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Estudos morfofisioldgicos e genéticos da caracteristica folha enrolada em genoétipos de
laranjeira doce

RESUMO

A laranjeira Folha Murcha (FM) € um genOtipo de laranjeira doce que possui uma
caracteristica bem marcante, a presenca das folhas permanentemente enroladas, mesmo nos
periodos de chuva ou com o solo Umido. Este gendtipo é de grande valor comercial, por
apresentar plantas de porte baixo e frutos com boa qualidade industrial, maturacéo tardia e
boa aderéncia na planta. Os objetivos deste trabalho foram caracterizar botanicamente 0s
acessos de laranjeira FM do Banco Ativo de Germoplasma do IAC, verificar o desempenho
desses acessos quando submetidos a condicdo de déficit hidrico, analisar morfoldgica e
fisiologicamente essas plantas, a fim de obter informac6es sobre o enrolamento das folhas e
eficiéncia do uso da agua, e determinar se a caracteristica folha enrolada pode ser transmitida
via cruzamento ou embrionia nucelar adventicia em sementes. Foram utilizadas plantas
adultas e mudas de sete acessos de laranjeiras FM e de uma planta controle (‘Péra Pirangi’)
para caracterizacdo morfologica, seguida de andalise multivariada. Também foram
determinados o acumulo de massa seca, a eficiéncia do uso da &gua e a capacidade de
transmissdo da caracteristica folha enrolada em sementes, via embrionia nucelar e por
cruzamentos, sendo os resultados comparados pelo teste de Tukey (P < 0,05). Além disso,
foram avaliadas as modificacdes anatémicas foliares, através de cortes de sec¢Oes transversais
e paradérmicas, sendo os resultados comparados pelo teste de Scott-Knott (P < 0,05). Foi
observada a formacdo de dois grupos divergentes de acessos, mostrando os individuos FM
agrupados em um primeiro grupo e o controle, num segundo grupo. O dendrograma permitiu
um estudo aprofundado dentro dos genétipos FM, no qual os individuos FM-491 e FM-490
sdo os mais assemelhados e o FM-489, o mais divergente. Foi verificada que a caracteristica
do enrolamento foliar, presente nos mutantes FM, ndo pode ser observada em plantas juvenis
obtidas via embrionia nucelar ou por cruzamentos. O enrolamento foliar é causado pela
existéncia de um maior numero de células menores na face abaxial da epiderme, levado por
um maior crescimento dessa face em relacdo a face adaxial da folha, sendo esta arquitetura
foliar dependente da presenca de luz. Os genotipos FM apresentaram caracteristicas
morfologicas de interesse para cultivo em condicOes de déficit hidrico, como maior espessura
de cuticula, maior densidade e indice estomaticos e menor indice de vulnerabilidade de
Carlquist. O gendtipo FM-489 manteve um bom desenvolvimento do sistema radicular em

relacdo a parte aérea e uma maior eficiéncia de uso da agua, quando cultivado sob restri¢éo
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hidrica. Estas caracterizacbes fornecerdo subsidios para estudos que objetivem o

desenvolvimento de materiais superiores para a citricultura.

Palavras-chave: Citrus sinensis, botanica, estresse hidrico, fisiologia, genética.
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Morphophysiological and genetic studies of curled leaves characteristics in sweet orange
genotypes

ABSTRACT

The sweet orange tree Folha Murcha (FM) is a genotype that has a very remarkable feature,
the presence of permanently curled leaves, even during periods of rain or wet soil. This
genotype is of the great commercial value, due to its short plants and fruits with industrial
good quality, late maturity and good adhesion to the plant. The objectives were to characterize
botanically the FM accessions of the Germplasm Bank of IAC, verify the performance of
these accessions when subjected to water deficit, analyze morphological and physiologically
these plants in order to obtain information about the curling of leaves and efficiency of water
use, and determine whether the curled leaves characteristic can be transmitted by crossing or
by adventitious nucellar embryony. We used mature plants and seedlings of seven accessions
of FM sweet orange and a control plant for morphological characterization using multivariate
analysis. We also determined the dry matter accumulation, the efficiency of water use and
transmission capacity of the curled leaves characteristic by adventitious nucellar embryony
and crossing, being the results compared by Tukey test (P < 0.05). Furthermore, we evaluated
the leaf anatomical changes, through cuts of transversal and paradermic sections of leaves,
being the results compared by Scott-Knott test (P < 0.05). It was observed the formation of
two divergent groups of accessions, showing the FM individuals divided into a first group and
the control, in a second group. The dendrogram allowed a detailed study within the FM
genotypes, in which individuals FM-491 and FM-490 are more similar and the FM-489, is the
most divergent. It was verified that the curled leaves characteristic, present in the FM mutants,
cannot be observed in young plants obtained via embryony nucellar or crossing. The curled
leaves characteristic is caused by the existence of a large number of smaller cells on the
epidermis abaxial surface, taken by a higher growth of this face relative to the adaxial surface,
being this leaf architecture dependent on the presence of light. The FM genotypes showed
morphological features of interest to be planted under water deficit, such as thicker cuticle,
higher stomatal density and index, and lower rates of Carlquist’s vulnerability index. The FM-
489 genotype maintained a good root system development in relation to shoot and greater
efficiency in the water use, when grown under water restriction. These characterizations

provide grants for studies that aim the development of superior materials for citrus.

Key Words: Citrus sinensis, botany, genetics, physiology, water stress.
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1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira é a de maior expressdo mundial com 32% da producdo de
laranja doce e 51% da producdo de suco, destacando-se no cenario de exportagdo de suco
concentrado com 84% do volume global (AGRIANUAL, 2009). Possui uma area superior a
900 mil hectares (ha), distribuida em todos os estados brasileiros, sendo a maior parte desta,
cerca de 800 mil ha, ocupada por laranjeiras doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. A
agroindustria citricola nacional movimenta aproximadamente R$ 9 bilhGes anuais, gerando
em torno de 400 mil empregos diretos e indiretos (LOPES et al., 2011).

Existem gendtipos de laranjeiras doces chamadas de Folha Murcha (FM), devido ao
fato de possuirem uma caracteristica bem marcante, a presenca das folhas permanentemente
enroladas, mesmo nos periodos de chuva ou com o solo Umido. O Banco Ativo de
Germoplasma de Citros (BAG-Citros) do Instituto Agrondmico (IAC) possui sete acessos de
laranjeiras FM, com diferentes origens, provavelmente todas obtidas de mutacGes espontaneas
em pomares das variedades ‘Valéncia’ e ‘Natal’.

O geno6tipo FM usado comercialmente no Brasil apresenta algumas caracteristicas
agrondmicas desejaveis, tais como plantas de menor porte e maior tolerdncia ao cancro
citrico; frutos com maturacdo mais tardia, apresentando boa qualidade industrial e maior
aderéncia na planta (LEITE JUNIOR, 1992). Segundo POMPEU JUNIOR (1988) e STUCHI
et al. (2000) o gendtipo de laranjeira FM utilizado comercialmente, possivelmente foi
originada no estado do Rio de Janeiro, produz frutos de 6tima qualidade, com maturacdo nos
meses de janeiro a marco, periodo que coincide com a entressafra em Sdo Paulo, tendo, por
isso, grande interesse para 0 mercado de fruta fresca neste estado.

A laranjeira FM ja é a segunda mais plantada no Norte e Noroeste do Estado do
Parana, devido as suas boas caracteristicas e pela aptiddo dos frutos para uso na inddstria e
para 0 mercado de fruta fresca (STENZEL et al., 2006). Seus frutos possuem excelente
aceitacdo para o consumo in natura, proporcionando grande retorno econdmico (PAIVA et
al., 1993).

O incremento da producdo e comercializagdo de suco fresco para 0 mercado externo,
gue ja consome centenas de milhdes de caixas (NEVES & JANK, 2006), também faz desta

laranjeira uma boa opg¢éo. Além disso, por seu bom desempenho quando em competicdo com



outras laranjeiras tardias, poderia ser utilizada na diversificacdo das atuais variedades tardias
industriais (DONADIO et al., 1999).

A existéncia de clones assemelhados, no nome ou nas caracteristicas botanicas e
agrondmicas, mantidos em Bancos de Germoplasma (BAGs), resulta no desperdicio de
recursos econémicos, fisicos (espaco fisico) e laborais, que normalmente sdo escassos. Por
isto, é de grande interesse que 0s acessos de plantas mantidos nos BAGs sejam caracterizados,
para que possam ser utilizados como genitores em programas de melhoramento de plantas ou
como variedades comerciais.

A busca por novas cultivares de laranja com maior potencial produtivo, maior
tolerancia a pragas, doengas e condi¢Bes adversas do ambiente, como o estresse hidrico, com
caracteristicas morfoldgicas adequadas, como porte baixo, e maior qualidade dos frutos é
essencial para a oferta de produtos com qualidade e reducdo de custos. Do ponto de vista do
melhoramento, as mutacdes espontaneas sdo fundamentais na inducdo de variabilidade que é
uma importante etapa na obtencdo de novas variedades. A caracterizagdo dos mutantes de FM
fornecera subsidios para futuros estudos que objetivem o desenvolvimento de materiais
superiores para a citricultura, para uso em cruzamentos controlados ou variedades comerciais.
Além disso, como a laranjeira FM apresenta um grande valor comercial no Brasil, plantas de
menor porte e frutos com boa qualidade industrial, maturagéo tardia e boa aderéncia na planta,
considera-se importante o estudo do potencial de transmissdo das caracteristicas deste mutante
por cruzamento ou propagacao vegetativa via embrionia nucelar.

Os objetivos deste trabalho sdo caracterizar botanicamente os acessos de laranjeira
Folha Murcha do BAG-Citros/IAC, verificar o desempenho desses acessos quando
submetidos a condicdo de déficit hidrico, analisar morfoldgica e fisiologicamente essas
plantas, a fim de obter informagbes sobre o enrolamento das folhas e eficiéncia do uso da
agua, e determinar se a caracteristica folha enrolada pode ser transmitida via cruzamento ou

embrionia nucelar adventicia em sementes.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Laranjeiras Doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck]

Os citros sdo eudicotiledéneas pertencentes a familia Rutaceae, subfamilia

Aurantioideae, tribo Citreae e subtribo Citrinae. Dos 13 géneros dessa subtribo, o Citrus,



Fortunella e Poncirus, sdo 0s que possuem maior importancia econémica no mundo. As
espécies do género Citrus sdo nativas das regides tropicais e subtropicais da Asia e do
Arquipélago Malaio, mais especificamente do sudeste da Asia, desde a Arabia oriental até o
leste das Filipinas, e do sul do Himalaia até a Indonésia e norte da Australia. Evidéncias
sugerem que a Provincia de Yunnan, no centro-sul da China, teria grande importancia para o
género devido a diversidade das espécies ali encontradas e ao sistema de rios que poderiam ter
facilitado a disperséo para o sul (DAVIES & ALBRIGO, 1994).

As principais variedades de citros do Brasil e no mundo foram originadas por
mutacdes espontaneas ou por selecdo de plantas individuais, sendo poucas as cultivares
originadas de programas de melhoramento por hibridagdo (SCHWARZ, 2006). O Banco
Ativo de Germoplasma de Citros (BAG-Citros) do Instituto Agronémico (IAC) apresentou no
ultimo levantamento aproximadamente 1.700 diferentes acessos de citros, sendo 650 destes,
representados por variedades de laranjeiras doces. Este BAG apresenta atualmente sete
acessos de laranjeiras Folha Murcha (FM) com diferentes origens, provavelmente obtidas de
mutacdes espontaneas em pomares das variedades ‘Valéncia e Natal’.

A laranjeira FM é um gendtipo brasileiro (HODGSON, 1967), tendo sua origem
relatada a partir de uma mutacdo espontanea em um pomar citricola por volta da década de
1940, no municipio de Araruama/RJ, tendo sido observado pela primeira vez por um dos
membros da familia Oliveira Carvalho, citricultores desta regido (CAMPELDO et al., 1972). O
nome Folha Murcha foi dado pela sua caracteristica mais marcante, a presenca das folhas
permanentemente enroladas, mesmo nos periodos de chuva e em solo imido (ARAUJO &
VASCONCELGOS, 1974).

A laranjeira FM avaliada por PAIVA et al. (1993) possui frutos de formato esféricos,
com diametro transversal semelhante ao diametro longitudinal, ligeiramente maiores do que
0s da ‘Péra Rio’, mas menores do que os da ‘Valéncia’. Apresentam leve sinal da coroa e néo
apresentam resto estilar. Pedunculo grosso e insercdo reintrante. Apresentam ombro espesso,
com cavidades secretoras salientes, tecido que depleciona rapidamente com a abscisdo do
pedunculo. Na regido mediana, a epiderme diminui de espessura, tornando-se gquase sem
albedo na extremidade apical. Apresentam, em média, menos de quatro sementes grandes por
fruto. A poupa possui textura fina, suco de facil extragdo, com cor semelhante ao da ‘Péra
Rio’, ¢ sabor da ‘Seleta do Rio’ (PAIVA et al., 1993). HODGSON (1967) j& havia relatado
em estudos com um gendtipo FM que seus frutos demonstram uma cor alaranjado-amarelada,

com tendéncia de reverdecimento e maturacgdo tardia, sendo ricos em vitamina C, possuindo



ainda vitaminas A e as do complexo B, além de sais minerais, principalmente célcio, potassio,
sodio, fosforo e ferro.

PAIVA et al. (1993) relataram, em estudos com laranjeiras FM enxertadas sob
limoeiro ‘Cravo’ e mantidas no Banco Ativo de Germoplasma da Estacdo Experimental de
Limeira, que estas plantas possuiam porte pequeno (1,80 a 2,00 m) possibilitando o plantio
adensado, sendo moderadamente vigorosas, eretas com ramos grossos e folhas verde-escuras
enroladas e aromaticas, com flores pequenas e brancas, muito procuradas pelas abelhas
meliferas.

O porta-enxerto mais utilizado para a laranjeira Folha Murcha ¢é o limoeiro ‘Cravo’,
por influenciar boas caracteristicas agrondémicas a copa, como produtividade e qualidade de
fruto; porém, pode apresentar suscetibilidade & gomose, ao declinio e vulnerabilidade a morte
stbita (FEICHTENBERGER, 1988; MULLER et al., 2002). Resultados de pesquisas em
relacdo a producdo indicam porta-enxertos alternativos para a laranjeira Folha Murcha no
Estado de Sdo Paulo, como o limoeiro ‘Volkameriano’ (STUCHI et al., 2000), e para o
Estado do Rio de Janeiro, a tangerineira ‘Sunki’, os limdes ‘Volkameriano’, ‘Mazoe’,
‘Rugoso da Flérida’ e ‘Bandhuri’ (BARROS et al., 1998).

