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RESUMO

No Brasil, a maioria dos pomares de citros nao ¢ irrigada, e a florada geralmente ocorre
em ¢época de menor precipitacdo (agosto/setembro), tornando-se necessario o uso de porta-
enxertos tolerantes ao déficit hidrico, especialmente em sistemas de plantio adensado. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar porta-enxertos quanto ao porte ananicante e a tolerancia
a seca, além de identificar marcadores moleculares DArTseq associados a essas caracteristicas,
utilizando a estratégia de BSA (Bulked Segregant Analysis) in silico. Os experimentos foram
conduzidos nos municipios de Gavido Peixoto e Barretos — SP, utilizando-se a laranja Pera
enxertada em 18 citrandarins e dois citrumelos. Foram avaliados tolerdncia a seca,
produtividade, volume de copa, distribuicdo de raizes, anatomia radicular e selecao de
marcadores moleculares associados a essas caracteristicas. Os resultados apontam que os porta-
enxertos mais ananicantes induzem maior efici€éncia produtiva e indice tecnologico. No entanto,
o maior volume de copa parece estar associado @ uma maior tolerancia a seca. A abordagem
BSA associada aos marcadores DArTseq permitiu a selecdo de 12 marcadores moleculares
possivelmente associados a reducdo de porte (6) e a tolerancia a seca (6). A anotagao funcional
dos genes colocalizados aos marcadores revelou genes candidatos envolvidos em processos
como sinalizacdo de estresse, regulacdo hormonal, ajuste celular, respostas de defesa e
desenvolvimento vegetal. Esses resultados apontam para o controle multigénico e multifatorial
do fenotipo, indicando que a tolerdncia a seca e a regulacdo do crescimento vegetativo siao
caracteristicas complexas, provavelmente controladas por mais de um gene. No entanto, as
associagdes marcadores/caracteristicas identificadas aqui sdo de natureza exploratoria e

necessitam validacdo adicional para confirmar a contribui¢ao desses genes.

Palavras-chave: Adensamento, BLAST, Citrus, DArTseq, tolerdncia a seca, plantas

ananicantes.
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ABSTRACT
In Brazil, most citrus orchards are not irrigated, and flowering generally occurs during the
period of lowest rainfall (August/September), making the use of drought-tolerant rootstocks
essential, particularly in high-density planting systems. The objective of this study was to
characterize rootstocks with respect to dwarfing potential and drought tolerance, as well as to
identify DArTseq molecular markers associated with these traits using an in silico Bulked
Segregant Analysis (BSA) strategy. The experiments were conducted in the municipalities of
Gavido Peixoto and Barretos, Sdo Paulo State, Brazil, using ‘Pera’ sweet orange grafted onto
18 citrandarins and two citrumelos. Drought tolerance, yield, canopy volume, root distribution,
root anatomy, and the selection of molecular markers associated with these traits were
evaluated. The results indicate that the most dwarfing rootstocks induced greater yield
efficiency and a higher technological index. However, larger canopy volume appears to be
associated with greater drought tolerance. The BSA approach combined with DArTseq markers
enabled the identification of 12 molecular markers putatively associated with reduced tree size
(6) and drought tolerance (6). Functional annotation of the genes co-localized with these
markers revealed candidate genes involved in stress signaling, hormonal regulation, cellular
adjustment, defense responses, and plant development. These findings suggest that both drought
tolerance and vegetative growth regulation are complex, polygenic, and multifactorial traits,
likely controlled by multiple genes. However, the marker—trait associations identified in this
study are exploratory in nature and require further validation to confirm the contribution of

these candidate genes.

Keywords: High-density planting, BLAST, Citrus, DArTseq, drought tolerance, dwarfing
plants.



1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca como principal produtor e exportador de suco de laranja. Em 2024,
produziu cerca de 15,7 milhdes de toneladas de frutos, em uma area colhida de 565 mil hectares.
Sao Paulo ¢ o principal estado produtor de citros do Brasil, com 12 milhdes de toneladas (t) de
frutos, correspondendo a 77% da produgao nacional de laranja (IBGE, 2026).

Apesar da importancia econdmica, a area cultivada no cinturdo citricola (Sao Paulo,
Triangulo Mineiro e sudoeste de Minas Gerais), tem passado por um processo de encolhimento,
passando de 856 mil hectares (ha) em 2000 para 565 mil ha em 2024 (IBGE, 2026). Entretanto,
houve um aumento na densidade de plantio, de 330 plantas/ha em 1980 para 591 plantas/ha em
2023. Atualmente, as arvores produtivas totalizam 182,71 milhdes e ocupam uma éarea de 362
mil hectares. Esses valores representam um aumento de aproximadamente 12,7 milhdes
arvores, equivalente a 7,5% sobre o inventdrio de 2022, além de 5,2% da area produtiva
(Fundecitrus, 2025a).

Esse aumento do sistema produtivo ocorre em um cendrio de varios desafios
fitossanitarios ¢ ambientais. Por se tratar uma cultura perene, a planta de citros permanece
continuamente exposta a estresses bioticos e abidticos. Além de necessitar ao redor de cinco
anos para atingir a plena producdo (Mattos Junior et al., 2005). Desse modo, a implantagdo da
produgdo de citros requer projetos de longo prazo com ag¢des no controle de doengas, desde a
producdo do material de propagagdo até a pos-colheita, no caso de comércio in natura de frutas.

Nesse contexto, a escolha do porta-enxerto tem papel fundamental para a citricultura.
Apesar da importancia economica dos citros para o Brasil e da ampla diversidade e variedade
de citros, a produgdo de porta-enxertos ainda € restrita a um pequeno nimero de variedades. A
baixa diversificagdo de genétipos de porta-enxertos em pomares limita a expansdo da
citricultura, restringindo o aumento da produtividade e a reducdo de custos por meio de
tratamentos fitossanitarios e outras praticas horticolas (Domingues et al., 2021). Dessa forma,
a ampliacdo da variabilidade genética atual dos citros e a potencializagdo do material existente
ressaltam a importancia de continuar os programas de melhoramento apoiados em ferramentas
de biotecnologia (Machado et al., 2011).

Entre as caracteristicas de interesse, conferidas as copas pelos novos porta-enxertos,
podem-se destacar o porte ananicante e a tolerancia a seca. Plantas de porte baixo prometem
aumentar a eficiéncia dos tratos fitossanitarios e reduzir os custos das colheitas. Entretanto,
sistemas de cultivo adensado implicam maior nimero de plantas por hectare, o que pode exigir

maior consumo de agua. Contudo, porta-enxertos ananicantes t€m pouca capacidade de



transportar dgua do solo para a variedade copa (Martinez-Cuenca et al., 2016). Assim, o uso de
porta-enxertos ananicantes ou semiananicantes, € porta-enxertos tolerantes ao estresse hidrico,
associados a copas de boa produtividade, torna-se uma alternativa extremamente interessante
para a cultura.

Portanto, diante das mudancgas climaticas que limitam a produgdo global de alimentos,
o desenvolvimento de novas variedades de citros mais resistentes a multiplos tipos de estresses
abioticos, com caracteristicas de produtividade aprimoradas, ¢ um objetivo importante.
Programas eficientes de melhoramento de citros necessitam de fenotipagem e genotipagem

precisas do germoplasma de citros para identificar caracteristicas essenciais ligadas ao aumento

da produtividade e a tolerancia a fatores abidticos (Dahro et al., 2023).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importincia da laranja Pera para o Brasil

As laranjas doces [Citrus sinensis (L.) Osbeck] predominam na maioria dos paises
citricolas, no Brasil, e particularmente no estado de Sao Paulo, elas encontram boas condigdes
edafoclimaticas para cultivo comercial. A laranja Pera (C. sinensis Osbeck) ¢ a principal
variedade de citros do Brasil, pois seus frutos apresentam excelente qualidade para os mercados
interno e externo de fruta fresca e para a industrializacgao (Pio et al., 2005).

Em 2025, o cultivo de laranja Pera representou 36% do total produzido no cinturdo
citricola, ocupando um total de 143 mil hectares (Fundecitrus 2025a). Os frutos dessa variedade
apresentam boas caracteristicas como: teor de suco de 52%; 11,8 °Brix; 0,95% de acidez e 12,5
de Ratio. A maturagdo dos frutos acontece na meia-estacao, entre julho e outubro (Pio et al.,
2005).

O limdo Cravo (C. limonia Osbeck) ja foi o principal porta-enxerto para essa cultivar,
no entanto, devido ao declinio e a morte subita dos citros (MSC) esse porta-enxerto foi
substituido por porta-enxertos tolerantes a essas doencas, como as tangerinas Cledpatra (C.
reshni hort. ex Tanaka) e Sunki [C. sunki (Hayata) hort. ex Tanaka] e o citrumelo Swingle (C.
paradisi Macfaden x Poncirus trifoliata Rafinesque) (Pompeu Junior e Blumer, 2008).

O citrumelo Swingle, ¢ uma variedade incompativel com a laranja Pera, formando
plantas pouco produtivas e de vida curta. Enquanto, as tangerineiras Cleopatra e Sunki, apesar
de serem porta-enxertos tolerantes a tristeza, ao declinio e a morte sibita compativeis com a
laranjeira Pera, tém como restricdes a baixa tolerdncia a seca e a gomose de Phytophthora.

Dessa forma, torna-se indispensavel, a sele¢do de novos porta-enxertos compativeis com a



laranjeira Pera e tolerantes aos fatores abiodticos e bidticos limitantes a citricultura (Pompeu

Junior e Blumer, 2014).

2.2. Porta-enxertos para citros

Os citros podem ser propagados por sementes, alporquia, estaquia e enxertia, sendo esta
ultima a técnica mais utilizada, pois proporciona maior uniformidade das mudas, precocidade
no inicio da produ¢do e aumento na produtividade, além da obtencao de mudas geneticamente
idénticas a planta-mae (Andrade e Martins, 2003).

Além disso, citros originados de sementes retém caracteristicas juvenis por um longo
periodo, como crescimento vertical vigoroso, abundancia de espinhos que podem danificar os
frutos, caule angular e demora para iniciar o florescimento, reforcando a necessidade da
utilizagdo de porta-enxertos (Machado et al., 2005).

Os porta-enxertos sdo selecionados por seu desempenho em diferentes condigdes
edafoclimaticas e sua tolerancia a doengas. Na citricultura, sdo utilizados por influenciar boas
caracteristicas agrondmicas as variedades-copa. Pompeu Junior (2005) destaca que estes
induzem alteragdes no desenvolvimento vegetativo, precocidade de producdo, época de
maturacgdo e peso dos frutos, permanéncia dos frutos na planta, capacidade de absorc¢do, sintese
e utilizagdo de nutrientes, tolerancia a salinidade, resisténcia a seca e ao frio, bem como
resisténcia ou tolerancia a pragas e doengas. Portanto, a escolha do porta-enxerto ¢ uma das
decisdes mais importantes na implantagao de pomares comerciais de citros.

No entanto, a producdo e comercializagao de porta-enxertos € restrita a um pequeno
numero de variedades. Segundo dados da Fundecitrus (2025b), o porta-enxerto citrumelo
Swingle [C. paradisi Macfad. cv. Duncan % Poncirus trifoliata (L.) Raf.] representou 59% dos
porta-enxertos em mudas comercializadas em 2024, seguido pelo limdo Cravo (Citrus
limonia Osbeck) com 21% e citrandarins 11%, indicando um aumento significativo no uso dos
citrandarins.

O limao Cravo (Citrus limonia Osbeck) ja foi o porta-enxerto mais utilizado, devido as
suas excelentes caracteristicas, como maior vigor, boa produtividade e longevidade as copas,
compatibilidade com todas as copas, e tolerancia a seca. No entanto, apresenta suscetibilidade
ao declinio, a morte stubita (MSC), ao nematoide dos citros (Tylenchulus semipenetrans Cobb.),
a exocorte, a xiloporose e a verrugose (Oliveira et al., 2008).

Devido a MSC, porta-enxertos tolerantes vem sendo utilizado como estratégia, a
exemplo da tangerina Cledpatra (Citrus reshni Hort. ex Tanaka), trifoliatas e citrumelo Swingle.

No entanto, todos esses sdo mais suscetiveis a seca do que o limao Cravo, fragilizando ainda



mais a citricultura (Pompeu Junior et al., 2022). Além disso, o citrumelo Swingle ¢ incompativel
com a laranja Pera, principal variedade copa de laranjeira no Brasil (Pompeu Junior e Blumer,
2014).

A tangerina Sunki (Citrus sunki) comegou a ser utilizada como porta-enxerto em 1985,
devido sua resisténcia ao declinio dos citros e boa produtividade de frutos (Pompeu Junior,
2005). Estudos em selecdes de C. sunki t€ém demonstrado seu potencial de tolerancia a seca. A
sele¢do ‘Sunki Tropical’, por exemplo, apresenta capacidade de suportar os efeitos da seca sem
comprometer a qualidade dos frutos, sendo uma alternativa para substituir o limdo Cravo (C.
limonia Osb) em areas semiaridas (Sousa et al., 2022).

Outra variedade ¢ o trifoliata (Poncirus trifoliata), um porta-enxerto com potencial
ananicante, que pode se expressar com maior ou menor intensidade, dependendo de condi¢des
edafoclimaticas, da variedade copa e uso da irrigagdo. Plantas mais vigorosas podem ser obtidas
com este porta-enxerto, porém menores que as obtidas com outros porta-enxertos, podendo ser
consideradas como semiananicantes. No entanto, tem se mostrado mais sensiveis a seca que a
maioria dos demais porta-enxertos. Copas de laranja enxertadas sobre trifoliata tém
demonstrado tolerancia a morte subita dos citros. Além disso, esse porta-enxerto ¢ compativel
com um grande nimero de cultivares de copa de citros, mas ¢ incompativel com laranja Pera
(C. sinensis L. Osbeck.) e tangor Murcott (C. reticulata Blanco x C. sinensis L. Osb.).

Apesar de serem géneros diferentes, Poncirus ¢ Citrus hibridizam facilmente com
diversas espécies de citros (Bassanezi et al., 2003; Pompeu Junior, 2005).

No entanto, os plantios comerciais permanecem limitados a poucas variedades, o que
consiste em um risco fitossanitario bastante elevado. Assim, a diversificagdo da matriz
produtiva € essencial para evitar problemas ja vivenciados pela citricultura brasileira (Oliveira
et al., 2014).

Nesse sentido, os citrandarins, hibridos de microtangerinas com trifoliatas, foram
desenvolvidos com a inten¢do de reunir as vantagens das tangerinas, como a tolerancia ao
declinio e a exocorte, com as caracteristicas dos trifoliatas, entre elas a resisténcia a gomose, a
tristeza e a inducao de plantas de pequeno porte, com elevadas producdes por metro cubico de

copas e frutos de excelente qualidade (Pompeu Junior, 2005).

2.3. Adensamento de plantio para citros
Com o surgimento e expansao do Huanglongbing (HLB ou greening), uma das
doencas mais severas dos citros e que tem causado perdas econdmicas significativas, novas

estratégias de produgdo tém sido adotadas na citricultura, entre elas o plantio adensado. Para o



cultivo adensado, € necessaria a utilizagdo de porta-enxertos que induzam um menor porte a
cultivar copa. Alguns porta-enxertos sdo capazes de reduzir o tamanho da copa ao diminuir o
vigor da planta (Donadio et al., 2019).

