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ROCHA, Salete. Caracterização foliar e de estômatos de híbridos triploides 

espontâneos de Citros. 2014. 46f. Dissertação (Mestrado) – Instituto Agronômico – IAC, 

Campinas.  

 

RESUMO 

A produção de frutos cítricos sem sementes é uma das características desejáveis para 

laranjas e tangerinas comercializadas no mercado de fruta fresca, sendo que este 

objetivo pode ser alcançado por meio do desenvolvimento de variedades triploides, que 

produzem naturalmente frutos sem sementes. A frequência de obtenção de híbridos 

triploides (3x) espontâneos, em progênies inter ou intraespecíficas de Citrus resultantes 

de cruzamentos entre plantas diploides (2x) é geralmente baixa. Três populações de 

plantas híbridas intraespecíficas de laranjeira doce e uma interespecífica de laranjeira 

doce com o híbrido Tangor Murcott x laranja Pêra Nº 163 (TMxLP163) foram obtidas a 

partir de cruzamentos controlados, dentro do programa de melhoramento de citros do 

IAC. O objetivo do presente estudo foi identificar plantas triploides espontâneas 

derivadas destes cruzamentos dentro das populações, através da técnica de citometria de 

fluxo, e caracterização fenotípica das folhas e os estômatos de folhas das plantas 

triploides. Amostras de folhas de cada planta foram coletadas e avaliadas em citometro 

de fluxo, para a identificação das plantas triploides. Realizou-se a caracterização 

morfológica de folhas, avaliando-se os seguintes parâmetros: comprimento, largura 

(medição no ponto mais largo) e espessura do limbo foliar, além dos mesmos 

parâmetros para o pecíolo das folhas. Em seguida, calculou-se a relação comprimento: 

largura (C/L) de folha e de pecíolo. A densidade estomática e o tamanho das células-

guarda dos estômatos das folhas foram avaliadas por microscopia ótica. Foi possível 

identificar os híbridos triploides e diploides das quatro populações deste estudo, por 

meio da técnica de citometria de fluxo. A caracterização morfológica das folhas 

demonstrou não haver um padrão que possa diferenciar plantas hibridas triploides em 

relação aos respectivos parentais diploides ou tetraploides, utilizando-se os parâmetros 

morfológicos avaliados. As análises de caracterização de estômatos e de avaliação de 

densidade estomática das plantas híbridas triploides demonstraram que houve variações 

grandes e significativas no tamanho de estômatos (comprimento e largura) e na 

densidade estomática, de acordo com nível de ploidia. O comprimento e a largura das 

células-guarda dos estômatos eram maiores quando a ploidia da planta também era 
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maior, assim como a densidade estomática apresentou um efeito inverso. Assim, pode-

se afirmar que os parâmetros: tamanho de estômato e densidade estomática podem ser 

usados para fins de seleção de plantas de citros com diferentes ploidias. 

 

Palavras-chaves: laranja, ploidia, hibridação, citometria, morfologia, estômato.  
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ROCHA, Salete. Leaf stomata and spontaneous triploid hybrids of Citrus 

characterization. 2014. 46p. Dissertation (Master Degree) – Instituto Agronômico – IAC, 

Campinas. 

ABSTRACT 

The production of seedless Citrus fruits is important for oranges and mandarins varieties 

when they are destined to fresh fruit market. This goal can be achieved through the 

development of triploid varieties, which naturally produce seedless fruits. The frequency of 

obtaining spontaneous triploid (3x) hybrid plants in inter or intraspecific Citrus progenies 

resulting from crosses between diploid plants (2x) is generally low. Three populations of 

intraspecific hybrid plants of sweet orange and one population of interspecific hybrids 

obtained after crosses of sweet orange with hybrid Murcott x Pera sweet orange Nº 163 

(TMxLP163) were obtained within the Citrus breeding program of Institute Agronomic 

(IAC). The aim of this study was to identify spontaneous triploid hybrid plants derived 

from these crosses within populations through flow cytometry method and to evaluate 

phenotypically leaves and stomata of these plants. Leaf samples from each plant were 

collected and evaluated by flow cytometry in order to identify triploid plants. A 

morphological characterization of leaves were performed evaluating the following 

parameters: length, width (measured at the widest point) and leaf thickness, in addition to 

the same parameters for leaves petioles. Then, It was calculated the ratio length:width 

(L/W) of leaves and petioles. The stomatal density and the size of the guard-cells of the 

stomata were evaluated by optical microscopy.  It was possible to identify diploid and 

triploid hybrids of four populations of the study using the technique of flow cytometry. 

Morphological characterization of the leaves showed no pattern that can differentiate 

triploid hybrid plants from their parental diploid or tetraploid control plant, using the 

morphological parameters evaluated. The evaluation of stomata size and stomatal density 

of the leaves showed that there were large and significant variations in the size of stomata 

(length and width) and stomatal density, according to ploidy level. The length and width of 

guard cells of stomata were larger when the ploidy of the plant was also higher, as well as 

stomatal density showed an inverse effect. Thus, it can be stated that the parameters: size 

of stomata and stomatal density can be used for the purpose of selection of Citrus plants 

with different ploidies. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Os citros são as frutíferas mais extensamente produzidas no mundo (FNP-AGRA 

2012), sendo o Brasil o maior produtor mundial de laranjas doces (Citrus sinensis L. 

Osbeck) com aproximadamente 19 milhões de toneladas, seguido pelos Estados Unidos 

(EUA), com 8,0 milhões, e outros (FAO, 2012). 

No cultivo de citros existentes no Brasil, os pomares de laranja são os mais 

importantes em área e volume de frutos produzidos, possuindo uma área superior a 900 

mil hectares (ha), distribuídos em todos os estados brasileiros. O estado de São Paulo se 

destaca com 80,4% da produção de laranjas, sendo há vários anos o maior estado 

produtor deste fruto (FNP-AGRA 2012). 

No Brasil, a produção de laranja destina-se principalmente a indústria de suco 

concentrado, seguida pelo consumo da fruta in natura (NEVES & JANK, 2006). Dentre 

as atividades que resultariam no incremento na produção de frutos cítricos para 

consumo in natura no Brasil, uma que apresentaria grande importância seria o 

desenvolvimento de novas variedades com características específicas para este mercado, 

tais como frutos sem sementes.  

A produção de frutos cítricos sem sementes é uma das características mais 

desejáveis para laranjas e tangerinas comercializadas no mercado de fruta fresca pois, 

em muitos países, os consumidores não aceitam frutas cítricas contendo sementes. 

Diante disso, o desenvolvimento de híbridos triploides se constitui numa importante 

estratégia para o desenvolvimento de novas variedades comerciais de citros sem 

sementes (OLLITRAULT et al., 2008), já que plantas triploides produzem naturalmente 

frutos sem sementes. 

Dentro de programa de melhoramento de laranjeiras e de tangerineiras do Centro 

APTA Citros, nos anos de 2006, 2007 e 2008 foram realizados cruzamentos controlados 

e foram obtidas três populações de plantas híbridas intraespecíficas de laranja doce (2x) 

com laranja doce (2x), e uma população de plantas híbridas interespecíficas de laranja 

doce (2x) com um híbrido de Tangor Murcott (2x) x laranja Pêra Nº 163 (2x). A 

obtenção destas plantas híbridas somente foi possível porque a laranjeira Pêra-de-abril 

(2x), que possui sementes monoembriônicas, foi utilizada como genitor feminino em 

todos os cruzamentos, sendo capaz de produzir plantas híbridas. 

O objetivo do presente estudo foi identificar plantas triploides espontâneas, 

derivadas de cruzamentos controlados de citros (2x X 2x), por meio da técnica de 
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citometria de fluxo, e caracterizar a fenologia das folhas e as células-guarda dos 

estômatos de folhas. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Aspectos gerais do gênero Citrus 

 

O gênero Citrus e outros gêneros relacionados à subfamília Aurantioideae, 

família Rutaceae, são originados da região sudeste da Ásia, provavelmente no leste da 

Índia, norte de Myanmar, antiga Birmânia e/ou sudeste da China, apresentando relações 

filogenéticas que se estendem pelas Índias Orientais, Austrália, Centro da China, Japão 

e mesmo África (SWINGLE & REECE, 1967). O número básico de cromossomos é x = 

9, sendo a diploidia (2n = 2x = 18) a sua condição mais frequente (MOREIRA & PIO, 

1991). As plantas cítricas geralmente são diploides com 2n=2x=18 cromossomos, mas 

também ocorrem triploides com 2n=3x=27 cromossomos e tetraploides com 2n=4x=36 

cromossomos (KOLLER, 1994; GUERRA et al., 1997), em menor proporção na 

natureza. 

No Brasil, os citros foram introduzidos provavelmente nas primeiras expedições 

colonizadoras, por volta do século XVI, estendendo-se de norte ao sul do país 

(MOREIRA & PIO, 1991). 

Geralmente as plantas deste gênero apresentam porte médio (arbóreo/arbustivo), 

flores brancas e aromáticas e frutos contendo vesículas preenchidas por um suco de 

grande interesse comercial (ARAÚJO et al., 2005). 

A laranja doce (Citros sinensis L. Osbeck), é a espécie de citros mais cultivada 

no Brasil, tanto para consumo in natura como processada, na forma de suco, fazendo 

com que o Brasil fique em primeiro lugar na produção mundial de citros, com área 

cultivada  total superior a 840 mil hectares, com produção aproximada de 19 milhões de 

toneladas, representando um forte impacto na economia brasileira (IBGE, 2012). Sendo 

o maior produtor brasileiro de laranjas, o estado de São Paulo se destaca com uma 

produção total de 80,4% (FNP-AGRA, 2012). 
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2.2 Melhoramento genético de Citros. 