Seria importante definir o motivo pelo qual as laranjeiras FM produzem as folhas
permanentemente enroladas; se isto ocorre em todas as condi¢Bes de cultivo, isto €, sob
condicdes de baixa e/ou alta luminosidade e disponibilidade hidrica, e se esta caracteristica

pode conferir as plantas maior resisténcia a seca.

2.2 Anatomia das Folhas de Laranjeiras Doces

As folhas de laranjeiras doces possuem células do parénquima palicadico largas, os
elementos do xilema estdo arranjados compactamente e os feixes vasculares sdo circundados
por uma camada de fibras periciclicas (REED & DUFRENOQY, 1935). WEBBER &
FAWCETT (1935) observaram que o parénquima palicadico é constituido de duas a trés
camadas de células alongadas, enquanto que o parénquima esponjoso possui maior nimero de
células por camada com formas regulares e grandes espacos intercelulares. A epiderme da
face adaxial é coberta por uma camada grossa de cuticula e a epiderme da face abaxial é
caracterizada pela presenca dos estdbmatos (SCHNEIDER, 1968), sendo o numero de
estomatos maior em plantas localizadas em ambientes quentes (ERICKSON, 1968) e o
tamanho destes, variavel entre os genotipos (TURRELL, 1947).



A sustentacdo das folhas pode ocorrer de duas formas principais: pelo turgor das
células ou pelo espessamento das paredes celulares. Quando as células estdo turgidas, as
folhas sdo sustentadas pela propria pressao celular e, quando estas células murcham, pode-se
observar uma curvatura das folhas, provando que a pressao de turgor é capaz de sustentar os
tecidos. Na sustentacdo em razdo do espessamento das paredes celulares, proporcionado pelos
tecidos de sustentacdo colénquima e esclerénquima, ao contrério da sustentacdo pela pressao
de turgor, o espessamento ndo é dependente das condi¢cBes de umidade do solo ou do ar,
sendo eficaz mesmo em condicdo de deficiéncia de agua. O espessamento das paredes
celulares levou as plantas a desenvolverem tecidos especializados em sustentacdo, otimizando
assim o sistema e melhorando a adaptabilidade das plantas; entretanto, este mecanismo é
dependente da intensidade luminosa (CASTRO et al., 2009).

BRONZI (1981) verificou que as células epidérmicas adaxiais da folha na laranjeira
FM sdo mais largas que as células epidérmicas abaxiais e esta caracteristica pode estar
relacionada ao enrolamento das folhas ja que as células abaxiais em maior nimero continuam
a se desenvolver ap0s as células da epiderme adaxial terem cessado seu desenvolvimento. Ja
CAMPELDO et al. (1972) fizeram estudos morfoldgicos da folha e da flor, concluindo que a
laranja FM apresenta caracteristicas semelhantes as das demais laranjeiras da espécie.
Observacgdes visuais prévias mostraram que as folhas do interior do dossel vegetativo dos
genotipos FM ndo enrolam.

Alguns ambientes com excesso de luz podem provocar mudancas na anatomia das
folhas, as quais tendem a se adaptar as condi¢cdes a que estdo expostas para manterem suas
funcdes. Da mesma forma, como pode haver variacdo anatdmica em folhas de uma espécie
exposta a diferentes intensidades de luz, também ha variacdo nas folhas de uma mesma planta
em funcdo dos diferentes regimes luminosos a que estdo expostas quanto a intensidade e
qualidade da radiacdo (CASTRO et al., 2009).

SILVA et al. (2009) realizaram um estudo anatomico de folhas de uma linhagem de
milho com folhas enroladas, para entender os mecanismos da estrutura interna das folhas
envolvidas com o enrolamento das folhas em comparagcdo com uma outra linhagem com
folhas normais. Como resultado, verificou-se a existéncia de um maior nimero e maior
tamanho das células buliformes nas plantas de folhas normais, maior espessura de fibras de
esclerénquima, cuticula mais espessa e mesofilo menos espesso que as plantas com folhas
enroladas. Dessa forma, concluiu-se que a reducdo nas celulas buliformes e fibras mais
espessas de esclerénquima parecem estar relacionadas com o mecanismo de enrolamento das

folhas na linhagem folha murcha de milho, aléem de se considerar que a caracteristicas folha



enrolada pode estar relacionada com a preservacdo de agua nessa linhagem, se constituindo

num potencial para a utilizagdo no melhoramento de milho para ambientes mais secos.

2.3 Deficiéncia Hidrica e Processos Fisiologicos Relacionados

A ocorréncia de déficit hidrico em plantas cultivadas afeta o crescimento e o
desenvolvimento das culturas em todo o mundo (SANTOS & CARLESSO, 1998), existindo,
portanto, um conflito entre a conservacao da agua pela planta e a taxa de assimilacdo de CO,
para producdo de carboidratos (TAIZ & ZEIGER, 2009). O déficit hidrico provoca alteracGes
no comportamento vegetal cuja irreversibilidade vai depender do gendtipo, da duragdo, da
severidade e do estddio de desenvolvimento da planta (SANTOS & CARLESSO, 1998).
Segundo ISHIDA et al. (2002) a sobrevivéncia e o crescimento das espécies submetidas a
diferentes condicdes hidricas do solo devem-se a alteragdes em caracteristicas anatbmicas e
fisiol6gicas ou adaptacfes metabdlicas das plantas.

A diminuicdo do conteido de agua no solo afeta acentuadamente alguns processos
morfofisioldgicos, enquanto que outros sdo relativamente insensiveis (SANTOS &
CARLESSO, 1998). O efeito do déficit hidrico sobre a producdo das culturas esta vinculado
ao periodo de ocorréncia durante o desenvolvimento das plantas (KELLING, 1995). A
extensdo dos efeitos do déficit hidrico nas espécies vegetais depende da sua intensidade e da
duracdo, assim como da capacidade genética das plantas em responder as mudancas do
ambiente (CHAVES, 1991). O desenvolvimento de mecanismos de adaptacdo das plantas é
influenciado pelo nivel de CO,, pela radiacdo solar, temperatura e umidade relativa do ar
(GRANT, 1992).

As respostas mais evidentes das plantas ao déficit hidrico consistem no decréscimo da
da area foliar, no fechamento estomatico, na aceleracdo da senescéncia e na abscisdo foliar
(McCREE & FERNANDEZ, 1989; TAIZ & ZEIGER, 2009). Segundo BOSABALIDIS &
KOFIDIS (2002) plantas submetidas a restricdo hidrica podem adquirir mecanismos
morfolégicos e fisioldgicos, por meio de mutagdes, que possibilitem sua sobrevivéncia, como
reducdo do tamanho e capacidade de enrolamento da folha, alta densidade de tricomas,
estdmatos profundos, acimulo de mucilagem e outros metabolitos secundarios e aumento da
compactacdo do mesofilo.

Sabe-se que a reducdo da exposicdo da &rea foliar pode ser ocasionada pelo
enrolamento das folhas, podendo reduzir a fotossintese (BERGAMASCHI, 1992). Entretanto,
a laranjeira Folha Murcha (FM) apresenta enrolamento do limbo foliar em condigGes



ambientais normais sem, aparentemente, apresentar reducoes de desempenho fotossintético, o
gue pode ser uma excelente fonte de germoplasma para o0 melhoramento para ambientes mais
Secos.

A limitacdo na area foliar pode ser considerada como uma primeira reacdo das plantas
em relacdo ao déficit hidrico (TAIZ & ZEIGER, 2009). A area foliar é um importante fator da
producdo e determina o uso da &gua pelas plantas e seu potencial de produtividade é
severamente inibido quando exposta a déficit hidrico (FERNAANDEZ et al., 1996). A
reducdo na area foliar, em situacdes de déficit hidrico, estd associada, usualmente, ao
desenvolvimento foliar das plantas, podendo estar relacionada com a pequena reducdo no
tamanho das folhas individuais ou com a menor producdo de folhas (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Além de provocar acentuada senescéncia foliar, a deficiéncia hidrica também causa
restricdo no surgimento de novas folhas, sendo o grau dessas alteracfes decorrentes da
intensidade do déficit hidrico e dependente dos genoétipos estudados (HALIM et al., 1989). A
area foliar € um bom indicador do efeito da seca, pois o crescimento celular € muito sensivel
ao déficit hidrico no ar e no solo, causando a paralisagdo do crescimento de folhas
(COSGROVE, 2000). A inibicdo do desenvolvimento das folhas em condicdes de baixa
disponibilidade hidrica também reduz a fixacdo total de CO, pelas plantas (BARLOW, 1986).

Além de ser necessaria ao crescimento das células, a 4gua também é um elemento
essencial para a manutencdo da turgescéncia nas células e tecidos. A importancia da
manutencdo do turgor nas células permite a continuidade dos processos de crescimento
vegetal, expansdo, divisdo celular e fotossintese, e adia a desidratacdo dos tecidos, podendo
essas reservas serem usadas em periodos posteriores do ciclo (SANTOS & CARLESSO,
1998). O controle da perda de 4gua em condi¢des de deficiéncia hidrica € dado através de
modificacdes anatbmicas e fisiologicas e de ajustes metabolicos, que visam um equilibrio
osmotico celular. O acimulo de certos metabdlitos proporciona as plantas uma diminuicédo do
potencial osmético por meio de um aumento liquido nos solutos intracelular, auxiliando na
manutencdo do turgor e sustentando a elongacdo e expansdo celular de regibes em
crescimento (SPOLLEN & NELSON, 1994).

O menor crescimento de plantas submetidas ao déficit hidrico tem sido relacionado
primariamente a perda de turgor celular e, por conseguinte, a alteragdes no ajustamento da
parede celular e aumento passivo da concentracdo de solutos (HART & GREER, 1988).
Distarbios nas fungdes celulares ocorrem posteriormente, levando a diminuicdo na atividade
celular, ao desarranjo estrutural e a perda de fungdes fisiologicas das membranas (PAIVA &

OLIVEIRA, 2006). A expansdo da célula é o processo da planta mais sensivel ao déficit



hidrico (PAEZ et al., 1995). Outros efeitos do déficit hidrico incluem a redugdo no
desenvolvimento das células, na expansédo das folhas, transpiracdo e redugdo na translocacao
de assimilados (HSIAO, 1973). Segundo BALL et al. (1994) e HERRERO & JOHNSON
(1981), em condicdes de déficit hidrico, hd um acentuado declinio na expansédo das folhas de
algodéo e de milho, respectivamente. CARLESSO (1993) demonstrou a influéncia do déficit
hidrico no enrolamento da folha de milho e na redu¢éo da elongagdo da mesma.

As alteragOes no ajustamento da parede celular limitam a capacidade de extenséo do
tecido pelo enrijecimento dos mesmos, podendo ocasionar restricdes no crescimento de raizes,
caules e folhas. Tal enrijecimento da parede celular aumentaria a capacidade das células em
determinaria menor &rea foliar em condi¢des de seca (NEUMANN, 1995).

Plantas expostas ao estresse hidrico exibem, frequentemente, respostas fisioldgicas
que resultam indiretamente na conservacao da agua (McCREE & FERNANDEZ, 1989). A
profundidade, a densidade e o crescimento em extensdo do sistema radicular, assim como a
parte aérea da planta, caracterizam a habilidade das plantas em manter um equilibrio
morfologico e fisiolégico, mesmo em condicdes de deficiéncia hidrica, para suprir a demanda
da evapotranspiracdo (CARLESSO, 1995). Plantas adaptadas a seca apresentam mecanismos
de tolerdncia a baixa disponibilidade de &gua, sendo estes essenciais para manter o
metabolismo vegetal em niveis adequados e permitir o crescimento e desenvolvimento das
plantas (KRAMER, 1980). Segundo CHAVES & OLIVEIRA (2004), as plantas submetidas a
condicdes de baixa disponibilidade hidrica apresentam reducdo da area foliar exposta. Mesmo
utilizando-se de tais estratégias morfoldgicas para evitar os efeitos negativos da deficiéncia
hidrica, as plantas apresentam decréscimos significativos na producédo de fitomassa (TAIZ &
ZEIGER, 2009).

Com relacdo aos aspectos fisioldgicos e morfologicos de plantas mantidas em restricao
hidrica, verifica-se que o crescimento em expansdo € mais sensivel do que a atividade
fotossintética no inicio da restricdo, sendo essa situacdo motivada pela maior sensibilidade do
alongamento celular quando comparado as respostas estomaticas (HSIAO, 1973). O déficit
hidrico reduz a captacdo de CO, e a sua difuséo para a folha, além de reduzir a concentracdo
desse gas nos espacos intercelulares (LOPEZ et al., 1988). O déficit hidrico pode afetar a
utilizacdo de carboidratos, por alterar, basicamente, a eficiéncia com que os fotoassimilados
sdo convertidos para o desenvolvimento de partes novas na planta (JORDAN, 1983). O déficit

hidrico ocasiona mudangas na parti¢cdo dos carboidratos no interior da planta, condicionando



as plantas a desenvolverem mecanismos de adaptacdo e resisténcia (SANTOS &
CARLESSO, 1998).

De acordo com LEVITT (1980), a folha é o 6rgdo da planta mais passivel de resposta
as condi¢cdes ambientais, pois nela sdo mais claramente refletidos os efeitos do estresse por
condi¢cdes ambientais ou heterogeneidades. As taxas de assimilacdo e respiracdo, reguladas
por hormdnios e movimentos induzidos pelo meio ambiente, comecam na folha e s6 podem
ser feitos quando solo e clima ndo impedem estas fungdes (VARESCHI,1992). Durante o
déficit hidrico, os diversos ajustamentos fisiologicos da planta determinam as respostas
adaptativas na estrutura interna e externa, porém essas respostas sofrem variaces de acordo
com a espécie, a cultivar, o estado de desenvolvimento das plantas e duracdo com a
intensidade do déficit hidrico. As plantas tém capacidade de resistir a periodos de déficit
hidrico, procurando utilizar mecanismos que reduzam a perda de agua (LEVITT, 1980). As
alteracdes anatdmicas decorrentes do déficit hidrico geralmente estdo envolvidas na protecao
das plantas contra a perda de dgua para 0 ambiente, na desseca¢do das células corticais e na
manutencdo da conducdo de agua no xilema (LO GULLO et al., 1995; PITMAN et al., 1983),
como por exemplo as alteracGes de abertura estomatica, que minimizam as perdas de agua por
transpiracdo (FRANCA et al., 2000).

O déficit hidrico afeta o crescimento vegetativo de laranjeiras assim como a producao
e qualidade dos frutos (GOELL et al., 1981; HILGEMAN & SHARP, 1970). As informac6es
referentes aos efeitos do déficit hidrico sobre os processos fisiolégicos e bioquimicos da
fotossintese nas laranjeiras sdo limitadas. O entendimento do déficit hidrico sobre esses
processos podera ajudar a identificar problemas criticos na area de citricultura para estudos
posteriores (LLOYD et al., 1987). Toda informacdo é importante nas estratégias de manejo
hidrico para o desenvolvimento das plantas citricas e na identificacdo e/ou desenvolvimento
de novas cultivares de laranjeiras altamente eficientes no uso da dgua (VU & YELENOSKY,
1988). Segundo TAYLOR & WILLATT (1983) a eficiéncia do uso da agua pelas plantas
varia entre as espécies no mesmo ambiente e entre diferentes condi¢Bes climéaticas em uma
mesma cultura. O aumento na eficiéncia do uso da agua pelas plantas visa otimizar as praticas
de manejo e proporciona melhor entendimento dos efeitos do estresse hidrico no crescimento

e na producdo de massa seca (GOMIDE et al., 1998).