Plantas de citros de porte baixo apresentam diversas vantagens, como maior eficiéncia
produtiva e possibilidade de implantacio de pomares com elevadas densidades de plantio,
resultando em maior producdo por unidade de area. Além disso, o tamanho menor facilita a
colheita, inspecao, pulverizagdo e erradicagdo de plantas no controle do HLB, atendendo as
demandas dos citricultores no controle de pragas, doengas e seus vetores (Stuchi et al., 2012).

Um porta-enxerto ananicante ¢ definido como aquele que, em combinagdo com a
variedade copa e independente da influéncia de patdgenos ou ambiente, resulta em uma planta
adulta com altura inferior a 2,5 m de altura (Castle, 1979).

O porta-enxerto P. trifoliata var. monstrosa cv ‘Flying Dragon’ ¢ um dos principais
porta-enxertos ananicantes comerciais, com uma reducdo de aproximadamente 30% do
tamanho das plantas. Sua origem ¢ uma provavel mutacao de P. trifoliata e € tolerante ao virus
da tristeza, a gomose de Phytophthora e aos nematoides, porém ¢ suscetivel a exocorte.
Apresenta pouca adaptag@o aos tipos de solo, com fraco desenvolvimento em solos alcalinos e
arenosos, mas induz tolerancia as baixas temperaturas. Apresenta incompatibilidade com a
laranja Pera, tangor Murcott e limado Siciliano e € suscetivel ao estresse hidrico (Stuchi et al.,
2003).

Outro exemplo de trifoliata ¢ o Rubidoux, que ¢ capaz de reduzir em 42% o tamanho
da copa de laranja Valéncia, em 46% de laranjas de umbigo e em 72% o de pomelos (Bitters et
al., 1979).

Além do Flying Dragon, existem outros porta-enxertos ananicantes hibridos de
trifoliatas, como citrandarins, citranges e citrumelos que representam alternativas para pomares
de citros em sistemas de plantio de alta densidade (Gonzatto et al., 2022).

Existem sele¢des de hibridos em programas de melhoramento da Espanha (Martinez-
Cuenca et al., 2016) e nos programas de melhoramento conduzidos no Brasil, pelo Instituto
Agrondmico IAC (Schinor et al., 2013) e pela Embrapa (Ramos et al., 2015). Segundo Schinor
et al. (2013), alguns hibridos de tangerina Sunki x Poncirus trifoliata foram capazes de induzir
nanismo a cultivar copa laranja Pera, podendo ser utilizados em plantios de alta densidade.
Citrandarins comerciais como IAC 1710 (semi-vigoroso) e TAC 1697 (semi-vigoroso)
apresentaram bom desempenho no norte do estado de Sao Paulo (Girardi et al., 2021a).

Selegdes hibridas de Forner-Alcaide também conferem resposta de nanismo, em

particular Forner-Alcaide 517 e Forner-Alcaide 418 cujo comportamento agrondmico foi



testado em condi¢des de campo. Ambos os porta-enxertos apresentam menores volumes de
copa, mas maior eficiéncia produtiva quando comparados com o porta-enxerto citrange Carrizo
(Forner-Giner et al., 2014).

Os citrumelos F80 e F81 foram originados do cruzamento do pomelo Duncan com P,
trifoliata, diversos citrumelos dessa série vem sendo avaliados devido seu bom comportamento.
Os citrumelos F80-6, F80-5, F80-3 e F80-18 induziram plantas de laranja Valéncia (C. sinensis
[L.]Osb.) com altura e didmetro de copas inferiores a 2 m, mas com maiores eficiéncias
produtivas (Pompeu Junior e Blumer, 2011). Para Pompeu Junior et al. (2022), os citrumelos
F80-5, F80-3 e F81-18 induziram arvores mais baixas de laranja Valéncia, em comparagao com
os citrumelos W2 e Swingle, e maior eficiéncia produtiva, e o F80-5 levou também a produgao
precoce € menor didmetro de copa, possibilitando maior densidade de plantio.

Copas de laranja Valéncia em porta-enxertos de citrandarin [PEACS-239 ¢ IPEACS—
256 e hibrido de pomelo US—802, apresentaram baixo vigor, alta eficiéncia produtiva e altas
propriedades industriais para suco de laranja, sendo, portanto, alternativas potenciais para
plantios de alta densidade (Domingues et al., 2021). Além de ananicantes, esses porta-enxertos
influenciam positivamente nas qualidades dos frutos e eficiéncia produtiva, demonstrando o
potencial de materiais ananicantes.

Em macgas, porta-enxertos ananicantes sdo amplamente utilizados na produgdo
comercial para reduzir o vigor da copa, permitindo plantios em alta densidade e aumento de
produtividade. Apesar do uso desses porta-enxertos ananicantes, 0 mecanismo basico ou
fundamental do nanismo induzido por porta-enxertos ainda ¢ desconhecido (Foster et al., 2015).
Neste sentido, Foster et al. (2015) realizaram um trabalho de mapeamento genético e
identificaram dois loci, Dwl e Dw2, como os principais responsaveis pelo nanismo induzido
pelo porta-enxerto em macieiras. Estes mesmos autores realizando um estudo comparativo de
transcriptomas entre porta-enxertos ananicantes € com porte padrdo, verificaram que os porta-
enxertos ananicantes de maca exibem um desequilibrio na alocag¢do de carboidratos e redugao

no crescimento ¢ metabolismo celular (Foster et al., 2017).

2.4. Tolerancia a seca

A redugdo de desenvolvimento da variedade copa, quando enxertada em porta-
enxertos ananicantes, tem sido relacionada a potenciais hidricos mais baixos na folha e no caule,
em comparacdo com aqueles enxertados em porta-enxertos vigorosos. Esse efeito ¢

provavelmente consequéncia da elevada resisténcia a condutividade hidraulica, o que pode



levar a um déficit hidrico nas folhas durante periodos de alta demanda evaporativa, resultando
no fechamento dos estomatos (Martinez-Cuenca et al., 2016).

Consequentemente, os porta-enxertos ananicantes tém pouca capacidade de
transportar agua do solo para a variedade copa. Uma menor condutividade hidraulica foi
observada em plantas de laranja Navelina enxertadas em porta-enxertos ananicantes (Forner-
Alcaide 517 e Forner-Alcaide 418) em comparacao com as enxertadas sobre o citrange Carrizo.
De acordo com este estudo, os porta-enxertos ananicantes apresentavam alta concentragao de
vasos do xilema com didmetros menores quando comparados com citrange Carrizo (Forner-
Giner et al., 2014).

Embora a resisténcia, encontrada na regido da enxertia ao transporte de dgua e as
caracteristicas anatomicas do xilema, em particular o nimero e o diametro dos vasos, possam
limitar o desenvolvimento da planta como um todo, a distribui¢do de carboidratos também ¢
uma restricdo importante. Assim, a reducdo da translocagdo de fotoassimilados das folhas para
as raizes limita o desenvolvimento radicular e contribui para a maior disponibilidade desses
compostos na copa, o que resulta no aumento do transporte de fotoassimilados para os frutos.
Isso explica na alta eficiéncia de produgdo e a boa qualidade dos frutos que esses porta-enxertos
exercem sobre as copas (Martinez-Cuenca et al., 2016).

O porte baixo aumenta a eficiéncia dos tratos fitossanitarios e reduz os custos das
colheitas. Entretanto, com o cultivo adensado, um maior niimero de plantas por hectare pode
exigir maior consumo de dgua. Assim, o emprego de porta-enxertos ananicantes ou
semiananicantes, tolerantes ao estresse hidrico, associado a copas com boa produtividade, ¢
extremamente interessante para a cultura. Portanto, com a escassez iminente do recurso hidrico,
¢ vital encontrar variedades de porta-enxertos mais tolerantes ao estresse hidrico.

No Brasil, a maioria dos pomares de citros ndo ¢ irrigada (45% de area irrigada total)
e a florada geralmente ocorre em agosto/setembro, época de menor ocorréncia de chuvas. O
ano de 2024 foi mais seco que o habitual no cinturdo citricola, destacam-se os meses de junho
a setembro (periodo critico para o primeiro florescimento das laranjeiras) que, juntos,
registraram precipitacdo acumulada de 69 milimetros em média no cinturdao, o que representa
um volume 55% abaixo da média histérica. Além disso, a elevagao da média da temperatura
maxima em 3,2°C nos meses de agosto e setembro, prejudicou o pegamento dos frutos da
primeira florada (Fundecitrus, 2025a). De acordo com o Monitor de Secas do Brasil (ANA,
2026) houve o agravamento da seca, passando de moderada para grave, no norte do estado, em

decorréncia das chuvas abaixo da média, no més de julho de 2024.



No mesmo periodo, no ano seguinte, houve avanco da seca moderada no noroeste e
centro do estado de Sao Paulo, além do agravamento da seca no norte, passando da categoria
moderada para grave, no més de julho em 2025 (ANA, 2026).

Este fato, torna necessario o uso de porta-enxertos tolerantes a seca e/ou mais
eficientes sob restricdao hidrica, como ¢ o caso do limao Cravo. O limao Cravo ¢ considerado
tolerante a seca porque tem raizes profundas, grande absor¢do de agua pelas raizes e alta
condutividade hidraulica (Ribeiro et al., 2014). Esses atributos sdo considerados mecanismos
de resisténcia a seca (Taiz e Zeiger, 2017). Outras caracteristicas relacionadas a tolerancia a
seca, ajuste osmotico e o controle do estresse oxidativo foram atribuidos aos porta-enxertos de
limdo Cravo e tangerina Sunki durante a estacdo de menor disponibilidade de dgua no solo
(Gongalves et al., 2016). Entretanto, sua suscetibilidade a morte subita dos citros (MSC)
motivaram o uso de porta-enxertos tolerantes, como o citrumelo Swingle (Pompeu Junior e

Blumer, 2008).

2.5. Citrandarins hibridos de C. sunki x P. trifoliata cv Rubidoux

O Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC vem realizando desde 1990, um amplo
programa de melhoramento genético de citros via cruzamentos dirigidos. Populacdes de
hibridos obtidas a partir de cruzamentos entre diversas variedades de citros, selecionadas por
marcadores moleculares, as quais foram estabelecidas em varias regioes do estado de Sao Paulo,
constituindo-se em uma rede experimental de novos genoétipos. Dentre estes novos hibridos,
citrandarins, hibridos de C. sunkix P. trifoliata cv Rubidoux, foram selecionados por
apresentarem boa produtividade, compatibilidade com a variedade copa laranja Pera e alguns
apresentaram tolerancia a seca comparavel a do limdo Cravo. Os citrandarins selecionados
também conferiram a variedade copa laranja Pera diferentes portes de planta, porte normal,
semiananicante e ananicantes (Cristofani-Yaly et al., 2007; Schinor et al., 2013).

Os resultados obtidos foram utilizados para o Registro das Cultivares no Registro
Nacional de Cultivares (RNC), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA): Citrandarins — IAC 3155, 3070, 3007, IAC 3152 Itajobi, IAC 3299 Muriti, IAC 3010
Pindorama, IAC 3128 Guanabara ¢ IAC 3026 Santa Amélia.

As variedades, citrumelo Swingle, citrumelo Swingle W2 e citrandarin Sunki x Benecke
foram utilizados como variedades padrao neste estudo. O citrumelo Swingle ¢ originado de um
cruzamento entre o pomelo Duncan (C. paradisi) e P. trifoliata, essa variedade ¢ considerada
tolerante a tristeza, a exocorte, a xiloporose e ao declinio, resistente a gomose de Phytophthora,

ao nematoide dos citros € a morte subita dos citros. As cultivares enxertadas em citrumelo



Swingle produzem frutos de qualidade superior aqueles obtidos sobre o limdo Cravo. No
entanto, esse porta-enxerto ¢ incompativel com laranja Pera, tangor Murcott e limao Siciliano.
Esse fato torna necessario o uso de uma variedade inter-enxerto, compativel com as duas partes
envolvidas, para a formacao de plantas longevas e produtivas (Pompeu Junior, 2005).

O citrumelo W2 surge como uma alternativa ao citrumelo Swingle para regides
endémicas para a morte subita dos citros, visto que ele se assemelha ao Swingle na produgao e
dimensdes das plantas. No entanto, o diferencial do citrumelo W2 ¢ a sua compatibilidade com
a laranjeira Pera (Pompeu Junior et al., 2022).

O citrandarin Sunki x Benecke IAC 1697 (US-812 na Florida) ¢ altamente produtivo,
produzindo frutos de boa qualidade em arvores de porte moderado e apresentando tolerancia ao
virus da tristeza dos citros (CTV) e a ferrugem dos citros. Além disso, ¢ compativel com laranja-
doce [C. sinensis (L.) Obsbeck], toranja (C. paradisi Macf.), tangerina (C. reticulata Blanco),
tangelo (C. reticulata x C. paradisi) e outros hibridos de citros (Bowman e Rouse, 2006). O
Sunki x Benecke (IAC 1697) induziu maior precocidade de produgdo a laranjeira Pera, sem
apresentar sintomas de incompatibilidade, nem sintomas de tristeza ou declinio (Pompeu Junior

e Blumer, 2014).

2.6. Biotecnologia aplicada a citros

A biotecnologia tem auxiliado o programa de melhoramento de citros via hibridagdo
controlada, através do uso de marcadores moleculares, em estudos de diversidade genética,
hibridacdo, mapeamento genético e selegdo de alelos de resisténcia a doengas, visando a sele¢ao
assistida por marcadores — SAM (Curtolo et al., 2017; Lima et al., 2018). As tecnologias de
sequenciamento (NGS-next generation sequencing), possibilitam a deteccdo de polimorfismo
de DNA através da comparagdao de milhdes de segmentos de leitura (reads) dos genomas de
diferentes cultivares de uma espécie. O polimorfismo de DNA mais abundante, revelado por
esta estratégia, € o polimorfismo de base de DNA (substitui¢do ou transi¢do de base), conhecido
como SNP (Single Nucleotide Polymorphism) tem se mostrado ferramentas poderosas na
geragao de marcadores de DNA e identificagao de novos polimorfismos (Ellegren, 2014).

A plataforma DarTseq™ Diversity Arrays Technology (DArT) é uma metodologia que
combina o uso de método de reducdo de complexidade do genoma com as tecnologias de
sequenciamento, proporcionando milhares de marcadores dominantes (DArTseq). Em citros, os
marcadores DArTseq foram utilizados para a construgdo de mapas genéticos altamente densos

de marcadores de C. sunki e P. trifoliata (Curtolo et al., 2018). Estes mapas foram utilizados



para a localizagdo de QTLs e eQTLs para resisténcia a gomose de Phytophthora (Lima et al.,
2018) e tolerancia a Candidatus Liberibacter asiaticus (Soratto et al., 2020).

