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ESTUDOS ANATÔMICOS E ULTRAESTRUTURAIS DOS CITRUS: EFEITOS 

DE FONTES DE NITROGÊNIO EM POMAR FERTIRRIGADO 

 

 

RESUMO 
 

A citricultura é uma atividade agrícola de importância econômica e social relevantes 

para o Brasil. Apesar das dificuldades encontradas pelo produtor devido, 

principalmente, ao aumento da diversidade e da incidência de doenças, ganhos de 

produtividade foram possíveis com a utilização de variedades mais responsivas a 

aplicação de nutrientes e pela adoção de boas práticas para o uso eficiente de corretivos 

e fertilizantes. A disponibilidade de nutrientes minerais, entre outras consequências, 

afeta a formação de tecidos da planta, a qual pode influenciar fatores diretos e indiretos 

que definem a formação da produção de frutos. Concentrações de nitrogênio (N) e 

cálcio (Ca) nas plantas induzem alterações anatômicas e ultraestruturais relacionadas 

com a eficiência de uso do N, da qualidade de folhas e flores para produção e qualidade 

de frutos, além como para provável resistência da planta a estresses bióticos que afetam 

comumente a citricultura. Diante do exposto, se avaliou os efeitos da aplicação das 

fontes de adubo nitrogenado: nitrato de amônio (NA) e do nitrato de cálcio (NCa), 

ambos fertilizantes nas doses de 80 e 320 kg ha
-1

 ano
-1 

de N, em pomar de laranjeira-

doce, utilizado em experimentação de longo prazo para estudo da fertirrigação dos 

citros. As alterações anatômicas e ultraestruturais em folhas e pétalas de flores de 

laranjeira induzidas pelas concentrações de N e Ca foram identificadas através de 

análises em microscopia de luz e eletrônica de varredura e transmissão. Laranjeiras 

fertirrigadas com NCa, principalmente na maior dose aplicada no pomar, formaram 

paredes celulares e lamelas médias de maior densidade e espessura, o que acarretou no 

desenvolvimento de tecidos com estruturação mais definida. O estudo contribuiu com a 

elucidação de aspectos base para estratégias de manejo nutricional dos pomares. 

 

Palavras-Chave: Anatomia, Cálcio, Citricultura, Fertirrigação, Microscopia. 
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Anatomical and ultrastructural studies in Citrus: nitrogen-fertilizer forms effects 

in fertigated orchard. 

 

 

ABSTRACT 

 

Citrus industry is an agricultural activity of economic and social importance in Brazil. 

Despite the difficulties founded by producers due to the increase on diversity and 

incidence of diseases, productivity gains were possible by using varieties more 

responsive to nutrient application and practices aiming efficient use of fertilizers. The 

nutrient availability, among other consequences, affects the development of plant 

tissues, which can influence both direct and indirect factors of fruit production 

formation. Concentrations of nitrogen (N) and calcium (Ca) in plants thus induce 

anatomical and ultrastructural changes related to N use efficiency, quality of leaf and 

flower and fruit production, as well as probable plant resistance to biotic stress that 

commonly affect the citrus industry. Given the above, were avaluated the effects of 

applications of nitrogen fertilizer sources (ammonium nitrate and calcium nitrate), both 

fertilizers at 80 and 320 kg ha
-1 

yr
-1

 of N in sweet oranges´s orchard, used in a long-term 

citrus fertigation study. The anatomical and ultrastructural changes in leaves and petals 

of orange blossoms induced by concentrations of N and Ca were identified. With NCa, 

particularly at the highest dose applied, trees formed cell wals and middle lamelas with 

higher density and thickness, resulting in the development of better structuring tissues. 

The studie contributed to the elucidation of strategies basic aspects for nutritional 

management of orchards. 

 

Key Words: Anatomy, Calcium, Citriculture, Fertigation, Microscopy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O agronegócio da citricultura possui importância econômica e social, 

destacando-se pela produção de laranjas, tangerinas e limas ácidas. Os pomares do 

cinturão citrícola nacional totalizam área de cerca de 480 mil ha localizados em 349 

municípios no estado de São Paulo, Triângulo Mineiro e Sudoeste de Minas Gerais e 

são responsáveis pela produção estimada em 280 milhões de caixas de 40,8 kg 

(FUNDECITRUS, 2015).    

O aumento na diversidade e na incidência de doenças nos pomares cítricos 

(BELASQUE JR. et al., 2010) vem pressionando os produtores devido ao aumento nos 

custos de produção (BOTEON & PAGLIUCA, 2010), o que tem comprometido a 

eficiência e a sustentabilidade do setor. Estima-se que o custo operacional nos pomares 

subiu 70% nos últimos anos, devido principalmente ao maior valor da mão-de-obra e à 

ocorrência de problemas fitossanitários, os quais foram responsáveis pela erradicação de 

40 milhões de árvores nesta década, representando perdas de quase 80 milhões de caixas 

de laranjas anuais (NEVES et al., 2010). 

Ainda, considerando que a citricultura é uma cadeia de “commodity”, é 

favorecida pela alta produtividade e alto volume de produção (sistemas intensivos de 

produção), o que define, por exemplo, menor custo da caixa de laranjas e maior 

rentabilidade da atividade. Com isso, a permanência de grandes produtores (>250 mil 

plantas, em cerca de 500 ha) é favorecida, enquanto que pequenos e médios, com baixas 

produtividades e descapitalizados, são forçados a abandonar o setor e migrar para outras 

culturas com uso menos intensivo de mão-de-obra ou a arrendar suas terras 

(HORTIFRUTI BRASIL, 2013). 

O ano de 2014 atingiu o maior volume de fertilizantes entregues ao consumidor 

final já visto, com 4,91% de aumento em relação a 2013 (ANDA, 2014). Ganhos de 

produtividade nas culturas foram possíveis com o uso adequado de variedades mais 

produtivas e responsivas à irrigação e à aplicação de nutrientes (HAVLIN et al., 1999), 

o que, em parte, têm sido demonstrado pela relação positiva da produção agrícola e do 

consumo de fertilizantes no Brasil (FAO, 2004). A produtividade média de laranjas no 

País foi <30 t ha
-1

 (IBGE, 2014), mas alguns pomares produziram >80 t ha
-1

, resultado 
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da adoção de práticas de manejo melhor planejadas, como irrigação e adubação. A área 

irrigada na citricultura corresponde a 24,6% e mais da metade dessa área pertence a 

propriedades com mais de 500 ha (FUNDECITRUS, 2015). Nessas áreas, maiores 

produtividades têm sido reflexo da adoção de boas práticas para o uso eficiente de 

corretivos e fertilizantes com base na avaliação do efeito dos porta-enxertos nas 

respostas ao suprimento de nutrientes, estado nutricional da planta, disponibilidade de 

nutrientes no solo e potencial de produção dos pomares (QUAGGIO et al., 2005, 2010). 

A adubação nitrogenada em pomares citrícolas, entre outras consequências, 

aumenta a espessura da folha e resulta em maior produtividade (LEA-COX & 

SYVERTSEN, 1996; CANTARELLA et al., 2003). As fontes de nitrogênio (N) 

disponíveis para a maioria das culturas no Brasil são ureia, sulfato de amônio, nitrato de 

amônio (NA) e nitrato de cálcio (NCa). Para a cultura do citros, o uso de ureia gera as 

maiores perdas de N por volatilização (BOARETTO et al., 1999), de sulfato de amônio  

a maior acidificação o solo (PANZENHAGEN et al., 1999) e de NCa os maiores custos 

de produção (SCIVITTARO et al., 2004). Portanto, é mais frequente a recomendação do 

uso de NA.  

No entanto, em experimento de campo de longa duração, laranjeiras fertirrigadas 

com NCa apresentaram maior eficiência de uso de N (EUN) e maior rendimento de 

fruto do que as fertirrigadas com NA (QUAGGIO et al., 2014). Em sistemas intensivos 

de produção (favoráveis para o cenário atual da citricultura), sob fertirrigação, as 

culturas são supridas com quantidades elevadas de N. Nessas áreas, verificam-se 

mudanças redox no ambiente radicular que levam a diferentes taxas de nitrificação 

comparadas àquelas de solos adubados de forma convencional (SOUZA et al., 2006). 