2.4 Caracteristicas Genéticas das Laranjeiras Doces

As plantas citricas geralmente sdo dipldides, com 2n = 2x= 18 cromossomos, mas
também ocorrem plantas triploides, com 2n = 3x = 27 cromossomos, e tetrapldides, com 2n =
4x= 36 cromossomos (GUERRA et al., 1997). As plantas do género Citrus apresentam alta
variabilidade genética, relacionada ao grande nimero de unidades taxondmicas (espécies e
hibridos) e a ocorréncia de mutacdes sométicas (COLETTA FILHO et al.,, 1998).
VASCONCELLOS et al. (1975), estudando a composicdo cromossémica de laranjeira FM,
constataram que 0 nUmero basico de cromossomos deste genétipo era n = 9, nimero
caracteristico do género Citrus.

Sabe-se que é possivel multiplicar por meio de propagacdo vegetativa plantas de
laranjeira Folha Murcha (FM). PAIVA et al. (1993) relatam terem conseguido transmitir a
caracteristica folha enrolada da laranjeira Seleta Folha Murcha para plantas in vitro, utilizando
a metodologia de micropropagagdo. O mesmo tem sido observado nos trabalhos de enxertia
com uso de borbulhas, realizados no Centro APTA Citros Sylvio Moreira/lAC e em outros
viveiros comerciais, resultando em aproximadamente 100% de transmissao da caracteristica
para as mudas comerciais. No entanto, ainda ndo se comprovou se a caracteristica folha
enrolada de todos os acessos de laranjeiras FM pode ser transferivel por meio de propagacao
assexuada em sementes, via embrionia nucelar adventicia, ou entdo, transferivel por meio de
propagacao sexual, a partir de sementes obtidas de cruzamentos controlados.

SALIBE (1987) citou ndo ter conseguido obter plantas de origem nucelar com um
genotipo de laranjeira FM ap6s a propagacao por sementes. Segundo esse mesmo autor, as
dez plantulas obtidas apresentaram folhas normais, similares a ‘Valéncia’, demonstrando que
0 genotipo pode se tratar de uma quimera periclinal com apenas uma ou duas camadas
mutadas.

O melhoramento genético de citros é uma ferramenta eficiente para resolver ou
minimizar problemas agronémicos e fitossanitarios. Buscam-se novas variedades contendo
caracteristicas desejaveis como uma maior producdo e produtividade, maior tolerancia e/ou
resisténcia as pragas e doencas, plantas com menor porte, caracteristicas morfologicas e de
qualidade nutricional adequadas de plantas, frutos e de seus produtos (sucos, 0leos, pectina),
dentre outras (MACHADO et al., 2005).

Além de gerar frutos de melhor qualidade, o melhoramento genético é uma importante
forma de garantir a produtividade e a sanidade dos pomares, sendo uma ferramenta com longo

prazo para dar resultados, mas que, no entanto, sdo permanentes (MOURAO FILHO et al.,
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2002). Para o estabelecimento de um programa de melhoramento consistente é importante que
se conheca os recursos genéticos disponiveis (BRUGNARA, 2006).

No caso especifico das laranjeiras FM, ha pouco conhecimento sobre os diversos
acessos mantidos no BAG Citros do Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC. A
caracterizacdo dos acessos em BAG através da avaliacdo das variaveis morfoldgicas,
fisioldgicas, bioguimicas e moleculares é de grande importancia para o melhoramento, uma
vez que estabelece estratégias de cruzamentos e de selecdo em programas de melhoramento
de plantas (NETTO et al., 2002). KOEHLER-SANTOS et al. (2003) verificaram que muitos
autores caracterizaram morfologicamente diferentes acessos de plantas citricas, aumentando o
namero de gendtipos utilizados em programas de melhoramento e de variedades comerciais.

As plantas de laranjeira doce apresentam sementes poliembribnicas, isto €, o0s
embrides nucelares ocorrem juntos com o0s embrides zigoticos. O embrido nucelar
(apogamico) reproduz uma planta com caracteristicas idénticas as da mée, enquanto que o
embrido zig6tico pode reproduzir uma planta com caracteristicas morfoldgicas bem diferentes
das da mae (REECE, 1967). O programa de melhoramento genético de citros tem na
poliembrionia, na alta heterozigose e no longo periodo pré-reprodutivo os principais
obstaculos a criacdo de novas variedades (SOARES FILHO et al., 2002).

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de Biotecnologia do Centro APTA
Citros Sylvio Moreira — IAC e no de Anatomia Vegetal da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

3.1 Material Vegetal
O material vegetal foi obtido de plantas adultas e mudas de sete acessos de laranjeiras

Folha Murcha (FM) e de uma planta controle (‘Péra Pirangi’), todas mantidas no Banco Ativo

de Germoplasma do Centro APTA Citros Sylvio Moreira — IAC e descritas na tabela 1.
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Tabela 1 — Material vegetal utilizado nos experimentos.

NuUmero do acesso no

BAG* Nome do acesso no BAG Origem
CN472 Laranjeira Folha Murcha Faz. Ipitangas, RJ
CN473 Laranjeira Folha Murcha Faz. Ipitangas, RJ
CN474 Laranjeira Folha Murcha Faz. Ipitangas, RJ
CN487 Laranjeira Natal Murcha 3 Desconhecido
CN489 Laranjeira Valéncia Murcha Severinia, SP
CN490 Laranjeira Natal Murcha Desconhecido
CN491 Laranjeira Natal Murcha 2 Desconhecido
CN484 Laranjeira ‘Péra Pirangi’ — Controle Desconhecido

*CN = Clone nucelar.

3.2 Caracterizacao Morfoldgica Externa dos Acessos de Laranjeira Doce

A caracterizagdo morfoldgica dos acessos foi realizada com plantas adultas, cultivadas
a campo. Cada acesso descrito na tabela 1 possuia trés plantas com idade de 19 anos, todas
cultivadas sem irrigacdo e enxertadas sobre tangerina Cledpatra. Durante dois anos (2010 e
2011), foram feitas coletas de folhas, peciolos, flores, polen, frutos e sementes para as
analises.

As amostras de folhas foram retiradas dos ramos da regido mediana da copa em todos
os lados da planta, que apresentaram crescimento no ano anterior, antes de iniciar o novo
surto de crescimento, sendo coletada a terceira folha a partir do apice do ramo. Essas amostras
foram compostas de 15 folhas de cada acesso, sendo cinco folhas por planta. Nestas, foram
avaliados o comprimento, largura natural (medida feita sem esticar o limbo foliar), largura da
folha aberta (medida feita esticando-se o limbo foliar ao maximo) e espessura do limbo foliar.
Em seguida, foi calculada a relacdo comprimento/largura da folha aberta (C/L) e o indice de
enrolamento (IE) da folha, dado pela formula: IE (%) = (largura natural da folha/largura da
folha aberta) x 100.

As amostras de peciolos foram feitas a partir das amostras de folhas coletadas, tendo,
assim, 15 peciolos de cada acesso, sendo cinco peciolos por planta. Os peciolos foram
avaliados quanto ao comprimento, largura, espessura e largura da ala. Posteriormente, foi

calculada a relagdo comprimento/largura (C/L) do peciolo.
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Para a caracterizacdo das flores, foram coletadas 10 flores de cada acesso, em um
mesmo estadio de desenvolvimento, isto €, totalmente abertas e analisadas segundo o nimero,
comprimento e largura das pétalas, didmetro do ovario, comprimento do androceu (filete e
anteras) e do gineceu (estilete e estigma), além da comprimento da flor.

As amostras de polen foram retiradas de trés botbes florais, diferentes daqueles
utilizados para a caracterizagdo das flores, que também estavam no estadio de inicio da
abertura, momento este em que 0s grdos de polen se encontram mais viaveis e que ainda ndo
houve contaminacdo com gréos de poélen de outras flores. Foram avaliadas as taxas de
viabilidade e de germinacédo dos graos de polen.

A viabilidade dos grdos de polen foi obtida através da coloragdo dos mesmos com
solucdo de carmim acético a 2%. Para fixagdo do material, as anteras foram coletadas com o
auxilio de uma pincga, colocadas em tubos com 100 pL da solucdo fixadora de etanol:acido
acetico (3:1) e agitadas para liberacdo dos grdos de polen. Posteriormente, foi retirada uma
gota da solucdo contendo gréos de pdlen, colocada na lamina e corada com duas gotas de
solucdo de carmim acético. Os graos de pélen viaveis (coloridos) e inviaveis (vazios e sem
coloracdo) foram contados com auxilio de microscopio Otico, seguindo metodologia
apresentada por MOREIRA & GURGEL (1941), sendo o resultado expresso em
porcentagem.

A taxa de germinacdo dos grdos de pdélen foi obtida por meio da contagem dos
mesmos germinados apos 24 horas em meio de cultura, utilizando-se o meio citado por PIO et
al. (2007). O meio de cultura foi distribuido em placas de Petri e mantido em camaras de
crescimento a 25 °C, por 24 h no escuro. Apos esse periodo, foram contados 100 grdos de
polen de cada amostra, com auxilio de microscépio 6tico, registrando o nimero de graos de
polen germinados e os ndo germinados. O resultado foi expresso em porcentagem (%).

Para a caracterizacdo dos frutos, foram coletadas amostras de dez frutos de cada
acesso para a avaliacdo do comprimento, largura e peso dos frutos, espessura do albedo,
nimero de gomos e numero de sementes, sendo também calculada a relacéo
comprimento/largura (C/L) do fruto.

Um total de 25 sementes foram extraidas de dez frutos de cada acesso e avaliadas
quanto ao comprimento, largura, formato (IPGRI, 1999) e peso da semente e numero de
embrides por semente, pelo método de contagem de cotilédones nas sementes. Em seguida,
também foi calculada a razdo entre comprimento e largura das sementes (C/L). A taxa de

poliembrionia das sementes de cada acesso foi determinada em porcentagem, calculando-se a
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razdo entre o nimero de sementes poliembridnicas (com mais de um embrido na semente) e o
total de sementes avaliadas, segundo a metodologia proposta por MOREIRA et al. (1947).

Os dados analisados foram obtidos através das médias dos resultados das
caracterizacdes realizadas em dois anos (2010 e 2011), sendo realizada uma anélise estatistica
conjunta para folhas, peciolos, flores, frutos e sementes, com a padroniza¢do do numero de
repeticBes (n = 10) e andlise estatistica separada para polen devido ao nimero de repeticdes
igual a dois. Os dados foram submetidos & analise multivariada para estudo de similaridade
entres 0s acessos e importancia de caracteres, a fim de estabelecer as correlaces existentes
entre 0s acessos ao nivel de 1% e 5% de significancia, utilizando o programa GENES (CRUZ,
2006).

Ainda utilizando esse programa, foi realizada uma analise de agrupamento, utilizando
a distancia de Mahalanobis, para quantificar as distancias (dissimilaridades) entre os acessos,
possibilitando o agrupamento direto por Tocher e 0 método de agrupamento de ligacdo média
entre grupos (UPGMA), para agrupar os acessos a partir da distancia média, sendo este
resultado expresso na forma de dendrogramas. Apos essas andlises, foi feito o descarte das
variaveis que menos contribuiram para o agrupamento dos acessos, sendo realizada uma nova
analise multivariada para verificar se a distribuicdo e o numero dos grupos ndo foram

alterados.

3.3 Transmissdo Sexual ou Apomitica da Caracteristica Folha Enrolada

Um estudo da capacidade de transferéncia da caracteristica folha enrolada aos clones
nucelares e as plantas hibridas intraespecificas foi realizado. Para tal, foram obtidas cinquenta
plantas nucelares de cada um dos sete acessos (Tabela 1) a partir de sementes germinadas em
substrato, sementes estas obtidas de frutos de polinizacdo livre. No momento da instalacao
deste experimento, as cinquenta plantas de cada acesso apresentavam quatro anos de idade,
eram mantidas em sacolas de 4 L e em casa de vegetacao.

A verificacdo da capacidade de transferéncia da caracteristica folha enrolada, aos
clones nucelares, foi realizada por meio da analise visual das folhas das plantas, verificando-
se a presenca ou auséncia da caracteristica folha enrolada e pela determinacdo do indice de
enrolamento foliar, utilizando a formula citada anteriormente (item 3.2).

A capacidade de transferéncia da caracteristica folha enrolada por meio de
cruzamentos controlados foi determinada durante a avaliagdo de 10 plantas de duas

populacdes hibridas intraespecificas cada. As plantas hibridas foram obtidas a partir dos

14



cruzamentos citados na tabela 2 e apresentavam trés anos de idade. As plantas eram mantidas
em sacolas de 4 L e em casa de vegetacdo. A caracteristica folha enrolada foi avaliada da
mesma forma que citado no experimento anterior, verificando-se a presenca ou auséncia da
caracteristica folha enrolada e pela determinacéo do indice de enrolamento das folhas.

O delineamento estatistico experimental foi o inteiramente casualizado com dez
repeti¢des. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e a comparagdo de
médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico
SISVAR (FERREIRA, 2000).

Para a confirmacdo da origem genética das plantas utilizadas nestes dois experimentos
foi determinado o perfil molecular de cada amostra (planta) utilizando-se a técnica de PCR
com uso de marcadores moleculares TRAPs — Target Region Amplification Polimorphism
(HU & VICK, 2003).

Tabela 2 — Populagdes de plantas hibridas intraespecificas de laranjeira doce.

Cruzamentos Numero de
(Genitores Masculino x Feminino) plantas
Laranjeira Natal Murcha 3 (CN487) x Laranjeira Péra-de-abril (CN148) 155
Laranjeira Folha Murcha (CN472) x Laranjeira Péra-de-abril (CN148) 58

O DNA genoémico foi extraido de folhas frescas das plantas das duas progénies
(nucelares e hibridas) e respectivos parentais, de acordo com a metodologia descrita por
MACHADO et al. (1996).

Os primers fixos de marcadores moleculares TRAPs utilizados foram desenhados a
partir dos genes diferencialmente expressos detectados nos trabalhos com hibridizacdo in
silico a partir da identificacdo da sequéncia no CitEST (Citrus EST) (CRISTOFANI-YALY et
al., 2007), cujas sequéncias estdo citadas na tabela 3.

Os primers arbitrarios foram escolhidos de acordo com o citado por LI & QUIROS
(2001) (Tabela 4).