Outra ferramenta interessante que pode auxiliar na selecdo de variedades de porta-
enxertos ananicantes e tolerantes a seca ¢ BSA (Bulked segregant analysis) proposta por
Michelmore et al. (1991). A técnica BSA inicia-se com a constru¢do de uma populagdo
segregante em que duas amostras de DNA sdo geradas a partir de progénies com fenotipos
contrastantes e genotipadas com marcadores moleculares polimorficos entre os genitores. Com
o desenvolvimento da tecnologia de sequenciamento de DNA, as abordagens de BSA baseadas
em sequenciamento de Ultima geracdo (NGS) aceleram drasticamente o processo de
identificacao de genes (Schneeberger, 2014). Em citros, Xu et al., (2010) e Cuenca et al. (2013)
utilizaram a técnica BSA para mapear um Jocus de resisténcia ao nematoide dos citros e um
para mancha marrom de alternaria, respectivamente.

A heranca da caracteristica ananicante foi estudada em uma progénie de polinizagio
aberta de Flying Dragon por Cheng e Roose (1995). Os autores concluiram que a caracteristica
¢ determinada por um unico gene dominante para o qual Flying Dragon ¢ heterozigoto. Neste
estudo, a BSA foi utilizada para identificar trés marcadores moleculares RAPD ligados ao gene
ananicante.

Essas abordagens foram usadas com sucesso para identificar genes candidatos para
caracteristicas importantes em arroz (Takagi et al., 2015; Zheng et al., 2016), milho (Haase et
al., 2015), cevada (Mascher et al., 2014) e soja (Dobbels et al., 2017). Song et al. (2017)
demonstraram com sucesso a aplicagdo do NGS e BSA para detectar simultaneamente dois
genes (qCC1 e qCC2) que governam a cor dos cotilédones em soja. A principal vantagem desse
método ¢ que ele pode rapidamente associar loci as regides genOmicas candidatas. Esses
resultados sugeriram que o BSA-seq poderia acelerar o mapeamento de /ocus controlando
caracteristicas qualitativas, mesmo se uma caracteristica for controlada por mais de um locus.
A associagdo gene x fenotipo representa um importante passo para desvendar os mecanismos
envolvidos nessas caracteristicas. Nesse contexto, o Programa de Melhoramento ja realizou a
genotipagem da populacao de 272 hibridos de C. sunki x P. trifoliata e obteve mapas de ligagao
génica com marcadores DArT-seq e com SNPs para P. trifoliata e C. sunki através da Diversity
Arrays Technology Ltd. (DArT P / L, Canberra, Australia) (http://www.diversityarrays.com)
(Curtolo et al., 2018). Essa mesma populag@o foi usada recentemente para construir um mapa
multiplataforma de alta densidade e para identificar QTLs de resposta ao HLB em diversos

ensaios (Santini-Gazaffi et al., submitted).
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Novos métodos vém sendo desenvolvidos buscando acelerar e otimizar a identificagao
de loci gendmicos, como BSA QTL-seq que utiliza a reconstrucdo em massa guiada pelo
gendtipo por meio de bioinformadtica, permitindo o mapeamento simultaneo de multiplas
caracteristicas a partir do mesmo conjunto de dados genotipicos (Esposito et al., 2026).

A associagdo entre sequéncias gendmicas e suas respectivas fungdes biologicas ¢ um
dos principais desafios na analise de dados. A anotacdo funcional permite a categorizagdo de
genes em classes funcionais, possibilitando compreender o significado fisiologico de grandes
conjuntos de genes ¢ identificar diferencas funcionais entre subgrupos de sequéncias (Conesa et al.,
2005). A interpretacdo funcional ¢ uma etapa fundamental na analise de dados, o esquema de
anotacdo funcional mais difundido, e provavelmente mais abrangente para sequéncias de genes e
proteinas, ¢ a Gene Ontology (GO) (Ashburner et al., 2000).

Apesar dos avangos na compreensdo dos efeitos dos porta-enxertos sobre o vigor e a
tolerancia a seca das variedades copa, ainda sdo escassos os estudos que integrem a
caracterizacdo fenotipica com informagdes moleculares. Nesse contexto, abordagens que
combinem a fenotipagem de precisdo com ferramentas gendmicas, como a Andlise de
Segregantes Agrupados (BSA, Bulked Segregant Analysis) e marcadores DArTseq, representam
estratégias promissoras para a identificagdo de regides gendmicas e marcadores associados a
essas caracteristicas complexas, contribuindo para o desenvolvimento de programas de
melhoramento mais eficientes.

Este estudo oferece uma integracao tnica da fenotipagem em campo com a abordagem
BSA in silico, combinada com marcadores DArTseq, para investigar a tolerancia a seca e as

caracteristicas de nanismo em porta-enxertos de citrandarins em condigdes de campo.

3. OBJETIVO

Caracterizar porta-enxertos ananicantes e porta-enxertos tolerantes a seca para a
variedade copa da laranja Pera, avaliando aspectos fitotécnicos, além de selecionar marcadores

moleculares DArTseq associados a essas caracteristicas.

3.1. Objetivos especificos
e Analisar o desenvolvimento vegetativo das plantas;
e Avaliar a qualidade dos frutos, a produtividade e a eficiéncia de producao de laranja
Pera enxertadas em diferentes porta-enxertos;

e Avaliar a tolerancia a seca nas diferentes combinacdes de copas e porta-enxertos;
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e Analisar a distribuicdo radicular e realizar analises morfoldgica e anatdmica de raizes
das combinagoes;

e Identificar marcadores moleculares associados com a reducdo de vigor e tolerancia a
seca de diferentes combinagdes copa/porta-enxertos, utilizando a estratégia de BSA e

marcadores moleculares do tipo DArTseq.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacao da area experimental e das variedades

O experimento foi instalado em dois municipios do estado de Sao Paulo, em 2013:
Gavido Peixoto, na Regidao Central/SP — Fazenda Santa Amélia I, latitudes 21°45'58,91” Sul e
48°25"26,59” Oeste, 594 m de altitude, solo Latossolo Vermelho Distrofico e clima Cwa de
Koeppen, planalto subtropical; Barretos, na Regido Norte/SP — Fazenda Guanabara, latitudes
20°30'32.30” Sul e 48°36'33.99” Oeste, 536 m de altitude, solo Latossolo Vermelho
Distroférrico, e clima Aw, tropical.

Latossolos Vermelhos Distroficos ¢ caracterizado por apresentar baixa fertilidade
enquanto o Latossolo Vermelho Distroférrico apresenta mesma baixa fertilidade, mas tem maior
teor de Fe>O3 (Ferro) (Santos et al., 2018).

Foram estabelecidos experimentos com laranja Pera (Citrus sinensis Osbeck) enxertada
em 20 porta-enxertos, sendo 18 citrandarins: 17 hibridos provenientes do cruzamento entre
Citrus sunki x Poncirus trifoliata cv. Rubidoux e Sunki x Benecke - SB (IAC 1697) proveniente
do cruzamento entre C. sunki x P. trifoliata cv. Benecke; mais os citrumelos W2 (W2), e
Swingle (SW) [C. paradisi Macfad. x P. trifoliata (L.) Raf.].

Em ambos os experimentos o delineamento foi em blocos casualizados, com trés
repeti¢des € numero variavel de plantas por parcela, em espacamento de 6,5 x 2,8 m (550
arvores por hectare). As plantas foram cultivadas sob o padrdo e praticas recomendadas para o
cultivo de laranja doce no Brasil, sem poda e raleio de frutos. As plantas daninhas foram
controladas por corte mecanico da vegetacao natural (Urochloa spp.) nas entrelinhas,
suplementado por aplicagdes de herbicidas ao longo das linhas de plantas. O experimento foi
conduzido com irrigagdo suplementar conforme indicacdo para a cultura.

Em relacdo ao clima, Barretos apresenta temperaturas ligeiramente superiores as de
Gaviao Peixoto, sendo mar¢co o més mais quente e maio o mais frio. Em relagdo a precipitagao,
em Barretos houve menor volume anual de precipitacio em comparagdo a Gavido Peixoto, no

entanto, ambos os locais apresentaram um padrao semelhante de precipitacdo, com os meses de
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verdo sendo os mais chuvosos, especialmente janeiro e dezembro. Os meses de junho, julho e
agosto apresentaram menores volumes de chuva nas duas localidades (Figura 1). De modo

geral, houve menor precipitacdo em 2025 e 2024 em comparacao a 2022.

Tabela 1. Porta-enxertos avaliados no experimento, nome comercial e niimero de registro no
MAPA.

RNC/

Sigla Parentais Nome comercial MAPA

H18 - -
H26 IAC 3026 Santa Amélia 44688
H47 - -
H68 - -
H70 - -
H73 - -
H110 - -
H124 - -
H128 C. sunki x P. trifoliata cv. Rubidoux IAC 3128 Guanabara 44689
H137 - -
H139 - -
H148 - -
H150 - -
H151 - -
H152 IAC 3152 Itajobi 36027
H248 - -
H299 IAC 3299 Muriti 36025
SB C. sunki x P. trifoliata cv. Benecke IAC 1697 21832

SW . s Citrumelo Swingle -
W2 C. paradisi Macfad. x P. trifoliata (L.) Raf. Citrumelo Swingle W2 56558
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Figura 1. Precipitacdo, temperatura maxima, média e minima em duas localidades do estado
de Sao Paulo, por quatro anos. (A) Barretos, (B) Gaviao Peixoto.

4.2. Desenvolvimento vegetativo

O desenvolvimento de planta, representado pelo volume de copa, expresso em m?, foi
mensurado em fevereiro e novembro de 2023, outubro de 2024 e junho de 2025 em trés
repeticdes, uma planta por parcela. A variavel foi determinada através de régua graduada pela
determinagdo da altura de planta em metros (H) e paralelamente ao solo a uma altura de 1,5

metros para o didmetro (D), em seguida o volume de copa (V) foi calculado pela equacao de
Mendel (1956). V =2xmx (D/2)?xH.

Adicionalmente foi calculado Indice de crescimento vegetativo (ICV) adaptado de

P2-P1

Benincasa (2003), onde P ¢ o volume de copa e t o tempo em anos ICV = e

calculado com

a média da variavel volume de copa, do ano inicial 2022 a 2025.

4.3 Avaliacido da produtividade e analises fisico-quimicas dos frutos

A produgao total de frutos da parcela foi determinada com dinamdmetro digital. Foram
colhidas trés repeti¢des e trés plantas por parcela. Os valores de produgdo foram expressos em
kg de fruto planta™ (De Negri et al., 2005).

A produtividade ajustada foi obtida através da densidade de plantio ajustada (DPA). Para
calcular a produtividade por hectare foi utilizada a producdo por planta multiplicada pelo
nimero de plantas utilizada por hectare [10000 / (6,5x2,8)], onde 6,5x2,8 (metros) € o
espagamento utilizado na area do experimento. O mesmo célculo foi utilizado para a

produtividade ajustada, porém variando o espagamento de cada combinagdo copa/porta-
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enxerto, conforme o didmetro da planta (d) mensurado no campo, ajustando-o entdo com a

seguinte equagdo (De Negri et al., 2005): % % (0,75 x d).

Para a eficiéncia produtiva, usou-se a producao dos dois anos (2023 e 2024) em kg frutos
planta™!, dividido pelo volume de copa (m?), expresso em kg de fruta por m>.

Anélises fisico-quimicas dos frutos relacionadas a qualidade do fruto foram realizadas
através da coleta de 15 frutos por parcela e as andlises foram realizadas no Laboratoério de
Qualidade e Pos-Colheita, do Centro de Citricultura Sylvio Moreira/IAC, em Cordeirdpolis, SP.
Os frutos foram colhidos em julho (Barretos) e em setembro (Gavido Peixoto) de 2024. Foram
determinados:

a) Massa: a massa total dos frutos obtidos, em uma balanga marca Filizola com
capacidade de 15 kg, com sensibilidade 5 g;

b) Solidos soluveis totais (SST): o teor de solidos soluveis foi determinado por leitura
direta no refratdmetro B&S, modelo RFM 330 e expresso em °Brix. Os dados foram corrigidos
pela temperatura e pela acidez do suco;

c) Acidez: a acidez foi obtida por titulagdo de 25 mL de suco, com uma solucdo de
hidroxido de sodio, de normalidade 0,3125 e usando-se fenolftaleina como indicadora;

d) Relagdo solidos soluveis/acidez (Ratio): calculando-se a relacdo solidos
soluveis/acidez fazendo-se o valor da acidez igual a 1;

e) Rendimento de suco: determinado apos esmagamento do fruto na extratora OIC
(Organizacdo Internacional Centenario) modelo OTTO 1800 (filtro com diametro interno =
26,11 mm; comprimento = 265 mm; furos de didmetro = 0,6 mm; area de vazao = 20%) e
calculado através da relagao massa do suco/massa do fruto e expresso em porcentagem;

f) Indice tecnologico (IT): IT = [Rendimento em suco (%) x SST x 40,8] /10.000
conforme proposto por Di Giorgi et al. (1990).

4.4 Tolerancia a seca

As avaliagdes de déficit hidrico foram realizadas em julho de 2022 e 2025, periodo
caracterizado por baixa precipitacdo e menor temperatura, representando condig¢ao de estresse
ambiental para comparacao entre genotipos.

Foram realizadas avaliacdes de potencial da dgua na folha conforme a metodologia
citada por Kaufmann (1968), através de camara de pressdo de Scholander. Para isso, foram
coletadas folhas das variedades em estudo, nao danificadas no terco médio da planta, as 04h00

da manha, de acordo com as recomendac¢des de Machado et al. (2002). Imediatamente apods a
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coleta, as folhas foram armazenadas, individualmente, em sacos hermeticamente fechados,
acondicionados em caixa térmica contendo gelo e, logo em seguida, colocadas na camara de
pressao (Camara de Scholander da Tecnal Equipamentos Cientificos - modelo 3115P80G4V22)
e os valores foram expressos em megapascal (MPa).

Em complemento ao potencial da dgua na folha, foi realizada avaliacdo visual de
tolerancia a seca, essas avaliagdes consistiram na atribui¢ao de notas visuais, baseando-se na
presencga e/ou auséncia de enrolamento foliar caracteristico de plantas sob estresse hidrico, com
trés repetigdes por tratamento, conforme utilizado por Stuchi et al. (2000). Foram atribuidas
notas, variando de 1 a 3, onde: (1) enrolamento foliar expressivo, com ou sem aspecto de secas;
(2) enrolamento foliar pouco expressivo, folhas levemente enroladas e; (3) limbo foliar normal,
auséncia de enrolamento foliar. Para as duas andlises foram utilizadas trés repeticdes, uma

planta por parcela, totalizando trés repeti¢cdes bioldgicas por genotipo.

4.5 Distribuicido de raizes das plantas

A distribuicdo de raizes foi avaliada em 10 variedades do experimento, sendo dois bulks
(cinco combinagdes de porta-enxertos ananicantes € cinco combinagdes de porta-enxertos nao
ananicantes). O experimento foi realizado em Barretos, com duas repeti¢des, uma planta por
parcela.

As raizes das plantas que compdem os bulks foram avaliadas, em fevereiro de 2023,
utilizando-se método descrito por Bohm (1979). Foram coletadas duas repeti¢cdes, uma planta
parcela, em cada tratamento, com trado de caneca a 50 cm do tronco, em duas profundidades
do solo (0 a20 cm e 20 a 40 cm).

As raizes coletadas foram lavadas utilizando peneiras com 2 mm de malha,
posteriormente foi mensurada a massa imida, em balancga semi-analitica. Apos, as raizes foram
secas em estufa a 65°C por 72 horas e posteriormente, aferida a massa seca das raizes.
Utilizando-se do medidor de area foliar LI-COR LI-3100C foi mensurada a area radicular em
cm?.