Desta forma, a utilização de NA como fonte de N em fertirrigação promoveu aumento 

da concentração de amônio na solução do solo (QUAGGIO et al., 2014). Prejuízos ao 

metabolismo e ao desenvolvimento de culturas foram relatados por excesso de amônio 

no solo (CRAMER & LEWIS, 1993; DOU et al., 1999; SIDDIQI et al., 2002; BRITTO 

& KRONZUCKER, 2002). Esses problemas ocorrem devido ao desequilíbrio da 

composição da solução do solo, gerado pela acidificação, o qual compromete a absorção 

de cátions pelas plantas, sendo que a concentração de cálcio (Ca), particularmente, foi 

significativamente menor em folhas de laranjeiras fertirrigadas com NA do que quando 

fertirrigadas com NCa (QUAGGIO et al., 2014). Com a segunda fonte, o pH da solução 

do solo permanece em níveis mais altos (NEILSEN et al., 1993), favorecendo a 
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disponibilidade de Ca para as plantas, nutriente requerido em altas concentrações pela 

laranjeira (MATTOS JR. et al., 2003).  

O Ca é componente estrutural e funcional de paredes celulares e lamelas médias 

na forma de pectato de cálcio (EPSTEIN & BLOOM, 2004), um hidrocolóide natural 

presente em plantas superiores e constituinte de um grupo heteromolecular de 

polissacarídeos estruturais encontrados na parede celular e na lamela média 

contribuindo na adesão entre as células (PAIVA et al., 2009). Por influenciar no 

formato e no tamanho das células, a concentração do nutriente define a estruturação 

final do tecido vegetal correspondente e, consequentemente, influencia sua resistência 

mecânica (ALBERTS et al., 2006). Assim, é determinante na firmeza dos vegetais, 

característica que se estabelece durante o seu crescimento, amadurecimento, 

armazenamento e processamento, influenciando fatores limitantes da produção. Por 

exemplo, frutos de lima ácida “Tahiti” apresentaram menor perda de água e maior 

período de armazenamento devido a maiores teores de Ca (MATTOS JR. et al., 2010).  

Adicionalmente, no ano de 2008 a época da florada das laranjeiras foi 

acompanhada por maior quantidade de chuva do que o normal, o que promoveu queda 

na concentração de nutrientes na solução do solo na área do experimento de 

fertirrigação de laranjeiras (SOUZA et al., 2012). A ocorrência de doenças, 

principalmente da podridão floral, aumentou nesta área. Nas plantas supridas com NCa, 

se aparentavam menores incidência e severidade de doenças. Essa observação 

impulsionou a ideia de que a provável influência das maiores concentrações de Ca nas 

suas paredes celulares, são parte do motivo das melhorias observadas nessas plantas ao 

longo do experimento, por favorecerem, entre outros fatores, a resistência à patógenos. 

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi caracterizar a anatomia e a 

ultraestrutura de tecidos de folhas e pétalas de flores de laranjeiras ‘Valência’ 

fertirrigadas com as duas fontes de N, em experimento de campo de longa duração e 

com base na avaliação da estruturação celular diferenciada, observando, sob 

microscopia de luz e eletrônica de varredura e transmissão, as diferenças 

proporcionadas.   

 O trabalho é justificado por elucidar, em partes, os ganhos de produtividade no 

setor citrícola devido ao manejo nutricional em sistemas intensivos de produção 

suportados por boas práticas para o uso eficiente de corretivos e fertilizantes. É 
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importante conhecimento para a elaboração de adequadas recomendações de manejo 

que mantenham a sustentabilidade do setor. 

 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

Estudos sobre nutrição mineral e morfologia (anatomia e histologia) de plantas, 

forneceram parte do conhecimento necessário para entender o desenvolvimento do 

corpo vegetal, tornando possível compreender que o crescimento e desenvolvimento, da 

germinação até a senescência, alteram a exigência de nutrientes de uma planta e, de 

modo contrário, o estado nutricional de uma planta altera seu desenvolvimento e mesmo 

características morfológicas específicas (EPSTEIN & BLOOM, 2004). Assim, as 

alterações anatômicas e ultraestruturais proporcionadas por concentrações de nutrientes 

nos tecidos vegetais explicam, em partes, os efeitos e impactos da aplicação dos 

mesmos, o que torna interessante o entendimento das inter-relações entre as áreas.    

Um elemento mineral é considerado essencial quando sua ausência impede a 

planta de completar seu ciclo de vida (EPSTEIN & BLOOM, 2004). O suprimento 

inadequado desse elemento, ora definido como nutriente, acarreta em deficiência 

manifestada por sintomas nas plantas, que resultam de distúrbios metabólicos diretos 

e/ou indiretamente associados ao estresse nutricional. O N é um nutriente exigido em 

grandes quantidades pelas plantas, sendo constituinte de componentes da célula vegetal, 

como aminoácidos e ácidos nucleicos (TAIZ & ZEIGER, 2006). Portanto, deficiências 

de N inibem o desenvolvimento/crescimento vegetal e, o seu suprimento adequado, 

aumenta a produtividade de culturas. Trabalhos realizados por STONE et al. (1999), 

ARAÚJO et al. (2004), FERNANDES et al. (2005), SEVERINO et al. (2006), 

BISCARO et al. (2008) e BARDUCCI et al. (2009) demonstram esse aumento da 

produtividade de várias culturas pela adubação nitrogenada, assim como para citrus 

(LEA-COX & SYVERTSEN, 1996; CANTARELLA et al., 2003)    

Outro elemento mineral essencial requerido pelos vegetais é o Ca. Por 

observações da menor capacidade de absorção e retenção de solutos em tecidos com 

deficiência de Ca e pelo papel deste nutriente na formação e na funcionalidade de 

membranas celulares, o qual resulta no papel regulatório que exerce em processos 

fisiológicos e metabólicos (TAKAGI & NAGAI, 1983), foram identificadas mudanças 
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nas concentrações do nutriente em tecidos durante alguns destes processos (HEPLER, 

2005). Com isso, foi possível compreender que o Ca é utilizado na síntese de novas 

paredes celulares e lamelas médias e no fuso mitótico durante a divisão celular, sendo 

requerido para o funcionamento normal das membranas vegetais (TAIZ & ZEIGER, 

2006).  

Adicionalmente, estudos vêm detalhando as influências deste nutriente em 

processos fisiológicos e metabólicos. Para realizar fotossíntese, as plantas precisam 

absorver gás carbônico (CO2) da atmosfera, o que é feito pelos estômatos das folhas. A 

regulação da abertura estomática é influenciada pela presença de Ca
2+

 ao redor das 

células-guarda (ARAÚJO et al., 2011). Ainda, impulsionado por relatos do acúmulo de 

Ca
2+

 em células fotossintéticas (WAGNER & KLEIN, 1978), foi aceito que alguns 

processos que ocorrem nos cloroplastos são dependentes de Ca
2+

 (MUTO et al., 1982). 

Fato que ganhou maior credibilidade pela identificação de transportadores de Ca na 

membrana desta organela, as quais são estimuladas pela maior incidência de luz e que 

ativam proteínas envolvidas na produção de moléculas utilizadas no fotossistema I 

(JARRET et al., 1982), e pela identificação de uma proteína regulada por Ca
2+

 que 

aparentemente esta envolvida na captação de luz (GUO et al., 2001). Foi proposto 

também, que o controle da abertura estomática regulada por Ca
2+

 envolve uma interação 

entre o elemento e aquaporinas (AQPs) das células guarda (YANG, 2006). As AQPs 

são proteínas de membrana que facilitam o transporte de água e de algumas outras 

moléculas, como CO2, através de membranas celulares (GILLIHAN et al., 2011). Nesse 

contexto, é suposto que concentrações adequadas de Ca
2+

 nas folhas favorecem a 

fotossíntese (STOREY, 2004).  

ESAU (1974) descreveu a anatomia das plantas com sementes e relatou que a 

disposição dos tecidos na planta como um todo, bem como nos seus órgãos, revela 

organização estrutural e funcional definida. No entanto, a classificação de células e 

tecidos é arbitrária em vista da frequente ocorrência de formas intermediárias entre 

categorias. No corpo vegetal, os sistemas de tecidos distribuem-se segundo padrões 

característicos de acordo com o órgão considerado, o grupo vegetal ou ambos, sendo 

que o sistema vascular é envolvido pelo sistema fundamental e o tecido dérmico reveste 

a planta. Devido aos papéis funcionais que exercem nas plantas, teores de N e Ca 

influenciam na anatomia, na ultraestrutura e, em consequência, na estruturação de 

tecidos dos vegetais. A aplicação de doses elevadas de N proporciona maior espessura 

de folhas (RYLE, 1964; VOLONEC & NELSON, 1983), devido ao maior alongamento 
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de células epidérmicas e parenquimáticas (RADEMACHER & NELSON, 2001) e provê 

o aumento na produção de frutos (MARINHO et al., 2001; DOLINSKI et al., 2005; 

ANDRADE JR. et al., 2006).  