Foram utilizadas as seguintes combinacfes de pares de primers (06F/P2, 08F/P3 e
09F/P4). As reacdes de amplificagdo foram conduzidas a um volume final de 15 pL. com os
seguintes componentes: 1 puL. da amostra de DNA (50 ng), 1,5 uL do tampao de reacdo 10 X,
1,5 uL de MgCl; (25 mM), 1 4L de ANTPs (5 mM), 10 uM dos primers arbitrarios ¢ 10 uM

dos primers fixos e 1,5 U de Tag DNA polimerase. A reacdo de PCR foi realizada com
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temperatura de desnaturacdo do DNA a 94 °C por 2 min. A seguir, 5 ciclos a 94 °C por 45 s,
35 °C por 45, e 72 °C por 1 min, seguido de 35 ciclos a 94 °C por 45 s, 50 °C por 45 s, e 72
°C por 1 min e uma etapa de extensdo a 72 °C por 7 min.

Tabela 3 — Sequéncias de primers fixos utilizados para amplificar marcadores TRAPS nas

plantas das duas progénies (nucelares e hibridas) e respectivos parentais.

Primers Gene Nomenclatura Seqiiéncia (5°—>3’)
Chlorophyll a/b-

hior : 06F TGGCAGCATCGTCAACT
binding protein
Primers Fixos  Viraculin- like 08F GTGGCGAATTTTGACTGT
protein 2
DNAJ 09F GGGCGGTGATCCTGAGAA

Tabela 4 — Sequéncias de primers arbitrarios utilizados para amplificar marcadores TRAPS

nas plantas das duas progénies (nucelares e hibridas) e respectivos parentais.

Primers Nomenclatura Sequéncia (5°—>3”)
P2 GACTGCGTACGAATTTGC
Primers Arbitrarios P3 GACTGCGTACGAATTGAC
P4 GACTGCGTACGAATTTGA

Para a eletroforese dos produtos amplificados primeiramente foi realizada a
desnaturacdo da amostra com a adicdo de mesmo volume de tampdo de carregamento, a
amostra amplificada. O tampéo de carregamento era composto de formamida (a 99,8%), 0,2%
de EDTA 0,5M, pH 8,0 e 0,05% azul de bromofenol. A desnaturacdo da amostra foi realizada
em termociclador a 94 °C, durante 3 min. Uma aliquota de 5 pL foi aplicada no gel de
sequenciamento (poliacrilamida 6%).

A eletroforese foi conduzida a 75 W por 2,5 h em cuba vertical para eletroforese de
acidos nucléicos, tipo Sequi-Gen System da Bio Rad, sendo o gel corado com solucdo de
nitrato de prata, de acordo com o metodo descrito por CRESTE et al. (2001).

O perfil molecular de cada planta foi comparado com o da sua respectiva planta-mae.
Foram consideradas como progénies FM nucelares as que possuiam padrdo de bandas de

DNA idéntico ao da respectiva planta méde. Por outro lado, as plantas que apresentaram
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diferencas no padrdo de bandas em mais de uma combinacdo de primers TRAPs, foram

consideradas como tendo origem zigdtica.

3.4 Acumulo e Alocacdo de Massa Seca e Eficiéncia do Uso da Agua de Laranjeiras

Doces

Plantas de laranjeira Folha Murcha CN472; CN489 e CN491 e de laranjeira ‘Péra
Pirangi’ CN484 (Controle) foram obtidas através de enxertia sobre limoeiro ‘Cravo’. Apos o
estabelecimento das plantas, as mesmas foram transplantadas em vasos de 7 litros contendo
mistura de solo e substrato Plantmax® (1:1) e mantidas em casa de vegetacdo para avaliacdo
das taxas de crescimento, através do acumulo de massa seca e da eficiéncia do uso da agua,
em duas condicBes de regime hidrico. Um total de 96 plantas foi utilizado neste experimento,
conduzidas em dois niveis de umidade no solo: 80% da capacidade de campo (CC), condicdo
sem restri¢do hidrica, e 40% da CC, condi¢do com restricdo hidrica.

Para o estabelecimento dos tratamentos com as duas disponibilidades hidricas (40% e
80% da CC), o solo foi irrigado previamente até o conteddo de agua atingir a CC e pesado.
Em seguida, este solo foi colocado em estufa com circulagcdo mecanica de ar (modelo 320/5
MP), a 70 °C, até estabilizacdo do peso, obtendo-se a capacidade de reten¢do de agua do solo,
calculada pela diferenca entre o peso do solo saturado e o peso do solo seco. Desta capacidade
de retencdo de agua foram retirados 20% para se chegar a quantidade de 80% da CC,
garantido a primeira condicdo de disponibilidade hidrica, e 60% para os tratamentos que
deveriam ser mantidos a 40% da CC. Apo6s o solo ter alcancado 80% da CC, este nivel foi
mantido através da reposicdo de agua a cada dois dias, com volume determinado pela
diferenca de massa do conjunto solo-planta-agua. O mesmo ocorreu com o tratamento de 40%
da CC.

As avaliacBes foram realizadas a 0 e 90 dias ap6s a umidade do solo alcancar 40% e
80% da CC. Em cada avaliacdo, plantas de cada acesso submetidas aos dois regimes hidricos
foram avaliadas para os seguintes parametros: massa fresca de caules, folhas e raizes, obtidas
pelo peso destes segmentos antes de serem colocados na estufa, e massa seca desses obtidas
apos estabilizacdo do peso em estufa com circulagdo mecanica de ar a 70 °C. A reposicdo de
agua, realizada em cada tratamento em dias alternados, foi medida possibilitando o registro da
quantidade de &gua aplicada (AA) durante os 90 dias de avaliacbes. Em seguida, foram
estimadas a taxa de crescimento (TC), expressa em g.dia™, e a eficiéncia do uso da &gua

(EUA), expressa em g MS.g AA™, de cada acesso, conforme as férmulas: TC = (massa seca

17



final — massa seca inicial)/nimero total de dias e EUA = (massa seca final — massa seca
inicial)/agua adicionada.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 4 x 2 e
oito repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANAVA) e a comparagado
de médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 2000).

3.5 Diferencas na Anatomia Foliar de Laranjeiras Doces

Plantas dos acessos de laranjeira Folha Murcha CN472 e CN487 e de laranjeira ‘Péra
Pirangi’ CN484, obtidas através de enxertia sobre limoeiro ‘Cravo’ ¢ mantidas em casa de
vegetacdo, foram podadas a + 40 cm de comprimento mantendo o ramo principal. Em
seguida, foram submetidas a dois tratamentos compostos por niveis de luminosidade: 100%
de incidéncia de luz solar e 100% de escuro, sem incidéncia de luz solar.

Apo6s 180 dias, foram coletadas a terceira e quarta folhas de ramos novos de trés
plantas de cada tratamento. Estas folhas foram fixadas em F.A.A. 70% (Formaldeido, &cido
acetico glacial e etanol 70%, na propor¢do de 0,5:0,5:9,0) por 72 h, sendo posteriormente
armazenadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940).

Foram realizados sec¢fes paradérmicas na regido mediana de cada uma das folhas
coletadas, utilizando-se ldamina de aco, e sec¢des transversais da regido mediana de cada uma
das folhas, utilizando-se um micrétomo de mesa modelo LPC. As seccdes foram clarificadas
com hipoclorito de sédio 50% (comercial) durante 10 minutos, lavados em &gua destilada por
duas vezes durante 10 minutos, corados com solucdo de safranina 1% para as seccoes
paradérmicas e com solucdo de safrablau (safranina 1% e azul de astra 0,1%, na proporc¢éo de
7:3) para as seccOes transversais (KRAUS & ARDUIN, 1997), sendo posteriormente
montados em ldmina e laminula com &gua glicerinada (1:1) e selagem das laminas com resina
de nitrocelulose.

As laminas foram observadas e fotografadas em microscopio éptico modelo Olympus
BX 60 acoplado a camera digital Canon A630. As imagens foram analisadas em software para
analise de imagens UTHSCSA Imagetool, com a medigédo de cinco campos por repeti¢do para
cada variavel analisada.

As varidveis avaliadas foram numero de estdmatos (NE), nimero de células
epidérmicas (NCE), diametro polar dos estdmatos (DP), diametro equatorial dos estbmatos

(DQ), numero de camadas do colénquima (NC), espessura do colénquima (EC), numero de
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vasos do xilema (NX), didametro dos elementos traqueais do xilema (DX), espessura do
floema (FL), area de fibras da nervura central (FIB), espessura da cuticula face adaxial
(CTAD), espessura da cuticula face abaxial (CTAB), espessura da epiderme da face adaxial
(EAD), espessura da epiderme da face abaxial (EAB), espessura do parénquima palicadico
(PPa), espessura do parénguima esponjoso (PE), comprimento total do limbo foliar (COMP).
Ainda foram calculados o indice de enrolamento (IE), como citado no item 3.2, a densidade
estomética (DE), expressa em estdbmatos mm? o indice estomético (IES), dado em
porcentagem; e a funcionalidade estomatica (FUN) segundo CASTRO et al. (2009) e o indice
de vulnerabilidade de Carlquist (IVC) para o xilema segundo CARLQUIST (1975) e
CASTRO et al. (2009), conforme as formulas: DE = numero de estdmatos/area, IES =
[nimero de estdmatos/(nimero de estdmatos + numero de células epidérmicas)] * 100, FUN
= diametro polar dos estdmatos/diametro equatorial dos estbmatos e IVC = didmetro dos
vasos do xilema/nimero de vasos do xilema.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 2
com dezoito repeti¢Oes, sendo avaliados 15 campos por folha por tratamento. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANAVA) e a comparacao de médias foi feita pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2000).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao Morfoldgica Externa dos Acessos de Laranjeira Doce

O resumo das analises de variancias univariadas para os 31 caracteres estudados,
envolvendo os oito acessos de laranjeiras doces, esta indicado na tabela 5. Constatou-se uma
boa precisdo experimental, medida através de coeficientes de variacdo, com excecdo dos
parametros de largura da ala do peciolo (variacdo de 26,90%), nimero de sementes do fruto
(variacdo de 26,73%) e numero de embrides da semente (variacdo de 21,49%). Desse modo,
foi possivel detectar diferengas significativas (P < 0,01) para boa parte dos caracteres
analisados, com exce¢do da largura do peciolo, espessura e nimero de gomos dos frutos,
numero de pétalas e didmetro do ovario das flores e peso, comprimento e relacéo

comprimento/largura das sementes.
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Tabela 5 — Resumo das analises de variancia univariadas de 31 caracteres avaliados em oito

acessos de laranjeira doce.

Variaveis® QM Média Erro CV (%)
C (cm) 1,85%* 7,05 0,57 10,73
LFA (cm) 0,40* 3,70 0,18 11,48
COLHA LFF (cm) 2,06%* 1,71 0,11 19,00
C/L 0,07** 1,93 0,02 6,53
E (mm) 0,093** 0,54 0,01 14,43
IE (%) 2051,04** 54,41 38,10 11,34
C (mm) 25,49** 13,71 4,35 15,21
L (mm) 0,04™ 1,53 0,03 11,20
PECIOLO C/L 13,24** 9,37 1,36 12,45
E (mm) 0,14** 1,22 0,04 15,41
LA (mm) 3,24%* 3,10 0,70 26,90
P (g) 1235,87* 169,08 478,96 12,94
C (mm) 107,91** 66,62 10,87 4,95
L (mm) 43,79** 67,52 8,80 4,39
FRUTO C/L 0,39** 0,99 0,01 3,74
E (mm) 0,37" 3,57 0,17 11,64
NG 0,37™ 10,16 0,38 6,01
NS 51,13** 4,49 1,44 26,73
C (mm) 15,05%* 16,33 0,75 5,31
NP 0,04™ 4,93 0,04 4,19
CP (mm) 9,98** 15,56 0,58 4,91
FLOR LP (mm) 1,46%* 6,04 0,17 6,82
DO (mm) 0,11% 3,01 0,18 14,11
CA (mm) 14,56** 11,03 0,59 6,99
CG (mm) 2,04%* 8,11 0,23 5,87
P (9) 0,001™ 0,24 0,001 9,91
C (mm) 1,13™ 14,64 0,76 5,94
semente (MM 1,46”;* 5,31 0,17 7,68
C/L 0,19% 2,85 0,09 10,59
FS 1,86%* 4,47 0,26 11,32
NE 0,75** 2,18 0,22 21,49

°C = Comprimento; LFF = Largura da folha natural; LFA = Largura da folha aberta; E = Espessura; IE = Indice
de enrolamento foliar; C/L = Relagdo comprimento/largura; LA = Largura da ala; P = Peso; NG = NUmero de
gomos do fruto; NS = Numero de sementes do fruto; CP = Comprimento de pétalas; LP = Largura de pétalas;
CA = Comprimento do androceu; CG = Comprimento do gineceu; L = Largura; NE = NUmero de embrides. NP
= Namero de pétalas; DO = Didmetro do ovério; FS = Formato de semente. * e **Variaveis significativas a 5% e
1% de probabilidade, respectivamente. "Variaveis ndo significativas a 5% e 1% de probabilidade.
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Tabela 6 — Estatisticas descritivas e contribuicdo relativa (CR) das 31 variaveis selecionadas
para estudo da divergéncia genética de oito acessos de laranjeira doce, baseadas na distancia

generalizada de Mahalanobis.

Variaveis* Maximo Minimo CR (%)
C (cm) 7,85 6,42 12,27
LFA (cm) 3,93 3,30 4,13
LFF (cm) 2,73 1,34 6,73
FOLHA
C/L 2,06 1,82 4,37
E (mm) 0,67 0,42 2,88
IE (%) 65,61 21,78 19,92
C (mm) 17,41 12,20 2,77
L (mm) 1,60 1,40 1,55
PECIOLO C/L 11,80 8,37 0,32
E (mm) 1,42 1,07 1,25
LA (mm) 4,11 2,21 2,42
P (9) 186,56 149,49 0,31
C (mm) 73,24 63,06 1,32
L (mm) 71,25 63,85 5,31
FRUTO C/L 1,09 0,94 8,20
E (mm) 3,82 3,21 0,06
NG 10,50 9,95 0,01
NS 10,00 3,15 5,82
C (mm) 18,10 14,29 2,30
NP 5,00 4,80 0,16
CP (mm) 17,40 14,11 1,49
FLOR LP (mm) 6,75 5,59 1,38
DO (mm) 3,10 2,80 0,27
CA (mm) 12,45 8,81 3,97
CG (mm) 9,01 7,53 2,04
P(9) 0,27 0,22 1,37
C (mm) 15,70 14,00 0,58
L (mm) 6,53 5,17 4,29
SEMENTE
C/L 2,92 2,35 0,47
FS 5,00 3,55 1,12
NE 2,45 1,45 0,93

*C = Comprimento; LFF = Largura da folha natural; LFA = Largura da folha aberta; E = Espessura; IE = Indice
de enrolamento foliar; C/L = Relagdo comprimento/largura; LA = Largura da ala; P = Peso; NG = NUmero de
gomos do fruto; NS = Nimero de sementes do fruto; CP = Comprimento de pétalas; LP = Largura de pétalas;
CA = Comprimento do androceu; CG = Comprimento do gineceu; L = Largura; NE = NUmero de embrifes. NP
= Numero de pétalas; DO = Diametro do ovério; FS = Formato de semente.
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Os resultados da analise estatistica descritiva, dos caracteres avaliados, valor maximo
e minimo e a contribuicdo relativa de cada um dos caracteres quantitativos para a divergéncia
genética estdo apresentados na tabela 6. Os caracteres morfologicos com maior contribuicéo
relativa (CR) foram comprimento da folha e indice de enrolamento foliar, totalizando 32,2%
da variabilidade genética dos acessos, cuja porcentagem dos dois primeiros autovalores
acumulados é igual a 75,2%.