 

O melhoramento genético de Citros tem sido utilizado de forma eficiente na 

busca de soluções para minimizar ou resolver problemas agronômicos e fitossanitários 

da cultura. De modo geral busca-se obter variedades melhoradas que contenham 

características desejáveis, tais como: plantas com maior produção e/ou produtividade, 

maior tolerância e/ou resistência às pragas e doenças, plantas com menor porte, 

características morfológicas e de qualidade nutricional adequadas de plantas, frutos e de 

seus produtos (sucos, óleos, pectina etc), dentre outras (MACHADO et al., 2005).  

Os citros são plantas perenes e de ciclo vegetativo longo, isto é, levam muitos 

anos para iniciarem a produção, o que torna o melhoramento genético destas espécies, 

um processo longo e trabalhoso. Existem duas grandes barreiras biológicas que 

dificultam os cruzamentos em citros, a primeira é a ocorrência de poliembrionia nas 

sementes e a segunda, é o longo período juvenil de plantas provenientes da germinação 

de sementes (FROST & SOOST, 1968).  

A poliembrionia consiste na existência de sementes contendo mais de um 

embrião, resultando na formação de mais de uma planta em cada semente germinada. 

Normalmente um embrião é originado sexualmente, chamado de embrião zigótico e 

originado a partir da fecundação dos gametas masculino e feminino, enquanto os outros 

embriões, denominados de embriões nucelares, são originados vegetativamente, por 

meio do desenvolvimento das células do nucelo (tecido materno), apresentando assim a 

mesma constituição genética da planta-mãe (FROST & SOOST, 1968). 

Em consequência disso, há poucos programas contínuos de cruzamentos 

controlados em laranjas doces. No entanto, este paradigma pode ser quebrado, com a 

utilização de variedades, que produzem sementes monoembriônicas (com apenas um 

embrião zigótico por semente) como genitores femininos em cruzamentos controlados, 

seguido de um método eficiente para identificação desses híbridos. 

O Centro APTA Citros Sylvio Moreira/IAC apresenta um extenso Programa de 

Melhoramento Genético de Citros, sendo que duas importantes linhas de pesquisa em 

andamento são a caracterização dos acessos do Banco de Germoplasma (BAG-Citros) e 

o melhoramento de laranjeiras por meio de cruzamentos controlados. 

DOMINGUES et al. (2000) descreveram inicialmente a laranjeira Pêra-de-abril 

como uma variedade que produz frutos com sementes monoembriônicas, característica 

posteriormente confirmada por GONZAGA et al. (2006).  
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A partir do ano de 2005, a variedade Pêra-de-abril tem sido utilizada no 

Programa de Melhoramento de Citros como genitor feminino em cruzamentos 

intraespecíficos com outras variedades de laranjas doces e em cruzamentos 

interespecíficos com tangerinas, tangores e híbridos do gênero Citrus. 

Nos anos de 2006, 2007, 2008; foram obtidas populações de híbridos 

intraespecíficos resultantes do cruzamento entre laranjeira Pêra-de-abril (CV 148) x 

Sanguínea de Mombuca (CV 93); Pêra-de-abril (CV 148) x Natal Folha Murcha (CN 

487); Pêra-de-abril (CV 148) x Sanguinelli Marrocos (CN 73); além de uma população 

de híbridos interespecíficos, resultante do cruzamento da laranjeira Pêra-de-abril (CV 

148) x Híbrido TMxLP 163, estando presentes na coleção do BAG do CCSM. 

 

2.3 Poliploidia  

 

A poliploidia refere-se às variações naturais ou induzidas no número de 

cromossomos em organismos. As variações surgem nos conjuntos cromossômicos 

individuais. Pode haver a formação de euploides e os aneuploides. No primeiro grupo 

estão as plantas autopoliploides, onde seus genomas gaméticos são duplicados, 

triplicados, formando plantas triploides (3x), tetraploides (4x), hexaploides (6x) e assim 

por diante. As plantas alopoliploides possuem genomas múltiplos de diferentes origens, 

os quais podem ser originados de cruzamentos interespecíficos ou intergenéricos que 

ocorrem na natureza ou resultantes de cruzamentos controlados. No grupo dos 

aneuploides estão os indivíduos cujo genomas há a falta ou acréscimo de um ou mais 

cromossomos (HARLAN & De WETT, 1975). 

Alguns mecanismos citológicos que induzem a poliploidia em plantas são 

conhecidos, sendo eles: duplicação somática em embriões jovens, gerando esporófitos 

completamente poliploides, e a formação de organismos poliploides via cruzamentos 

com a presença de gametas não-reduzidos (2x), durante a micro ou megasporogênese 

(RAMSEY & SCHEMSKE, 1998). 

LEE (1988) descreveu diversas formas possíveis de se obter plantas cítricas 

triploides (3x = 27). Dentre elas, a obtenção de híbridos sexuais triploides a partir de 

cruzamentos de cultivares diploides (2x) com tetraploides (4x) (ESEN & SOOST, 1972; 

ESEN et al. 1978) ou entre dois cultivares diploides (2x) (ESEN & SOOST, 1971). 

Após realizar vários cruzamentos entre genitores diploides de citros, ESEN & 

SOOST (1971) observaram que haviam embriões triploides, não esperados, e que estes 
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possivelmente eram originados de gametas femininos não reduzidos 

(megaesporogênese), que foram fusionados com gametas masculinos reduzidos, 

formando assim embriões triploides espontâneos de citros. 

Em todos os estudos de citros onde foram observados poliploides espontâneos, a 

frequência de obtenção sempre foi baixa. ESEN & SOOST (1971) observaram uma 

frequência de 0,6 a 24,2% de híbridos triploides espontâneos, em quatro populações de 

cruzamentos interespecíficos entre plantas diploides de citros. GERACI et al. (1975) 

relataram porcentagens entre 0 a 20% de híbridos triploides espontâneos, mas em dez 

populações de hibridos obtidos apos cruzamentos interespecíficos de citros diploides. 

Um exemplo de cultivar triploide espontânea com alto valor comercial é a 

limeira ácida Tahiti, que é altamente produtiva e produz frutos sem sementes, sendo que 

a ausência de sementes em triploides está relacionada à quantidade ímpar de 

cromossomos presentes no núcleo da célula que acarreta a falta de capacidade de 

emparelhamento deles durante o processo meiótico (DEL BOSCO et al., 2007; DUTT 

et al., 2010). 

A identificação de plantas poliploides é muito importante em programas de 

melhoramento, pois é possível selecionar híbridos com o número de sementes 

reduzidas. A identificação pode ser realizada de diversas formas, dentre elas: contagem 

cromossômica, citometria de fluxo e a avaliação de parâmetros morfológicos ou 

anatômicos. A contagem de cromossomos é o método mais eficaz porque ele determina 

o número real de cromossomos (DOLEZEL et al., 2007). No entanto, este método é 

muito trabalhoso e demorado, além de erros que podem facilmente ocorrer nos casos de 

espécies com grande número de cromossomos e/ou contendo cromossomos com 

pequeno tamanho. 

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a análise das propriedades 

ópticas (dispersão da luz e fluorescência) de partículas que fluem numa suspensão 

líquida. Esta particularidade é uma das diferenças existentes entre a citometria de fluxo 

e outras técnicas de análise quantitativa de núcleos isolados ou cromossomos (e.g. 

microespectrofotometria), que necessitam da fixação das partículas a uma superfície 

(e.g. lâmina). A medição em fluxo permite análises em alta velocidade (e.g. 10
2
 – 10

3
 

partículas por segundo) e garante que os genomas analisados são selecionados 

aleatoriamente em toda a população, sem qualquer subjetividade associada (DOLEZEL 

et al.; 1998). 
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Sendo um método que mede a quantidade de DNA e infere sobre níveis de 

ploidia, possui as seguintes etapas: isolamento mecânico dos núcleos intactos das 

plantas; coloração dos núcleos com fluorocromo que é adicionado às células para que 

estas possam ser detectadas e quantificadas devido à fluorescência emitida pelo 

fluorocromo e passagem em alta velocidade desta suspensão de núcleos ou células 

diante de uma fonte de luz ultravioleta. A passagem dos núcleos pelo foco de luz resulta 

na conversão de pulsos que é eletronicamente processada, para produzir sinais. Estes 

sinais são distribuídos e integrados numa área, na forma de picos. A fluorescência 

obtida no foco de luz é proporcional à quantidade de DNA nuclear e a posição do pico 

reflete o nível de ploidia (DOLEZEL et al., 1994; BENNET & LEICHT, 1995). 

Por esta razão observações morfológicas e anatômicas de tecidos das plantas são 

técnicas consideradas simples, mas muitas vezes imprecisas, mas que podem ser usadas 

na identificação de plantas poliploides (BRUMMER et al., 1999). Pode-se afirmar que 

alterações de características morfológicas e anatômicas são frequentemente o objetivo 

da indução de poliploides, para uso no melhoramento de plantas. 

Segundo BRUMMER et al. (1999) umas das características mais comumente 

usadas para as análises morfológicas e anatômicas de plantas poliploides estão 

relacionadas com características de folhas, tais como tamanho e forma de folhas, 

número e tamanho de estômatos, características das plantas (tamanho e vigor, 

comprimento de entrenós, características do sistema radicular etc). 

Destas a mais usada para detecção da poliploidia são as que está relacionada 

com os estômatos. De acordo com ANDERSON (1972), a poliploidia resulta no 

aumento do tamanho das células, com a observação de que as células tetraploides têm 

em média duas vezes o comprimento e a largura das células diploides. Segundo 

WRIGHT (1976), os aumentos no tamanho das células podem ser mais facilmente 

detectados avaliando-se as células-guarda dos estômatos, em folhas. 

Em trigo ANDERSON, (1972) relatou que a poliploidia resultou no aumento do 

tamanho das células, sendo observado que as células tetraploides tinham 

aproximadamente o dobro do comprimento e da largura das células diploides. Estes 

aumentos no tamanho das células podem ser mais facilmente identificados avaliando-se 

o tamanho das células-guardas dos estômatos (WRIGHT, 1976). Assim, plantas 

diploides tendem a ter estômatos menores do que seus derivados autotetraploides 

(HODGSON et al., 2010), porém em maior quantidade por área foliar. 
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HODGSON et al. (2010) também observaram que plantas diploides de espécies 

lenhosas e herbáceas de diferentes países possuíam células de estômatos menores do 

que plantas tetraploides, porém, estando eles em maior densidade.  