Quanto a influencia do Ca na anatomia, na divisão celular, a nova parede inicia 

sua formação no citoplasma entre os dois conjuntos de cromossomos segregados no 

início da telófase. Sua formação é ordenada pelo fragmoplasto, sistema de fibrilas 

formado pelos restos dos microtúbulos interpolares no equador do antigo fuso mitótico, 

no qual se percebe uma placa que se colore diferentemente na zona equatorial e cuja 

natureza exata não é conhecida. Porém, admite-se que contenha os materiais pécticos 

que constituirão a lamela média (ESAU, 1974), onde cerca de 60% do Ca celular total 

encontra-se localizado como pectato de cálcio e exercendo papel estrutural e funcional 

de paredes e membranas celulares (IWAHORI & OOHATA, 1980; IWAHORI et al., 

1994; TOBIAS et al., 1993; McLAUGHLIN & WIMMER, 1999).  

A formação de gel, que confere efeito cimentante entre as células e, 

consequentemente, enrijece os tecidos (BARRET et al., 1998;  FÁVARO & IDA, 

1998), é a principal característica das pectinas (PAIVA et al., 2009). Com quantidades 

reduzidas de pectatos pode ocorrer formação de um gel frágil (KERR & WICKER, 

2000), uma vez que este é formado a partir de ligações cruzadas entre os pectatos que 

dão forma a uma rede tridimensional onde as moléculas de água e os co-solutos ficam 

presos e em máxima coalescência (LOFGREN & HERMANSSON, 2007). As duas 

células-filhas são separadas quando a formação da parede celular no interior da célula 

mãe é completa, sendo que o posicionamento dessa nova parede determina precisamente 

a posição das duas células-filha em relação às suas vizinhas e, consequentemente, a 

forma final da planta (ALBERTS et al., 2006). O suprimento de Ca proporciona frutos 

de qualidade superior ao influenciar textura, firmeza, maturação, degradação da 

vitamina C e produção de etileno (CONWAY & SAMS, 1983; HANSON et al., 1993, 

XISTO et al., 2002; TAYLOR et al., 2004; BRACKMAN et al., 2010), uma vez que 

favorece a adequada estruturação dos tecidos das plantas ao proporcionar alterações 

anatômicas e ultraestruturais relacionadas a fatores limitantes de produção, tanto 

bióticos quanto abióticos, os quais são influenciados, portanto, pelo estado nutricional 

(AMORIM et al., 2011).  

Apesar da resistência às doenças depender principalmente de características 

genéticas, a fertilidade do solo pode determinar a frequência estacional e a distribuição 

geográfica dessas doenças (STAKMAN & HARRAR, 1957). Segundo MARSCHNER 
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(1995), devido ao seu efeito no padrão de crescimento, na anatomia e na composição 

química das plantas, os nutrientes minerais podem aumentar ou diminuir a resistência às 

doenças. Pesquisas mostram que a capacidade de uma cultura agrícola resistir ou tolerar 

doenças estão associadas às propriedades físicas, químicas e biológicas do solo, sendo 

que práticas agrícolas que causam desequilíbrio nutricional associado à deficiência ou 

ao excesso de elementos minerais podem reduzir a resistência das plantas aos patógenos 

(MAGDOFF & VAN ES, 2000), ao prejudicar o desenvolvimento da planta (AMORIM 

et al., 2011).  

BANGERTH (1979) evidenciou que a aplicação de Ca normalmente diminui a 

ocorrência de doenças em plantas. Considerando o papel do nutriente no 

desenvolvimento celular, a resistência de plantas às doenças pode ser aumentada, entre 

outros fatores, por mudanças na anatomia que favoreçam maior eficiência da barreira 

física natural imposta pela hospedeira ao agente patogênico (MARSCHNER, 1995). 

Entre as principais características anatômicas que favorecem menor severidade e 

incidência de doenças estão paredes celulares e cutículas espessas e maior lignificação 

de tecidos (MARISTELA et al., 2004). Nesse contexto, NATALE (2005) identificou 

paredes celulares e lamelas médias bem definidas e estruturadas em frutos de goiaba 

pela aplicação de Ca.  

Destaca-se ainda, que a menor eficiência de transporte de açúcares e água de 

culturas (BUSSLER, 1963) explicadas, muitas vezes, pela necrose de tecidos vasculares 

(HEWITT et al., 1975) é, geralmente, associada à deficiências de Ca, as quais levam ao 

murchamento e colapso da porção superior do caule (LIMA FILHO & MALAVOLTA, 

1997). Enquanto a concentração de Ca
2+

 afeta a estruturação do tecido vascular, pelo 

seu papel na divisão celular (ALBERTS et al., 2006), esta influencia diretamente o 

transporte de água e de solutos pelo vegetal (CARVALHO et al., 2009). Como foi 

demonstrado por DRAZETA et al. (2004), que observaram maior abundância e melhor 

distribuição de tecidos vasculares quando na presença do nutriente, e por CASTRO et 

al. (2005), que relataram células do xilema e do floema maiores quando da aplicação de 

Ca. Adicionalmente, concentrações adequadas de Ca
2+

 podem favorecer também a 

distribuição de água nas folhas pelo seu papel regulador de AQPs (VOICU & 

ZWIAZEK, 2010), sendo que a compreensão mais detalhada do funcionamento dessas 

proteínas é importante conhecimento para maximizar a eficiência de uso da água (EUA) 

pelas culturas (GILLIHAN et al., 2011), e que, junto com as influências do Ca na 
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anatomia dos feixes vasculares, pode aumentar o vigor das plantas e, em consequência, 

a resistência à doenças (AMORIM et al., 2011). 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1  Material Vegetal e Condições de Campo 
 

 

O trabalho é parte do estudo sobre fertirrigação de citros (QUAGGIO et al., 

2014), cujo experimento foi instalado no ano de 2003 em pomar comercial com 

laranjeiras ‘Valência’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] em porta-enxerto de citrumelo 

Swingle [Citrus paradise Macfad. x Poncirus trifoliolata (L.) Raf.], combinação de 

enxerto e porta-enxerto com altas respostas às práticas de irrigação e fertilização, em um 

Argisolo de textura média. A área experimental foi implantada com população de 444 

árvores por hectare, no município de Reginópolis (21°88′ S e 49°14′ O), região centro-

sul do estado de São Paulo, Brasil. A temperatura média anual da região é de 20 °C e a 

precipitação média anual é de 1400-1500 mm. As características químicas iniciais do 

solo foram determinadas de acordo com RAIJ et al. (2001): pHCaCl2 = 5,4; P-res = 9 mg 

dm
-3

; potássio (K) = 19 mmolc dm
-3

; Ca = 10 mmolc dm
-3

; magnésio (Mg) = 10 mmolc 

dm
-3

; V% = 59.  O solo foi corrigido, anteriormente à montagem do experimento, com 

calcário dolomítico aumentando V% para 70 e, também durante a condução do 

experimento, quando V% ≤ 50 (QUAGGIO et al., 2014). 

O sistema de fertirrigação contou com duas linhas de gotejamento por linha de 

plantio (uma em cada lado) colocadas 60 cm de distância das árvores. O espaçamento 

entre os emissores foi de 85 cm com um fluxo de 3,5 L h
-1

. O manejo da irrigação foi 

baseado na evaporação diária medida pelo tanque classe A e monitorado por 

tensiometria. O potencial de evapotranspiração (ETp) e a evapotranspiração da cultura 

(ETc) foram obtidos de acordo com ALLEN et al. (1998).  

O fornecimento de N e de potássio (K) foi feito duas vezes por semana, via 

fertirrigação, a partir do início da primavera (setembro) até o final do outono (maio), 

totalizando 70 aplicações por ciclo vegetativo. A dose anual de K correspondeu a 220 

kg ha
-1

 na forma de cloreto de potássio. Fósforo (P) foi fornecido durante o inverno por 

uma única aplicação de mono amônio fosfato (MAP; 60 kg ha
-1 

ano
-1

 de P2O5). Os 
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micronutrientes foram supridos anualmente por três aplicações foliares (QUAGGIO et 

al., 2005). 

O delineamento experimental foi disposto em blocos inteiramente casualizados 

com quatro repetições. Cada parcela foi composta por uma linha de 16 árvores 

uniformes, sendo que apenas as 10 centrais foram utilizadas para amostragem e 

avaliações de efeitos dos tratamentos. De 2003 a 2008 as árvores foram fertirrigadas 

com quatro doses de N (60, 120, 180 e 240 kg ha
-1

 ano
-1

) aplicadas como NA ou como 

NCa. Durante este período, o rendimento de fruto atingiu valor máximo com NA e 

apresentou resposta linear com NCa. Assim, para obter o rendimento de fruto máximo 

também com NCa, as doses de ambas as fontes foram ajustadas para 80, 160, 240 e 320 

kg ha
-1

 ano
-1 

de N
 
a partir de 2009.  