Na tabela 7 o método de agrupamento por Tocher é direto na distin¢do de dois grupos
divergentes, um primeiro que agrega todos os acessos Folha Murcha (FM) e um segundo com

0 acesso controle ‘Péra Pirangi’ (PP-484).

Tabela 7 — Método de agrupamento direto por Tocher para 31 variaveis morfoldgicas obtidas

pelos estudos de folhas, peciolo, flor, fruto e sementes.

Grupo Individuos
1 FM-474 FM-491 FM-490 FM-491 FM-487 FM-472 FM-489
2 PP-484

FM = Folha Murcha; PP = Péra Pirangi.

O fato de haver muitas varidveis com CR baixo, e que ndo foram significativas na
andlise univariada, esta frequentemente ligado a presenca de dados redundantes, que pouco
contribuem para o estudo da divergéncia genética (FONSECA & SILVA, 1997). Neste
sentido, como sugere o método da distancia generalizada de Mahalanobis, as variaveis:
largura da folha aberta; largura do peciolo; peso, espessura e nimero de gomos do fruto;
nimero de pétalas e diametro do ovario das flores; peso, comprimento e relagdo
comprimento/largura das sementes foram descartadas por apresentarem baixos indices de CR
(Tabela 6) e novas analises foram realizadas.

E interessante salientar que as variaveis que ndo diferenciaram significativamente (P <
0,01) entre os acessos, também ndo foram consideradas importantes na avaliacdo da
divergéncia genética entre os mesmos. E provavel que este fato tenha ocorrido porque essas
caracteristicas sdo indiretamente representadas por outras e, quando avaliadas em conjunto
pela anélise multivariada, ndo oferecem uma real contribuicdo para a descri¢do, tornando-se
dispensaveis na anélise (CASTINEIRAS, 1990). A identificacdo de variaveis redundantes é
coerente com os dados apresentados por CASTINEIRAS (1990) e RODRIGUES et al. (2002),
mas diverge dos resultados de FONSECA & e SILVA (1997; 1999).
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Na tabela 8 estd representado 0 novo agrupamento com as vinte e uma variaveis
selecionadas. Novamente os oito gendtipos foram divididos em dois grupos, nos quais apenas
0 acesso PP-484 foi diferenciado dos demais gendtipos, mostrando que 0s acessos FM séo
bem assemelhados para as variaveis em estudo. Os caracteres morfologicos com maior CR
apos o descarte das variaveis, sendo os parametros que melhor influenciaram os resultados
obtidos, apresentaram percentagem de variancia explicada igual ou superior a 70%
(CARVALHO et al., 2004). Estes caracteres foram: indice de enrolamento foliar; relacdo
comprimento/largura do fruto; largura da folha fechada; nimero de sementes, comprimento e
largura do fruto; comprimento do androceu da flor; relagdo comprimento/largura do peciolo e
espessura da folha, totalizando 73,85% da variabilidade genética dos acessos (Tabela 9). O
descarte das variaveis foi possivel e necessario, uma vez que a exclusdo destas ndo alterou o
padrdo de agrupamento anteriormente obtido (Tabela 7) e contribuiu para um melhor estudo

da dissimilaridade genética dos acessos (CRUZ, 2006).

Tabela 8 — Método de agrupamento direto por Tocher para 21 varidveis morfoldgicas,
selecionadas pela maior contribuicdo relativa na diversidade genética, obtidas pelos estudos

de folhas, peciolo, flor, fruto e sementes.

Grupo Individuos
1 FM-490 FM-491 FM-474 FM-472 FM-487 FM-473 FM-489
2 PP-484

FM = Folha Murcha; PP = Péra Pirangi.

Os dados de pélen (Tabela 10) reforcam o agrupamento obtido pelas outras variaveis
analisadas nas folhas, peciolos, flores, frutos e sementes, em que novamente 0S 0ito acessos
foram divididos em dois grupos, nos quais apenas o PP-484 foi diferenciado dos demais,
mostrando que os acessos FM séo bem assemelhados para as variaveis em estudo.

No dendrograma (Figura 1), observa-se que os acessos FM-490 e FM-491 sdo os que
possuem a maior semelhanca entre si por possuirem a menor distancia e, juntamente com o
acesso FM-474, formam o primeiro grupo. Os acessos FM-472, FM-473 e FM-487 formam
um segundo grupo por similaridade e o acesso FM-489 um terceiro grupo, sendo 0 acesso
mais divergente dentre as FM por apresentar caracteristicas diferenciadas, como maior

comprimento de fruto e um dos menores indices de enrolamento foliar. A laranjeira PP-484
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formou o ultimo grupo do dendrograma, o qual se manteve distinto dos demais grupos pelo

fato dessa variedade possuir menor semelhanga em relagéo aos demais.

Tabela 9 — Estatisticas descritivas e contribuicdo relativa (CR) das varidveis selecionadas
para estudo da divergéncia genética de oito acessos de laranjeira doce, baseadas na distancia

generalizada de Mahalanobis.

Variaveis* Maximo Minimo CR (%)
C (cm) 7,85 6,42 0,78
LFF (cm) 2,73 1,34 6,71
FOLHA C/L 2,06 1,82 2,57
E (mm) 0,68 0,42 4,39
IE (%) 65,61 21,78 25,32
C (mm) 17,41 12,20 3,37
PECIOLO C/L 11,80 8,37 4,95
E (mm) 1,43 1,07 2,48
LA (mm) 4,11 2,21 2,73
C (mm) 73,24 63,06 5,35
FRUTO L (mm) 71,25 63,85 5,17
C/L 1,09 0,94 10,38
NS 10,00 3,15 6,61
C (mm) 18,10 14,29 2,43
CP (mm) 17,40 14,11 3,70
FLOR LP (mm) 6,75 5,59 1,35
CA (mm) 12,45 8,81 4,97
CG (mm) 9,01 7,53 1,81
L (mm) 6,53 517 2,23
SEMENTE FS 5,00 3,55 1,39
NE 2,45 1,45 1,33

*C = Comprimento; LFF = Largura da folha natural; E = Espessura; IE = Indice de enrolamento foliar; C/L =
Relacdo comprimento/largura; LA = Largura da ala; P = Peso; NG = NUmero de gomos do fruto; NS = NUmero
de sementes do fruto; CP = Comprimento de pétalas; LP = Largura de pétalas; CA = Comprimento do androceu;
CG = Comprimento do gineceu; L = Largura; NE = NUmero de embrides.

A caracterizacdo dos acessos através das variaveis morfologicas € importante para
estabelecer estratégias de cruzamentos e de selecdo em programas de melhoramento de
plantas. A utilizagdo de técnicas de analise multivariada é uma das maneiras mais adequadas
de agrupar e/ou descrever um grupo de individuos considerando o conjunto de descritores

(ELIAS et al., 2007). No melhoramento de plantas, a analise de componentes principais e de
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agrupamento e a distancia de similaridade sdo as técnicas multivariadas mais utilizadas
(PERONI et al.,, 1999). Segundo esse mesmo autor, a analise da divergéncia genética
considerando a divisdo dos acessos em grupos constitui uma estratégia eficiente, com
manipulacdo mais racional e objetiva da variabilidade genética. Além disso, as informacdes
referentes a caracterizacao séo Uteis para trabalhos de melhoramento, uma vez que, permitem
escolher os progenitores mais divergentes para realizacdo de cruzamentos futuros, com maior

possibilidade de sucesso.

Tabela 10 — Método de agrupamento direto por Tocher para a variavel grdo de polen.

Grupo Individuos
1 FM-472 FM-489 FM-491 FM-490 FM-474 FM-487 FM-473
2 PP-484

FM = Folha Murcha; PP = Péra Pirangi.

FM490 ——

FM491 —— |
FM474 —
FM472 —
FM487
FM473
FM489
PP 484

0 10 20 30 a0 50 60 70 80 90 100
0 13.26 26.53 39.30 53.07 66.34 79.61 0288 106.15 119.42 132.69

Figura 1 — Dendrograma de oito gendtipos de laranjeira doce utilizando caracteristicas
morfolégicas baseado no método de agrupamento UPGMA.

4.2 Capacidade de Transmissdo da Caracteristica Folha Enrolada para Progénies
4.2.1 Transmissdo apomitica da caracteristica folha enrolada para plantas nucelares

De acordo com os critérios estabelecidos por MOREIRA et al. (1947), 0s acessos
analisados apresentaram poliembrionia elevada (Tabela 11). Estes autores apresentaram um
sistema de classificacdo da poliembrionia em Citrus, onde esta foi classificada em baixa,

média e alta, quando variou de 0 a 30%, de 30 a 60% e foi superior a 60% na contagem de

embrides na semente, respectivamente. As taxas de poliembrionia de laranjas doces
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normalmente sdo elevadas e concordam com os resultados encontrados por DOMINGUES et

al. (1998). Este elevado indice de poliembrionia dos acessos Folha Murcha (FM) confirmam a

origem nucelar das sementes obtidas via polinizagao livre.

Tabela 11 — Numero médio de embrides por semente (NMES) e porcentagem de

poliembrionia relativos aos oito acessos citricos em estudo (n = 25).

ACessos™ NMES Poliembrionia (%)
FM 472 2,09 73,3
FM 473 2,07 73,3
FM 474 2,60 75,6
PP 484 2,18 75,6
FM 487 2,84 86,7
FM 489 2,47 88,9
FM 490 1,96 68,9
FM 491 2,13 68,9

*FM = Laranjeira Folha Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

Tabela 12 — indice de enrolamento foliar (IE) de laranjeiras doces Folha Murcha em

comparagdo com seus clones nucelares e uma laranjeira doce controle (‘Péra Pirangi’ 484).

ACessos IE (%)*

CN 474 4,8 a

CN 473 51 a

CN 487 6,0 a

CN 472 6,5 a

CN 491 6,6 a

CN 489 7,0 a

PP 484 7,8 a

CN 490 9,9 a

FM 473 52,0 b
FM 489 55,8 bc
FM 490 62,2 cd
FM 491 63,7 cd
FM 472 64,8 cd
FM 487 65,5 d
FM 474 67,0 d
CV (%) 19,4

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n = 10). CN =
Clone nucelar. FM = Laranjeira Folha Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

As plantas nucelares, originadas a partir de sementes germinadas dos sete acessos de

laranjeira FM, ndo diferiram estatisticamente (P < 0,05) da variedade controle ‘Péra Pirangi’
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(PP) 484 com relacdo a porcentagem do indice de enrolamento (IE), apresentando folhas
normais (Tabela 12). No entanto, estas plantas nucelares apresentaram diferenca significativa
(P <0,05), no carater IE em relacdo aos respectivos acessos de laranjeira FM, demonstrando
que estas laranjeiras ndo conseguem transferir a caracteristica folha enrolada para plantas
nucelares via sementes. Resultados similares a estes foram encontrados por SALIBE (1987).
Os resultados obtidos com as amplificagdes realizadas com os trés pares de primers
TRAPs, no DNA das plantas oriundas de polinizacdo livre, demonstraram que as plantas
avaliadas apresentavam bandas similares das observadas na planta-mée (controle). Estas
plantas foram entdo consideradas como sendo plantas nucelares. Na figura 2 pode-se ter uma

ideia do padréo de bandamento, observado nas amostras de DNA das plantas nucelares.
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Figura 2 — Gel de poliacrilamida (6%) desnaturante contendo o padrdo de bandamento
resultante da amplificagdo com primers 06F/P2 de TRAPs. Controle (C) planta-mée Folha

Murcha 472; 1 a 10 representam amostras dos clones nucelares oriundos da FM-472.
A poliembrionia € caracterizada pela presenca de dois ou mais embrides na mesma

semente. Geralmente apenas um € de origem sexual, sendo os demais de natureza agamica,

provenientes do desenvolvimento de células do nucelo. Portanto, com genoma idéntico a
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planta-mde (ANDRADE et al., 2007). A grande maioria das variedades citricas produz
sementes poliembridnicas devido ao seu forte potencial embriogénico do tecido nucelar do
ovario, que normalmente origina de um a maltiplos embries adventicios ao redor do embriéo
sexual, denominado de embrionia adventicia (KOLTUNOW, 1993).

Este € um importante indicio que os genotipos FM se originam de mutacbes nédo
completas (periclinais), ndo atingindo todas as camadas celulares (L1; L2 e L3) da regido
meristematica. O meristema apical do caule da planta possui camadas celulares que s&o
responsaveis pela origem de tecidos especificos. A camada mais externa (L1) gera a epiderme
do caule e as camadas mais internas (L2 e L3), geram os tecidos internos (TAIZ & ZEIGER,
2009). Logo, esta mutacdo pode ter atingido apenas a camada L1 levando a presenca da
caracteristica do enrolamento foliar, porém ndo afetando as camadas mais internas,
responsaveis por gerar 0s 0Orgaos reprodutivos, o que possibilitaria a transmissdo desta

caracteristica via cruzamentos ou via embrionia nucelar.

4.2.2 Transmissao sexual da caracteristica folha enrolada

O indice de enrolamento (IE) de plantas das populacGes hibridas (F1: 487 x 148 e F1.:
472 x 148) nédo diferiu estatisticamente (P < 0,05) em relagdo a variedade controle ‘Péra
Pirangi’ (PP) 484, mas diferenciou dos progenitores masculinos Folha Murcha (FM) 472 e
487 (Tabela 13). Portanto, pode-se observar que as plantas das populacdes hibridas néo
apresentavam enrolamento foliar e indicando que a caracteristica folha enrolada
provavelmente ndo pdde ser transferida a plantas de progénies por meio de cruzamentos

controlados.

Tabela 13 — indice de enrolamento foliar (IE) de laranjeiras doces Folha Murcha em

comparagao com dois hibridos intraespecificos e uma laranjeira controle (‘Péra Pirangi’ 484).