Plantas diploides de gramas batatais (Paspalum notatum Flüggé) tendem a ter 

estômatos menores do que as plantas tetraploides, porém em maior quantidade 

(QUESENBERRY et. al., 2010). 

O mesmo foi encontrado por VICHIATO et al. (2006) em plantas tetraploides de 

Dendrobium nobile Lindl, onde foi observado um aumento na frequência dos estômatos, 

em relação às plantas diploides.  

COSTA et al. (2004) avaliaram a características de estômatos (tamanho e 

densidade) na epiderme abaxial de folhas de três híbridos somáticos alotetraploides de 

citros em comparação com as respectivas variedades parentais (diploide). Foram 

confirmadas as diferenças na densidade estomática e no comprimento das células-

guarda, entre as plantas de diferentes ploidias. Os parentais diploides apresentaram 

maior quantidade de estômatos por área foliar e o comprimento da célula-guarda era 

menor em relação aos híbridos tetraploides. 

ALLARIO et al. (2011), comparando plantas diploides e autotetraploides de 

limão Cravo verificaram que o tamanho dos estômatos das plantas tetraploides era 

significativamente maior, com área média de 490 µm
2
, enquanto que as plantas 

diploides possuíam estômatos com área de 290 µm
2
. Em relação à densidade 

estomática, foi observada uma redução nas plantas tetraploides (270 estômatos/mm
2
) 

em relação as plantas diploides (400 estômatos /mm
2
). No entanto, poucos trabalhos 

relataram a realização destes mesmos estudos em plantas triploides. 

Corroborando com os dados acima, POVEDANO et al. (2012) avaliaram a 

densidade estomática de folhas de plantas de diversas ploidias, onde as plantas controle 

(diploides) apresentaram densidade estomática maior, enquanto as plantas 

autotetraploides apresentam folhas com menor densidade de estômatos. 

REIS (2013) investigou as diferenças morfológicas e estomáticas existentes entre 

as plantas diploides e tetraploides de tamarilho (Cyphomandra betacea (Cav.) Sendt), 

relatando que o comprimento e a largura dos estômatos eram significativamente 

diferentes em cada nível de ploidia, sendo menor nas plantas diploides e maior nas 

plantas tetraploides. Em relação a densidade estomática, esta era significativamente 

superior nas plantas diploides em comparação com as plantas tetraploides. 
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Os caracteres fenotípicos tais como a estrutura da planta, flores, frutos e folhas 

foram utilizados por diversos autores para descrever e caracterizar variedades distintas 

de tangerineiras, laranjeiras e híbridos (DOMINGUES, 1999). Caracterização 

morfológica das folhas e os respectivos folíolos podem ser feitos através da mensuração 

do comprimento do pecíolo, largura (feita no ponto mais largo da lâmina foliar) e 

comprimento da folha (GUERRA, 2011), com estudos já realizados comparando-se 

plantas diploides e tetraploides, porém muito pouco foi realizado em plantas triploides. 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Material Vegetal 

 

O material vegetal usado foram plantas provenientes de três populações de plantas 

híbridas, resultantes de cruzamentos intraespecíficos de laranja doce (2x x 2x), e de uma 

população resultante de cruzamento interespecífico entre laranja doce e o híbrido 

Tangor Murcott x laranja Pêra Nº 163 (TMxLP163). Estas quatro populações de plantas 

híbridas foram obtidas a partir de cruzamentos controlados realizados em estufas nos 

anos de 2006, 2007 e 2008 (Tabela 1).  

Tabela 1. Descrição dos genitores das quatro populações de plantas híbridas de 

laranjeira doce. 

Genitores ♀ x ♂ (número do acesso no 

BAG-Citrus) 

Número de 

plantas avaliadas da 

população 

Tipo de 

cruzamento 

1. Pêra-de-abril (CV 148) x Natal Folha 

Murcha (CN 487) 

179 
Intra 

2. Pêra-de-abril (CV 148) x Sanguinelli 

Marrocos (CN 73)  

323 
Intra 

3. Pêra-de-abril (CV 148) x Sanguínea 

de Mombuca (CV 93)  

308 
Intra 

4. Pêra-de-abril (CV 148) x Híbrido 

TMxLP 163  

747 
Inter 

 

As plantas das cultivares genitoras: Pêra-de-abril (CV 148), Natal Folha Murcha 

(CN 487), Sanguinelli Marrocos (CN 73) e Sanguínea de Mombuca (CV 93) foram 

utilizadas neste estudo como controle diploide. Plantas autotetraploides de laranjeira 

Pêra-de-abril (clone 148-2-4x), genótipo obtido em experimento de indução de 
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poliploides com uso de colchicina em tratamento in vitro (Latado et al., 2007), foram 

usadas como controle tetraploide. 

Todas as plantas usadas neste estudo (inclusive as controles), apresentavam entre 

dois ou quatro anos de idade, tendo sido obtidas a partir de sementes (no caso dos 

híbridos) ou por enxertia (no caso das plantas-controle diploide e tetraploide) e foram 

cultivadas em sacos de 4 L com substrato comercial. Todas as plantas foram mantidas 

em condições de estufa telada, com irrigação por gotejamento e adubação semanal. 

3.2 Determinação do nível de ploidia por meio de citrometria de fluxo 

 

Foi realizada uma avaliação inicial em todas as plantas híbridas (1557 plantas), 

onde se avaliou folhas jovens, mas completamente expandidas coletadas da parte 

superior de cada planta, sendo a seguir identificadas e mantidas em sacos plásticos sob 

temperatura de (4 
o
C) e alta umidade relativa do ar, até a realização das análises de 

ploidia e de caracterização estomática. 

A ploidia das plantas híbridas e das plantas-controle foi avaliada por meio da 

técnica de citometria de fluxo. O equipamento utilizado nas análises foi o citômetro de 

fluxo PAS II-III (Partec Gmbh, Alemanha), equipado com lâmpada HBO 100 W e 

filtros kg1, BG 38 e CG 435. 

Aproximadamente 1 cm² de cada uma das folhas jovens (limbo foliar) que foi 

macerado levemente em placa de Petri contendo 100 µL de tampão de extração de 

núcleos (Partec Gmbh, Alemanha), com auxílio de uma lâmina de aço afiada (lâmina de 

barbear). Adicionou-se ao homogeneizado 400 µL da solução de coloração Cy-Stayn 

UV (Partec Gmbh., Alemanha), que usa o 4-6-diamidino-2-fenilindole (DAPI) como 

fluorocromo. Em seguida, adicionou-se 600 µL de água destilada e deionizada.  

A solução contendo os núcleos, e o excedente de tecido vegetal, foi filtrada em 

filtro de malha 30µm (diâmetro), e, em seguida transferida para tubo e filtrada, sendo 

em seguida analisada  no equipamento, onde se procedeu a leitura dos picos de volume 

nuclear das plantas-controle e dos híbridos. Foram avaliados no mínimo 2.000 núcleos 

intactos de cada amostra, com uso do software CyView (Partec Gmbh., Alemanha) e a 

seguinte calibração: Gain = 597 e Low level (LL) = 0,64, que resultaram em 

histogramas. As amostras cujos coeficientes de variação se situaram acima de 5% foram 

descartadas (CARDOSO, 2012). 
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As ploidias das plantas híbridas foram determinadas em comparação com 

amostras de folhas das plantas-controle diploides e das tetraploides. Somente as 

amostras identificadas como sendo triploides e as dos controles, diploide e tetraploide, 

foram analisadas na forma de três repetições por planta. 

3.3 Caracterização morfológica de folhas e de estômatos 

 

Com o auxilio de um paquímetro foram realizadas medições de três folhas 

completamente expandidas de cada planta e dos respectivos pecíolos. Os parâmetros 

mensurados foram: a) para a folha - comprimento, largura e espessura do limbo foliar 

(mm); b) para o pecíolo - comprimento, largura e espessura do pecíolo foliar (mm). A 

padronização das seleções das folhas foi realizada da seguinte forma: coleta da quarta, 

quinta e sexta folha, presentes num ramo novo, porém completamente expandido, a 

partir do ápice caulinar. 

A densidade estomática e do tamanho (diâmetro e comprimento) das células-

guarda dos estômatos (mm), foram avaliados em plantas híbridas e nas plantas controle. 

Três folhas de cada planta foram seccionadas com tamanho aproximado de 0,25 cm
2. 

Cada segmento de folha foi imerso em solução de hidróxido de potássio a 5% ou 5N, 

que foi aquecido até o ponto de ebulição, para liberação da epiderme abaxial. Em 

seguida, as amostras de epiderme foram transferidas para solução aquosa, e dispostas 

em laminas de vidro, juntamente com as lamínulas.  

As observações foram realizadas no microscópio ótico, modelo Olympus BX 61, 

com um aumento de 800X. As imagens foram capturadas usando o software Dp 

controler (Olympus Corp.) e as medições, utilizando o software Image pró-MC (Media 

Cybernetics Corp). 

Para a determinação da densidade estomática de plantas triploides e controles 

foram observados dez campos de visão na lamina. Os dados de densidade estomática 

foram transformados para o parâmetro: número de estômatos por mm
2
, considerando-se 

que cada campo de visão no microscópio apresentava área aproximada de 0,0625 mm
2
. 