Para o presente estudo, selecionaram-se apenas as parcelas que receberam a 

menor e a maior dose de N, ou seja, 80 e 320 kg ha
-1

 ano
-1

, justificado pelo objetivo a 

priori do estudo. Na safra de 2010-2011 foi feita nova análise química do solo e se 

observou que em ambas as doses de N apenas a utilização de NA diminuiu o pH da 

solução do solo, a concentração de Ca e o V% (Tabela 1). Isso foi relacionado com a 

maior absorção de Ca, com a maior eficiência de uso de N e com o maior rendimento de 

fruto para a fonte NCa (QUAGGIO et al., 2014). 

 

Tabela 1 – Parâmetros da solução do solo de acordo com a fonte e com a dose de 

nitrogênio. Valores obtidos na safa de 2010-2011. 

Tratamento M.O. pH P K Ca Mg V 

(kg ha
-1

) g dm
-3

 - mg dm
-3

 mmolc dm
-3

 mmolc dm
-3

 mmolc dm
-3

 % 

NA 80 10,0 4,0 59,0 1,6 3,3 1,8 22,0 

NA 320 10,0 3,7 48,0 1,5 6,0 2,3 24,0 

NCa 80 12,0 5,8 38,0 2,9 42,5 9,7 82,0 

NCa 320 11,0 5,5 65,0 1,7 40,0 4,5 77,0 

 

 

 

3.2 Amostragem 
 

 

Durante os anos de 2012 e 2014 foram coletadas flores completamente 

desenvolvidas e no período de pleno florescimento das plantas (primavera) e folhas 
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recém-maduras, completamente expandidas, geradas na primavera, com cerca de seis 

meses de idade e de ramos reprodutivos com um fruto terminal de diâmetro aproximado 

de 4 cm (verão), para as duas doses de ambas as fontes nitrogenadas. As amostras foram 

coletadas nos dois lados das plantas e em quantidade suficientes para análises químicas 

de nutrientes. Contudo, aquelas coletadas em 2014 não foram aproveitadas dada a 

condição climática anormal, predominantemente seca, que limitou a aplicação de 

tratamentos de fertirrigação no pomar comercial.  

Do conjunto de amostras de 2013, separaram-se folhas e flores para análises 

microscópicas. Das folhas, foram cortados pedaços paralelos às nervuras secundárias de 

aproximadamente 2 x 2 cm do limbo foliar e, das flores, foram selecionadas as pétalas. 

Para todos os processamentos feitos para análises em microscopia, as amostras foram 

primeiramente fixadas em solução de Karnovsky (KARNOVSKY, 1965 - modificado), 

permanecendo em bomba de vácuo por 5 min e conservadas na geladeira por pelo 

menos 24 h. 

 

 

3.3  Descrição Anatômica e Ultraestrutural 
 

 

3.3.1 Microscopia de luz 

 

  

Amostras fixadas foram desidratadas em série de concentrações de etanol [30, 

50, 70, 90 e 100% (três vezes)], permanecendo 20 min em cada etapa. Após a 

desidratação, as amostras foram infiltradas em solução 1:1 de resina acrílica e etanol 

100% por 6 h e, em seguida, em resina acrílica pura por 24 h.  

Uma vez infiltradas, as amostras foram polimerizadas com resina acrílica 

durante 72 h em temperatura ambiente. Estas foram cortadas com espessura de 5 µm em 

micrótomo rotatório manual utilizando navalha de aço tipo C. 

Os cortes foram dispostos em lâminas histológicas, corados com azul de 

toluidina 0,05% e pH de 3,2 (FEDER & O´BRIEN, 1968 – modificado) durante 5 min e 

lavadas em água por 3 min. As lâminas foram montadas com resina “Entellan” e 

lamínulas e, então, analisadas em microscópio de luz. 

 

 

3.3.2 Microscopia eletrônica de varredura – crioprocessamento 
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 Amostras fixadas foram infiltradas em glicerol 30% por 1 h, imersas em 

nitrogênio líquido e fraturadas com bisturi. Estas foram desidratadas em série de 

concentrações de acetona [30, 50, 70, 90 e 100% (três vezes)], permanecendo 20 min 

em cada etapa. Logo após foram secas ao ponto crítico utilizando CO2, coladas em 

“stubs” e metalizadas com ouro. As amostras foram então analisadas em microscópio 

eletrônico de varredura. 

 

3.3.3 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

 

Asmostras fixadas foram lavadas três vezes em tampão cacodilato 0,05 mol L
-1 

por 15 min, pós-fixadas em solução 1:1 de tetróxido de ósmio 1% e tampão cacodilato 

0,1 mol L
-1

 durante 1 h, seguindo para pré-contraste em bloco com acetato de uranila 

0,5% por 12 h. 

A seguir, as amostras foram desidratadas em série de concentrações de acetona 

[30, 50, 70, 90 e 100% (três vezes)], permanecendo 20 min em cada etapa. Estas foram 

infiltradas em solução 1:1 de resina Spurr e acetona 100% por 6 h e, em seguida, na 

mesma resina pura durante 12 h.  

As amostras infiltradas foram polimerizadas em molde de silicone com resina 

Spurr pura por 72 h em estufa com temperatura controlada em 70 °C. Nestas, foram 

realizados cortes com espessuras de 65 a 75 nm em ultramicrótomo com navalha de 

diamante. Os cortes foram dispostos em telas de cobre e contrastados, com acetato de 

uranila 3% por 15 min e, com citrato de chumbo por 10 min (REYNOLDS, 1963). 

Assim, as amostras foram analisadas em microscópio eletrônico de transmissão. 

 

   

3.4 Análises Quantitativas 
 

 

3.4.1 Teor de nutrientes minerais 

 

 

Foi analisado o estado nutricional de folhas e de flores coletadas em 2012 e 2013 

(BATAGLIA et al., 1983). Os dados de ambas as safras foram utilizados na 

interpretação dos resultados. 
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3.4.2 Com imagens de microscopia de luz 

 

 

Foram selecionadas seis imagens de cada tratamento feitas em microscopia de 

luz, todas de amostras diferentes. Essas foram editadas em preto e branco com o intuito 

de facilitar a visualização do contorno das células. Com isso, foi contado manualmente 

o número de camada de células e realizadas medições (utilizando software acoplado ao 

microscópio) da espessura do conjunto de tecidos que formam folhas e flores e do 

diâmetro de seus feixes vasculares.  

Ainda nessas mesmas imagens, foi contado manualmente o número de células 

por milímetro quadrado (mm
2
) do parênquima paliçádico das folhas. Nas pétalas, foi 

calculada manualmente a abundância de feixes vasculares por mm
2 

e mensurada 

manualmente a rugosidade média da epiderme adaxial, cujo cálculo mais comum 

corresponde à média aritmética dos valores de rugosidade parcial que, por sua vez, foi 

obtida a partir da distância das ordenadas dos pontos de maior afastamento acima e 

abaixo da linha média (LEITÃO & HEGDHAL, 1981). 

 

 

3.4.3 Com imagens de microscopia eletrônica de transmissão 

 

 

Foram feitas manualmente trinta e seis medições, em cortes de seis amostras de 

cada tratamento, da espessura das paredes celulares epidérmicas e parenquimáticas de 

folhas e de pétalas juntamente com a lamela média que as unem. 

 

 

3.4.4 Análises estatísticas 

 

 

Os dados obtidos pelas análises quantitativas foram submetidos à análise de 

variância pelo teste F (ANOVA). Os efeitos dos tratamentos foram avaliados ao nível 

de 5% de probabilidade. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Folhas 
 

 

4.1.1 Teores de nutrientes minerais  

 

 

Com o aumento da dose de adubo nitrogenado e independente da fonte, ocorreu 

aumento no teor foliar de N. Quando utilizada a fonte NCa, em ambas as doses de N, o 

teor de Ca foliar foi maior (Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Teores de N e Ca em folhas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA 

ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fontes de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
------------Teor de N, g kg 

-1
------------  

Nitrato de amônio 25 Aa 28 Ab 

Nitrato de cálcio 24 Aa 28 Ab 

 

 ------------Teor de Ca, g kg
-1

------------ 

Nitrato de amônio 30 Ba 33 Ba 

Nitrato de cálcio 41 Aa 44 Aa 

 Médias seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não diferem 

entre si pelo teste F (p>0,05). 

 

  

4.1.2 Microscopia de luz 

 

 

As folhas de laranja doce são constituídas por parênquima paliçádico e lacunoso 

e feixes vasculares, circundados por epiderme. A epiderme é uniestratificada, 

hipostomática e glabra (de OLIVEIRA et al., 2014). Imagens deste trabalho mostraram 

folhas com parênquima paliçádico estratificado em 2 ou 3 camadas e o lacunoso em 12 

a 15 camadas com espaços intercelulares conspícuos (Figura 1), sendo que com a maior 

dose de NCa as folhas apresentaram aumento do número de camada de células (Tabela 

3).  