ACessos IE (%)*
F1: 487 x 148 3,2 a
F1: 472 x 148 4,9 a

PP 484 7,8 a

FM 472 64,8 b

FM 487 65,6 b

CV (%) 14,4

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (n = 10). FM =
Laranjeira Folha Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

28



A figura 3 ilustra o polimorfismo no DNA de plantas obtidas por germinacdo de
sementes, representado pelo gel de poliacrilamida desnaturante (6%) contendo os resultados
obtidos (padrdo de bandamento) com o uso da combinacdo do par de primers 08F/P3 de
marcadores moleculares TRAPs. Este polimorfismo é confirmado, em todas as plantas
analisadas, nos outros dois pares de primers (06F/P2 e 09F/P4) utilizados. O polimorfismo
pode ser representado pela auséncia de bandas ou pela presenca de bandas adicionais, no
padrdo da planta avaliada (Figura 3), e confirma a natureza zigotica das plantas analisadas.

C123 456 789101112131415161718

Figura 3 — Gel de poliacrilamida (6%) desnaturante contendo o padrdo de bandamento
resultante da amplificacdo com primers 08F/P3 de TRAPs. Controle (C) planta-mae CN148;
1 a 9 representam as amostras das plantas hibridas do cruzamento CN487 x CN148; 10 a 18
representam as amostras das plantas hibridas do cruzamento CN472 x CN148. Setas indicam

regido com polimorfismo de DNA.
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A auséncia ou segregacdo da caracteristica de enrolamento foliar nestas progénies
zigoGticas deve estar ligada a ndo transmissao deste caractere por cruzamento, sendo explicado
por uma mutagdo ndo completa causada por uma quimera periclinal (SALIBE, 1987).
Entretanto, uma possibilidade alternativa é de que esse caractere poderia estar inativo e se
expressar ap0s o periodo juvenil, levando-se em consideracdo que muitas caracteristicas
necessitam de varios anos para serem estabilizadas em plantas citricas que apresentam
juvenilidade (BESPALHOK FILHO et al., 2001).

4.3 Acumulo e Alocacdo de Massa Seca e Eficiéncia do Uso da Agua de Laranjeiras

Doces

Na figura 4 estd apresentada a razdo de massa seca (MS) da parte aérea (PA) pela da
raiz de trés acessos Folha Murcha (FM) e um acesso controle ‘Péra Pirangi’ (PP) 484,
submetidos a duas condicBes distintas de disponibilidade hidrica, sendo uma de restricdo
hidrica, com as plantas acondicionadas a 40% da capacidade de campo (CC), e outra de
disponibilidade hidrica, com as plantas sujeitas a 80% CC. Pode-se observar que 0 acesso
FM-489 apresentou razdo significativamente menor (P < 0,05) na condi¢do de restricdo
hidrica quando comparado & condicdo de disponibilidade hidrica. Este mesmo resultado foi
demonstrado para o0 acesso FM-491.

Segundo TAIZ & ZEIGER, (2009), os horménios auxina e citocinina sdo produzidos
na parte aérea e na raiz das plantas, respectivamente. A razdo auxina:citocinina regula a
morfogénese dos tecidos, ou seja, esta razdo controla o desenvolvimento da parte aérea e do
sistema radicular. Assim, enquanto uma alta razdo auxina:citocinina nas células estimula a
formacdo de raizes, uma baixa razdo leva a formacdo de parte aérea (TAIZ & ZEIGER,
2009). Como demonstrado no item 3.4, as laranjeiras doces em estudo estavam enxertadas
sobre limoeiro ‘Cravo’, ou seja, todas as plantas possuiam o mesmo fornecimento de
citocinina; no entanto, o fornecimento de auxina era variavel de acordo com a copa. Logo, 0s
resultados da figura 4 mostraram que a parte aérea das laranjeiras FM (FM-489 e FM-491),
mesmo na condi¢do de restricdo hidrica, estaria induzindo uma alta producdo de auxina,
estimulando o desenvolvimento do sistema radicular do limoeiro ‘Cravo’.

Deve ser considerado também, que o acido abscisico (ABA) pode influenciar as
respostas da planta ao déficit hidrico por regular as caracteristicas morfofisioldgicas das
plantas (TUBEROSA et al., 1994). O acimulo de ABA em plantas de milho, originado nas

raizes e translocado até a parte aérea, foi responsavel pela restricdo do desenvolvimento das
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folhas e pela manutencdo do desenvolvimento do sistema radicular (LEA et al., 1995). O
ABA pode desempenhar um importante papel através de sinais quimicos para comunicagdo
das raizes com o dossel vegetativo, em resposta ao secamento do solo (DAVIES & ZHANG,
1991).
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Figura 4 — Razdo de massa seca (MS) da parte aérea (PA) pela raiz de quatro laranjeiras
doces submetidas a duas condicdes de disponibilidade hidrica (40% CC e 80% CC). 489; 472
e 491 = Laranjeiras Folha Murcha. 484 = Laranjeira ‘Péra Pirangi’(Controle). CC =
Capacidade de Campo. Médias seguidas pela mesma letra minUscula, entre acessos ho mesmo
regime hidrico, e pela mesma letra mailscula, dentro de acessos entre os regimes hidricos,

ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. Valores sdo médias (n = 8) + erro padréo.

Na figura 5 esta representado o crescimento diario de trés acessos FM e um acesso
controle PP-484, submetidos a duas condi¢Bes de disponibilidade hidrica (40% e 80% CC).
Pode-se observar que o acesso PP-484 apresentou crescimento diario significativamente
maior (P < 0,05) em relacdo aos acessos FM sem restri¢do hidrica. O baixo acumulo de massa
seca (MS), na condicdo de 80% CC, pode estar ligado a uma menor eficiéncia fotossintética
dos acessos FM, proporcionado pela anatomia foliar que é extremamente importante para a
absorcdo de luz, ou seja, a arquitetura enrolada das folhas estaria diminuindo a area
fotossintética das mesmas expostas a luminosidade (TAIZ & ZEIGER, 2009).
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Os acessos PP-484, FM-472 e FM-491 apresentaram crescimento diario
significativamente maior (P < 0,05) quando submetidos a condi¢cdo de 80% CC quando
comparados a condicdo de 40% CC. O incremento de MS é considerado bastante sensivel ao
estresse hidrico, sendo um dos processos fisiolégicos mais afetados com a reducdo na
disponibilidade de 4gua (SAUSEN, 2007). Em plantas mais sensiveis ao estresse hidrico este
fendmeno tende a ser mais intenso. Decréscimo da massa seca sob condigdes de déficit
hidrico, também foi observado por PEIXOTO et al. (2006), em limoeiro 'Volkameriano', e por
PAIM (2002), em aroeira-do-sertao.
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Figura 5 — Crescimento diario de quatro laranjeiras doces submetidas a duas condi¢des de
disponibilidade hidrica (40% CC e 80% CC). 489; 472 e 491 = Laranjeiras Folha Murcha.
484 = Laranjeira ‘Péra Pirangi’(Controle). CC = Capacidade de Campo. Médias seguidas pela
mesma letra minGscula, entre acessos no mesmo regime hidrico, e pela mesma letra
maiulscula, dentro de acessos entre os regimes hidricos, ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5%. Valores sdo médias (n = 8) + erro padrao.

O crescimento diario do acesso FM-489 ndo apresentou diferenca significativa (P <
0,05) entre as duas condicGes de disponibilidade de 4gua (Figura 5), indicando que este acesso
apresenta bom potencial em condicdo de restricdo hidrica. PEIXOTO et al. (2006) em estudo
com gendtipos de laranjeira ‘Azeda’ e hibridos HTR — 051, qualificados para condic¢fes de
estresse hidrico, verificaram que estes genotipos ndo apresentaram diferencas significativas

quanto a seu contetdo de massa seca em funcao dos déficits hidricos aplicados.
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O estresse hidrico alterou para menos o acumulo de biomassa nos acessos estudos,
com excecdo do acesso FM-489. Este resultado de reducdo do acumulo de biomassa na
condigdo de deficiéncia hidrica foi semelhante ao encontrado em mamona (NASCIMENTO et
al., 2010), gergelim e algod&do herbaceo (SOUZA et al., 2000). A falta de 4gua no solo pode
acarretar diminuicdo na taxa de fotossintese liquida e, por consequéncia, na producdo de
carboidratos, o que pode ter acarretado diminuicdo no acumulo de biomassa das plantas
avaliadas quando submetidas a baixos niveis de agua disponiveis no solo (SOUZA et al.,
2000).

A eficiéncia do uso da agua (EUA) é uma importante estratégia para a tolerancia a
seca (CHAVES, 1991), e o estudo da mesma é essencial para verificar o potencial de
genotipos na condicdo de escassez hidrica, pois possibilita relacionar a producdo de biomassa
pela quantidade de agua aplicada a cultura (DINAR, 1993; LETEY, 1993). Na figura 6 esta
relatada a EUA para os quatro acessos em estudo, conduzidos em duas condicdes de
disponibilidade hidrica (40% CC e 80% CC). Ao analisarmos a EUA, ndo observamos
diferenga significativa (P < 0,05) entre os acessos. Entretanto, houve diferenga significativa
entre os dois regimes hidricos para o acesso FM-489, que apresentou uma maior EUA quando
submetido a condicdo de restrigdo hidrica.

BARRETO et al. (1994) e PEREIRA (1995) encontraram resultados semelhantes em
plantas de algoddo, onde estas apresentaram maior EUA quando submetidas a niveis mais
baixos de agua disponivel no solo. SILVA et al. (2004), em estudos com Eucalyptus
citriodora, verificaram uma menor EUA em condicGes de disponibilidade hidrica, sendo
menos eficiente em relacdo as condi¢cdes de estresse hidrico. Este fato explica o melhor
desenvolvimento de E. citriodora em condic¢bes de pouca disponibilidade de agua no solo.
Por outro lado, SILVA & BELTRAO (2000), trabalhando com a cultivar de amendoim BR 1,
e LACERDA (2006), com a cultivar de mamona Paraguacu, relataram que a EUA dessas
oleaginosas foi maior quando as referidas plantas foram conduzidas no nivel mais alto de
disponibilidade de agua no solo.

BARROS JUNIOR et al. (2008) citam que variedades com elevado potencial
produtivo apresentam maior exigéncia em agua, sendo altamente responsivas a quantidade de
agua aplicada e menos resistentes ao déficit hidrico. DOORENBOS & PRUITT (1997)
reforcam que variedades comprovadamente produtivas, quando manejadas em um patamar
Otimo de disponibilidade de agua e que recebam, no momento oportuno, 0S insumos
necessarios a producdo agricola, podem apresentar rendimentos superiores aquelas que,

embora com os demais insumos disponibilizados, sdo submetidas ao déficit hidrico. Esses
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mesmos autores frisam que determinadas culturas s0 apresentam rendimentos aceitaveis

quando o conteudo da dgua no solo se mantém em um nivel elevado (acima de 50% da CC).
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Figura 6 — Eficiéncia do uso da &gua em quatro laranjeiras doces submetidas a duas
condicdes de disponibilidade hidrica (40% CC e 80% CC). 489; 472 e 491 = Laranjeiras
Folha Murcha. 484 = Laranjeira ‘Péra Pirangi’(Controle). CC = Capacidade de Campo.
Meédias seguidas pela mesma letra mindscula, entre acessos no mesmo regime hidrico, e pela
mesma letra maidscula, dentro de acessos entre os regimes hidricos, ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5%. Valores sdo médias (n = 8) * erro padrao.

SAUSEN (2007), avaliando as respostas fisiologicas de mamona a reducdo na
disponibilidade de agua no solo, relatou que a deficiéncia hidrica afeta o desenvolvimento
vegetal através de efeitos sobre o crescimento e a fotossintese. Em condi¢bes de estresse
hidrico observou-se reducdo do crescimento e da area foliar total nas plantas de mamona.
Segundo CARLESSO (1995), durante um periodo de déficit hidrico, a condutividade
estomatica é ajustada para manter o equilibrio, nas folhas, do balango de agua na planta.

Ha& evidéncias de sinais quimicos das raizes que agem diretamente no comportamento
dindmico dos estdmatos em condi¢6es de déficit hidrico no solo (DAVIES & ZHANG, 1991).
Um ligeiro ressecamento do solo, mesmo que nédo afete as relagGes hidricas da parte aérea,
causa um aumento na concentragdo de &cido ABA no xilema, provavelmente produzido na

coifa das raizes, levando ao fechamento estomético e & diminuicdo da expansdo celular
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(PIMENTEL & ROSSIELO, 1995). O déficit hidrico promove uma rapida redistribuicdo e
acumulo do ABA nos tecidos da planta (ZEEVAART & CREELMAN, 1988); portanto, esta
redistribuicdo na concentracdo do ABA leva a uma sinalizagcdo no apoplasto das células-
guarda, reduzindo a condutancia estomatica pelo fechamento dos estdmatos (TUBEROSA et
al., 1994).

E importante reforcar que a caracteristica folha enrolada pode conferir uma vantagem
a planta quando submetida a uma condicéo de restri¢do hidrica. Porém, deve ser considerado
que nem todo genotipo possa ser competitivo nesta condicdo, pois a mutacdo confere uma
pequena alteracdo em poucos genes, pouco interferindo em outras caracteristicas governadas

por muitos genes, como a producéo.

4.4 Diferencas na Anatomia Foliar de Laranjeiras Doces

Na tabela 14 estdo apresentadas as caracteristicas do colénquima e indice de
enrolamento foliar de dois acessos Folha Murcha (FM) e um acesso controle ‘Péra Pirangi’
(PP) 484, submetidos a duas condig¢des distintas de disponibilidade luminosa, sendo uma de
plantas mantidas em luz plena e outra de plantas mantidas no escuro. Pode-se observar que 0s
acessos FM apresentaram mais camadas de colénquima (P < 0,05) tanto na luz quanto no
escuro, quando comparados ao acesso controle PP-484. Os acessos FM apresentaram mais

camadas de colénquima quando submetidos a luz em relagédo ao escuro (P < 0,05).

Tabela 14 - Caracteristicas do colénquima presente na nervura central, em seccBes
transversais, e indice de enrolamento foliar de trés laranjeiras doces submetidas a duas

condicdes de disponibilidade luminosa (luz e escuro).

ACESSOS NC* EC (um)* IE (%)*

Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro
FM 472 10,0 Aa 8,0 Ab 152,05 Aa 90,69Bb 64,30 Aa 5,72 Ab
FM 487 9,0 Aa 7,0 Ab 131,55 Ba 109,26 Ab 60,94 Aa 5,70 Ab
PP 484 6,0 Ba 5,0Ba 87,37 Ca 82,05 Ba 476 Ba 5,16 Aa
CV (%) 14,25 13,34 12,94

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e pela mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n = 18). NC = NUmero de camadas do colénquima. EC
= Espessura do colénquima. IE = Indice de Enrolamento. FM = Laranjeira Folha Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra
Pirangi’.
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Os acessos FM-472 e FM-487 diferenciaram do acesso controle PP-484, quanto ao IE,
na condicdo de luz plena. Porém, esses acessos ndo diferiram estatisticamente este si (P <
0,05), quando submetidos a condicdo de escuro, mostrando que 0s acessos FM ndao
apresentaram enrolamento foliar nesta condicdo (Tabela 14). Com relacdo a espessura do
colénquima, podemos observar que, na luz, todos os acessos diferiram estatisticamente este si
(P <0,05), sendo a menor espessura (87,37 um) do acesso PP-484 e a maior (152,05 um) do
acesso FM-472 (Tabela 14). No escuro, 0 acesso FM-487 diferiu estatisticamente dos demais,
apresentando a maior espessura de colénquima (109,26 um). Todos os resultados

apresentados na tabela 14 podem ser observados na figura 7.