A avaliação do tamanho das células-guarda foi realizada em duas laminas sendo 10 

células-guarda, em cada uma delas. As variáveis avaliadas foram número de estômatos, 

diâmetro polar (comprimento), diâmetro equatorial (largura) dos estômatos e a relação 

C/L, além da densidade estomática, expressa em mm². 
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As análises estatísticas dos dados foram realizadas utilizando-se o delineamento 

inteiramente casualizado e dados não transformados, com uso dos testes F e o teste de 

Scott-knott, com probabilidade de 5%, para o agrupamento dos tratamentos. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Ploidia de plantas híbridas intraespecíficas e interespecíficas de citros por 

meio de citometria de fluxo 

 

Os histogramas gerados por meio da técnica de citometria de fluxo possibilitaram a 

identificação rápida e precisa da ploidia das plantas híbridas intraespecíficas e 

interespecíficas de citros. Os valores relativos médios de volume nuclear das amostras 

das plantas-controle (genitores) se situaram entre 33 e 34, enquanto que o valor médio 

observado para a planta-controle autotetraploide foi de 68, próximo do dobro observado 

nas amostras diploides (Tabela 2). 

Nas análises de citometria de fluxo as populações de plantas híbridas 

intraespecíficas e interespecíficas apresentaram valores entre 33 e 52, o que 

demonstrava a existência de plantas hibridas diploides e triploides. As amostras que 

possuíam histogramas com picos entre 49 e 53 foram consideradas como sendo 

triploides (figura 1). Em seguida, apenas para estas amostras selecionadas realizaram-se 

as análises na forma de três repetições. 

 

Tabela 2. Leituras de suspensões nucleares de folhas de algumas plantas híbridas 

triploides, plantas-controle diploides e autotetraploides de citros, coradas com o 

fluorocromo DAPI e avaliadas por citometria de fluxo. 

Genótipo Leitura media (G1) Ploidia estimada 

Pêra-de-abril (CV 148) 33 2x 

Sanguínea de Mombuca (CV 93) 34 2x 

Sanguinelli Marrocos (CN 73) 33 2x 

Natal folha murcha (CN 487) 34 2x 

Híbrido TMxLP 163 33 2x 

Pêra-de-abril autotetraploide 4x 68 4x 

Híbrido 101 (CV 148 x CV 93) 51 3x 
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Continuação da tabela 2... 

Híbrido 102 (CV 148 x CV 93) 
50 3x 

Híbrido 103 (CV 148 x CV 93) 51 3x 

Híbrido 12 (CV 148 x CN 487) 50 3x 

Híbrido 22 (CV 148 x CN 487) 52 3x 

Híbrido 24 (CV 148 x CN 487) 50 3x 

Híbrido 101 (CV 148 x CN 73) 51 3x 

Híbrido 102 (CV 148 x CN 73) 51 3x 

Híbrido 103 (CV 148 x CN 73) 51 3x 

Híbrido 1 (CV 148 x TMxLP 163) 50 3x 

Híbrido 2 (CV 148 x TMxLP 163) 50 3x 

Híbrido 3 (CV 148 x TMxLP 163) 51 3x 

 

 

A frequência de obtenção de plantas triploides variou entre 7,6% (Pera-de-abril 

CV 148 X Híbrido TMxLP 163) e 2,8% (Pera-de-abril CV 148 X Natal Folha Murcha 

CN 487), nas quatro populações de plantas híbridas interespecíficas e intraespecíficas 

avaliadas (Tabela 3), sendo a maior proporção observada na população de plantas 

híbridas interespecíficas (Pêra-de-abril x Híbrido TMxLP 163) e a menor (2,8%), na 

população resultante do cruzamento entre Pêra-de-abril (CV 148) x Natal Folha Murcha 

(CN 487). No total de 1.557 híbridos obtidos nos cruzamentos inter e intraespecíficos e 

analisados por citometria de fluxo, 1.461 (93,8%) foram considerados como sendo 

diploides e 96 (6,2%), foram considerados como sendo triploides. 

 

 



13 
 

 

Figura 1. Histogramas de amostras de folhas de plantas de: A) laranjeira doce controle 

diploide (2x), B) híbrido intraespecífico triploide (3x) e C) laranjeira autotetraploide 

controle tetraploide (4x). 
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Tabela 3. Número e frequência de plantas triploides, em quatro populações de plantas 

híbridas. 

População (♀ x ♂) 

 

Número e frequência 

de plantas triploides 

1. Pêra-de-abril (CV 148) x Natal Folha Murcha (CN 487) 5 (2,8%) 

2. Pêra-de-abril (CV 148) x Sanguinelli Marrocos (CN 73) 21 (6,5%) 

3. Pêra-de-abril (CV 148) x Sanguínea de Mombuca (CV 93) 13 (4,2%) 

4. Pêra-de-abril (CV 148) x Híbrido TMxLP 163 57 (7,6%) 

 

A frequência de obtenção natural de plantas triploides em progênies inter ou 

intraespecíficas de Citrus resultantes de cruzamentos 2x x 2x é geralmente baixa 

(CAMERON & FROST, 1968; ESEN & SOOST, 1971; GERACI et al., 1975). ESEN 

& SOOST (1971) relataram uma percentagem variável de híbridos triploides de citros 

obtidos após cruzamentos entre cultivares diploides (2x), entre 24,0 e 0,41% das plantas 

emergidas, dependendo do genitor feminino usado. Orangelo Sukega foi o genótipo que 

apresentou a maior frequência de híbridos triploides (24,0%), enquanto que a tangerina 

Clementina foi a que produziu menos triploides (0,41%).  

GERACI et al. (1975) obtiveram frequências entre 0 e 20,0% de híbridos 

triploides, após cruzamentos entre vários genótipos diploides de citros. Estes resultados 

confirmaram as descobertas relatadas por ESEN e SOOST (1971) que em cruzamentos 

controlados de citros, o genitor feminino é o responsável pela produção de gametas não 

reduzidos (2x), o que resulta na produção de híbridos com ploidia maior que a esperada 

em cruzamentos entre genótipos diploides (2x) ou cruzamentos interploides (2x X 4x ou 

4x X 2x).  

Os motivos que levaram ESEN & SOOST (1971) a esta conclusão foram dois: a) 

diferentes parentais femininos, quando polinizados por mesmo parental masculino 

resultaram na produção de progênies com diferentes frequências de triploides 

inesperados, enquanto que a polinização de um mesmo genótipo feminino com 

diferentes genitores doadores de pólen resultou em mesma frequência de triploides 

inesperados; b) todas as sementes contendo embriões triploides possuíam endosperma 

pentaploide, o que indicava que a não-disjunção ocorreu no genitor feminino. Se tivesse 

ocorrido a produção de gametas masculinos não reduzidos (2x), quando fusionados com 
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gametas femininos reduzidos (normais), resultaria na produção de endosperma 

tetraploide. 

ESEN & SOOST (1973) observaram ainda que, apesar das sementes triploides 

de citros possuírem embriões maiores, elas podem ser distinguidas das sementes 

diploides com base no seu tamanho, pois elas geralmente são 3 a 6x menores que as 

sementes contendo embriões diploides. Este tamanho reduzido das sementes triploides 

esta relacionado como um menor desenvolvimento do endosperma pentaploide ou 

devido a finalização mais precoce do seu desenvolvimento. 

Alguns grupos de pesquisa em melhoramento de citros utilizaram-se destes 

conhecimentos para realizar cruzamentos entre genótipos diploides de citros e obter 

híbridos triploides em maior frequência. Para isto eles utilizam a seleção prévia e 

germinação in vitro somente das sementes de menor tamanho. Assim, tem se a 

possibilidade de aumentar o sucesso da germinação e emergência das sementes 

pequenas, pois estas geralmente apresentam baixo vigor. ALEZA et al. (2010) relataram 

terem conseguido frequências de 58 a 98,4% de plantas triploides em populações 

híbridas intraespecíficas de tangerinas, usando este método citado. 

No presente estudo, esta metodologia não foi utilizada, pois o programa de 

melhoramento de laranjeiras doces por cruzamentos convencionais do Instituto 

Agronômico, não visa a obtenção e seleção de somente híbridos triploides. 

A ocorrência de triploides espontâneos entre os descendentes de cruzamentos de 

genótipos diploides de citros tem implicações importantes no melhoramento. Fornece a 

possibilidade de se obter diretamente cultivares triploides que produzem frutos sem 

sementes, utilizando somente cruzamentos entre variedades diploides. Assim, não se 

tem a necessidade de trabalhar com genótipos tetraploides, que nem sempre estão 

disponíveis. Outra vantagem indireta seria a redução do problema relacionado à 

produção de plantas aneuploides, resultantes de cruzamentos envolvendo plantas 

diploides (2x) e tetraploides (4x) (ESEN & SOOST, 1971). 

 

 

4.2 Caracterização morfológica das folhas de híbridos triploides 

 

 

Os resultados obtidos com as caracterizações morfológicas de limbo e pecíolo 

foliar das plantas híbridas das quatro populações de plantas híbridas estão citados nas 
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Tabelas 04 a 11. Estes dados demonstraram não haver um padrão que possa diferenciar 

plantas hibridas triploides em relação aos respectivos parentais diploides ou ainda em 

relação a planta tetraploide, utilizando-se os parâmetros morfológicos avaliados (Figura 

2). 

 

 
Figura 2. Caracterização morfológica das folhas das plantas genitoras, controle 

autotetraploide e híbridos triploides, pertencentes a população Pêra-de-abril (CV 148) x 

Sanguinelli Marrocos (CN 73). 

 

LATADO et al. (2007) relataram que plantas autotetraploides apresentaram 

folhas com espessura media de limbo foliar significativamente maior e com relação 

comprimento/largura (C/L) menor que o de folhas de plantas diploides, o que resultava 

numa tendência das plantas tetraploides possuírem folhas com formato mais 

arredondado. No presente estudo os dados obtidos não condizem com os resultados 

obtidos por Latado 2007, onde não  foram observadas nas plantas triploides de nenhuma 

população e nem na planta-controle autotetraploide (Tabelas 04 a 11). Também não se 

observou o fato de que as plantas triploides tenham um padrão fenotípico intermediário 

entre os genitores ou entre plantas diploides e tetraploides, para estes parâmetros 

morfológicos de folha. 