Os feixes vasculares, de diâmetros variáveis, foram observados distribuídos de 

forma regular ao longo do mesofilo, nos quais se notaram a presença de fibras 
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gelatinosas que acompanham o floema colateralmente (Figura 1). O diâmetro dos feixes 

vasculares foi maior para a fonte NCa, sendo ainda maior com a dose mais elevada 

aplicada no pomar (Tabela 4). Além disso, com a fonte NCa na maior dose de N, as 

células do xilema mostraram-se íntegras e com aparente aumento de concentração de 

lignina sugerida pela visualização de células  maiores e com coloração azul esverdeada 

mais intensa (Figura 1D), coloração esperada para paredes lignificadas quando em 

contato com azul de toluidina (MORAES, 2002). Enquanto que, quando utilizada a 

maior dose de N como NA as células do xilema apresentaram perda de estruturação e, 

nas fibras gelatinosas que acompanham o feixe, identificaram-se fissuras nas células 

(Figura 1C).  

Laranjeiras fertirrigadas com NA na menor dose de N revelaram estrutura foliar 

com arranjo comprometido (Figura 1A), quando comparadas com as fertirrigadas com 

mesma dose de N na forma de NCa (Figura 1B). As primeiras apresentaram células 

parenquimáticas com tamanhos e formatos irregulares, o que diminui a superfície de 

contato entre as elas. 

Árvores adubadas com a maior dose de N na fonte NA (Figura 1C) também 

revelaram estrutura foliar com arranjo comprometido, como descrito anteriormente. 

Essas apresentaram a maior espessura de mesofilo devido à hipertrofia de células do 

parênquima paliçádico e do lacunoso (Tabela 4). No entanto, o alongamento das células 

foi acompanhado de adelgaçamento de parede celular, o que pode ser observado pelas 

sinuosidades de parede, principalmente em células do parênquima paliçádico, as quais 

foram formadas com tamanhos e formas irregulares. As células epidérmicas mostraram-

se arredondadas, principalmente na face adaxial, o que diminui a superfície de contato 

entre elas. 

Em árvores fertirrigadas com a maior dose de N na fonte NCa (Figura 1D), 

ocorreu a diminuição do tamanho das células, principalmente do parênquima paliçádico 

(Tabela 4). Porém, suas células epidérmicas e parenquimáticas desenvolveram-se mais 

uniformes quanto ao tamanho e ao formato, aumentando a superfície de contato entre 

elas e, com isso, a compacidade do tecido, o que foi demonstrado também pelo maior 

número de células do parênquima paliçádico por mm
2
 (Tabela 5). 

Com o intuito de demonstrar como as análises quantitativas em microscopia de 

luz foram feitas, a Figura 2 contém uma imagem editada em preto e branco de cada 

tratamento. 
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Figura 1 - Folhas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses 

de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N.em microscopia de luz. Menor dose de N como NA (A); 

menor dose de N como NCa (B); maior dose de N como NA (C), onde as setas indicam 

os dobramentos de parede e, o círculo, as células danificadas do xilema; maior dose de 

N como NCa (D), onde o círculo indica as células íntegras do xilema. Legenda: e = 

epiderme; pp = parênquima paliçádico; pl = parênquima lacunoso; x = xilema; fl = 

floema; fg = fibras gelatinosas. Barras = 100 µm.  
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Tabela 3 - Número de camada de células de folhas de laranjeiras ‘Valença’ 

fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fonte de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
Número de camadas de células  

 
--------------- Parênquima paliçádico--------------- 

Nitrato de amônio 2,0 Aa (0,0) 2,0 Ba (0,0) 

Nitrato de cálcio 2,0 Aa (0,0) 2,5 Ab (20,0) 

 
---------------Parênquima lacunoso---------------  

Nitrato de amônio 11,7 Aa (8,1) 10,3 Aa (8,2) 

Nitrato de cálcio 11,3 Aa (8,3) 11,5 Aa (4,3) 

 
----------------------- Mesofilo--------------------------   

Nitrato de amônio 15,2 Aa (5,9) 14,3 Aa (6,1) 

Nitrato de cálcio 15,3 Aa (4,3) 16,0 Aa (5,1) 

Médias (n=6) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão 

apresentados entre parênteses após a análise de variância das médias.  

 

 

Tabela 4 - Espessura de mesofilo, parênquimas paliçádico e lacunoso e diâmetro de 

feixe vascular de folhas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas 

doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fonte de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
Espessura ou Diâmetro, µm 

 
---------------------Mesofilo--------------------- 

Nitrato de amônio 227,5 Ab (3,2) 296,9 Aa (4,5) 

Nitrato de cálcio 242,3 Aa (8,4) 245,8 Ba (7,4) 

 
-------------Parênquima paliçádico--------------  

Nitrato de amônio 59,3 Aa (2,7) 62,6 Aa (7,8) 

Nitrato de cálcio 59,2 Aa (2,1) 50,8 Bb (10,3) 

 
--------------Parênquima lacunoso-------------- 

Nitrato de amônio 147,4 Bb (7,7) 215,0 Aa (5,2) 

Nitrato de cálcio 166,8 Aa (9,1) 175,7 Ba (7,4) 

 
-----------------Feixe vascular------------------ 

Nitrato de amônio 48,6 Bb (21,8) 96,3 Ba (30,1) 

Nitrato de cálcio 85,1 Ab (16,5) 187,8 Aa (17,1) 

Médias (n=6) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão 

apresentados entre parênteses após a análise de variância das médias.  
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Tabela 5 - Número de células por mm
2
 do parênquima paliçádico de laranjeiras 

‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fontes de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
Número de células por mm

2
 

 
-----------Parênquima paliçádico------------- 

Nitrato de amônio 2,9 Aa (18,1) 2,3 Ba (18,7) 

Nitrato de cálcio 3,2 Ab (7,9) 4,7 Aa (16,6) 

Médias (n=6) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão 

apresentados entre parênteses após a análise de variância das médias.  

 

 
 

 

 
 

Figura 2 – Folhas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses 

de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. em microscopia de luz editadas em preto e branco. Menor 

dose de N como NA (A); menor dose de N como NCa (B); maior dose de N como NA 

(C); maior dose de N como NCa (D). Legendas: e = epiderme; pp = parênquima 

paliçádico; pl = parênquima lacunoso e fv = feixe vascular. As setas verticais ilustram 

as estruturas em análise. Barras = 100 µm.  
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4.1.3 Microscopia eletrônica de varredura 

 

 

As imagens de microscopia eletrônica de varredura dos mesofilos mostraram 

que todos os tratamentos sofreram perda de estruturação devido à força mecânica 

exercida pelo processamento realizado nas amostras (fraturas com bisturi), uma vez que 

apresentaram aspecto friável. No entanto, ao observar as amostras em maior aumento, 

diferenças na resistência dos tecidos à força mecânica exercida foram reveladas (Figura 

3). 

Com a menor dose de N na fonte NA, o parênquima paliçádico apresentou-se 

com fraturas nas células, devido ao rompimento de paredes celulares (Figura 3A’). Com 

a menor dose de N como NCa, o parênquima paliçádico, apesar da manutenção das 

paredes celulares, apresentou fraturas entre as células e células não cimentadas com as 

adjacentes, causados pelo rompimento da lamela média (Figura 3B’).  

Nas folhas do tratamento com a maior dose de N como NA, observaram-se 

fraturas entre as células do parênquima paliçádico, assim como nas anteriores. Além 

disso, as paredes celulares que unem as células da camada epidérmica foram rompidas, 

promovendo a desestruturação do tecido (Figura 3C’). 

Em árvores fertirrigadas com a maior dose de N na fonte NCa, mesmo com 

aspecto friável, a maioria das células do parênquima paliçádico e da epiderme, assim 

como suas paredes celulares, apresentaram-se íntegras (Figura 3D’), o que demonstrou a 

maior resistência deste tratamento à força mecânica exercida pelo processamento das 

amostras. 
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Figura 3 – Folhas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 

kg ha
-1 

de N. em microscopia eletrônica de varredura. Menor dose de N como NA em menor (A) e 

maior aumento (A´), onde as setas indicam fraturas nas células; menor dose de N como NCa em 

menor (B) e maior aumento (B´), onde as setas indicam fraturas entre as células e, os asteriscos, 

células não cimentadas com as adjacentes; maior dose de N como NA em menor (C) e maior aumento 

(C´), onde as setas indicam fraturas entre células e, os asteriscos, o rompimento de paredes celulares 

epidérmicas; maior dose de N como NCa em menor (D) e maior aumento (D´). Legenda: e = 

epiderme; pp = parênquima paliçádico e pl = parênquima lacunoso. Barras = 15 µm 
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4.1.4 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

 

Quando utilizada a fonte NA, as paredes celulares e lamelas médias de células 

da epiderme (Figuras 4A e 4C), dos parênquimas paliçádico (Figura 5A e 5C) e 

lacunoso (Figura 6A e 6C) mostraram baixa densidade, quando comparadas com 

aquelas dos tratamentos com a fonte NCa, tanto na dose menor (Figuras 4B, 5B e 6B) 

como na maior de N (Figuras 4D, 5D e 6D). As folhas do tratamento com maior dose de 

N na fonte NCa apresentou paredes celulares mais espessas no conjunto de tecidos que 

formam o mesofilo (Tabela 6).   