Figura 7 — Seccgdes transversais da nervura central das folhas de trés laranjeiras doces
submetidas a duas condigdes de disponibilidade luminosa (luz e escuro), destacando a regido
do colénquima. Laranjeira Folha Murcha 472 no escuro (A) e na luz (B). Laranjeira Folha
Murcha 487 no escuro (C) e na luz (D). Laranjeira ‘Péra Pirangi’ 484 no escuro (E) e na luz
(F). CAng = Colénquima angular, CAn = Colénquima anelar. Barra = 50 um.
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O colénquima € um tecido tipico de sustentacdo e precisa de luz para a sua formacao
(CASTRO et al., 2009). Esse fato confirma a observacdo de menor desenvolvimento deste
tecido nas plantas dos acessos submetidos a condicdo de escuro (Tabela 14). Portanto, 0s
acessos FM conduzidos na auséncia de luz ndo apresentam enrolamento foliar, pois nédo
possuem quantidade suficiente de colénquima para garantir esta arquitetura foliar em
ambiente sombreado.

Na tabela 15 est& apresentado o numero de células das epidermes abaxial e adaxial do
limbo foliar dos acessos submetidos a duas condicGes distintas de disponibilidade luminosa
(luz e escuro). Pode-se observar que todos 0s acessos FM apresentaram maior numero de
células epidérmicas na face abaxial (P < 0,05) em relagdo a face adaxial da folha,
independente da disponibilidade luminosa. Entretanto, a laranjeira controle 484 n&o diferiu

estatisticamente (P < 0,05), quanto ao numero de células das duas faces epidérmicas foliares.

Tabela 15 — Numero de células (células mm™) da epiderme das faces abaxial e adaxial, em
seccOes paradérmicas, de trés laranjeiras doces submetidas a duas condi¢bes de

disponibilidade luminosa (luz e escuro).

ACESSOS Luz Escuro

EAB EAD EAB EAD
FM 472 178,0 Ba 144,0 Cb 190,0 Aa 147,0Cb
FM 487 191,0 Aa 174,0 Bb 174,0 Ba 150,0 Cb
PP 484 185,0 Aa 184,0 Aa 187,0 Aa 178,0 Ba
CV (%) 8,98

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula nas colunas (diferentes gendtipos) e pela mesma legra mindscula
nas linhas (epidermes abaxial e adaxial), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n
= 18). EAB = Epiderme da face abaxial. EAD = Epiderme da face adaxial. FM = Laranjeira Folha Murcha. PP =
Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

Na tabela 16 esta apresentada a espessura das células das epidermes abaxial e adaxial
do limbo foliar dos acessos estudados nas duas condic¢des distintas de radiacdo solar (luz e
escuro). Quando submetidos ao escuro, apenas 0 acesso FM-472 apresentou maior espessura
de células da epiderme da face adaxial (8,18 um) em relacdo a epiderme da face abaxial (7,24
pum) (P < 0,05). Na presenca de luz, os acessos FM apresentaram maior espessura de células
da epiderme da face adaxial em relacdo a epiderme da face abaxial. Ja a variedade controle
484 ndo diferenciou estatisticamente (P < 0,05), quanto & espessura celular das duas faces

epidérmicas, independente da intensidade luminosa.
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Tabela 16 — Espessura da epiderme (um) das faces abaxial e adaxial, em seccdes transversais,

de trés laranjeiras doces submetidas a duas condi¢Oes de disponibilidade luminosa (luz e

escuro).
ACESSOS Luz Escuro
EAB EAD EAB EAD
FM 472 9,13 Ab 10,63 Aa 7,24 Bb 8,18 Aa
FM 487 6,08 Bb 7,62 Ba 8,42 Aa 8,54 Aa
PP 484 7,74 Ba 7,91 Ba 8,76 Aa 8,78 Aa
CV (%) 4,51

*Meédias seguidas pela mesma letra maitscula nas colunas (diferentes genétipos) e pela mesma legra mindscula
nas linhas (epidermes abaxial e adaxial), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n
= 18). EAB = Epiderme da face abaxial. EAD = Epiderme da face adaxial. FM = Laranjeira Folha Murcha. PP =
Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

Estes resultados confirmam alguns relatos de que, provavelmente, a caracteristica de
enrolamento foliar seria devido a existéncia de células menores e em maior nimero na
epiderme abaxial, e que tém maior periodo de desenvolvimento em relacdo as células da
epiderme adaxial, maiores e em menor nimero, resultando em folhas parcialmente enroladas
para cima, dando aspecto de estarem murchas (PAIVA et al., 1993). Segundo BRONZI
(1981), na laranjeira FM, a precocidade do desenvolvimento dos tecidos do mesofilo esta
associada ao crescimento tardio das células da epiderme abaxial, que continua a se expandir
apos o desenvolvimento da epiderme adaxial e do mesofilo e esta caracteristica pode produzir
uma distensdo centripeta em relacdo a nervura principal, favorecendo o enrolamento das
folhas dessa laranjeira.

Na tabela 17 estdo apresentadas as caracteristicas anatbmicas do mesofilo foliar dos
acessos submetidos a duas condicBes distintas de disponibilidade luminosa (luz e escuro).
Pode-se observar que 0s acessos FM apresentaram maior espessura de cuticula na face abaxial
da folha (P < 0,05) em relagdo ao controle PP-484, independente da disponibilidade luminosa.
No entanto, somente 0 acesso FM-472 apresentou maior espessura de cuticula na face adaxial
da folha em relacdo aos outros dois acessos em estudo, independente da disponibilidade
luminosa (P < 0,05). Com relagdo a espessura total do limbo foliar, o acesso controle PP-484
apresentou maior espessura (321,58 um) em relacdo aos acessos FM, na luz, e menor
espessura (251,63 pm), no escuro (P < 0,05). O acesso FM-487 apresentou maior espessura
total do limbo foliar no escuro (295,25 um) em relagdo a luz (279,01 pm).

A presenca de folhas com epidermes que desenvolvem uma cuticula mais espessa €

importante, pois ela isola os tecidos internos e reduz a taxa de transpiracdo por suas
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caracteristicas hidrofobicas (CASTRO et al., 2009). Os resultados encontrados na tabela 17
ndo estdo de acordo com WITHNER et al. (1974) que afirma que o padrdo de espessamento
da cuticula é determinado pela exposi¢do ao sol, sendo que folhas mais expostas tenderiam a

exibir uma cuticula mais espessa.

Tabela 17 — Caracteristicas anatdbmicas do mesofilo foliar de trés laranjeiras doces
submetidas a duas condigdes de disponibilidade luminosa (luz e escuro), em seccoes

transversais.

CTAB (um)* CTAD (um)* COMP (um)*

Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro
FM 472 6,93 Ab 8,08 Aa 6,47 Aa 6,65 Aa 306,79 Ba 311,15 Aa
FM 487 7,87 Aa 7,51 Aa 5,52 Ba 5,90 Ba 279,01 Cb 295,25 Ba
PP 484 4,32 Ba 4,77 Ba 5,28 Ba 5,69 Ba 32158 Aa 251,63 Chb
CV (%) 23,68 17,47 4,18

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e pela mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n = 18). CTAB = Espessura da cuticula da face abaxial.

CTAD = Espessura da cuticula da face adaxial. COMP = Espessura total do limbo foliar. FM = Laranjeira Folha
Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

ACessos

Os resultados de espessura total do limbo foliar do acesso PP-484 estdo de acordo com
CASTRO et al. (2009), mostrando uma tendéncia das plantas a aumentarem essa espessura
guando expostas a uma maior radiacdo, em decorréncia, principalmente do incremento nas
camadas dos tecidos parenquimaticos e células palicadicas mais longas. Ja os acessos FM
apresentaram resultados diferentes, com semelhancas as plantas xeréfitas. ZANENGA-
GODOY & COSTA (2003), em estudos com orquideas, demonstraram que estas plantas
apresentam mesofilo compacto, parénquima lacunoso com poucos estratos celulares e,
consequentemente, volume reduzido de espagos intercelulares. Segundo ESAU (1974), estes
aspectos constituem caracteristicas xeromorfas e refletem condi¢Ges ambientais xerofiticas.

Na tabela 18 estdo apresentadas as caracteristicas do parénquima foliar dos acessos
submetidos a duas condicdes de disponibilidade luminosa. Pode-se observar que 0 acesso
FM-472 apresentou maior espessura de parénquima esponjoso (217,66 um e 247,55 pum
quando em luz plena e escuro, respectivamente) em relacdo aos demais acessos (P < 0,05),
independentemente da disponibilidade luminosa. Porém, no escuro, o acesso FM-487
diferenciou estatisticamente (P < 0,05) do controle PP-484, apresentando maior espessura de
parénquima esponjoso (234,02 um). Com relagdo ao parénquima palicadico, 0s acessos nao

diferiram estatisticamente entre si quando submetidos a condicéo de luz, no entanto, o0 acesso
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controle PP-484 apresentou maior espessura de parénquima palicadico (56,58 um) em relagéo
aos demais acessos, no escuro. Todos 0s acessos tiveram maior espessura de parénquima
palicadico quando submetidos a condi¢do de luz, em comparacgdo a condicéo de escuro (P <
0,05).

Tabela 18 — Caracteristicas do parénquima foliar de trés laranjeiras doces submetidas a duas

condigdes de disponibilidade luminosa (luz e escuro), em seccdes transversais.

PE (um)* PPa (um)*
Luz Escuro Luz Escuro
FM 472 217,66 Ab 247,55 Aa 60,73 Aa 32,46 Bb
FM 487 189,71 Bb 234,02 Ba 61,10 Aa 30,89 Bb
PP 484 187,21 Ba 177,72 Cb 58,89 Aa 56,58 Ab
CV (%) 4,89 6,71
*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e pela mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n = 18). PE = Espessura do parénquima esponjoso. PPa
= Espessura do parénquima palicadico. FM = Laranjeira Folha Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

ACessos

BRONZI (1981) observou que o parénquima palicadico nas folhas da laranjeira FM
era constituido por duas a trés camadas de células e que o comprimento médio dessas células
foi de 35 um, sendo este valor proximo aos encontrados nesse trabalho para os acessos FM.

O aumento da intensidade luminosa proporciona o alongamento ou adicdo de células
do parénquima palicadico, relacionadas a reducdo na resisténcia do mesofilo ao diéxido de
carbono e correlacionadas com o aumento de fatores que limitam potencialmente o processo
fotossintético, como a atividade enzimatica e transporte de elétrons (CASTRO et al., 2009).

A presenca do parénguima palicadico bem desenvolvido otimiza a fotossintese. Com
isso, restringe-se o0 fluxo dos gases que estdo acumulados no parénquima esponjoso
(CASTRO et al., 2009). Entretanto, JAMES et al. (1999) mencionam que nem sempre 0
desempenho fotossintetizante € maior nas células palicadicas, e que a compactacdo do
mesofilo pode indicar um reforco estrutural. Segundo estes autores, em virtude desse refor¢o
mecanico, quando o volume de parénquima esponjoso é mais baixo em relacdo ao volume de
parénquima palicadico, a forma das folhas é menos impactada pela deficiéncia hidrica. Diante
disso, pode-se observar que as caracteristicas anatbmicas dos acessos FM, além de refletir as

influéncias ambientais, teriam importancia na manutengéo da forma da folha.
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Na figura 8 estdo apresentadas seccOes transversais do mesofilo foliar dos acessos
submetidos a duas condi¢Oes de disponibilidade luminosa. Estas secgdes confirmam os

resultados apresentados nas tabelas 16, 17 e 18.

Figura 8 — Seccdes transversais do mesofilo foliar de trés laranjeiras doces submetidas a duas
condicGes de disponibilidade luminosa (luz e escuro). Laranjeira Folha Murcha 472 no escuro
(A) e na luz (B). Laranjeira Folha Murcha 487 no escuro (C) e na luz (D). Laranjeira ‘Péra
Pirangi’ 484 no escuro (E) e na luz (F). CAd = Cuticula da face adaxial. CAb = Cuticula da
face abaxial. Ead = Epiderme da face adaxial. Eab = Epiderme da face abaxial. PP =

Parénquima paligadico. PE = Parénquima esponjoso. Barra = 50 um.
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Na tabela 19 estdo apresentadas as caracteristicas anatdmicas da nervura central das
folhas dos acessos submetidos a duas condigOes distintas de disponibilidade luminosa (luz e
escuro). Pode-se observar que o acesso FM-472 apresentou maior area de fibras e maior
espessura de floema (P < 0,05) em relagdo aos demais acessos, independente da
disponibilidade luminosa. No entanto, no escuro, o acesso FM-487 diferiu estatisticamente do
acesso controle PP-484, apresentando maior espessura de floema (61,92 pm). Todos os
acessos apresentaram maior area de fibras quando submetidos a condi¢do de luz, quando

comparados ao escuro (P < 0,05).

Tabela 19 — Caracteristicas anatbmicas da nervura central das folhas de trés laranjeiras doces
submetidas a duas condigdes de disponibilidade luminosa (luz e escuro), em seccoes

transversais.

FIB (um?)* FL (um)*
Luz Escuro Luz Escuro
FM 472 52.213,14 Aa 46.879,50 Ab 60,28 Ab 73,17 Aa
FM 487 43.452,63Ba 35.176,12Bb 47,97 Bb 61,92 Ba
PP 484 40.586,22 Ba 39.086,66 Bb 52,17 Ba 55,87 Ca
CV (%) 7,95 8,23
*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e pela mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n = 18). FIB = Area das fibras. FL = Espessura do
floema. FM = Laranjeira Folha Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

ACEessos

As fibras de esclerénquima, encontradas na nervura central, desempenham diferentes
funcGes na planta, como sustentacdo, protecdo contra a perda de dgua e atenuacdo da
intensidade luminosa (EAMES & McDANIELS, 1925). Acredita-se que todas essas funcgdes
sejam desempenhadas pelas fibras presentes nos acessos em estudo. O aumento na espessura
do floema facilita o fluxo de carboidratos nesse tecido (PEREIRA et al., 2008). O acesso FM-
472 demonstrou possuir maior espessura do floema que o acesso FM-487 e gque o controle PP-
484, em presenca de luz ou no escuro. Outra observacao foi que, a excecdo da variedade
controle, os dois acessos FM desenvolveram floema mais espesso, quando mantidos no
escuro, como resposta de tolerancia ao estresse.