Para os célculos, foi considerado que cada amostra coletada com o trado possui 0 mesmo
volume. O volume do trado foi calculado utilizando a férmula: V = D2.H/4. Em que D =
diametro de 0,07m e H = altura de 0,22m. Assim o volume final do trado é de 0,000847 m?>. Os

valores obtidos foram ajustados para 1 m>.
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4.6 Analise da anatomia de raizes

Foram feitas observagdes em microscopia eletronica de varredura (MEV) das raizes dos
individuos dos bulks (item 4.5). Para isso as amostras foram coletadas em fevereiro de 2023, a
50 cm do tronco das plantas e a 20 cm de profundidade, em dois pontos por tratamento, lavadas
e armazenadas em solucdo FAA (formaldeido 37%, é4cido acético glacial, etanol 70%)
(Johansen, 1940).

As amostras de raizes foram analisadas em microscopio eletronico de varredura (MEV)
TM4000Plus Hitachi Microscopio, do Centro de Citricultura Sylvio Moreira, do Instituto
Agronomico (IAC). As imagens obtidas foram analisadas pelo software ImageJ, para obteng¢ao
do diametro dos vasos e frequéncia dos vasos do xilema radicular por se¢dao. O diametro dos
vasos do xilema (DV) foi calculado a partir da média de duas medig¢des perpendiculares entre

si na parte mais larga do limen de cada vaso (Olmstead et al., 2006).

4.7 Selecdo de Marcadores moleculares associados a resisténcia a seca e ao porte
induzido a variedade copa

A busca pelas regides do genoma associadas as caracteristicas ananicantes e de
tolerdncia a seca se deu pelo uso da a técnica Bulk Segregant Analysis - BSA in silico (Bello et
al., 2014), com modificagdo da estratégia de BSA descrita por Michelmore et al. (1991),
utilizando de procedimentos de bioinformatica. Os hibridos fazem parte de um programa de
melhoramento que envolve a populagdo segregante derivada de C. sunki x P trifoliata,
previamente genotipada com marcadores DArTseq (Curtolo et al., 2018), permitindo a
integracdo de dados fenotipicos e moleculares. Os marcadores DArTseq utilizados foram
codificados como 0 (ausente) ou 1 (presente).

A selecao das plantas para compor os bulks para porte induzido foi feita utilizando os
dados estatisticos de: altura da copa (m), didmetro da copa (m) e volume de copa (m?).
Considerando os grupos com diferenga estatistica entre si pelo Scott-Knott (o = 0,05).

Para sele¢dao dos bulks relacionados a tolerancia a seca, foi utilizada nota visual de
enrolamento foliar do ano de 2024. Da mesma forma, a selecao dos bulks tolerante/intolerante
foi realizada considerando os grupos com diferenga estatistica entre si pelo Scott-Knott (o =
0,05). Sendo grupo A tolerante e grupo B intolerante.

A associagdo de marcadores DArTseq com dados fenotipicos foi avaliada agrupando-se
os 17 hibridos analisados em dois bulks (A e B). Esses bulks foram formados a partir de grupos
com valores extremos, identificados por meio da andlise de variancia e do teste de Scott-Knott

para cada caracteristica avaliada. Calculou-se a frequéncia alélica (presenga/auséncia) para cada
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locus e determinou-se o contraste entre as frequéncias de cada bulk utilizando o indice
AAllele;pgey- Esse indice, adaptado de Takagi et al. (2013), é calculado da seguinte
forma: AAllelejygex = Allele frequencypyi 4 — Allele frequencyp, kg A significancia
estatistica do indice AAllele foi avaliada pelo teste de Fisher (Fisher, 1922), com nivel de
significancia a = 0.05.

A sele¢do de marcadores associados ao porte da planta adotou uma abordagem
conservadora, concentrando-se apenas naqueles associados a todas as caracteristicas avaliadas:
altura, didmetro e volume da copa. Um diagrama de Venn
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) foi elaborado utilizando os marcadores
moleculares significativamente associados a cada caracteristica, e apenas aqueles
correspondentes a intersecdo dos conjuntos de dados foram selecionados para analises

posteriores.

4.8 Anotacao funcional das sequéncias em genoma de Citrus

Apds a selecdo dos marcadores DArTseq por BSA in silico, as sequéncias foram
alinhadas utilizando o BLASTn (The Basic Local Alignment Search Tool), com genoma de
referéncia de Citrus sinensis com o ID RefSeq GCF 022201045.2, do banco de dados nr
(nonredundant) do National Center for Biotechnology Information - NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Sequéncias génicas localizadas mais proximas dos marcadores
foram anotadas utilizando software Blast2GO v. 6.0.3. (Conesa et al., 2005).

A busca por similaridade foi realizada por BLASTX, com banco de dados nr do NCBI,
filtro taxondmico Viridiplantae (green plants), e-value cutoff 1 X 107>, Posteriormente as
sequéncias foram analisadas usando InterProScan para identificar dominios conservados. Em
seguida foi realizado o mapping de termos Gene Ontology (GO) e a anotagao funcional com

base nos candidatos GO obtidos.

4.9  Analises estatisticas

Todos os dados foram analisados por meio de anélise de variancia (ANOVA) e do teste
de compara¢ao de médias Scott-Knott, adotando-se nivel de significancia de o = 0,05. Quando
necessario, foi aplicada a transformacao de Box-Cox (Box e Cox, 1964) para normalizar a
distribuicdo dos dados. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o software R (versao

4.4.2; Foundation for Statistical Computing, Viena, Austria) (R Core Team, 2024), com os
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pacotes ExpDes.pt (Ferreira et al., 2021) e MASS (Venables et al., 2002). Para as anélises de
distribuicao de raizes os dados foram avaliados pelo teste de Tukey a 5%.

Analises multivariadas utilizando andlise de componentes principais (ACP) foram
conduzidas com base em uma matriz de correlacdo entre potencial hidrico, tolerancia a seca,
indice tecnoldgico, produtividade, eficiéncia produtiva e volume de copa, para analisar a
interacdo das respostas fisioldgicas na produtividade com diferentes combinagdes de
copa/porta-enxerto. Os dados da PCA foram normalizados e apresentados em um biplot das
distancias dos componentes principais em relacio aos seus valores médios. A PCA foi realizada
usando o pacote FactoMineR no R (L& et al., 2008). A formacao de clusters foi realizada
utilizando pacote “NbClust” no (Charrad et al., 2014), método Within-Cluster Sum of Squares
(WSS).

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento vegetativo

O experimento da cidade de Barretos/SP proporcionou incrementos positivos no
crescimento da maioria dos porta-enxertos, enquanto em Gavido Peixoto/SP somente citrumelo
Swingle (SW) apresentou valores superiores (Tabela 2).

Em Barretos, os porta-enxertos H248, H70, H151, H139, H124, H18 ¢ W2 induziram
maior altura (>3,5 m) e maior volume de copa (>30 m?®) em laranja Pera. Enquanto os hibridos
citrandarins H110, H68, H137 e H26 formaram plantas mais baixas (<2,8 m) e consequente
mente, menor volume de copa (<20 m?).

Em Gavido Peixoto, as copas em H128 e H18 ndo diferem de SW e W2, com maior
altura de plantas (>3,4 m) e maior volume de copa (>33 m?). Enquanto os citrandarins H110,
H73, H137, H68 e H26 induziram menor altura das plantas (<2,4 m), resultaram em plantas
menos vigorosas (>20 m?).

Os dados corroboram com resultados obtidos por Schinor et al. (2013), onde observaram
menor altura e volume da copa de laranja Pera, enxertadas sobre citrandarins H26, H110 e
H137. Estudos com o porta-enxerto P. trifoliata e alguns de seus hibridos, apontam sua
capacidade de reduzir a altura e o volume de copa de laranja Valéncia em condi¢des de sequeiro
(Domingues et al., 2021). Segundo Pompeu Junior et al. (2005), um porta-enxerto ananicante ¢
definido como aquele que, resulta em uma planta adulta com altura inferior a 2,5 m de altura,

independente da influéncia do clima, do solo ou da irrigagao.
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Tabela 2. Altura, didmetro e volume de copa de laranja Pera enxertada em 20 porta-enxertos
(PE), em Gavido Peixoto-SP e Barretos-SP, 2025.

Barretos Gaviao Peixoto
PE Diametro Volume Diametro  Volume
Altura (m) (m) (m?) Altura (m) (m) (m)
H18 3,50 a 4,73 a 4145 a 3,47 a 433 a 3403 b
H26 2,17 f 3,67 b 15,27 ¢ 1,63 e 3,27 C 931 d
H47 3,00 ¢ 4,07 b 26,02 b 3,10 b 409 b 2719 c
H68 2,63 e 3,67 b 18,56 ¢ 2,13 d 2,83 d 9,04 d
H70 3,70 a 4,33 a 36,37 a 297 b 427 a 2833 ¢
H73 2,80 d 393 b 22,67 b 2,20 d 3,07 d 10,85 d
H110 2,83 d 3,73 b 20,70 ¢ 2,30 d 2,76 d 9,38 d
H124 3,53 a 4,47 a 36,92 a 3,10 b 4,27 a 2959 c
H128 3,40 b 4,27 a 32,73 a 3,57 a 442 a 3643 b
H137 2,53 e 3,60 b 17,25 ¢ 2,13 d 327 ¢ 1198 d
H139 3,57 a 4,07 b 30,88 a 293 b 380 b 2244 ¢
H148 2,87 d 387 b 22,42 b 253 ¢ 320 c 1364 d
H150 3,73 a 3,67 b 26,75 b 2,63 ¢ 347 ¢ 16,60 d
H151 3,63 a 4,00 b 30,69 a 2,47 ¢ 3,72 ¢ 1794 d
H152 3,30 b 3,80 b 2519 b 3,07 b 433 a 30,17 ¢
H248 3,70 a 4,13 a 33,68 a 297 b 431 a 29,02 ¢
H299 3,10 ¢ 4,00 b 26,01 b 3,17 b 391 b 2554 ¢
IAC 1697 337 b 4,47 a 35,54 a 293 b 465 a 3332 b
SW 320 b 4,07 b 27,73 b 3,57 a 453 a 3852 b
W2 3,60 a 4,20 a 33,27 a 3,57 a 482 a 4358 a
CV (%) 4,73 7,46 16,75 4,73 7,46 16,75

Meédias seguidas da mesma letra mintiscula entre porta-enxerto e maituscula entre cidades, ndo diferem
entre si pelo teste Scott-Knott (p > 0,05).

O citrumelo Swingle (SW) ¢ um porta-enxerto vigoroso que induziu maior crescimento
da copa laranja Valéncia (Devite et al., 2025). Para Pompeu Junior e Blumer (2011), ambos os
porta-enxertos SW e W2 proporcionaram laranjeiras maiores e mais produtivas, com a mesma
eficiéncia produtiva que as formadas sobre o limao Cravo. Dessa forma podemos inferir que os
porta-enxertos H18 e H128 sao variedades vigorosas, visto que nao diferenciam das variedades

padrao SW e W2, além de serem mais vigorosas independentemente do local.
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Figura 2. indice de crescimento vegetativo (ICV) de laranja Pera em diferentes porta-enxertos
de 2022 a 2025. (A) Barretos e (B) Gaviao Peixoto.

De acordo com o resultado do ICV das plantas em Barretos, a laranja Pera sobre os
porta-enxertos SB, H248, W2, H151, H150, SW, H124, H18, H299 e H152 apresentou maior
crescimento ao longo de quatro anos, com valor de ICV > 2 m*ano™!. Em Gavido Peixoto, nio
houve diferenca estatistica, no entanto, as variedades W2, SW, H70, H248, SB, H299, H128 ¢
H152 também apresentaram ICV > 2 m’ano! (Figura 2). O ICV indica a velocidade de
crescimento ao longo do periodo de observagdo. Todo crescimento resulta da produgdo de
matéria suficiente para atender as necessidades metabolicas da planta e ainda promover a
formagao de novos tecidos (Benincasa, 2003).

Os resultados do indice de crescimento vegetativo (ICV) condizem com os obtidos para
o vigor de copa. De forma geral, os porta-enxertos que induziram maior altura e maior volume
de copa, como H248, H70, H151, H124, H18 e W2 também apresentaram maior taxa de
crescimento vegetativo ao longo do periodo de avaliagdo. Enquanto os citrandarins H110, H68,
H137 e H26 induziram plantas de menor porte e com menor ICV em Barretos. Esse

comportamento demostra que os porta-enxertos mais vigorosos nao apenas originam copas
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maiores, mas também sustentaram maiores taxas de crescimento ao longo do desenvolvimento
das plantas.

Viérios trabalhos tém demonstrado a importancia do uso de porta-enxertos ananicantes
ou semiananicantes para a citricultura. Porta-enxertos ananicantes, restringem
significativamente o crescimento vegetativo e o desenvolvimento de brotos, reduzindo assim
os locais disponiveis para alimentagdo e oviposi¢do de psilideos, sendo considerados
promissores para estratégias de manejo do HLB, ao diminuir as populagdes de vetores e o
potencial de disseminagdo da doenca (De Carvalho et al., 2026).

Em densidades de plantio mais elevadas, a incidéncia de HLB foi predominantemente
menor, devido a maior facilidade no controle do vetor e a remogao de arvores com sintomas de
HLB. O plantio de arvores em alta densidade também contribuiu para o aumento da
rentabilidade dos agricultores em areas endémicas da doenga (Moreira et al., 2019).

Além disso, porta-enxertos menos vigorosos permitiriam funcionalidades como, menor
necessidade de poda, facilidade de manejo e, principalmente, a viabilidade da colheita

mecanizada (Costa et al., 2021).

5.2 Produtividade e Analises fisico-quimicas dos frutos

5.2.1. Produtividade da laranja Pera em porta-enxertos citrandarins

Em relagdo a produgdo (kg planta™), em Gavido Peixoto o porta-enxerto SW apresentou
maior producdo acumulada (Figura 3C) ao longo de cinco safras (384,15 kg planta™), enquanto
em Barretos o hibrido H139 apresentou a maior producio acumulada (380,77 kg planta™)
(Figura 3A). Por outro lado, ao considerar a produtividade acumulada por 4rea (t ha’
acumulada), o hibrido HI50 se destaca com maiores valores em ambas as localidades, com
300,74 t ha! em Barretos (Figura 3B) e 228,71 t ha™! em Gavido Peixoto (Figura 3D), (Tabela
S1 e S2). Na comparagao entre as localidades, pode-se observar que, em geral, a produgao de

Barretos foi superior a de Gavido Peixoto.
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Figura 3. Producdo acumulada (kg planta®) em cinco anos de avaliagio. Laranja Pera em 20
porta-enxertos nas regides: (A) Barretos-SP, (C) Gavido Peixoto-SP. Produtividade acumulada
(t ha') em cinco anos de avaliacdo. Laranja Pera em 20 porta-enxertos nas regides: (B)
Barretos-SP, (D) Gavido Peixoto-SP.

