, nos experimentos 1 (E1), 2 (E2), 3 (E3) e 6 (E6) das areas de LPMA sob RN N° 10. Em
azul: plantas localizadas na bordadura externa (a 13,0 m das plantas de citrandarin); em verde: plantas
localizadas na bordadura interna (a 6,5 m das plantas de citrandarin); em alaranjado: plantas controle.
No experimento 1: citrandarin acesso 1660 do Centro de Citricultura Sylvio Moreira. Nos experimentos
2, 3 e 6: citrandarin acesso H3 do Instituto Valenciano de Investigagdes Agrarias.

Fonte: elaborada pelo Autor (2024).
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