Na tabela 20 estdo apresentadas as caracteristicas do xilema presente na nervura
central das folhas dos acessos submetidos a duas condigdes distintas de disponibilidade
luminosa (luz e escuro). Pode-se observar que 0s acessos FM apresentam maior nimero de

elementos traqueais do xilema (P < 0,05) em relag@o ao acesso controle PP-484, independente
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da disponibilidade luminosa. No entanto, 0 maior numero de vasos do xilema nesses acessos
foi encontrado quando estes foram submetidos & condicéo de escuro em relagdo a condigdo de
luz. Todos os acessos apresentaram maior didmetro dos elementos traqueais do xilema quando
submetidos a condicdo de escuro, sendo que o maior didametro pertenceu ao acesso FM-472
(19,13 um). Com relacdo ao indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC), o acesso controle
PP-484 apresentou maior indice (P < 0,05) em relagdo aos acessos FM, independente da

disponibilidade luminosa.

Tabela 20 — Caracteristicas do xilema presente na nervura central das folhas de trés
laranjeiras doces submetidas a duas condic¢des de disponibilidade luminosa (luz e escuro), em

secgdes transversais.

NX* DX (um)* IVC*

Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro
FM 472 130,83 Ab 179,00 Aa 1399Ab 19,13Aa 0,1067Ba 0,1067 Ba
FM 487 124,00 Ab 140,67 Ba 12,34Bb 15,76 Ba 0,1000 Ba 0,1133 Ba
PP 484 107,17Ba 100,33Ca 14,62 Ab 15,73 Ba  0,1383 Ab 0,1583 Aa
CV (%) 10,33 515 10,89

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula, na linha, e pela mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem

entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n = 18). NX = Numero de elementos traqueais do

xilema. DX = Diametro dos elementos traqueais do xilema. IVC = Indice de vulnerabilidade de Carlquist. FM =
Laranjeira Folha Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

ACessos

Segundo CASTRO et al. (2009), em condicdes de estresse ambiental, a planta tende a
aumentar o nimero de vasos de menor didmetro, pois existe um risco maior de embolias.
Ainda segundo estes autores, as bolhas de ar prejudicam o fluxo continuo de seiva causando
problemas na conducdo hidraulica. Assim, os vasos de diametro menor promovem maior
aderéncia da seiva a suas paredes, contribuindo para a continuidade da coluna de seiva e
impedindo a formacéo de bolhas de ar. E, se ainda assim ocorrerem bolhas em alguns vasos, o
fluxo é compensado pelo maior numero de vasos presentes nestas plantas (CASTRO et al.,
2009). Esse aumento no numero de vasos do xilema é confirmado nos acessos FM quando
estes foram mantidos no escuro, porém o menor didmetro desses vasos somente foi observado
nos acessos FM mantidos na luz (Tabela 20).

O indice de vulnerabilidade de Carlquist (IVC) permite inferir a vulnerabilidade do
xilema a embolias sendo que, quanto menor o IVC, maior a condutividade hidraulica da
planta (CARLQUIST, 1975; CASTRO et al., 2009) e este indice pode ser influenciado por
estresses ambientais (PEREIRA et al., 2008). Assim, 0 acesso controle PP-484 apresentou
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maior IVC, sendo mais vulneravel a embolias (Tabela 20). Ja os acessos FM apresentaram
resultado contrario, ou seja, estes acessos apresentaram menor 1\VVC, o que consequentemente
possibilita uma maior condutividade hidraulica e menor vulnerabilidade a embolias.

Na figura 9 estdo apresentadas seccOes transversais da nervura central das folhas de
dois acessos FM e um acesso controle PP-484, submetidos a duas condi¢bes distintas de
disponibilidade luminosa (luz e escuro). Estas sec¢des confirmam os resultados apresentados
nas tabelas 19 e 20.

Figura 9 — SeccOes transversais da nervura central das folhas de trés laranjeiras doces
submetidas a duas condicdes de disponibilidade luminosa (luz e escuro). Laranjeira Folha
Murcha 472 no escuro (A) e na luz (B). Laranjeira Folha Murcha 487 no escuro (C) e na luz
(D). Laranjeira ‘Péra Pirangi’ 484 no escuro (E) e na luz (F). Xil = Xilema. FL = Floema. Fib
= Fibras. Barra = 100 um.
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Alguns autores afirmam que a laranjeira ‘Péra’ difere da FM pela disposicdo dos
elementos vasculares na nervura principal. Segundo SCHNEIDER (1968), na laranjeira ‘Péra’
os tecidos vasculares dispdem-se circularmente formando um cilindro continuo, enquanto que
na FM os tecidos vasculares sdo interrompidos por células de parénquima que dividem o0s
elementos vasculares em duas porcdes, sendo essa interrupcdo iniciada nas folhas jovens,
acentuando-se a medida que a folha envelhece. JA BRONZI (1981) afirma que essa disposi¢do
dos tecidos vasculares na laranjeira FM pode estar relacionada ao enrolamento das folhas, ja
que resulta em uma menor forca mecanica sobre os tecidos do mesofilo, permitindo uma
maior elasticidade destes. No presente estudo, os resultados foram diferentes, com a
observacdo de que a interrupcdo dos tecidos vasculares por células de parénquima ocorre
tanto em laranjeiras FM como na variedade ‘Péra’ (Figura 9). Logo, o enrolamento foliar néo
deve estar associado a presenca desta interrupcao.

Na tabela 21 estdo apresentadas as caracteristicas dos estdmatos presentes na epiderme
da face abaxial das folhas de dois acessos FM e um acesso controle PP-484, submetidos a
duas condicdes distintas de disponibilidade luminosa (luz e escuro). Pode-se observar que o0
acesso FM-472 apresentou estdmatos com maior diametro polar (22,89 um) na luz em relacéo
aos demais acessos e em relacdo a condicdo de escuro (P < 0,05). No entanto, 0 acesso
controle PP-484 mostrou estdbmatos com maior didmetro polar (20,62 pum) no escuro em
comparagdo com os demais acessos. Com relacdo ao diametro equatorial dos estdmatos, todos
0S acessos apresentaram maior didmetro no escuro em relacéo a condicéo de luz.

Segundo WEBBER & FAWCETT (1935), os estdbmatos das folhas de laranjeira doce
foram descritos como uma estrutura de forma circular, com didmetro médio entre 13 e 16 um.
Entretanto, TURRELL (1947) mencionou que o tamanho dos estdmatos é varidvel entre as
cultivares de laranjeira doce. JONES (1992) demonstrou que a frequéncia e o tamanho dos
estdmatos variam com a posicdo da folha e com as condicGes de crescimento, além disso, em
uma mesma espécie pode ocorrer um componente genético de variacao entre as cultivares.

Com relagdo a densidade, ao indice e a funcionalidade dos estdmatos, os acessos FM
apresentaram maiores resultados na luz em relacdo ao acesso controle PP-484 e em relacdo a
condigéo de escuro (P < 0,05) (Tabela 21).

ERICKSON (1968) observou que ocorrem variagdes na densidade estomaticas das
folhas entre as cultivares de uma mesma espécie. HIRANO (1931) observou que a densidade
média de estdmatos encontrada para laranjeiras ‘Navel’ e ‘Valéncia’ foi de 458 e 504
estdmatos por mm?, respectivamente. J4 ERICKSON (1968) mostrou que essa densidade para

laranjeira ‘Navel’ foi de 500 estomatos por mm? e para laranjeira ‘Valéncia’ foi de 465
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estdbmatos por mm? BRONZI (1981), comparando as laranjeiras ‘Péra’ e Folha Murcha,
demonstrou que a densidade estomética média era de 544 e 474 estdbmatos por mm?,
respectivamente. Estes valores estdo em concordancia com os resultados da densidade

estomatica encontrada nesse trabalho para os acessos em estudo.

Tabela 21 — Caracteristicas dos estdbmatos presentes na epiderme abaxial das folhas de trés
laranjeiras doces submetidas a duas condic¢des de disponibilidade luminosa (luz e escuro), em

seccOes paradérmicas.

ACEessos
FM 472 FM 487 PP 484 CV(%)
Luz 22,89 Aa 19,31 Ba 19,38 Ba

Caracteristicas

*
DP (m) Escuro 1938Bb  18.64Ba  2062Aa o7
Luz _ 1389Ab _ 1230Bb 1394 Ab
* 1 ] y
DQ (um) Escuro 1559Aa  1586Aa  1551Aa 2Ot
DE Luz __ 558Aa 539 Aa 7582 o
(estomatos mm%)* Escuro 432 Bb 492 Ab 437 Ba ’
Luz _ 1052Aa _ 1052Aa 946 Ba
(o) * ’ ’ ’
IES (%) Escuro 887Bb  947Ab  880Bb o7
FUNOPDQ: LW L65Aa  158Aa  139Ba oo

Escuro 1,25 Bb 1,18 Bb 1,34 Aa

*Médias seguidas pela mesma letra minGscula, na coluna, e pela mesma letra maiuscula, na linha, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade (n = 18). NE = NUmero de estdmatos. DP = Didmetro
polar dos estdmatos. DQ = Diametro equatorial dos estdmatos. DE = Densidade estomética. IES = Indice
estomatico. FUN = Funcionalidade estomatica. FM = Laranjeira Folha Murcha. PP = Laranjeira ‘Péra Pirangi’.

A densidade de estbmatos pode variar até mesmo em uma Unica cultivar se esta for
plantada em locais e condi¢cBes ambientais diferentes, sendo o nimero de estdmatos maior em
plantas localizadas em ambientes quentes (ERICKSON, 1968). STINNO et al. (1974)
observaram a densidade de estomatos nas folhas de laranjeiras ‘Valéncia’, ‘Shamouti’ e
‘Navel” em relacdo ao local de plantio, em quatro localidades diferentes, e concluiram que o
maior nimero de estdmatos por mm? foi encontrado nas folhas das cultivares plantadas em
solo seco e baixa umidade atmosférica. MONSELISE (1951) mostrou que a densidade
estomatica nas folhas da cultivar ‘Shamouti’ variava dentro de um mesmo individuo e que as
folhas expostas ao sol tinham maior densidade de estdmatos que as folhas sombreadas, o que
foi demonstrado também no presente estudo. ESAU (1974) observou que o numero de
estomatos e variavel em diferentes folhas de uma mesma planta e em diferentes partes de uma

mesma folha de acordo com as condigdes ambientais.
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Nas figuras 10, 11 e 12 estdo apresentadas seccdes paradérmicas das folhas dos
acessos FM-472, FM-487 e controle PP-484, respectivamente, quando submetidos a duas
condigOes distintas de disponibilidade luminosa (luz e escuro), confirmando os resultados

apresentados na tabela 15 e 21.

Figura 10 — Secc¢0es paradérmicas de folhas da laranjeira doce Folha Murcha 472 submetida
a duas condicdes de disponibilidade luminosa (luz e escuro). Face abaxial do limbo foliar no

escuro (A) e na luz (B). Face adaxial do limbo foliar no escuro (C) e na luz (D).

Um maior indice e/ou densidade estomatica é verificado em plantas ou folhas de uma
mesma planta expostas a maior intensidade de radiacdo. Esse fato € importante uma vez que o
aumento da frequéncia estomatica em folhas expostas a elevada luminosidade pode ser um
relevante mecanismo de adaptacdo das espécies a condigdes mais aridas (CASTRO et al.,
2009). LLERAS (1977) afirma que quanto mais xerofiticas as condigdes, maior a frequéncia
estomatica por unidade de area, o que permite troca de gases mais eficientemente nos
periodos em que a umidade relativa é alta, quando o perigo de desidratacdo excessiva €é

minimo.
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Figura 11 — Seccdes paradérmicas de folhas da laranjeira doce Folha Murcha 487 submetida

a duas condicBes de disponibilidade luminosa (luz e escuro). Face abaxial do limbo foliar no

escuro (A) e na luz (B). Face adaxial do limbo foliar no escuro (C) e na luz (D).

A reducdo da transpiragdo pode ser associada com uma maior funcionalidade
estomatica, pois os estdmatos se tornam mais elipticos, ou seja, estes se apresentam mais
longos e com diametro equatorial menor, diminuindo as perdas de agua (BATISTA et al.,
2010; CASTRO et al., 2009; SOUZA et al., 2010), e com uma maior densidade estomatica,
que frequentemente é observada em condi¢Ges de maior quantidade de radiacdo solar, é
mantido uma absorcao eficiente de didxido de carbono (BOEGER & WISNIEWSKI, 2003;
CASTRO et al., 2009; SANTIAGO et al., 2001; SOUZA et al., 2007). Essas observacoes
estdo relacionadas com os resultados encontrados, onde podemos observar uma maior
funcionalidade e densidade dos estdmatos nos acessos submetidos a condicéo de luz, quando

comparados a condicdo de escuro.
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Figura 12 — Secgdes paradérmicas de folhas da laranjeira doce ‘Péra Pirangi’ 484 submetida

a duas condicBes de disponibilidade luminosa (luz e escuro). Face abaxial do limbo foliar no

escuro (A) e na luz (B). Face adaxial do limbo foliar no escuro (C) e na luz (D).
5 CONCLUSOES

O método de agrupamento direto por Tocher permite a identificacdo de dois grupos
divergentes de acessos, mostrando a similaridade entre os individuos Folha Murcha (FM)
agrupados num primeiro grupo, e a diferenciacdo da variedade controle ‘Péra Pirangi’ (PP-
484), agrupada em um segundo grupo.

O dendrograma apresenta uma andlise indireta de agrupamento permitindo um estudo
aprofundado dentro das laranjeiras FM, no qual os acessos FM-491 e FM-490 sdo os mais
assemelhados e o0 acesso FM-489, o mais divergente, confirmando a existéncia de diversidade
genética entre 0s acessos FM.

A caracteristica do enrolamento foliar, presente nos mutantes FM, ndo pode ser
observada em plantas juvenis obtidas via embrionia nucelar ou por cruzamentos.

Este trabalho confirma hip6tese de que o enrolamento foliar seria causado pela

existéncia de um maior nimero de células menores na face abaxial, levando a um maior
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desenvolvimento dessa face em relacéo a face adaxial da folha, sendo dependente da presenca
de luz para a formagdo das camadas de colénquima que garantirdo a sustentagdo desta
arquitetura foliar.

Os gendtipos FM apresentam caracteristicas morfologicas de interesse para cultivo em
condi¢des de restricdo hidrica, como maior espessura da cuticula da face abaxial; maior
densidade, indice e funcionalidade estométicas e menor indice de vulnerabilidade de
Carlquist.

O acesso FM-489 possui maior eficiéncia quanto ao uso da dgua, quando submetida a

condicdo de deéficit hidrico moderado.
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