Em 2024, em Barretos, as plantas nos porta-enxertos H68, H110, H128, H148 ¢ IAC
1697 (SB) apresentaram maior produ¢ao por planta, ndo diferindo do SW. Em Gaviao Peixoto,
no entanto, apenas a laranja Pera sobre o citrandarin H150 apresentou producao
significativamente superior (67,4 kg planta™), diferindo das demais (Figura 3A). Esses mesmos
porta-enxertos apresentam valores superiores a produtividade nacional e estadual. Em 2024 o
Brasil produziu cerca de 27,7 t ha'! e o estado de Sdo Paulo produziu 33,7 t ha™! (IBGE, 2026).

Analisando os valores de produ¢do ajustada ao espagamento de plantio, as plantas em
H26 e H137 também se destacam com maiores valores de produtividade por area, junto com
H68, H110, H148, IAC 1697 (SB) ¢ SW em Barretos (Figura 3B). Os valores de eficiéncia
produtiva foram maiores para H26, H68, H73, H110, H137 e H148 (Figura 3C).

Em Gavido Peixoto, apenas a laranja Pera sobre o citrandarin H150 diferiu
estatisticamente dos demais em produtividade por area. No entanto, em relagdo a eficiéncia
produtiva, as copas em H26, H68, H110, H148 e H150 também apresentaram maiores valores.
Importante ressaltar que os porta-enxertos com menor produgdo por planta deixam de diferir
das demais ao se ajustar o espagamento, evidenciando o efeito do adensamento sobre o

desempenho produtivo.
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Esses resultados corroboram com os obtidos por Schinor et al. (2013), em estudo
conduzido em sequeiro no municipio de Colombia/SP, onde também observaram alta
produtividade de laranja Pera (kg m™) para o hibrido H68, enquanto H128 ¢ H139 também
apresentaram elevada producdo por planta, concordando com os resultados obtidos neste
estudo. Enquanto De Sousa et al. (2025), verificaram que o porta-enxerto H152 influenciou

positivamente a producdo (t ha™') de frutos em lima acida Tahiti, em comparac¢do com Flying

Dragon.
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Figura 4. Producio (kg planta) (A), produtividade ajustada (t ha™!) (B) e eficiéncia produtiva
(kg m?) (C), de laranja Pera em 20 porta-enxertos, em Barretos-SP e Gavidio Peixoto-SP,

2024.

Em relacdo as variedades padrdo, o citrumelo Swingle tem sido associado a boa
produtividade das copas enxertadas nesse porta-enxerto. Para Devite et al. (2025), o citrumelo
Swingle influenciou positivamente a produtividade por planta (kg planta™) de laranja Valéncia,

destacando a capacidade de manter altos niveis de producao ao longo do tempo.
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Estudos anteriores tém demonstrado o potencial produtivo de porta-enxertos
ananicantes. Alguns porta-enxertos citrandarins semiananicantes e ananicantes, hibridos de
Flying Dragon, se destacaram por induzir maior produtividade e qualidade de frutos na
variedade de laranja doce Valéncia (Costa et al., 2021).

Segundo Devite et al. (2025), algumas combinagdes de citrandarins, como o IAC 1711
(C. reticulata Blanco ‘Changsha’ x P. trifoliata ‘English Large’), superaram o citrumelo
Swingle (SW) em produtividade total, e em eficiéncia produtiva, como o IAC 1600 (C. reshni
‘Cleopatra’ x P. trifoliata ‘Rubidoux’), maximizando o rendimento em relagdo ao volume do
enxerto.

Em laranja Valéncia, foi possivel determinar uma maior eficiéncia produtiva para o
porta-enxerto semiando [AC 1697, visto que este porta-enxerto diminuiu o tamanho da arvore,
mas teve menor reducdo da produtividade em comparagdo com o0s porta-enxertos mais
vigorosos e altamente produtivos (Girardi et al., 2021b). Esse comportamento ¢ particularmente
desejavel em sistemas de plantio adensado, onde a producdo por unidade de area € mais
importante do que a produgdo individual por planta.

Dessa forma, pode-se inferir que porta-enxertos menos vigorosos apresentam menor
produgdo individual, porém quando utilizados em sistemas adensados propiciam maior
eficiéncia produtiva. Além disso, todas as variedades de porta-enxertos avaliadas se
apresentaram iguais ou mais produtivas que a variedade comercial mais utilizada.

E evidente que o uso de espagamentos mais adensados, ou seja, o arranjo adequado da
copa no espago disponivel, ¢ fundamental para porta-enxertos semiananicantes ou ananicante,
pois permite um rendimento maior em relagdo a produtividade obtida na densidade de plantio

convencional (Costa et al., 2021).

5.2.2. Andlises fisico-quimicas dos frutos

As analises fisico-quimicas (Figura 5 e 6) revelaram diferengas para a maioria das
variaveis avaliadas, com excecdo da acidez em Barretos (p > 0,05). Os resultados evidenciam
a influéncia do porta-enxerto na qualidade tecnoldgica dos frutos, tendo o porta-enxerto SW
como padrdo de referéncia para comparagao.

Em Barretos, a laranja Pera enxertada sobre os porta-enxertos H26, H110, H124, H137
e H139 apresentou maior peso dos frutos, superior a SW. Os maiores teores de solidos soluveis
(SS) foram observados em H26, H47, H73, H148, H150, H151, H299 e SW, as quais atendem
ao padrao de SS proposto pelo CEAGESP (2011), >10 °Brix. O Ratio foi maior em H68, H73,
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H128, H150, H151, H299, SB e SW, indicando maior equilibrio entre actcares e acidez em
comparac¢do com os demais (Figura 6).

O indice tecnoldgico (IT), foi maior para H26, H47, H73, H128, H137, H148, H151,
H152, H299, SB e SW. Ja o rendimento de suco foi mais alto em H18, H26, H47, H68, H73,
HI110, H128, H137, H151, H152, H299, SB e SW. A acidez variou de 0,49 a 0,66 entre os porta-
enxertos, sem diferenca significativa (Figura 5).

Em Gavido Peixoto, os porta-enxertos H47, H68, H70, H73, H110, H128, H137, H139,
HI151, H248 e H299 induziram maior peso médio dos frutos na laranja Pera superando SW e
W2. Os niveis de acidez foram maiores para H26, H47, H68, H70, H124, H137, H139, H150,
H151, H248, H299, SB ¢ SW. Os teores de solidos soluveis foram maiores para os porta-
enxertos H26, H47, H68, H137, H150, H151 e SW. O Ratio foi mais elevado em SW, W2, H18,
H47, H73, H128, H148, H150 e H152 (Figura 5 e 6). Os maiores valores de SS em Gavido
Peixoto, possivelmente estao relacionados a colheita mais tardia dos frutos para o experimento.

O indice tecnologico (IT) foi maior para H26, H47, H137, H150 e SW. O rendimento
de suco em Gaviao Peixoto foi maior para SW, seguido de H18, H73, H124, H128, H137, H148,
H150, H151, H152, H248, H299 e SB, superiores a 50%. De forma geral, os porta-enxertos
H47, H73, H128, H137, H150, H151 apresentaram desempenho semelhante ao Swingle e
proporcionaram melhores indices de qualidade de fruto, indicando potencial para substituicao
sem prejuizo da qualidade dos frutos.

De acordo com Pereira et al. (2006), a acidez deve estar entre 0,5 ¢ 1,0%. Nesse
contexto, a maioria dos porta-enxertos utilizados induziram valores de acidez dentro da faixa
adequada. As combinagdes de porta-enxertos atenderam ao padrdo brasileiro proposto pelo
CEAGESP, que define Ratio > 9,5, minimo de sélidos soltveis de 10 °Brix e rendimento de
suco acima de 45 % (CEAGESP, 2011).

Esses resultados corroboram estudos anteriores com citrandarins por Schinor et al.
(2013), que também observaram diferencas significativas de qualidade de fruto entre esses
hibridos, em particular, o H137 se destacou tanto por desenvolvimento vegetativo reduzido,
quanto por desempenho do fruto de laranja Pera.

Além disso, outros estudos tém indicado um alto potencial em IAC 1697 (SB). Devite
et al. (2025) verificaram maior rendimento de suco em laranja Valéncia sobre IAC 1697,
ultrapassando 52% em todas as estagdes do ano, o que demonstra seu potencial para extragao
otimizada de suco. As plantas em H18, H47, H68, H73, H110, H128, H137, H152, H299, SB ¢
SW apresentaram rendimento de suco superior a 52% em Barretos e em Gavido Peixoto

destacam-se H73, H124, H137, H150, H248 ¢ SW.
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Para Silva et al. (2025), a laranja doce Pera enxertada em porta-enxerto IAC 1697
também produziu consistentemente niveis de suco superiores a 50%. Em laranja Valéncia,
observou-se que o IAC 1697 produziu frutos com menor peso e maior teor de solidos soluveis

e acidez, resultando em melhor rendimento de frutos (Girardi et al., 2021b).
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Figura 5. Massa (A), indice tecnolégico (B) e rendimento do suco (C) de frutos de laranja Pera
enxertada em 20 porta-enxertos. Barretos e Gavido Peixoto-SP, 2024.
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5.3  Tolerancia a seca

Em Barretos, a laranja Pera sobre os hibridos H18, H70, H73, H110, H124, H139, H148,
H150, H152, H248, H299 e SB apresentou maior tolerancia a seca por avaliagdo visual,
considerando a média de trés anos de avaliagdo (Tabela 3), apresentando melhores notas de
tolerancia, com menor enrolamento foliar. Em Gavido Peixoto, a laranja Pera sobre H18, H70,
HI110, H124, H128, H152, H248, H299, SB e SW apresentaram melhores notas de enrolamento

foliar, considerando a média de dois anos de avaliacao.
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De acordo com Schinor et al. (2013) notas de 1,0 a 1,3 caracterizam alta
susceptibilidade, de 1,5 a 2,1 moderada susceptibilidade, enquanto notas entre 2,2 e 3 indicam
tolerancia a seca. No mesmo estudo, os citrandarins H152, H248 e H299 também apresentaram
elevada tolerancia a seca em laranja Pera.

O genitor feminino, C. Sunki, foi considerado mais tolerante, induzindo melhor nota em
laranja Folha Murcha. Enquanto, o porta-enxerto P. trifoliata Flying Dragon induziu a menor
resisténcia a seca (Cantuarias-Avilés et al., 2011). Em laranja Valéncia, a tangerina Sunki e
alguns de seus hibridos induziram melhor tolerancia a seca (Stuchi et al., 2000; Costa et al.,
2021).

Em Barretos, no ano de 2024, as notas de enrolamento foliar foram menores, indicando
maior estresse hidrico. Como pode ser visto na Figura 1, o ano de 2024 foi mais seco, com
menor incidéncia de chuvas. Desde junho de 2023, o cinturdo citricola tem sido afetado pelo
fenomeno El Nifio, um dos cinco mais intensos ja registrados, a combinacdo de altas
temperaturas, elevadas taxas de evapotranspiracdo e um intenso déficit hidrico na regido

resultou em um baixo numero de frutos por arvore (Fundecitrus, 2024).

Tabela 3. Tolerancia a seca em laranja Pera sobre diferentes porta-enxertos (PE), avaliada por
nota de enrolamento foliar. Em Barretos e Gaviao Peixoto-SP.

PE Barretos Gavido Peixoto
2022 2024 2025 Média 2022 2025 Média
H18 133 b 2,67 a 2,33 a 2,11 a 2,33 a 233 a 233 a
H26 133 b 1,67 b 2,33 a 1,78 a 133 b 200a 167 b
H47 2,00 a 1,00 b 2,00 a 1,67 a 167 b 200 a 183 b
H68 2,00 a 167 b 1,33 a 1,67 a 167 b 200a 183 b
H70 2,33 a 1,67 b 2,00 a 2,00 a 2,67 a 2,00 a 2,33 a
H73 133 b 2,67 a 2,00 a 2,00 a 1,00 b 200 a 150 b
H110 2,67 a 1,33 b 2,33 a 2,11 a 2,67 a 2,00 a 2,33 a
H124 2,33 a 1,00 b 2,67 a 2,00 a 3,00 a 2,67 a 283 a
H128 167 b 1,67 b 2,00 a 1,78 a 2,33 a 233 a 233 a
H137 2,33 a 1,00 b 2,67 a 2,00 a 133 b 200a 167 b
H139 2,00 a 2,33 a 1,67 a 2,00 a 167 b 200 a 183 b
H148 2,00 a 2,00 a 2,67 a 2,22 a 200 b 200 a 200 b
H150 2,00 a 2,00 a 2,33 a 2,11 a 2,00 b 167 a 183 b
H151 167 b 1,67 b 2,00 a 1,78 a 167 b 200 a 183 b
H152 2,33 a 2,00 a 2,00 a 2,11 a 2,67 a 233 a 250 a
H248 2,00 a 2,00 a 2,00 a 2,00 a 2,33 a 233 a 2,33 a
H299 2,00 a 2,00 a 2,00 a 2,00 a 200 b 233 a 217 a
IAC 1697 2,00 a 2,00 a 2,00 a 2,00 a 2,67 a 2,00 a 2,33 a
SW 167 b 2,00 a 2,00 a 1,89 a 2,33 a 233 a 2,33 a
W2 2,00 a 1,33 b 2,00 a 1,78 a 167 b 233 a 200b
CV% 23,01 21,57

Médias seguidas da mesma letra minuscula ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p >0,05)
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Em relacdo ao potencial hidrico foliar, os hibridos H152 e H110 apresentaram melhores
valores, seguidos de H137, H248, H151, H148, H150, H70 e IAC 1697 (SB). Por outro lado,
os porta-enxertos W2, H47, SW, H299 e H124 induziram valores mais negativos. Esses
resultados indicam maior capacidade de manutencdo do estado hidrico foliar nos primeiros
porta-enxertos (Figura 7). Apesar de ser amplamente utilizado na citricultura, o citrumelo
Swingle (SW) ¢ uma variedade pouco tolerante a seca. Esse fato torna a citricultura vulneravel
a esse tipo de evento climatico (Pompeu Junior et al., 2022).

Considerando as localidades, em Barretos (maior déficit hidrico), as plantas em H68,
H110, H137, H148, H150, H151, H152, H248, IAC 1697 (SB) ¢ SW tiveram melhores valores
de potencial hidrico. Em Gavido Peixoto as plantas em H70, H110, H152 foram melhores,
seguidas de H18, H73, H124, H137, H151 e H299 (Tabela S7). De Souza et al. (2025),
observaram como o citrandarin H152 influenciou positivamente o potencial hidrico em lima
acida Tahiti em condi¢goes de déficit hidrico. Nesse estudo o hibrido H152 manteve bom
desempenho em ambas as localidades.

De modo geral, Gavido Peixoto apresentou clima mais ameno (-1,47MPa), onde as
plantas apresentaram maior tolerdncia a seca, enquanto Barretos apresentou valores mais
negativos (-1,57MPa), indicando condi¢des mais severas de seca (Figura 7C). Esses resultados
sdo consistentes com os dados de umidade do solo, visto que o experimento em Gaviao Peixoto
apresentou maior média de umidade (7% e 23,8%), enquanto Barretos apresentou menor média
de umidade do solo (2% e 16,4%), em 2022 e 2025 respectivamente, demonstrando que o
experimento estava sob maior estresse hidrico nesse local.