Tabela 4. Caracterização morfológica do limbo foliar quanto ao comprimento, largura, 

relação C/L e espessura, de plantas híbridas triploides da população CV 148 x CN 487, 

parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo     Comprimento    

(mm) 

Largura 

(mm) 

Relação 

C/L 

Espessura 

(mm) 

Híbrido 12 90,92 b 56,40 b 1,61 a 0,27 a 

Híbrido 22 88,27 b 53,78 b 1,64 a 0,29 a 

Híbrido 24 65,76 d 37,49 c 1,75 a 0,33 a 

Híbrido 107 65,69 d 70,92 a 0,93 b 0,33 a 

Híbrido 122 85,20 b 50,19 b 1,70 a 0,30 a 
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Tabela 4... continuação  

Natal folha murcha (2x) 96,61 b 51,35 b 1,92 a 0,35 a 

Pêra-de-abril (2x) 110,81 a 63,51 a 1,75 a 0,30 a 

Pêra-de-abril (4x) 77,60 c 47,65 b 1,63 a 0,31 a 

Teste F 18,2 ** 8,4 ** 13,9 ** 3,2 ** 

C.V. 7,3% 11,2% 8,5% 7,9% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de scott-knott (p>0,05). 

 

Tabela 5. Caracterização morfológica do pecíolo foliar quanto ao comprimento, largura 

e espessura, de plantas híbridas triploides da população CV 148 x CN 487, parentais 

diploides e controle tetraploide. 

Genótipo Comprimento (mm) Largura(mm) Espessura (mm) 

Híbrido 12 21,6 a 8,0 c 1,20 b 

Híbrido 22 21,6 a 10,9 b 1,06 b 

Híbrido 24 10,3 b 3,8 d 1,75 a 

Híbrido 107 13,6 b 3,9 d 1,58 a 

Híbrido 122 15,7 b 6,7 c 1,74 a 

Natal folha murcha (2x) 19,9 a 9,3 b 1,75 a 

Pêra-de-abril (2x) 26,6 a 6,8 c 1,32 b 

Pêra-de-abril (4x) 22,0 a 14,5 a 1,13 a 

Teste F 8,71 ** 15,65 ** 9,71 ** 

C.V. 16,49% 19,66% 11,43% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de scott-knott (p>0,05). 

 

 

Tabela 6. Caracterização morfológica do limbo foliar quanto ao comprimento, largura, 

relação C/L e espessura, de plantas híbridas triploides da população CV 148 x CV 93, 

parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo 
Comprimento 

(mm) 

Largura 

(mm) 

Relação 

C/L 

Espessura 

(mm) 

Híbrido 101 70,0 c 38,7 c 1,8 c 0,257 b 

Híbrido 102 81,7 b 46,3 b 1,8 c 0,267 b 

Híbrido 103 81,6 b 43,3 b 1,9 c 0,337 a 

Híbrido 104  84,9 b 49,9 b 1,7 c 0,297 a 

Híbrido 105 75,8 c 37,8 c 2,0 b 0,283 b 

Híbrido 106 46,0 d 23,5 d 2,0 b 0,330 a 

Híbrido 107 98,1 a 46,8 b 2,1 b 0,323 a 

Híbrido 108 65,3 c 32,9 c 2,0 b 0,277 b 

Híbrido 109 66,6 c 39,9 c 1,7 c 0,247 b 

Híbrido 110 74,7 c 42,6 b 1,8 c 0,320 a 

Híbrido 111 56,9 d 24,0 d 2,4 a 0,233 b 

Híbrido 112 87,1 b 57,5 a 1,5 c 0,333 a 

Híbrido 113 81,3 b 36,5 c 2,2 a 0,293 a 

Sanguinea Mombuca (2n) 97,2 a 55,1 a 1,8 c 0,280 b 

Pêra-de-abril (2n) 110,8 a 63,5 a 1,8 c 0,300 a 
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Tabela 6... continuação 

Pêra-de-abril (4n) 77,6 c 47,7 b 1,6 c 0,313 a 

Teste F 12,21 ** 15,43 ** 5,6 ** 4,8 ** 

C.V. 10,12% 11,31% 9,03% 8,61% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 

 

 

Tabela 7. Caracterização morfológica do pecíolo foliar quanto ao comprimento, largura 

e espessura, de plantas híbridas triploides da população CV 148 x CV 93, parentais 

diploides e controle tetraploide. 

Genótipo Comprimento (µm) Largura (µm) Espessura (µm) 

Híbrido 101 15,4 c 3,3 c 1,0 b 

Híbrido 102 18,7 b 4,4 c 1,0 b 

Híbrido 103 13,3 c 5,0 b 1,5 a 

Híbrido 104  18,1 b 6,0 b 1,1 b 

Híbrido 105 11,1 c 2,9 c 1,2 a 

Híbrido 106 12,3 c 3,8 c 1,2 a 

Híbrido 107 23,3 a 6,9 b 1,2 a 

Híbrido 108 12,4 c 3,1 c 0,9 b 

Híbrido 109 19,8 b 8,4 b 1,2 a 

Híbrido 110 11,6 c 3,3 c 1,4 a 

Híbrido 111 11,0 c 2,2 c 0,8 b 

Híbrido 112 16,2 c 6,9 b 1,3 a 

Híbrido 113 14,0 c 2,7 c 1,3 a 

Sanguínea Mombuca (2n) 21,1 b 5,8 b 1,2 a 

Pêra-de-abril (2n) 26,6 a 6,8 b 1,3 a 

Pêra-de-abril (4n) 22,0 b 14,5 a 1,1 a 

Teste F 11,0 ** 19,6 ** 5,52 ** 

C.V. 15,18% 22,28% 12,07% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 

 

Tabela 8. Caracterização morfológica do limbo foliar quanto ao comprimento, largura, 

relação C/L e espessura, de plantas híbridas triploides da população CV 148 x CN 73, 

parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo 
Comprimento 

(mm) 

Largura 

(mm) 

Relação 

C/L 

Espessura 

(mm) 

Híbrido 101 85,5 c 48,7 d 1,755 c 0,29 c 

Híbrido 102 50,6 g 28,5 f 1,793 c 0,34 c 

Híbrido 103 72,7 e 28,0 f 2,617 a 0,25 c 

Híbrido 104  93,7 c 42,2 e 2,215 b 0,30 c 

Híbrido 105 60,6 f 33,2 f 1,822 c 0,31 c 

Híbrido 106 88,1 c 45,1 d 1,956 c 0,25 c 

Híbrido 107 79,4 d 42,8 e 1,867 c 0,26 c 

Híbrido 108 53,1 g 33,0 f 1,624 d 0,32 c 
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Tabela 8......Continuação 

Híbrido 109 58,7 f 37,9 e 1,553 d 0,30 c 

Híbrido 110 51,8 g 31,7 f 1,638 d 0,24 c 

Híbrido 111 50,8 g 28,2 f 1,804 c 0,27 c 

Híbrido 112 64,6 e 28,5 f 2,270 b 0,28 c 

Híbrido 113 70,6 e 39,5 e 1,791 c 0,38 b 

Híbrido 114 106,2 b 57,6 c 1,842 c 0,39 b 

Híbrido 115 69,1 e 47,0 d 1,472 d 0,32 c 

Híbrido 116 70,9 e 49,7 d 1,431 d 0,26 c 

Híbrido 117 88,3 c 56,2 c 1,573 d 0,32 c 

Híbrido 119 93,2 c 49,5 d 1,887 c 0,28 c 

Híbrido 120 68,5 e 43,1 e 1,589 d 0,32 c 

Híbrido 121  47,2 g 28,0 f 1,685 d 0,25 c 

Híbrido 122 91,1 c 34,5 f 2,652 a 0,25 c 

Sanguinelli Marrocos (2n) 129,2 a 76,2 a 1,696 d 0,46 a 

Pêra-de-abril (2n) 110,8 b 63,5 b 1,758 c 0,30 c 

Pêra-de-abril (4n) 77,6 d 47,7 d 1,634 d 0,31 c 

Teste F 44,64 ** 32,9 ** 17,2 ** 4,7 ** 

C.V. 7,17% 8,87% 7,25% 13,93% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 

 

Tabela 9. Caracterização morfológica do pecíolo foliar quanto ao comprimento, largura 

e espessura, de plantas híbridas triploides da população CV 148 x CN 73, parentais 

diploides e controle tetraploide. 

Genótipo Comprimento (mm) Largura (mm) Espessura (mm) 

Híbrido 101 26,1 a 4,3 c 1,11 d 

Híbrido 102 10,4 e 2,7 c 1,41 c 

Híbrido 103 12,8 d 2,7 c 1,10 d 

Híbrido 104  17,9 c 3,5 c 1,06 d 

Híbrido 105 15,3 d 4,0 c 0,97 d 

Híbrido 106 17,7 c 3,4 c 1,15 d 

Híbrido 107 17,7 c 4,8 b 1,01 d 

Híbrido 108 14,2 d 5,5 b 1,24 c 

Híbrido 109 9,9 e 3,9 c 1,20 d 

Híbrido 110 14,3 d 5,8 b 0,90 d 

Híbrido 111 11,7 e 3,7 c 0,96 d 

Híbrido 112 10,1 e 2,6 c 0,97 d 

Híbrido 113 14,6 d 6,1 b 1,12 d 

Híbrido 114 23,3 b 4,3 c 1,39 c 

Híbrido 115 12,9 d 4,2 c 1,34 c 

Híbrido 116 13,8 d 5,5 b 1,21 d 

Híbrido 117 20,2 c 6,8 b 1,26 c 

Híbrido 119 20,7 c 6,0 b 1,14 d 

Híbrido 120 12,7 d 5,4 b 1,65 b 

Híbrido 121  8,2 e 2,9 c 0,98 d 

Híbrido 122 12,0 e 1,6 c 1,06 d 
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Tabela 9... continuação    

Sanguinelli Marrocos (2n) 14,7 d 3,0 c 2,39 a 

Pêra-de-abril (2n) 26,6 a 6,8 b 1,32 c 

Tabela 9 ............ Continuação    

Pêra-de-abril (4n) 22,0 b 14,5 a 1,13 d 

Teste F 20,9 ** 12,9 ** 11,9 ** 

C.V. 12,19% 25,6% 12,65% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 

 

ROMERO-ARANDA et al. (1997) trabalhando com a avaliação comparativa de 

plantas diploides e autotetraploides de laranjeira Valência e de limoeiro Feminello, 

avaliaram vários parâmetros morfológicos e, dentre eles, a área foliar total e espessura 

de folha. Os autores comprovaram que não havia diferenças entre plantas tetraploides e 

as plantas diploides de laranjeira Valência para a área foliar total, mas sim entre plantas 

de limoeiro com diferentes ploidias. Neste caso, as plantas tetraploides possuíam maior 

área foliar total. Em relação a espessura foliar, as plantas tetraploides de ambos os 

genótipos possuíam folhas mais espessas. 