Imagens das células do parênquima paliçádico de todos os tratamentos 

(Figura 7) demonstraram a maior superfície de contato entre as células quando utilizada 

a maior dose
 
de N como NCa (Figura 7D), o que concorda com a maior compacidade de 

tecido observada para este tratamento em microscopia de luz. 
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Figura 4 - Parede celular e lamela média da epiderme de folhas em microscopia 

eletrônica de transmissão. Menor dose de N como NA (A); menor dose de N como NCa 

(B); maior dose de N como NA (C); maior dose de N como NCa (D). Legendas: pc(1) = 

parede celular de uma célula; lm = lamela média e pc(2) = parede celular da célula 

adjacente à da pc(1). Barras = 0,5 µm.  
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Figura 5 - Parede celular e lamela média do parênquima paliçádico de folhas de 

laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. em microscopia eletrônica de transmissão. Menor dose de N como NA (A); 

menor dose de N como NCa (B); maior dose de N como NA (C); maior dose de N como 

NCa (D). Legenda: pc(1) = parede celular de uma célula; lm = lamela média e pc(2) = 

parede celular da célula adjacente à da pc(1). Barras = 0,5 µm.  
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Figura 6 - Parede celular e lamela média do parênquima lacunoso de folhas de 

laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. em microscopia eletrônica de transmissão. Menor dose de N como NA (A); 

menor dose de N como NCa (B); maior dose de N como NA (C); maior dose de N como 

NCa (D). Legenda: pc(1) = parede celular de uma célula; lm = lamela média e pc(2) = 

parede celular da célula adjacente à da pc(1). Barras = 0,5 µm.  
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Figura 7 – Superfície de contanto entre células do parênquima paliçádico de folhas de 

laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. em microscopia eletrônica de transmissão. As setas indicam as regiões não 

cimentadas das paredes celulares de duas células adjacentes pelas lamelas médias. 

Menor dose de N como NA (A); menor dose de N como NCa (B); maior dose de N 

como NA (C); maior dose de N como NCa (D). Barras = 0,5 µm.  
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Tabela 6 - Espessura de paredes celulares de folhas de laranjeiras ‘Valença’ 

fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fonte de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
Espessura, µm 

 
--------------------Epiderme-------------------- 

Nitrato de amônio 0,76 Aa (12,6) 0,77 Aa (57,8) 

Nitrato de cálcio 1,22 Ba (30,8) 1,51 Ba (13,8) 

 
-------------Parênquima paliçádico-------------  

Nitrato de amônio 0,50 Aa (23,2) 0,58 Aa (19,9) 

Nitrato de cálcio 0,48 Aa (18,7) 0,80 Ab (20,6) 

 
--------------Parênquima lacunoso-------------- 

Nitrato de amônio 0,64 Aa (25,1) 0,58 Aa (32,5) 

Nitrato de cálcio 0,77 Aa (5,3) 0,90 Ba (16,5) 

Médias (n=36) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão 

apresentados entre parênteses após a análise de variância das médias.  
 

 

4.2 Pétalas 
 

 

4.2.1 Teores de nutrientes minerais  

 

 

Assim como nas folhas, com o aumento da dose da adubação nitrogenada para 

ambas as fontes, os teores de N foram maiores. O teor de Ca nas flores foi maior quando 

utilizada a maior dose de N com a fonte NCa (Tabela 7). 

 

 

Tabela 7 - Teores de N e Ca em flores de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou 

com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fontes de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
-----------Teor de N, g kg 

-1
----------- 

Nitrato de amônio 17 Aa 23 Ab 

Nitrato de cálcio 20 Aa 25 Ab 

 

 -----------Teor de Ca, g kg
-1

----------- 

Nitrato de amônio 3,7 Aa 3,4 Aa 

Nitrato de cálcio 3,9 Aa 4,8 Bb 

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não diferem 

entre si pelo teste de F (p>0,05).  
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4.2.2 Microscopia de luz 

 

 

As pétalas de flores de laranjeira doce são constituídas por parênquima 

homogêneo e feixes vasculares envoltos por uma camada epidérmica, caracterização 

normal para grande parte das culturas (ESAU, 1974). A epiderme constitui-se de células 

com papilas mais proeminentes na face adaxial. O parênquima é homogêneo com 

espaços intercelulares conspícuos entremeados por feixes vasculares de calibres 

regulares. Nos feixes vasculares não se nota a presença de fibras gelatinosas como nas 

folhas (Figura 8). 

Com a dose menor de N como NA foi possível notar o arranjo desestruturado 

das células tanto da epiderme como do parênquima homogêneo, com células de 

formatos e tamanhos irregulares e superfície adaxial sinuosa (Figura 8A). 

Pétalas de laranjeiras fertirrigadas com a dose menor de N na fonte NCa (Figura 

8B) mostraram alongamento de células epidérmicas e parenquimáticas e, embora 

melhor estruturadas do que as fertirrigadas com a mesma dose como NA (Figura 8A), 

revelaram arranjo laxo e superfície epidérmica adaxial com rugosidades. 

Árvores com a maior dose de N na fonte NA mostraram arranjo tissular laxo, 

semelhante às anteriores, com alterações principalmente na epiderme adaxial, na qual se 

aumentou a desuniformidade no formato das células, o que diminui a superfície de 

contato entre elas e, juntamente com o alongamento irregular e desenfreado das células 

do parênquima, agravou ainda mais a rugosidade da epiderme adaxial (Figura 8C). 

Adicionalmente, estre tratamento obteve a maior espessura de parênquima homogêneo 

(Tabela 9). 

O tratamento com dose maior de N como NCa apresentou menor alongamento 

de células epidérmicas e parenquimáticas. No entanto, ambos os tecidos apresentaram 

maior uniformidade de tamanho e formato de células, o que os tornou mais compactos, 

além de ter promovido regularidade da superfície epidérmica adaxial (Figuras 8D), a 

qual foi demonstrada também pela menor rugosidade calculada (Tabela 10).   

 Acompanhando a hipertrofia do tecido, o maior diâmetro de feixe vascular foi 

para a fonte NA na maior dose aplicada no pomar (Tabela 9). Porém, a abundância de 

feixes vasculares por mm
2
 foi maior para a fonte NCa, principalmente na maior dose 

aplicada (Tabela 11). 
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As imagens editadas em preto e branco para análises quantitativas estão 

demonstradas, com uma de cada tratamento, na Figura 9. 

 

 

 

 

 

Figura 8 – Pétalas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses 

de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. em microscopia de luz. Menor dose de N como NA (A); 

menor dose de N como NCa (B), onde as setas indicam rugosidades na epiderme 

adaxial; maior dose de N como NA (C), onde as setas indicas rugosidades na epiderme 

adaxial; maior dose de N como NCa (D). Legendas e = epiderme; ph = parênquima 

homogêneo e fv = feixe vascular. Barras = 100 µm. 
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Tabela 8 - Número de camada de células de pétalas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas 

com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fontes de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
Número de camadas de células 

 
------------Parênquima homogêneo------------  

Nitrato de amônio 27,8 Aa (5,6) 27,1 Aa (5,7) 

Nitrato de cálcio 26,1 Aa (7,1) 25,8 Aa (4,1) 

 
-----------------------Total----------------------- 

Nitrato de amônio 29,6 Aa (5,0) 29,0 Aa (6,2) 

Nitrato de cálcio 28,1 Aa (6,6) 27,8 Aa (3,8) 

Médias (n=6) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão apresentados 

entre parênteses após a análise de variância das médias.  
 

 

Tabela 9 - Espessura do parênquima homogêneo e diâmetro de feixe vascular de pétalas de 

laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fontes de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
Espessura/Diâmetro, µm  

 
-------------Parênquima homogêneo-------------  

Nitrato de amônio 450,6 Ba (7,7) 921,1 Ab (3,2) 

Nitrato de cálcio 735,8 Aa (2,5)  751,7 Ba (1,6)   

 
------------------Feixe vascular------------------ 

Nitrato de amônio 73,3 Ab (44,5)  90,7 Aa (16,6) 

Nitrato de cálcio 68,7 Aa (47,7) 68,6 Ba (28,6) 

Médias (n=6) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não diferem 

entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão apresentados entre 

parênteses após a análise de variância das médias.  
 