Conforme proposto por Devite et al. (2025), citrandarins demonstram melhor resposta
fisiologica devido ao ajuste osmotico e regulagdo estomatica aprimorados, em compara¢ao com
citrumelo Swingle, corroborando com os dados obtidos aqui. Resultados semelhantes foram
observados em outros hibridos de C. sunki e P. trifoliata por Fadel et al. (2018), onde
verificaram que a combinagdo envolvendo a laranja Valéncia sob tangerina Sunki x P, trifoliata
‘English’ ndo diferiu da laranja Valéncia enxertada em limao Cravo ‘Santa Cruz’, ambas com
tolerancia satisfatoria a seca.

Além disso, alguns genotipos citrandarins, como Bitters e Furr (C. sunki x P. trifoliata),
exibem estratégias morfologicas de aumento da area foliar e comprimento de raiz, voltada para
a reducao do consumo de agua em condigdes de seca, podendo ser considerados porta-enxertos
tolerantes enquanto o porta-enxertos Swingle mostrou-se mais sensivel ao estresse hidrico

(Modica et al., 2025). Para Morade et al. (2025), o estresse hidrico reduz o contetido de dgua
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nos tecidos, o que afeta a morfologia da planta, o desenvolvimento das raizes e os processos
fisico-bioquimicos. Nessas condi¢des, o numero de folhas pode ser reduzido drasticamente.
Para esses autores o hibrido X639 (C. reshni Hort ex Tan x P. trifoliata L. Raf.) demonstrou
desempenho superior sob condi¢des de estresse hidrico, mantendo o maior teor relativo de agua
e também se destacou nos parametros morfoldgicos da raiz e aumento do nimero de folhas com

a reidratagao.
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Figura 7. Potencial de agua (MPa) na folha de laranja Pera em 20 porta-enxertos: (A) 2022,
(B) 2025 e (C) Média de potencial hidrico da cidade. Em Gavido Peixoto e Barretos. Médias
seguidas da mesma letra mindscula entre porta-enxerto e mailscula no mesmo porta-enxerto
entre cidades, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p > 0,05).

Nesse contexto, o fechamento dos estdmatos ¢ a primeira linha de defesa da planta
contra a deficiéncia hidrica do solo, pois este mecanismo reduz a perda de agua por

transpiragao, entretanto, limita a assimilagdo de CO., por meio do processo fotossintético. O
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fechamento dos estdmatos ocorre devido a desidratagdo das células-guarda, ou por resposta
hormonal. Em citros, estudos demonstram que esse padrao de resposta ocorre de forma
semelhante em diferentes porta-enxertos, como limoeiro Cravo e P. trifoliata ‘Rubidoux’

(Magalhaes et al., 2008).

5.4  Distribuicao de raizes das plantas

A anélise da massa seca ¢ da area radicular demonstrou diferengas entre os porta-
enxertos. De forma geral, as raizes dos porta-enxertos se encontram em maior concentragao na
camada mais superficial do solo, tanto para massa seca, como para area de raiz. Esses resultados
indicam um padrdo de distribui¢do radicular mais concentrado nas camadas superficiais do solo,
o que pode estar relacionado a maior disponibilidade de 4gua, oxigénio e nutrientes nessas
regides (Figura 7 e Tabela 5).

Os porta-enxertos H152 (1931,75 g m>) e SW (1651,64 g m™) apresentaram maiores
concentragdes de massa seca enquanto o ananicante H26, apresentou a menor concentracao
(103,52 g m™), diferindo deles. Os demais ndo diferem entre si. Para 4rea radicular o H152
também difere em maior area (23947,07 cm’m™), seguido por W2, SW e 124. Por outro lado, o

H26 apresentou a menor area (882,88 cm?m™), sendo estatisticamente inferior (Tabela 5).

Tabela 4. Massa seca (g m™) e 4rea radicular (cm>m™) de diferentes porta-enxertos e
profundidades de solo.

Porta-enxertos Massa seca g m Area radicular cm?m
H26 103,52 b 882,88 ¢
H68 1235,78 ab 10984,35 abc
H73 389,92 ab 3410,47 bc
H110 469,19 ab 5022,68 abc
H124 767,31 ab 6504,98 abc
H128 997,20 ab 12283,58 abc
H137 953,08 ab 6481,36 abc
H152 1931,75 a 23947,07 a
SW 1651,64 a 19196,04 ab
W2 1741,78 ab 20799,40 ab
CV% 46,64% 44,56%

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p> 0,05). Os valores
de grama de raiz por metro cubico de solo foram transformados usando raiz quadrada (sqrt(y)). Os
valores de area de raiz por m?* de solo foram transformados com log(y+1).
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Figura 8. Massa seca de raiz em g m™ (A) e area radicular em cm’m™ (B), de porta-enxertos,
em duas profundidades. Barretos — SP.

No geral, o sistema radicular dos citros se concentra na superficie do solo. Moreira
(1983), verificou que 60% das raizes de plantas de sete anos de laranja Pera se encontravam a
30 cm de profundidade, e 73% até 60 cm. De forma semelhante, Alves Junior et al. (2004)
observaram que plantas jovens de lima 4cida Tahiti sob irrigacdo de gotejamento apresentaram
raizes concentradas na camada de 0 a 30 cm de profundidade e a uma distancia de 60 cm do
caule lateralmente. Além disso, também constataram que o déficit hidrico pode induzir o
crescimento horizontal das raizes.

Entretanto, a maior profundidade radicular permite a exploragdao de maior volume do
solo, especialmente em camadas mais profundas, onde ainda pode existir agua disponivel, em
caso de déficit hidrico essa caracteristica pode ser decisiva para a producdo de frutos (Mazza et
al., 1994).

Nesse contexto, Jones ¢ Embleton (1973), destacam que tanto o nimero total de raizes
quanto a profundidade da zona explorada pelo sistema radicular influenciam o crescimento e a
produtividade das plantas. Segundo eles, hd uma correlagdo positiva entre o peso das raizes nos
primeiros 90 cm do solo e a produgao.

O porte das plantas também estd relacionado as caracteristicas do sistema radicular.
Porta-enxertos ananicantes possuem sistemas radiculares menores € por consequéncia, as raizes
absorvem menos agua e nutrientes do solo (Hayat et al., 2022). Em um estudo com Citrus
clementina enxertada em citrumelo Swingle, as plantas apresentaram maior vigor vegetativo,
maior biomassa total, sistemas radiculares mais extensos e maior area de xilema condutor,
enquanto, C. clementina em trifoliata Flying Dragon apresentaram crescimento reduzido,

menor diametro do tronco, menor acimulo de biomassa ¢ maior resisténcia hidraulica tanto na
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raiz quanto na regido da enxertia, 0 que consiste com seu comportamento ananicante (Dattola
e Gullo, 2025).

Alteragdes na morfologia radicular também sao observadas sob condigdes de deficiéncia
hidrica. Em raizes de P. trifoliata, a massa seca foi reduzida, mas houve aumento no
comprimento das raizes, sugerindo a formacdo de raizes mais finas sob estresse hidrico
(Magalhaes et al., 2008). Da mesma forma, o porta-enxerto hibrido de trifoliata X639, manteve
um maior balango hidrico mesmo sob estresse, o que foi atribuido ao seu extenso sistema
radicular que manteve seu metabolismo funcional (Morade et al., 2025).

Estudos recentes indicam que, sob condi¢des de estresse hidrico, porta-enxertos como
o Swingle podem apresentar reducao na massa radicular e alteragdes na arquitetura do sistema
radicular, refletindo em sua adaptacao a limitacao hidrica. Modica et al. (2025), verificaram que
SW e outros porta-enxertos apresentaram a maior reducdo no comprimento das raizes durante

estresse hidrico.

5.5  Analise da anatomia de raizes

As raizes do citrandarin H26 apresentaram vasos de xilema de maior didmetro, seguidas
de H124 e H128. Em relagdo a quantidade de vasos, os porta-enxertos H26, seguido de H68 e
H128 apresentaram maior frequéncia (nimero) de vasos de xilema, enquanto SW, W2 e H73
apresentaram menor frequéncia (Figura 9). Entretanto, observa-se que o citrandarin H26, apesar
de apresentar maiores didmetros e frequéncia de vasos, ¢ classificado como ananicante,
sugerindo que essas caracteristicas anatomicas, nao explicam o vigor vegetativo.

Apesar da menor frequéncia de vasos, o porta-enxerto H73 nao diferiu do SW, porta-
enxerto padrdo comercial mais utilizado na citricultura atualmente (Fundecitrus, 2025b),
enquanto os demais apresentaram valores superiores ao padrao.

Normalmente, a capacidade de nanismo dos porta-enxertos tem sido associada a vasos
estreitos, como ocorre na cerejeira (Olmstead et al. 2006; Gongalves et al. 2007). Martinez-
Alcantara et al. (2013) observaram em citros que caracteristicas anatomicas do xilema dos
porta-enxertos influenciam sua condutancia hidraulica e o potencial de crescimento das copas.

Para Martinez-Alcéantara et al. (2013), embora os porta-enxertos Flying Dragon (FD) e
‘Rubidoux’ apresentem distribui¢do semelhante dos diametros dos vasos do xilema, FD tem
menor densidade de vasos, limitando o transporte de dgua. Essa baixa condutancia hidraulica
em ‘D pode causar fechamento estomdtico, reduzindo a assimilacdo de CO: e a produgdo de
biomassa. A limitacdo no transporte de carboidratos pode impactar negativamente o

desenvolvimento radicular e a eficiéncia de rendimento.
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Enquanto para Rodriguez-Gamir et al. (2010) o P. trifoliata e FA-13 apresentaram vasos
xilematicos mais largos (maior diametro) nas raizes do que tangerina Cledpatra e FA-5, para
esses autores, vasos xilematicos maiores nos porta-enxertos pareceram estar relacionados a uma
maior condutancia hidrdulica nas raizes.

Além disso, raizes do citrumelo Swingle apresentaram didmetros de vasos menores e
maior numero de vasos por area (frequéncia de vasos) quando comparados com o limao Cravo
e a laranja-doce Valéncia, o que poderia estar potencialmente associado a maior resisténcia ao
embolismo (Miranda et al., 2022).

Para Saeed et al. (2010), a altura da planta apresentou correlagcao negativa com o niimero
de elementos de vaso no xilema do caule e da raiz. No entanto, o porta-enxerto vigoroso limao
Cravo apresentou elementos de vaso de maior didmetro no xilema, comparado com o porta-
enxerto menos vigoroso FD, enquanto os porta-enxertos menos vigorosos apresentaram

elementos de vaso menores no xilema do caule e da raiz.
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Figura 9. Caracteristicas anatomlcas do x1lema radlcular de porta-enxertos citrandarins: (A)
Frequéncia de elementos de vasos do xilema e (B) Diametro médio de vasos do xilema (um)
em raizes de 10 porta-enxertos citrandarins em Barretos-SP, 2023. E (C) microscopia eletrdnica
de varredura de raizes de 10 porta-enxertos sob aumento de 150x 300 pm.
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5.6 Analise de componentes principais (ACP)

5.6.1. Andlise de componentes principais de laranja Pera sobre 20 porta-enxertos

A andlise de componentes principais das varidveis analisadas em Barretos-SP,
correlacionou caracteristicas de tamanho, como volume induzido a copa laranja Pera,
produtividade e tolerancia ao déficit hidrico. Os componentes principais 1 e 2 compuseram a
maior parte da variancia neste estudo (59,1%). Portanto, suas relagdes resultam na maioria dos
efeitos (Figura 10).

O componente principal 1 (37,5%) separou volume de copa (CV) e tolerancia a seca
(DS) das demais variaveis, principalmente eficiéncia produtiva (PE) e produtividade (Y).
Enquanto o componente principal 2 (21,6%) separou indice tecnoldgico (TI) e eficiéncia

produtiva de produtividade e potencial hidrico (WP).

PCA - Biplot

3 B ; ; ;

PC1 (37.5%)
Figura 10. Biplot dos componentes principais para laranja Pera enxertada em 20 porta-enxertos
em Barretos-SP. Varidveis: produtividade t ha' (Y), indice tecnolégico (TI), eficiéncia
produtiva (PE), potencial hidrico (WP), tolerancia seca (DS) e volume de copa (CV).
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De forma geral, a andlise aponta que os porta-enxertos mais ananicantes (H110, H137,
H68, 26) estao contrarios ao volume de copa, mas apresentam maior eficiéncia produtiva e
indice tecnolodgico. No entanto, o maior volume de copa parece estar associado auma maior
tolerancia a seca, avaliada por notas visuais de enrolamento foliar.

O cluster 1 se relaciona ao potencial hidrico, tolerancia a seca e produtividade,
separando SW, SB, H152, H128 e H148, no entanto sobrepde com os clusters 2 e 3, os porta-
enxertos H110, H151, H248 e H70. O cluster 2 identifica os porta-enxertos com menor volume
de copa, mas melhores caracteristicas produtivas. Enquanto o cluster 3 demarca os porta-
enxertos mais vigorosos, mas indutores de maior tolerancia a seca.

Em Gaviao Peixoto-SP, os componentes principais 1 € 2 compuseram a maior parte da
variancia neste estudo (63,8%). Portanto, suas relagdes resultam na maioria dos efeitos. O
componente principal 1 (42%) separou volume de copa e tolerancia a seca das variaveis,
eficiéncia produtiva e indice tecnoldgico. Enquanto o componente principal 2 (21,8%) separou
potencial hidrico e tolerancia a seca, de produtividade (Figura 11).

PCA - Biplot
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Figura 11. Biplot dos componentes principais para laranja Pera enxertada em 20 porta-enxertos
em Gavido Peixoto-SP. Variaveis: produtividade t ha (Y), indice tecnoldgico (TI), eficiéncia
produtiva (PE), potencial hidrico (WP), tolerancia seca (DS) e volume de copa (CV).
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Da mesma forma, os porta-enxertos contrarios a volume de copa apresentam maior
eficiéncia produtiva e indice tecnologico. E o maior volume de copa estd associado a uma maior
tolerancia a seca.

A formacdo de clusters separou em trés grupos. O cluster 1 estd proximo ao eixo e a
tolerancia a seca, separando os porta-enxertos com caracteristicas mais intermediarias (H47,
H18, H299, H152, H248, H70 e H139). O cluster 2 separa os porta-enxertos que induzem maior
vigor e tolerancia a seca. Enquanto o cluster 3 separa aqueles que induzem menor vigor
vegetativo e maior eficiéncia produtiva.

Porta-enxertos ananicantes, como o Flying Dragon, tendem a ser suscetiveis ao estresse
hidrico (Stuchi et al., 2003). Visto que tém pouca capacidade de transportar 4gua do solo para
a variedade copa, devido a uma menor condutividade hidraulica (Forner-Giner et al., 2014).
Essa menor condutividade hidraulica resulta no fechamento dos estomatos ¢ na diminui¢ao da
taxa de assimilagdo de CO», limitando o crescimento do enxerto na maioria dos porta-enxertos
ananicantes (Hayat et al., 2021).

Dessa forma, a maioria dos porta-enxertos ananicantes sao sensiveis a seca, no entanto,
podem apresentar alto potencial de rendimento em pomares de alta densidade, a fim de competir
com porta-enxertos vigorosos em espacamentos maiores entre as arvores (Costa et al., 2021).