No entando Padoan et al. (2013)  relataram que existe uma alteração na 

morfologia foliar especialmente em relação ao comprimento, largura e área foliar de 

plantas triploides geradas por cultura de anteras, exibindo entrenós mais curtos, 

presença de mais espinhos, aparência mais robusta e crescimento mais vigoroso do que 

as planta diploides. 

Em outras culturas como em mandioca, HAHN et al. (1990) trabalhando com 

genótipos diploides, tetraploides e híbridos de mandioca, observaram que as folhas de 

alguns genótipos triploides e tetraploides eram maiores e mais espessas que as da 

variedade diploide, assim como o comprimento do pecíolo foliar era maior. No entanto, 

para outros genótipos diploides, triploides e tetraploides, isto não foi observado.  

A anatomia foliar de cultivares diploides e de treze plantas triploides de nêspera 

(Eriobortrya japonica Lindl.) foram estudados por WANG et al. (2011). Os resultados 

demonstraram diferenças marcantes na espessura da folha e do tecido paliçádico entre 

as plantas de diferentes ploidias, com as plantas triploides possuindo folhas e tecido 

paliçádico mais espesso, 29,6% e 57,6%, respectivamente. 

Um fator importante, que também deve ser levado em consideração, é que os 

parâmetros morfológicos de folha (comprimento, largura e espessura) geralmente são 



21 
 

características poligênicas e, portanto, podem sofrer grande efeito ambiental, o que pode 

dificultar a observação das diferenças genéticas que porventura possam existir. 

SCORA et al. (1970) avaliaram os teores totais e a composição de óleos 

extraídos de folhas e de casca de frutos de híbridos triploides de citros, e compararam os 

resultados obtidos com os das plantas parentais diploides e tetraploides. Uma 

importante observação foi que não havia um efeito regular de dominância dos parentais 

tetraploides e, em muitos casos, a influência dos parentais 4x e 2x parecia ser 

semelhante, mesmo o parental 4x tendo contribuído com 2/3 do genoma do híbrido. 

O mesmo fato pode ter ocorrido no presente estudo, principalmente na 

população de híbridos interespecíficos (laranja Pêra-de-abril x Híbrido TMxLP 163), 

onde a laranja Pêra-de-abril apresenta folhas e pecíolo com formato completamente 

diferente das do híbrido TMxLP 163 (Tabela 10 e figura 3), com folhas e pecíolos 

maiores, mais largos e mais espessos. Desta forma, tendo o genitor feminino 

contribuído com 2/3 do genoma de cada híbrido, o resultado mais esperado seria os 

genótipos híbridos triploides terem um formato de folha e pecíolo mais próximo do das 

laranjeiras, o que não foi observado (Tabela 11). Alguns híbridos triploides 

apresentaram folhas com formato muito semelhante ao do genitor masculino (híbrido 

TMxLP 163), com folhas menores, mais estreitas e menor pecíolo. 

 

 

Figura 3. Caracterização morfológica das folhas das plantas genitoras, e híbridos 

triploides, pertencentes à população Pêra-de-abril (CV 148) x Híbrido TMxLP 163. 
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Tabela 10. Caracterização morfológica do limbo foliar quanto ao comprimento, largura, 

relação C/L e espessura, de plantas híbridas triploides da população CV 148 x TMxLP 

163, parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo Comprimento (mm) Largura (mm) Relação C/L 
Espessura 

(mm) 

Híbrido 01 69,1 e 46,4 d 1,49 f 0,30 c 

Híbrido 03  69,0 e 36,1 f 1,92 c 0,30 c 

Híbrido 04  75,8 e 29,0 g 2,61 a 0,27 c 

Híbrido 05 113,0 a 65,9 b 1,72 e 0,29 c 

Híbrido 06 80,1 d 44,9 e 1,79 d 0,18 c 

Híbrido 07 99,1 b 65,6 b 1,51 f 0,38 c 

Híbrido 08 80,9 d 48,2 e 1,89 c 0,27 c 

Híbrido 09 82,6 d 46,4 d 1,79 d 0,27 c 

Híbrido 10  73,3 e 49,9 d 1,47 f 0,47 a 

Híbrido 11 66,1 f 41,2 e 1,61 e 0,24 c 

Híbrido 12 99,4 b 43,4 e 2,29 b 0,28 c 

Híbrido 13 91,1 c 60,7 b 1,50 f 0,51 a 

Híbrido 14 84,5 d 46,3 d 1,83 d 0,30 c 

Híbrido 15 72,7 e 50,0 d 1,46 f 0,40 b 

Híbrido 16 112,0 a 69,1 b 1,62 e 0,36 b 

Híbrido 17  97,5 c 58,1 c 1,68 e 0,39 b 

Híbrido 18 75,5 e 39,8 f 1,89 c 0,33 c 

Híbrido 19 85,9 c 57,4 c 1,50 f 0,34 b 

Híbrido 21 58,2 g 32,0 g 1,83 d 0,34 b 

Híbrido 22 81,5 d 39,6 f 2,06 c 0,28 c 

Híbrido 23  101,5 b 56,0 c 1,82 d 0,26 c 

Híbrido 24 100,7 b 55,7 c 1,81 d 0,29 c 

Híbrido 25 104,4 b 57,6 c 1,81 d 0,34 b 

Híbrido 26 73,2 e 43,1 e 1,71 e 0,29 c 

Híbrido 27  69,9 e 35,0 f 2,00 c 0,26 c  

Híbrido 28 71,7 e 51,6 c  1,41 f 0,34 b 

Híbrido 29 93,5 c 48,4 d 1,94 f 0,28 c 

Híbrido 30  71,1 e 37,6 f 1,89 c 0,32 c 

Híbrido 31 89,4 c 62,7 b 1,43 f 0,43 a 

Híbrido 32 52,5 g 36,3 f 1,45 f 0,27 c 

Híbrido 33 94,4 c 50,0 d 1,89 c 0,30 c 

Híbrido 34  66,0 c 36,8 f 1,80 d 0,35 b 

Híbrido 35 100,7 b 60,8 b 1,66 e 0,32 c 

Híbrido 36 72,3 e 49,1 d 1,47 f 0,24 c 

Híbrido 37 61,2 f 31,4 g 1,95 c 0,29 c 

Híbrido 38 82,9 d 43,4 e 1,91 c 0,32 c 

Híbrido 39 89,4 c 58,5 c 1,53 f 0,34 b 

Híbrido 40 84,8 d 43,6 e 1,96 c 0,29 c 

Híbrido 41 74,8 e 42,1 e 1,78 d 0,31 c 
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Tabela 10... continuação 

    Híbrido 42 87,1 c 52,6 c 1,65 e 0,37 b 

Híbrido 43 88,2 c 48,3 d 1,84 d 0,30 c 

Híbrido 44 92,5 c 39,4 f 2,36 b 0,29 c 

Híbrido 45 100,5 b 51,4 c 1,96 c 0,28 c 

Híbrido 46 74,2 e 61,0 b 1,22 f 0,29 c 

Híbrido 47  77,1 e 45,0 e 1,72 e 0,26 c 

Híbrido 48 57,1 g 24,4 g 2,34 b 0,19 c 

Híbrido 49  77,1 e 52,7 c 1,47 f 0,27 c 

Híbrido 50 87,7 c 59,5 b 1,48 f 0,30 c 

Híbrido 51 114,0 a 86,1 a 1,32 f 0,35 b 

Híbrido 52 53,7 g 29,9 g 1,80 d 0,23 c 

Híbrido 53  74,9 e 37,3 f 2,01 c 0,28 c 

Híbrido 54 91,4 c 40,3 f 2,28 b 0,29 c 

Híbrido 55 105,6 b 56,7 c 1,86 d 0,32 c 

Híbrido 56 76,6 e 43,3 e 1,77 d 0,31 c 

Híbrido 57 90,3 c 56,3 c 1,69 e 0,31 c 

Híbrido 58 98,0 c 63,9 b 1,53 f 0,27 c 

Híbrido 60 117,2 a 48,2 d 2,43 a 0,33b  

Híbrido 163 (2n) 77,3 e 39,5 f 1,96 c 0,19 c 

Pêra-de-abril (2n) 110,8 a 63,5 b 1,76 d 0,30 c 

Pêra-de-abril (4n) 77,6 e 47,7 d 1,63 e 0,31 c 

Teste F 22,6 ** 27,0 ** 18,64 ** 3,20 ** 

C.V. 6,74% 7,79% 6,37% 18,8% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 

 

Tabela 11. Caracterização morfológica do pecíolo foliar quanto ao comprimento, 

largura e espessura, de plantas híbridas triploides da população CV 148 x TMxLP 163, 

parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo Comprimento (µm) Largura (µm) Espessura (µm) 