 

Tabela 10 - Rugosidade da epiderme adaxial de pétalas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas 

com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fontes de N 
Dose de N, kg ha-1 

80 320 

 
Rugosidade, µm 

 
----------------Epiderme Adaxial---------------- 

Nitrato de amônio 119,7 Aa (7,6) 155,2 Ab (12,1) 

Nitrato de cálcio 120,8 Aa (14,1) 83,6 Bb (12,8) 

Médias (n=6) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão apresentados 

entre parênteses após a análise de variância das médias.   
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Tabela 11. Abundância de feixes vasculares de pétalas de laranjeiras ‘Valença’ 

fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fontes de N 
Dose de N, kg ha-1 

80 320 

 

 Abundância por mm2 

----------------Feixe vascular---------------- 

Nitrato de amônio 3,3 Ba 3,9 Bb 

Nitrato de cálcio 4,5 Aa 5,8 Ab 

Médias (n=6) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão 

apresentados entre parênteses após a análise de variância das médias.  

 
 

 

 

 
 

Figura 9 – Pétalas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 

80 ou 320 kg ha
-1 

de N. em microscopia de luz editadas em preto e branco. Menor dose de N 

como NA (A); menor dose de N como NCa (B); maior dose de N como NA (C); maior dose 

de N como NCa (D). Legendas: e = epiderme; ph = parênquima homogêneo e fv = feixe 

vascular. As setas verticais ilustram as estruturas em análise. Barras = 100 µm.  
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A força mecânica exercida pelo processamento de microscopia eletrônica de 

varredura danificou a estruturação das pétalas de todos os tratamentos, uma vez que as 

células aparentaram sofrer um arraste pelo bisturi. Porém, diferenças quanto à 

resistência dos tecidos entre os tratamentos foram reveladas por imagens com maior 

aumento (Figura 10). Em pétalas de árvores fertirrigadas com a menor dose de N, em 

ambas as fontes, e com a maior dose de N como NA, o parênquima homogêneo 

apresentou células com estruturação comprometida pelo rompimento das paredes 

celulares (Figuras 10A’, 10B’ e 10C’). 

Em árvores adubadas com a maior dose de N como NCa,  foi observada melhor 

manutenção da estruturação celular, com células do parênquima homogêneo íntegras 

(Figuras 10D’), o que demonstrou a maior resistência desse tratamento à forças 

mecânicas exercidas no preparo das amostras. 
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Figura 10 – Pétalas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 

ou 320 kg ha
-1 

de N. em microscopia eletrônica de varredura. Menor dose de N como NA em 

menor (A) e maior aumento; maior dose de N como NA em menor (B) e maior aumento (B´); 

menor dose de N como NCa em menor (C) e maior aumento (C´); maior dose de NCa  em 

menor (D) e maior aumento (D´). Legendas: e = epiderme; ph = parênquima homogêneo. 

Barras = 15 µm. 
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4.2.4 Microscopia eletrônica de transmissão 

 

 

Quando utilizada a fonte NA, em ambas as doses de N, as paredes celulares e 

lamelas médias de células da epiderme (Figuras 11A e 11C) e do parênquima 

homogêneo (Figuras 12A e 12C) mostraram fraca constituição.  

Imagens de pétalas de laranjeiras fertirrigadas com ambas as doses de N na fonte 

NCa revelaram paredes celulares e lamelas médias de maior densidade em células 

epidérmicas (Figura 11B e 11D) e parenquimáticas (Figura 12B e 12D). 

Adicionalmente, com a dose maior nessa fonte a espessura das paredes celulares foi a 

maior de todos os tratamentos (Tabela 11). 

 

    

 

 

Figura 11 - Parede celular e lamela média da epiderme de pétalas de laranjeiras 

‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. em 

microscopia eletrônica de transmissão. Menor dose de N como NA (A); menor dose de 

N como NCa (B); maior dose de N como NA (C); maior dose de N como NCa (D). 

Legendas: pc(1) = parede celular de uma célula; lm = lamela média e pc(2) = parede 

celular da célula adjacente à da pc(1). Barras = 0,5 µm.  
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Figura 12 - Parede celular e lamela média do parênquima homogêneo de pétalas de 

laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. em microscopia eletrônica de transmissão. Menor dose de N como NA (A); 

menor dose de N como NCa (B); maior dose de N como NA (C); maior dose de N como 

NCa (D). Legendas: pc(1) = parede celular de uma célula; lm = lamela média e pc(2) = 

parede celular da célula adjacente à da pc(1). Barras = 0,5 µm.  

 

 

Tabela 12 - Espessura de paredes celulares de pétalas de laranjeiras ‘Valença’ fetirrigadas 

com NA ou com NCa nas doses de 80 ou 320 kg ha
-1 

de N. 

Fontes de N 
Dose de N, kg ha

-1
 

80 320 

 
Espessura, µm  

 
---------------------Epiderme---------------------  

Nitrato de amônio 0,51 Aa (32,5) 0,49 Aa (39,7) 

Nitrato de cálcio 0,73 Aa (22,7) 0,97 Bb (18,2) 

 
------------Parênquima homogêneo------------- 

Nitrato de amônio 0,67 Aa (45,5) 0,60 Aa (29,1) 

Nitrato de cálcio 0,87 Aa (19,6) 1,06 Ba (24,6) 

Médias (n=36) seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e minúscula na linha não 

diferem entre si pelo teste F (p>0,05). Os coeficientes de variação (%) estão apresentados 

entre parênteses após a análise de variância das médias.  
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5 DISCUSSÃO 

 

 

O amento nas doses de N pela adubação nitrogenada proporcionou maiores 

concentrações do nutriente nas folhas e nas flores das laranjeiras fertirrigadas (Tabelas 2 

e 7). Como o N é responsável pelo alongamento celular (TAIZ & ZEIGER, 2006), o 

maior comprimento dos tecidos que formam folhas e pétalas observados com a dose 

maior do nutriente são esperados (Tabelas 4 e 9). Foi relatada relação positiva entre 

maior espessura de mesofilo com produtividade em laranjeiras (LEA-COX & 

SYVERTSEN, 1996; CANTARELLA et al., 2003). Contudo, nas laranjeiras 

fertirrigadas com a maior dose de N como NA, as quais apresentaram maior 

comprimento de mesofilo (Tabela 4), o rendimento de fruto foi cerca de 40% menor do 

que em plantas supridas com dose equivalente de N na forma de NCa (QUAGGIO et 

al., 2014). Com a primeira fonte o pH da solução do solo diminuiu, limitando a 

nitrificação, e, consequentemente, aumentou sua concentração de amônio e dificultou a 

absorção de cátions (principalmente de Ca) pelas árvores (Quaggio et al., 2014). A 

concentração de Ca foi maior quando utilizada a fonte NCa tanto nas folhas como nas 

flores (Tabelas 2 e 7), incremento no teor que pôde ser relacionado com as melhorias 

observadas na anatomia e ultraestrutura, já que esse nutriente é constituinte estrutural e 

funcional fundamental de paredes celulares e lamelas médias na forma de pectato de 

cálcio (TAIZ & ZEIGER, 2006). Maiores concentrações de Ca foliar também 

favorecem a abertura estomática (ARAÚJO et al., 2011), processos fisiológicos 

envolvidos na fotossíntese (STOREY, 2004), o acúmulo de solutos e a difusão de CO2 

(GILLIHAM et al., 2011), o que provavelmente aumenta a capacidade fotossintética e 

explica parcialmente a maior produção das plantas fertirrigadas com a maior dose de N 

na fonte NCa (QUAGGO et al., 2014).  

É aceito que o Ca retarda a senescência de órgãos pelo seu papel estrutural de 

parede celular e pelo papel regulatório que exerce na senescência induzida por etileno, 

sendo que em plantas cítricas foi relatada menor queda fisiológica de frutos quando 

aplicado o nutriente (IWAHORI & OOHATA, 1980). Adicionalmente, no período de 

frutificação, os frutos são os drenos preferenciais de fotoassimilados, os quais, em 

maiores teores disponíveis, favorecem a produção (LI et al., 2003).  Foi relatado 

elevado grau de dependência entre o estado nutricional de culturas com a relação 

funcional entre folha e fruto (RENA et al., 1996; LAVIOLA et al., 2007). Sendo assim, 

pela maior concentração de Ca encontrada na seiva de laranjeiras com o tratamento de 
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NCa na maior dose de N (QUAGGIO et al., 2014), o que sugere maior capacidade 

dessas de transportar o nutriente para os frutos em desenvolvimento, é provável que 

esse tratamento aumente a fixação de flores. A mais, por apresentarem maior diâmetro 

de feixes vasculares, em folhas (Tabela 4) e maior abundância desses em pétalas 

(Tabela 11), esse tratamento deve também possuir maior capacidade de transportar 

fotoassimilados produzidos nas folhas para os frutos em desenvolvimento, o que 

favoreceria, também, o adequado desenvolvimento desses. Concordando assim, com o 

maior rendimento de fruto desse tratamento e com as relações positivas entre o número 

de frutos produzidos e os teores de Ca nas folhas (QUAGGIO et al., 2014).  