Dessa forma, pode-se inferir que a influéncia dos porta-enxertos no crescimento da
copa ¢ os mecanismos de nanismo sdo induzidos por multiplos fatores, como sinalizagao
hormonal, fotossintese, transporte de minerais, relagdes hidricas, caracteristicas anatomicas e
marcadores genéticos (Hayat et al., 2021).

As diferencas observadas entre as localidades podem estar associadas as condigdes
locais de clima e solo. Barretos apresentou temperaturas ligeiramente superiores as de Gaviao
Peixoto, mas com menor indice de chuvas, principalmente em 2024 (Figura 1). Temperaturas
mais altas podem ter estimulado o metabolismo vegetal, levando um maior crescimento
vegetativo, no entanto, podem causar maior déficit hidrico nas plantas em Barretos.

A temperatura influencia as reagdes bioquimicas da fotossintese, que dobram de
velocidade a cada aumento de 10°C entre 12°C e 30°C (Medina et al., 2005). Ou seja, sob
temperaturas quentes e umidade, ha atividade fotossintética intensa e fluxos reprodutivo e
vegetativo. No entanto nos periodos de baixa temperatura e disponibilidade hidrica, ha reducao
da fotossintese e paralisacdo aparente do crescimento (Machado et al., 2002).

Além do clima, o tipo de solo influencia na taxa de infiltragdo de agua e na

condutividade hidraulica do solo, sendo maiores no Latossolo Vermelho Distrofico do que no
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Latossolo Vermelho Distroférrico. A movimentagdo vertical da dgua tende a ser reduzida em
Latossolo Vermelho Distroférrico (Silva et al., 2009).

A taxa de fluxo de 4gua nos solos depende da condutividade hidraulica do solo. A
condutividade hidraulica do solo ¢ uma medida da facilidade com que a d4gua se move pelo solo;
ela varia com o tipo de solo e com seu conteudo de 4gua. Solos arenosos, que possuem grandes
espagos entre as particulas, tém alta condutividade hidraulica quando saturados, enquanto solos
argilosos, com somente diminutos espagos entre suas particulas, t€ém condutividade hidraulica

visivelmente menor (Taiz e Zaiger, 2017).

5.6.2. Componentes principais integrando caracteristicas radiculares e desempenho
agronomico de laranja Pera sobre 10 porta-enxertos.

A andlise de componentes principais em Barretos-SP (Figura 12), correlaciona as
variaveis relacionadas a distribuicao e anatomia de raizes, volume induzido a copa laranja Pera,
produtividade e tolerancia ao déficit hidrico. Os componentes principais 1 e 2 compuseram a
maior parte da variancia neste estudo (66,4%). Foram utilizados 10 porta-enxertos, descritos
nos itens 5.4 € 5.5, para a analise.

O componente principal 1 (46,4%) separou as caracteristicas relacionadas a anatomia
radicular de volume de raiz. Enquanto o componente principal 2 (20%) separou volume de copa
de produtividade. Os porta-enxertos mais vigorosos apresentam maior volume de copa e massa
radicular. Demonstrando que o crescimento radicular estd positivamente relacionado ao
tamanho da arvore.

Os porta-enxertos H68, H152, H110, H137 ¢ SW apresentam forte correlagdo positiva
com tolerancia a seca e produtividade, enquanto o citrumelo W2 apresenta maior correlagio
com volume de copa e massa de raizes. O citrandarin H26 apresenta uma forte correlagdo com
diametro e frequéncia de vasos do xilema radicular e menor associacao com volume de copa e
de raizes, por ser ananicante.

Como visto anteriormente, vasos xilematicos de maior diametro ja foram encontrados
em variedades menos vigorosas (Rodriguez-Gamir et al., 2010). Além disso, a altura da planta
pode apresentar correlagdo negativa com o niimero de elementos de vaso no xilema da raiz
(Saeed et al., 2010).

O porte das plantas também estd relacionado as caracteristicas do sistema radicular.
Porta-enxertos ananicantes possuem sistemas radiculares menores e por consequéncia, as raizes
absorvem menos agua e nutrientes do solo (Hayat et al., 2022). Enquanto, porta-enxertos mais

vigorosos, como C. Sunki, sao considerados mais tolerante (Cantuarias-Avilés et al., 2011).
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Figura 12. Biplot dos componentes principais para laranja Pera enxertada em 10 porta-enxertos
em Barreto-SP. Variaveis: produtividade t ha™ (), potencial hidrico (WP), tolerancia seca (DS),
volume de copa (CV), massa de raiz (RM) area radicular (RA), didmetro dos vasos xilematicos
da raiz (XD) e frequéncia de vasos xilematicos na raiz (XF).

5.7  Selecdo de marcadores moleculares DArTseq associados a resisténcia a seca

e ao porte induzido a variedade copa

Para a caracteristica de tolerancia ao déficit hidrico, os hibridos H18, H73, H139, H148,
H150, H152, H248 e H299, tiveram melhores valores de tolerancia, enquanto H26, H68, H70,
H128, H151, H110, H47, HI124 e HI137 apresentaram valores mais negativos, sendo
selecionados para realizagdao dos bulks tolerante e suscetivel respectivamente. Dentre 27.960
marcadores DArTseq, foi possivel identificar 12 marcadores por Bulk Segregant Analysis
(BSA) in silico (Tabela 5) pelo teste de Fisher.

Em relagdo ao porte induzido a copa, primeiramente foi realizado a selecao de

marcadores significativos pelo teste de Fisher, para as caracteristicas separadas: altura, diametro
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e volume da copa. A sele¢do de marcadores identificou 368 marcadores para altura, 259 para
diametro e 380 para volume de copa. Destes marcadores, sete (7) foram comuns para as trés

caracteristicas utilizando o diagrama de Venn (Figura 13).

Height Diameter

Canopy volume

Figura 13. Diagrama de Venn dos marcadores moleculares DArTseq associados a altura,
didmetro e volume de copa induzido.

5.8. Anotac¢ao funcional

Das 12 sequéncias de marcadores moleculares significativas para tolerancia a seca, sete
se alinharam com sequéncias de genes no banco de dados NCBI de C. sinensis e todas as
sequéncias apresentaram identidade > 89% (Tabela 5). O marcador 100044107|F|0 apresentou
varias copias no genoma, portanto ndo foi considerado especifico e ndo foi utilizado para
anotacéo.

Das sete sequéncias de marcadores moleculares significativas para porte ananicante, seis
se alinharam com sequéncias de genes no banco de dados NCBI de C. sinensis e todas as
sequéncias apresentaram identidade > 91% (Tabela 5). O marcador 100010962|F|0 se alinhou
em mais de um ponto do genoma de C. sinensis, apenas as sequéncias que continham genes

foram anotadas.
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Tabela 5. Marcadores moleculares DArTseq alinhados ao genoma de referéncia de Citrus

sinensis (assembly DVS A1.0) do banco de dados do NCBI.

DArTseq Chrom(?some Hit location Dire¢do Score ldentidade Gene ID

location %

Marcadores putativamente associados a tolerancia a seca
100026369[F|0 Chr3 NC_068558.1 10.666M forward 84 97 LOC112498199
100019255|F|0 Chr4 NC 068559.1 26.612M reverse 129 100 LOC102621883
100010748|F|0 Chr9 NC_068564.1 7,550.7K reverse 86 100 LOC102610219
100023347|F|0 Chr2 NC _068557.1 3,400.5K reverse 97 92 LOC112497242
100046832|F|0 Chr7 NC_068562.1 1,231.9K reverse 117 97 LOC107178890
100044107|F|0 Chrl NC_068564.1 2,997.8K forward 75 95 KPL70 000629
100044107[F|0 Chr9 NC_068564.1 6,987,0K forward 53 100 LOC102617533
100023207|F|0 Chr9 NC _068564.1 31,002M reverse 90 89 KPL70 027387

Marcadores putativamente associados ao porte ananicante
100033871|F|0 Chr2 NC 068557.1 25.234M forward 77 100 LOC127900450
100009554|F|0 Chr3 NC_068558.1 31.646M reverse 81 90 LOCI127898710
100010962|F|0 Chr3 NC 068558.1 28.886M reverse 129 100 KPL70_ 007989
100010962|F|0 Chr3 NC_068558.1 28.991M reverse 119 98 LOC112496823
100010962|F|0 Chr3 NC 068558.1 28.487M reverse 106 94 LOC107175105
100010962|F|0 Chr3 NC_068558.1 28.672M reverse 95 91 LOCI107175243
100048650|F|0 Chr3 NC 068558.1 16.190M forward 53 100 LOC102619505
100053083|F|0 Chr2 NC_068557.1 25.234M forward 77 100 LOC127900450
100021565|F|0 Chr3 NC 068558.1 41.749M reverse 103 95 KPL70 009179

As sequéncias genicas obtidas do genoma de C. sinensis foram submetidas ao BLASTx

no programa Blast2GO utilizando o banco nr do NCBIL, com filtro taxondémico para

Viridiplantae, analisadas no InterProScan, e geraram termos GO na etapa de mapping (Tabela

6 e 7 e Tabela S8). A maioria dos hits no BLAST foi contra C. sinensis, seguido por outras

espécies de Citrus como C. aurantifolia, C. unshiu e C. clementina e poucos hits em espécies

mais distantes (Figura 14).
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Figura 14. Anotacdo funcional dos marcadores candidatos DArTseq. (A) distribuicdo de
espécies correspondentes as sequéncias associadas a tolerancia a seca; (B) distribuicao de Hits
dos marcadores associados a tolerancia a seca; (C) distribui¢do de espécies correspondentes as
sequéncias associadas a reducdo de vigor e (D) distribuicao de Hits dos marcadores associados
a reducao de vigor.

5.8.1

De modo geral, o C. sunki tem sido relacionada a uma maior adaptacao a falta de dgua.

Marcadores putativamente associados a tolerancia a seca

Estudos em selecdes de C. sunki tém demonstrado potencial de tolerancia a seca, como a ‘Sunki
Tropical’ e a ‘Sunki Maravilha’ (Neves et al., 2013; Santana-Vieira et al., 2016; Sousa et al,
2022). Dessa forma, podemos inferir que os marcadores identificados nesse estudo podem estar

relacionados a mecanismos genéticos envolvidos na tolerancia ao déficit hidrico (Tabela 6).

Tabela 6. Resumo da anotacdo funcional de genes putativamente relacionados a tolerancia a
seca em citrandarins.

Marcadores

DArTseq Descricdo Length e-Value S'mo;: ean
associados
Marcadores Putativamente associados a tolerancia a seca

100026369|F|0 protein k'”asi)?ootgﬁ'”'coma'“'”g 12442 0.0 95.29
100019255|F|0 polygalacturonase At1g48100 4547 8,86E-87 99.75
100010748[F[0 putative dlseasée Grzs;stance protein 5928 0.0 99.88
100023347|F|0 Receptor-like protein 33 3234 0.0 99.68
100046832|F|0 S-locus F-box protein 1125 0.0 94.76
100023207|F(0 Uncharacterized vacuolar membrane 2096 7.26E-60 5391

protein YMLO18C isoform X1
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A anotacdo funcional do gene colocalizado ao marcador 100026369|F|0 revelou uma
anotacao para uma proteina quinase. As proteinas quinases sao enzimas que fosforilam outras
proteinas utilizando o ATP. Existem varios tipos de quinases que sdo ativas em diferentes fases
do ciclo celular. No geral, as quinases atuam na transducdo de sinais relacionados ao
crescimento, desenvolvimento e resposta a estimulos (Taiz e Zaiger, 2017). A
fosforilagao/desfosforilagao de proteinas sdo eventos de sinalizagao importantes induzidos pelo
estresse osmotico em plantas superiores. A proteina quinase 2 relacionada ao SNF1 (SnRK2),
SRK2C, ¢ uma proteina quinase ativada por estresse osmoético em Arabidopsis thaliana, capaz
de impactar significativamente a tolerancia a seca em plantas de Arabidopsis (Umezawa et al.,
2004).

Um gene associado ao marcador 100019255|F|0 apresentou similaridade a
polygalacturonase At1g48100. As poligalacturonases pertencem a familia das glicosil
hidrolases e sdo enzimas hidrolisadoras de HG (homogalacturonano) essenciais, relacionadas a
varios processos de desenvolvimento vegetal, como alongamento celular, abscisao de 6rgaos,
amadurecimento de frutos, liberagdo de microsporos e crescimento do tubo polinico (Hadfield
and Bennet, 1998). As poligalacturonases (PGs) ajustam as pectinas para modular a quimica e
a mecanica da parede celular, impactando o desenvolvimento da planta (Safran et al., 2023).

Em Arabidopsis a delegdo ou superexpressao de PGX3 (At1g48100) afeta tanto a forma
do cotilédone quanto o espagamento e as dimensdes dos poros dos estOmatos em
desenvolvimento, a perda de PGX3 impede o fechamento estomatico adequado, e¢ a
superexpressdo de PGX3 acelera a abertura estomatica (Rui et al., 2017).

O gene ligado ao marcador 100010748|F|0 foi anotado como proteina putativa de
resisténcia a doenca RGA3, gene relacionado ao estresse biotico, ligado a defesa contra outros
organismos. As plantas possuem mecanismos eficazes para detectar e responder a infecgdes
causadas por patogenos, como os genes de resisténcia analogos (RGAs), considerados
potenciais genes de resisténcia (R), que possuem dominios e caracteristicas conservadas que
desempenham papéis especificos na defesa contra patogenos (Sekhwal et al., 2015).
Marcadores RGA ja foram utilizados em Citrus para identificagdo, marcagdo e mapeamento de
genes de resisténcia a doengas de hibridos de C. unshiu e C. nobilis (Ragayatsu et al., 2014).

O marcador 100023347|F|0 foi colocalizado com um gene anotado para Receptor-like
protein 33, as proteinas receptoras (RLPs) sdo receptores da superficie celular, as RLPs
desempenham um papel na resisténcia a doengas em diversas espécies de plantas. Além disso,

as RLPs podem desempenhar um papel no desenvolvimento vegetal, como regulacdo a
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distribuicdo dos estdmatos (TMM) e manutencdo do meristema em Arabidopsis (Wang et al.,
2008).

O gene associado ao marcador 100046832|F|0, anotou para S-locus F-box protein, o
l6cus S controla a autoincompatibilidade, e contém determinantes S do pistilo e do polen. Em
Rutaceae determinantes S do pdlen geralmente compreendem um ou mais genes F-box
intimamente ligados a S-RNase (Liang et al., 2020).

As proteinas F-box pertencem a uma das maiores familias de proteinas em plantas e
estdo envolvidas na regulagdo de muitos processos fisioldgicos essenciais, incluindo o
crescimento e o desenvolvimento de raizes, folhas, caules, flores e frutos, bem como respostas
a estresses bidticos e abioticos (Xu et al., 2021). Em relagdo ao desenvolvimento radicular,
algumas proteinas dessa familia (MAX2) podem inibir o crescimento da raiz primaria e
promover o desenvolvimento de pelos radiculares (Carbonnel et al., 2020). Além disso, por
meio da sinalizacdo de auxina, genes F-box (CEGENDUO) inibiram a formagdo de raizes
laterais em Arabidopsis (Dong et al., 2006).