Híbrido 01 12,3 d 7,8 d 1,0 e 

Híbrido 03  12,7 d 3,0 e 1,3 c 

Híbrido 04  13,4 d 3,6 e 0,9 e 

Híbrido 05 22,8 a 6,9 d 1,1 d 

Híbrido 06 19,7 b 10,5 c 1,2 d 

Híbrido 07 18,7 b 7,0 d 2,0 b 

Híbrido 08 13,4 d 2,9 e 1,0 e 

Híbrido 09 15,3 d 3,6 e 1,3 c 

Híbrido 10  14,9 c 7,1 d 1,4 c 

Híbrido 11 12,2 d 4,1 e 1,3 c 

Híbrido 12 20,9 b 4,1 e 1,2 d 

Híbrido 13 15,7 c 6,3 d 2,1 b 

Híbrido 14 12,6 d 3,8 e 1,5 c 

Híbrido 15 10,8 d 5,0 e 1,5 c 

Híbrido 16 18,6 d 6,8 d 2,4 a 
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Tabela 11... continuação    

Híbrido 17  25,5 a 18,5 a 1,8 b 

Híbrido 18 16,7 c 6,7 d 1,0 e 

Híbrido 19 14,8 c 4,7 e 1,3 c 

Híbrido 21 16,6 c 3,9 e 1,6 c 

Híbrido 22 14,7 c 3,7 e 1,3 c 

Híbrido 23  18,0 c 3,5 e 1,8 b 

Híbrido 24 24,4 a 12,4 b 2,1 b 

Híbrido 25 15,9 c 4,9 e 1,5 c 

Híbrido 26 18,2 c 6,4 d 1,7 b 

Híbrido 27  14,5 c 4,0 e 0,9 e 

Híbrido 28 21,5 b 12,8 b 1,8 b 

Híbrido 29 24,0 a 5,7 d 1,1 d 

Híbrido 30  15,1 c 4,8 e 1,2 d 

Híbrido 31 12,7 d 2,3 e 2,4 a 

Híbrido 32 16,0 c 5,0 d 1,1 d 

Híbrido 33 15,5 c 2,7 e 1,4 c 

Híbrido 34  13,9 d 3,1 e 1,0 e 

Híbrido 35 16,5 c 2,6 e 1,5 c 

Híbrido 36 17,7 c 5,6 d 1,1 d 

Híbrido 37 13,2 c 4,5 e 0,9 e 

Híbrido 38 20,8 b 3,7 e 1,0 e 

Híbrido 39 20,3 b 10,6 c 1,2 d 

Híbrido 40 15,6 c 4,1 e 1,0 e 

Híbrido 41 19,1 b 4,3 e 0,9 e 

Híbrido 42 18,1 c 5,1 e 1,2 d 

Híbrido 43 17,3 c 5,2 e 1,2 d 

Híbrido 44 18,4 b 3,7 e 1,2 d 

Híbrido 46 16,5 c 5,1 e 1,2 d 

Híbrido 47  12,2 d 2,0 e 1,5 c 

Híbrido 48 14,4 c 3,0 e 0,8 e 

Híbrido 49  16,1 c 5,0 e 1,1 d 

Híbrido 50 12,2 d 2,1 e 1,9 b 

Híbrido 51 22,2 b 18,6 a 1,4 c 

Híbrido 52 8,7 d 1,4 e 0,8 e 

Híbrido 53  17,2 c 2,8 e 1,0 e 

Híbrido 54 20,1 b 3,5 e 1,0 e 

Híbrido 55 20,2 b 6,8 d 1,4 c 

Híbrido 56 23,2 a 4,5 d 1,2 d 

Híbrido 57 25,3 a 3,5 d 1,3 c 

Híbrido 58 26,6 a 11,9 c 1,1 d 

Híbrido 60 15,0 c 8,5 d 1,1 d 

Híbrido 163 (2n) 15,0 c 3,1 e 1,0 e 

Pêra-de-abril (2n) 26,6 a 6,8 d 1,3 c 

Pêra-de-abril (4n) 22,0 b 14,5 b 1,1 d 

Teste F 7,8 ** 16,4 ** 12,69 ** 
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C.V. 14,25% 27,61% 13,69% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05) 

 

Padoan et al. (2013), através do método de cultura de anteras, obteve plantas 

triploides e diploides. Essas plantas depois de aclimatizadas e em casa de vegetação, 

foram avaliadas com auxílio de um paquímetro para determinação da área foliar, largura 

e comprimento, onde foi possível distinguir níveis de ploidia diferentes através da 

caracterização foliar, pois seus dados diferiram estatisticamente um dos outros.  

No entanto, os resultados obtidos neste trabalho, considerou estes parâmetros 

inviáveis para utilização de uma seleção inicial de plantas triploides, dentro de uma 

população interespecífica ou intraespecífica de plantas híbridas que contenham plantas 

com diferentes níveis de ploidia, juntas. 

 

4.3 Caracterização de estômatos e avaliação de densidade estomática em folhas 

de híbridos triploides 

 

Os resultados das análises de caraterização de estômatos e de avaliação de densidade 

estomática das plantas híbridas triploides das quatro populações demonstraram 

variações grandes e significativas no tamanho de estômatos (comprimento e largura) e 

na densidade estomática, de acordo com nível de ploidia (Tabelas 12 a 15). Assim, 

pôde-se observar que o comprimento e a largura das células-guarda dos estômatos eram 

maiores quando a ploidia da planta também era maior, assim como a densidade 

estomática apresentou um efeito inverso. 

As alterações no tamanho de células-guarda resultaram em alterações no seu 

formato (relação C/L), somente quando se comparou plantas diploides com plantas 

tetraploides, nas quatro populações. As plantas diploides geralmente apresentaram 

células-guarda dos estômatos contendo maior relação C/L que as plantas tetraploides, 

indicando um formato mais alongado. Ja as plantas híbridas triploides, geralmente 

tiveram estômatos com relação C/L igual ou menor que o das plantas tetraploides, e 

nunca igual ao das plantas diploides. 
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Figura 4. Epiderme abaxial de folhas de plantas de laranjeira doce e híbridos 

intraespecíficos com diferentes ploidias. Ampliação de 800x em microscópio ótico. (a) 

planta diploide, (b) triploide e (c) tetraploide. 
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Tabela 12. Caracterização estomática quanto ao comprimento, largura e relação C/L, 

além da avaliação da densidade estomática de folhas de plantas híbridas triploides da 

população CV 148 x CN 487, parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo 
Comprimento 

(µm) 

Largura 

(µm) 
Relação C/L 

Densidade 

estomática 

(estom./µm
2
) 

Híbrido 12 16,80 b 13,69 b 1,231 b 9,6 c 

Híbrido 22 16,90 b 14,38 b 1,177 c 9,6 c 

Híbrido 24 16,50 b 12,86 c 1,291 b 9,9 c 

Híbrido 107 15,83 c 14,27 b 1,111 c 10,9 b 

Híbrido 122 17,03 b 14,14 b 1,206 b 10,7 b 

Natal folha murcha (2n) 12,60 d 8,80 d 1,440 a 19,2 a 

Pêra-de-abril (2n) 12,86 d 8,78 d 1,479 a 18,7 a 

Pêra-de-abril (4n) 19,84 a 16,05 a 1,248 b 5,4 d 

Teste F 128,9 ** 164,4 ** 28,5 ** 168,5 ** 

C.V. 5,84% 7,24% 8,37% 9,87% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 

 

 

Tabela 13. Caracterização estomática quanto ao comprimento, largura e relação C/L, 

além da avaliação da densidade estomática de folhas de plantas híbridas triploides da 

população CV 148 x TMxLP 163, parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo 
Comprimento 

(µm) 

Largura 

(µm) 

Relação 

C/L 

Densidade 

estomática 

(estom./µm
2
) 

Híbrido 01 15,81 e 12,94 e 1,224 c 9,8 d 

Híbrido 03  15,72 e 13,81 c 1,145 d 9,2 d 

Híbrido 04  13,47 g 11,22 f 1,213 c 10,9 b 

Híbrido 05 15,75 e 13,13 d 1,208 c 9,7 d 

Híbrido 06 15,79 e 12,30 e 1,289 b 9,3 d 

Híbrido 07 15,36 e 13,33 d 1,158 d 9,4 d 

Híbrido 08 16,26 d 12,93 e 1,261 b 9,6 d 

Híbrido 09 15,40 e 12,48 e 1,244 b 8,9 d 

Híbrido 10  13,85 g 12,60 e 1,101 d 9,5 d 

Híbrido 11 14,78 f 13,15 d 1,130 d 10,2 c 

Híbrido 12 14,78 f 12,86 e 1,159 d 10,3 c 

Híbrido 13 16,13 d 13,28 d 1,217 c 11,2 b 

Híbrido 14 15,83 e 13,22 d 1,208 c 9,3 d 

Híbrido 15 15,94 d 12,54 e 1,275 b 9,3 d 

Híbrido 16 16,82 c 12,84 e 1,317 b 10,4 c 

Híbrido 17  15,56 e 12,88 e 1,210 c 10,4 c 

Híbrido 18 17,64 b 14,22 c 1,248 b 9,6 d 

Híbrido 19 16,81 c 13,43 d 1,257 b 8,9 d 

Híbrido 21 17,84 b 13,26 d 1,355 b 8,4 e 

Híbrido 22 16,21 d 12,79 e 1,280 b 9,7 d 

 Híbrido 23  15,55 e 13,04 d 1,198 c 9,2 d 
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Tabela 14... continuação     