Além de atuarem diretamente no desenvolvimento de frutos, os resultados 

observados devem influenciar o desenvolvimento de doenças infecciosas nas laranjeiras. 

Segundo ALBERTS et al. (2006), na divisão celular, ao controlar como sua parede 

celular é construída, a célula vegetal controla sua própria forma e a direção do 

crescimento do tecido ao qual pertence. As células vegetais recém-formadas expandem 

lentamente devido a uma pressão de intumescimento (pressão de turgor), que se 

desenvolve a partir de um desequilíbrio osmótico entre o interior da célula e sua 

vizinha, sendo limitado pela resistência da parede celular. Dessa forma, a parede celular 

mantem o conjunto de células unidas e promove a formação de um tecido. Para que as 

células que formam os tecidos cresçam e mudem de forma, suas paredes celulares têm 

de esticar ou deformar e, assim, sua resistência governa a direção na qual a célula em 

crescimento irá aumentar. Uma vez que o alongamento celular cessa, ocorre, 

geralmente, deposição de novas camadas de composição na parede celular a fim de 

torna-la mais espessa e rígida, aumentado, assim, sua resistência mecânica.  

Com isso, as paredes celulares e lamelas médias de folhas (Figuras 4C, 5C e 6C) 

e de pétalas (Figuras 11C e 12C) formadas com baixa densidade em laranjeiras 

fertirrigadas com a maior dose
 
de N como NA, levaram ao desenvolvimento de células 

com alongamento desenfreado e irregular, tornando-as desuniformes no tamanho e no 

formato e, consequentemente, formaram tecidos laxos (Figuras 1C e 8C). Enquanto que, 

em laranjeiras fertirrigadas com a maior dose
 
de N como NCa, cujas paredes celulares e 

lamelas médias de folhas (Figuras 4D, 5D e 6D) e de pétalas (Figuras 11D e 12D) 

apresentam-se com maior densidade e espessura, ocorreu a formação de células menores 

e uniformes, o que aumentou a superfície de contato entre elas (Figura 7D) e tornou os 

tecidos compactos (Figuras 1D e 8D). A partir de tais observações, pelo papel 

cimentante que a lamela média exerce entre células vizinhas (ESAU, 1974) e pela 
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função estrutural do Ca (TAIZ & ZEIGER, 2006), sugere-se maior concentração de 

pectato de Ca como matéria-prima para produção de paredes celulares e lamelas médias 

para a fonte NCa, principalmente na maior dose aplicada no pomar. Isso favorece a 

maior resistência mecânica de tecidos, como foi demostrado pelo melhor arranjo 

estrutural de folhas e de pétalas quando utilizado NCa após processamento para 

microscopia eletrônica de varredura. Diante do exposto, é provável que essas plantas 

possuam maior resistência ao ataque de patógenos.   

O estabelecimento de doenças em plantas é caracterizado pela ocorrência de 

eventos sucessivos e ordenados (sobrevivência, disseminação, infecção, colonização e 

reprodução). Para doenças não transmitidas por vetores, nas fases de infecção e 

colonização, o fitopatógeno precisa vencer as barreiras naturais da planta para que a 

doença ocorra. Nessas, a infecção consiste nas fases de pré-penetração, penetração e o 

estabelecimento de relações parasitárias estáveis. A primeira caracteriza-se pela adesão 

e crescimento do fitopatógeno na superfície do hospedeiro. A principal via de 

penetração de fungos é diretamente pela superfície da planta, sendo que esta consiste em 

vencer as barreiras naturais representadas, na parte aérea, pela cutícula e pela epiderme; 

enquanto bactérias e vírus penetram na hospedeira, principalmente, através de 

ferimentos que rompem as barreiras naturais das plantas, os quais podem ocorrer por 

diversos motivos, como picadas de prova, pelo vento ou por práticas agrícolas. Após 

penetrarem, muitos dos microrganismos precisam romper a parede celular de células 

parenquimáticas para entrar em contato com o conteúdo celular e, assim, obter 

nutrientes para seu desenvolvimento. Com isso, se estabelece relações parasitárias 

estáveis e inicia-se a fase de colonização. Durante esta nova fase, fitopatógenos foliares 

e florais repetidamente encontram e atravessam as paredes celulares do parênquima, 

utilizando força mecânica e/ou enzimas que as degradam, pois devem se transportar 

célula a célula (AMORIM et al., 2011). 

Na safra de 2009-2010 ocorreu prejuízos na ordem de até 70% em algumas 

propriedade devido a elevada incidência da podridão floral. Na área do experimento, as 

laranjeiras fertirrigadas com NCa apresentavam visualmente menores incidência e 

severidade da doença. Considerando as dificuldades encontradas por fitopatógenos, os 

resultados observados em microscopia mostraram possíveis causas da maior resistência 

de árvores fertirrigadas com esta fonte na maior dose de N aplicada. A formação de uma 

superfície epidérmica adaxial sem depressões, em pétalas (Figura 8D e Tabela 10), deve 

dificultar a adesão de microrganismos e o molhamento da superfície, que favoreceria a 
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penetração de alguns fitopatógenos (AMORIN et al., 2011). Uma camada compacta de 

células epidérmicas (Figuras 1D e 8D) com paredes celulares mais resistentes à força 

mecânica (Figuras 4D e 11D) , em folhas e pétalas, deve dificultar tanto a penetração 

direta como a formação de ferimentos. No estabelecimento de relações parasitárias 

estáveis e na colonização, células parenquimáticas com paredes celulares mais 

resistentes à força mecânica (Figuras 5D, 6D e 12D), devem dificultar a nutrição e o 

transporte dos microrganismos. Concordando com SILVEIRA et al. (2003), que 

observaram menor incidência e severidade de doenças devido a maior espessura da 

parede celular; com PHILIP et al. (1991) e PRABHPREET et al. (2000), que relataram 

maior resistência à doenças em cultivares providas de maior índice de compactação dos 

tecidos e com paredes celulares mais espessas.  

Para doenças transmitidas por vetores, os patógenos, apesar de alguns serem 

semelhantes em relação às fases de estabelecimento de relações parasitárias estáveis e 

de colonização, não deparam com as mesmas dificuldades dos anteriores quanto às de 

pré-penetração e penetração, uma vez que dependem da capacidade do vetor em romper 

as barreiras naturais dos tecidos da planta (AMORIM et al., 2011). Como para 

penetração direta ou por ferimentos, no tratamento com dose maior de N na fonte NCa, 

cujas células apresentaram-se unidas em tecidos compactados e com paredes celulares 

mais resistentes à força mecânica, o vetor deve ter mais dificuldade para se alimentar, 

diminuindo a transmissão de patógenos.  

  

 

6 CONCLUSÃO 

 

 

As laranjeiras ‘Valença’ fertirrigadas com nitrato de cálcio, principalmente na 

maior dose de nitrogênio aplicada no pomar, formaram paredes celulares e lamelas 

médias de maior densidade e espessura, provavelmente por apresentarem maiores 

concentrações de pectato de cálcio na sua constituição. Consequentemente, as folhas 

com maior concentração de cálcio mostraram arranjos estruturais mais definidos, com 

maior número de células do parênquima paliçádico e maior diâmetro de feixes 

vasculares. As pétalas com maior concentração do nutriente também apresentaram 

arranjos estruturais mais definidos, com menor espessura de tecido, menor rugosidade 

da superfície epidérmica adaxial e maior abundância de feixes vasculares.  
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7 PERSPECTIVAS  

 

 

As diferenças anatômicas e ultraestruturais encontradas sugerem que laranjeiras 

‘Valença’ cultivadas em solos tropicais fertirrigadas com fontes de nitrogênio que não 

forneçam amônio e, consequentemente, diminuam a acidificação do solo e favoreçam a 

absorção de Ca
2+

 pelas árvores, formam tecidos de folhas e de pétalas com maior 

resistência mecânica (pela maior compactação) e maior vigor (pelas melhorias nos 

feixes vasculares). Com isso, estas provavelmente apresentariam maior 

resistência/tolerância às doenças.   
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