Híbrido 24 16,39 d 13,81 c 1,209 c 9,5 d 

Híbrido 25 15,92 d 13,59 d 1,179 c 10,7 c 

Híbrido 26 16,27 d 12,89 e 1,272 b 9,5 d 

Híbrido 27  14,25 f 13,86 c 1,143 d 9,8 d 

Híbrido 28 16,24 d 11,47 f 1,251 b 8,4 e 

Híbrido 29 15,36 e 14,19 c 1,150 d 11,7 b 

Híbrido 30  16,96 c 12,45 e 1,238 b 9,7 d 

Híbrido 31 16,83 c 13,56 d 1,253 b 8,6 e 

Híbrido 32 16,81c 13,85 c 1,218 c 9,9 d 

Híbrido 33 16,86 c 15,22 b 1,122 d 8,6 e 

Híbrido 34  16,68 c 14,03 c 1,205 c 11,7 b 

Híbrido 35 16,13 d 12,84 e 1,304 b 10,5 c 

Híbrido 36 16,77 c 13,67 c 1,187 c 11,2 b 

Híbrido 37 14,99 f 13,81 c 1,220 c 7,9 e 

Híbrido 38 15,68 e 13,27 d 1,135 d 10,2 c 

Híbrido 39 16,15 d 13,48 d 1,167 d 9,4 d 

Híbrido 40 16,97 c 13,15 d 1,235b 9,8 d 

Híbrido 41 16,15 d 13,55 d 1,256 b 9,3 d 

Híbrido 42 16,89 c 12,95 e 1,254 b 9,3 d 

Híbrido 43 15,72 e 14,46 c 1,176 c 8,0 e 

Híbrido 44 15,89 e 13,24 d 1,192 c 7,7 e 

Híbrido 45 15,60 e 13,47 d 1,182 c 8,0 e 

Híbrido 46 16,80 c 13,24 d 1,183 c 9,9 d 

Híbrido 47  13,85 g 13,67 c 1,238 b 10,6 c 

Híbrido 48 15,45 e 11,13 f 1,259 b 11,1 c 

Híbrido 49  16,81 c 13,60 d 1,139 d 10,2 c 

Híbrido 50 16,11 d 13,96 c 1,209 c 9,4 d 

Híbrido 51 15,32 e 14,18 c 1,140 d 11,1 b 

Híbrido 52 16,32 d 13,06 d 1,177 c 12,1 b 

Híbrido 53  15,73 e 14,08 c 1,161 d 11,5 b 

Híbrido 54 15,79 e 13,26 d 1,190 c 9,8 d 

Híbrido 55 16,67 c 13,86 c 1,142 d 10,4 c 

Híbrido 56 17,68 b 14,64 b 1,147 d 10,0 c 

Híbrido 57 15,26 e 14,71b 1,207 c 9,6 d 

Híbrido 58 16,49 d 13,64 c 1,124 d 8,4 e 

Híbrido 60 15,32 e 14,00 c 1,182 c 10,4 c 

Híbrido 163 (2n) 12,78 h 8,74 g 1,475 a 19,0 a 

Pêra-de-abril (2n) 12,86 h 8,78 g 1,479 a 18,7 a 

Pêra-de-abril (4n) 19,94 a 16,05 a 1,248 b 5,4 f 

Teste F 22,48 ** 22,83 ** 7,75 ** 22,97 ** 

C.V. 6,92% 8,34% 9,57% 13,21% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 
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Tabela 15. Caracterização estomática quanto ao comprimento, largura e relação C/L, 

além da avaliação da densidade estomática de folhas de plantas híbridas triploides da 

população CV 148 x CV 93, parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo 
Comprimento 

(µm) 

Largura 

(µm) 

Relação 

C/L 

Densidade estomática 

(estom./µm
2
) 

Híbrido 101 13,8 f 10,5 d 1,321 b 10,2 d 

Híbrido 102 15,9 d 13,3 b 1,202 c 9,0 d 

Híbrido 103 16,6 c 13,7 b 1,214 c 11,4 c 

Híbrido 104  17,1 c 14,2 b 1,210 c 9,0 d 

Híbrido 105 15,5 d 12,4 c 1,262 c 9,7 d 

Híbrido 106 15,3 d 13,6 b 1,132 d 11,3 c 

Híbrido 107 16,4 c 13,7 b 1,203 c 7,3 e 

Híbrido 108 15,8 d 14,2 b 1,117 d 10,7 c 

Híbrido 109 14,6 e 12,1 c 1,210 c 13,3 b 

Híbrido 110 16,6 c 13,6 b 1,223 c 10,0 d 

Híbrido 111 18,1 b 14,0 b 1,291 b 7,4 e 

Híbrido 112 17,1 c 13,9 b 1,234 b 8,0 e 

Híbrido 113 15,6 d 13,3 b 1,177 c 13,6 b 

Sanguinea 

Mombuca (2n) 
12,8 g 8,6 e 1,499 a 19,3 a 

Pêra-de-abril (2n) 12,9 g 8,8 e 1,479 a 18,7 a 

Pêra-de-abril (4n) 19,9 a 16,0 a 1,248 b 5,4 f 

Teste F 48 ** 69,4 ** 18,1 ** 67,3 ** 

C.V. 7,47% 8,39% 8,9% 13,51% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 

 

 

Tabela 16. Caracterização estomática quanto ao comprimento, largura e relação C/L, 

além da avaliação da densidade estomática de folhas de plantas híbridas triploides da 

população CV 148 x CN 73, parentais diploides e controle tetraploide. 

Genótipo 
Comprimento 

(µm) 

Largura 

(µm) 

Relação 

C/L 

Densidade estomática 

(estom./µm
2
) 

Híbrido 101 15,7 d 13,2 c 1,192 d 10,1 b 

Híbrido 102 15,4 d 13,6 b 1,139 e 9,3 c 

Híbrido 103 15,5 d 13,1 c 1,186 d 9,4 c 

Híbrido 104  15,1 d 11,9 d 1,278 c 9,6 c 

Híbrido 105 13,6 f 12,3 d 1,114 e 10 b 

Híbrido 106 14,8 e 12,5 d 1,185 d 9,5 c 

Híbrido 107 15,8 d 13,1 c 1,218 d 9,1 c 

Híbrido 108 13,7 f 11,2 e 1,242 c 9,9 b 

Híbrido 109 16,7 c 13,8 b 1,211 d 9,3 c 

Híbrido 110 13,7 f 11,5 e 1,201 d 9,8 b 

Híbrido 111 15,2 d 14,1 b 1,090 e 10,2 b 

Híbrido 112 14,2 e 11,7 e 1,218 d 9,4 c 

Híbrido 113 15,4 d 12,1 d 1,291 c 9,0 c 

Híbrido 114 14,6 e 12,3 d 1,196 d 9,1 c 
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Tabela 15... continuação     

Híbrido 115 16,0 d 14,1 d 1,134 e 10,2 b 

Híbrido 116 15,7 d 12,5 d 1,261 c 9,8 b 

Híbrido 117 17,4 b 13,1 c 1,333 b 9,3 c 

Híbrido 119 14,6 e 12,1 d 1,205 d 10,3 b 

Híbrido 120 13,8 f 11,4 e 1,216 d 10,4 b 

Híbrido 121  14,8 e 11,4 e 1,300 c 10,0 b 

Híbrido 122 13,3 g 9,9 f 1,349 b 9,9 b 

Sanguinelli Marrocos 

(2n) 
12,8 g 8,5 g 1,511 a 18,2 a 

Pêra-de-abril (2n) 12,9 g 8,8 g 1,479 a 18,7 a 

Pêra-de-abril (4n) 19,9 a 16,0 a 1,248 c 5,4 d 

Teste F 42,1 ** 52,9 ** 13,6 ** 59,1 ** 

C.V. 7,19% 8,37% 9,84% 10,86% 

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, não diferem significativamente pelo teste 

de Scott-Knott (p>0,05). 

 

COSTA et al. (2004) comparando diferentes híbridos somáticos alotetraploides de 

variedades de citros com os seus respectivos parentais diploides, relataram ter 

encontrado a mesma característica nos híbridos somáticos alotetraploides, folhas com 

menor densidade estomática, mas células-guarda com maior tamanho. O mesmo foi 

observado por ALLARIO et al. (2011), avaliando plantas diploides e autotetraploides de 

limão Cravo. 

Krug & Bacchi (1944) estudou diferentes espécies e gêneros de citros, com 

finalidade de determinar um método mais simples para confirmação do nivel de ploidia, 

concluindo que a determinação da área dos estômatos e a densidade pode ser útil ao 

geneticista para diferenciar as plantas di- tri- e tetraploides, mesmo no grupo de plantas 

cítricas apresentam alta variabilidade, a principal diferença relatada foi a densidade dos 

estômatos entre as variedades Tahiti que é triploide e Kusai que é diploide, concluindo 

que essa variação era decorrente dos diferentes níveis de ploidia. 

 Padoan et al. (2013) relatou que as folhas das plantas cultivadas in vitro 

demonstraram frequências de estômatos mais elevados do que os de plantas in vivo, 

tendo uma correlação entre a alta densidade de estômatos e a perda de água. Por essa 

razão é que existe uma alta taxa de mortalidade durante a transferência ex vitro, 

baseando-se na perda excessiva de água, devido à alta densidade estomática ( Sha Valli 

Khan et al. 2009). 

Padoan et al. (2013) observaram que o tamanho e a densidade dos estômatos variou de 

acordo com nível de ploidia, onde as triploides mostraram um maior número de 
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estômatos e mais amplo, quando comparado com as plantas diploides, corroborando 

com os dados obtidos neste estudo. 

Diante dos resultados, pode-se afirmar que os parâmetros: tamanho de estômato 

e densidade estomática podem ser usados para fins de seleção de plantas de citros com 

diferentes ploidias: diploide, triploide e tetraploide. 

5. CONCLUSÕES 

 

 

Por meio da técnica de citometria de fluxo, foi possível identificar os híbridos 

triploides e diploides das quatro populações deste estudo. Quanto à caracterização 

morfológica das folhas, não podemos discriminar nível de ploidia, pois não houve 

diferença significativa entre plantas diploide, os híbridos triploide e os controles 

tetraploide. A característica fenotípica das células-guarda dos estômatos, e a densidade 

estomática, podem determinar níveis de ploidia diferentes, pois a densidade e o tamanho 

da célula-guarda do estômato variam de acordo com o nível de ploidia da planta. 
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