Por fim, um gene colocalizado com o marcador 100023207|F|0 anotou para proteina nao
caracterizada Uncharacterized vacuolar membrane protein YMLO18C isoform X1. A proteina
YMLO18C da levedura Saccharomyces cerevisiae ainda ndo tem fun¢do determinada. Estudos
de alto rendimento relataram que essa proteina se localiza na membrana vacuolar (Sturgeon et
al., 2021).

Avaliando a tolerancia a seca induzida pelo porta-enxerto limao Cravo em laranja-doce
(C. sinensis), foi possivel verificar a ativacdo transcricional de genes relacionados ao acumulo
de agucares soluveis, metabolismo antioxidante, parede celular, respostas a estresses bidticos e
abioticos, fatores de transcri¢do, proteinas quinases, sinalizagdao do acido abscisico (ABA) e a
regulacdo negativa de genes relacionados nas reagdes de luz da fotossintese, metabolismo do
amido e sinalizagdo do etileno (Gongalves et al., 2019). Esses resultados evidenciam a
complexidade das respostas moleculares associadas a adaptacdo ao déficit hidrico em citros.

Embora os mecanismos de tolerancia a seca em citros dependam da manutengao das
estruturas celulares e dos processos metabolicos, ¢ importante ressaltar que os genes de
sinalizagdo, regulagdo e funcdo que conferem tolerancia a seca ainda ndo sdo totalmente
compreendidos em citros (Dahro et al., 2023). Nossos resultados apontam mecanismos

relacionados a sinalizacdo e percepc¢ao do estresse, ajuste € desenvolvimento celular.
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5.8.2.  Marcadores putativamente associados ao porte ananicante

O parental masculino P. trifoliata tem sido relacionado a uma inducao da reducao do
porte da copa. O trifoliata ¢ considerado um porta-enxerto ananicante, visto que as copas
enxertadas sobre eles mostram porte relativamente pequeno, mas demonstram ser mais
sensiveis a seca que a maioria dos porta-enxertos (Pompeu Junior, 2005). Dessa forma, os
marcadores anotados nesse estudo podem estar relacionados a mecanismos envolvidos na

inducgdo da redugdo do porte da variedade copa (Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da anotagdo funcional de genes putativamente relacionados a redugdo de
vigor em citrandarins.

Marcadores Sim mean
DArTseq Descrigdo Length e-Value o
associados 0
Marcadores putativamente associados ao porte ananicante
100033871|F|0 Agamous-like MADS-box protein 4186  806E-14 9181
100009554|F|0 ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose 10616 0.0 8476
hydrolase
100010962]F[0 ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose 13300 0.0 91.75
hydrolase
100010962|F|0 Endonuclease 97709 0.0 96.58
100010962|F|0 hypothetical protein WN944 006731 81207 0.0 96.32
100010962|F|0 ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose 6267 0.0 8728
hydrolase
Retrovirus-related Pol polyprotein from
100048650|F|0 transposon TNT 1-94 26060 0.0 83.3
100053083|F|0 Agamous-like A'VC';ALES'bOX protein 4186  B806E-14 9181
serine/threonine-protein kinase
100021565|F|0 At3g07070 4976 2,26E-142 70.77

Dentre os marcadores putativamente associados, os marcadores 100033871[F|0 e
100053083|F|0 foram colocalizados a um gene anotado para Agamous-like MADS-box protein
AGL6. A familia de genes do fator de transcricio MADS-box ¢ fundamental em biologia
vegetal, principalmente no crescimento e desenvolvimento, desempenhando papel na regulagao
de genes relacionados a floragdo, amadurecimento de frutos e tolerancia ao estresse, (Zhang et
al.,, 2024). O gene AGAMOUS-like6 (AGL6) ¢ uma subfamilia de genes MADS-box,
necessario para o desenvolvimento floral em trigo (Kong et al., 2022).

Entretanto, estudos recentes demonstram que as fungdes dessa subfamilia sdo mais
amplas. Uma meta-analise da familia MADS-box verificou que alguns membros dessa familia

conferem um efeito mais indireto no crescimento e desenvolvimento da raiz. Nesse estudo, o
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gene AGL6 também foi relacionado ao movimento foliar, processo que regula o reldgio
circadiano nas plantas, além de apresentar expressdo em pdlen e sementes, indicando uma
atuacdo em diferentes estdgios do desenvolvimento vegetal (Adhikari e Kasahara, 2024).

Além do seu papel no desenvolvimento floral, genes da familia MADS-box em
Arabidopsis promoveram tanto o alongamento da raiz, como também agiram como inibidores
do crescimento radicular, estando possivelmente envolvidos com a arquitetura radicular
(Castanon-Suarez et al., 2024). Em alfafa (Medicago sativa), AGL6 em conjunto com SPL12
(SQUAMOSA-PROMOTER BINDING PROTEIN-LIKE) formaram um moédulo genético que
regulou o desenvolvimento radicular e a formag¢ao de nédulos (Nasrollahi et al., 2022).

Plantas transgénicas de Arabidopsis com expressao ectopica de OMADSI (gene
homologo ao AGL6) apresentaram reducdo significativa no tamanho da planta, floracdo muito
precoce e perda da indeterminacdo da inflorescéncia. Entretanto, esses efeitos foram observados
em condig¢des de expressao artificial, dificultando sua interpretacdo (Hsu et al., 2003).

Os genes associados aos marcadores 100009554[F|0 e 100010962|F|0 anotaram termo
referente a ADP-ribosyl cyclase/cyclic ADP-ribose hydrolase. Essa enzima participa da
produgdo e degradacdo de cADPR (cyclic ADP-ribose), uma molécula sinalizadora derivada de
NAD*. O cADPR atua como segundo mensageiro, principalmente associado a mobilizagdo de
Ca?* dentro da célula (Guse, 2000).

O ADP-ribose ciclico (cADPR) foi identificado como uma molécula sinalizadora na
resposta ao hormoénio acido abscisico (ABA) e demonstrou exercer seus efeitos por meio do
calcio. Experimentos mostraram que os niveis de cADPR em plantas de
Arabidopsis aumentaram em resposta ao tratamento com ABA e antes da expressdo génica
induzida por ABA (Wu et al., 1997). A via do cADPR ¢ importante na regulagcdo da expressao
génica em plantas. O tratamento de células vegetais com o hormonio ABA elevou os niveis de
cADPR, ativando genes especificos. Outra fungdo importante nas plantas, na qual o cADPR
desempenha um papel, ¢ mediar a ativacdo de genes envolvidos na defesa contra patégenos
(Lee, 2001).

O gene ligado ao marcador 100048650|F|0 foi anotado como Retrovirus-related Pol
polyprotein from transposon TNT 1-94. Elementos transponiveis ou transposons, representam
componentes importantes dos genomas vegetais e podem contribuir para a variabilidade
genética e regulacdo da expressdo génica. Transpdsons, também conhecidos como ‘“genes
saltadores”, pois alguns deles t€ém a capacidade de inserir uma cdpia de si mesmos em um novo

local dentro do genoma, movendo-se de uma posigao para outra (Taiz and Zeiger, 2017).
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Um marcador (100021565|F|0) foi colocalizado a um gene anotado como
serine/threonine-protein kinase At3g07070 (PBL26). As proteinas quinases sdo enzimas que
catalisam fosforilacdo de outra proteina pela adi¢do de um grupo fosfato do ATP, modificando
suas propriedades. Em plantas, as quinases atuam na transdu¢do de sinais relacionados ao
crescimento, desenvolvimento e resposta a estimulos (Taiz and Zeiger, 2017).

Esse gene pode estar envolvido no crescimento e desenvolvimento de plantas (Choi et
al., 2025). Em Arabidopsis, essa quinase desempenha um papel crucial na transdugao de sinal
que desencadeia a ruptura dos tubos polinicos. Em angiospermas, o tubo polinico entra na célula
sinérgide receptiva, onde se rompe para liberar as células espermaticas. Esses genes produzem
proteinas localizadas na membrana plasmatica e sua delecao causa atraso na ruptura do tubo
polinico (Xu et al., 2024).

A genética envolvida no controle do tamanho das arvores por variedades anas de citros
ainda ndo foi totalmente compreendida. Diferentes mecanismos fisioldgicos foram relatados,
dentre eles, hormdnios vegetais como giberelinas, auxinas, brassinosteroides e 4cido abscisico,
parecem ter forte relagdo no controle dessa caracteristica (Chu et al., 2025).

Em Flying Dragon e P. trifoliata, foi descoberto um mecanismo potencial de regulacao
do nanismo, relacionado a transducdo de sinal de fitormonios, a degradacdo de agucares e
amido, a sintese de lignina e aos processos de degradagdo de celulose e hemicelulose. Também,
foram identificados varios fatores de transcricdo, RNAs nao codificantes longos (IncRNAs) e
eventos de splicing alternativo (SA), que podem atuar como importantes contribuintes para o
controle do alongamento e desenvolvimento do caule em porta-enxertos de crescimento lento
(Gu etal., 2023). Nesse estudo, os genes co-localozados aos marcadores moleculares candidatos
identificados sdo relacionados a proteinas quinases, fatores de transcricdo MADS-box e
sinalizagdo celular.

Apesar dos resultados obtidos permitirem identificar possiveis regides gendmicas
associadas as caracteristicas avaliadas, ¢ importante destacar que as associagdes identificadas
neste estudo sdo preliminares, visto que se baseiam em evidéncias correlativas. Assim,
destacamos genes candidatos com fungdes biologicas plausiveis e ja descritas na literatura,
evitando generalizagdes excessivas. No entanto, validagdes adicionais sdo necessarias para

confirmar essas associagoes.
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6. CONCLUSOES

Os porta-enxertos mais vigorosos apresentaram mais tolerdncia ao déficit hidrico,
enquanto os porta-enxertos ananicantes apresentaram menor tolerdncia. Pode-se destacar os
hibridos citrandarins H152, H148, H73 e H299 como variedades menos vigorosas e mais
tolerantes ao déficit hidrico. Sendo indicadas para plantio mais adensado.

Os resultados indicam que os citrandarins, especialmente: H152 (semiananicante), H137
(semiananicante) ¢ H110 (ananicante) sdo altamente promissores devido a qualidade e
produtividade induzida a laranja Pera, refor¢cando seu potencial para adogdo em cultivos
comerciais adensados e irrigados, enquanto o H152 € principalmente recomendado para regides
com disponibilidade hidrica limitada.

O porta-enxerto H26 (ananicante) também apresentou performance promissora, com
boa eficiéncia produtiva, sendo indicado para o cultivo adensado, reduzindo custos operacionais
e aumentando a sustentabilidade da produgdo, no entanto recomenda-se o uso de irrigagdo para
essa variedade.

A abordagem integrada de fenotipagem em campo ¢ BSA in silico combinada com
marcadores DArTseq permitiu detectar 12 marcadores moleculares potencialmente
relacionados as caracteristicas agrondmicas de interesse. Sendo seis relacionados a porte
ananicantes e seis relacionados a tolerancia a seca.

A anotagdo funcional dos genes colocalizadas aos marcadores revelou genes candidatos
envolvidos em processos como sinalizagdo de estresse, regulacdo hormonal, ajuste celular,
respostas de defesa e desenvolvimento vegetal.

Os genes associados a tolerancia a seca, estdo relacionados a sinalizacdo de estresse
(proteina-quinases), modificacdo da parede celular (poligalacturonases), resisténcia a doencas
(RGA3, RPL) e regulagdo hormonal (proteinas F-box). Para a caracteristica de porte ananicante,
os genes localizados se relacionam com regulacdo do desenvolvimento (fatores de transcri¢ao
MADS-box), sinalizagdo por calcio (ADP-ribosil ciclase) e a transdugdo de sinal
(serina/treonina-proteina quinases).

Esses resultados apontam para o controle multigénico e multifatorial do fendtipo,
indicando que a tolerancia a seca e a regulacdo do crescimento vegetativo sdo caracteristicas
complexas, provavelmente controladas por mais de um gene. No entanto, as associagdes
marcador/caracteristica identificadas aqui sdo de natureza exploratdria e necessitam validacdo

adicional para confirmar a contribuicao desses genes.
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APENDICE

Tabela S1: Produgio por planta (kg planta™) e produgio acumulada de cinco safras de laranja

Pera enxertada em 20 porta-enxertos. Barretos e Gavido Peixoto, SP.
kg pl!
PE 19-20 20-21 21-22 22-23 23-24 Acumulada
BA GP BA GP BA GP BA GP BA GP BA GP
H18 79,58 97,50 51,75 24,17 61,67 3592 106,00 108,00 45,33 38,13 344,33 303,72
H26 44,69 32,11 39,39 16,59 2533 3593 3563 49,94 3433 1545 179,38 150,03
H47 86,50 74,43 54,83 28,63 56,11 4535 88,67 131,22 40,00 30,55 326,10 310,18
H68 67,55 42,17 56,95 25,67 42,86 52,00 49,67 7891 68,00 25,85 285,02 224,59
H70 82,31 85,30 52,39 23,07 50,87 48,46 98,28 121,28 42,33 27,40 326,19 305,51
H73 78,43 57,00 78,62 28,00 57,14 34,83 71,24 56,00 4500 17,88 330,43 193,71
H110 56,91 37,85 51,03 29,66 4342 44,21 3582 83,05 72,67 2358 259,85 218,34
H124 87,00 109,89 43,22 20,11 100,00 30,83 100,56 38,00 39,67 40,10 370,44 238,93
H128 78,13 100,54 48,39 11,33 68,75 3456 111,29 139,06 66,33 36,93 372,90 322,43
H137 51,40 36,73 52,35 13,47 47,33 29,60 5580 68,75 57,67 13,43 264,55 161,98
H139 80,80 78,53 44,23 40,31 56,67 26,92 141,40 97,83 57,67 22,80 380,77 266,39
H148 6542 4552 4558 2451 4942 30,75 78,46 104,19 86,00 34,14 324,88 239,10
H150 95,78 81,67 52,06 32,33 58,89 48,33 49,00 109,50 54,67 67,40 310,39 339,23
H151 80,26 83,14 55,24 29,38 49,33 10,26 97,05 125,63 40,33 34,83 322,21 283,24
H152 73,29 67,00 46,37 36,64 49,73 42,33 83,13 117,10 54,00 32,73 306,52 295,80
H248 77,59 87,33 48,13 20,56 60,00 26,28 89,78 134,25 36,33 26,12 311,83 294,53
H299 68,11 86,56 36,04 26,27 77,19 4753 93,42 126,84 52,33 21,30 327,09 308,50
IAC 1697 89,83 104,44 30,87 31,22 67,78 56,00 101,33 147,73 82,00 34,83 371,81 374,23
SW 59,68 100,87 32,81 19,45 72,08 44,23 88,38 182,72 76,33 36,88 329,29 384,15
W2 85,76 92,33 41,35 20,24 77,63 37,23 89,53 134,55 40,67 29,52 334,94 313,86

Tabela S2: Produtividade ajustada (t ha') e produtividade acumulada de cinco safras de
laranja Pera enxertada em 20 porta-enxertos. Barretos e Gavido Peixoto, SP.

o 19-20 20-21 21-22 22-23 23-24 t ha! Acumulada

BA GP BA GP BA GP BA GP BA GP  BA GP
H18 4626 5920 27.64 1239 2022 1702 473 498 181 172 1684 155.6
H26 4015 4757 30.26 20,04 18,52 3833 244 466 407 208  154.0 1734
HA7 6990 6014 38,19 20,93 3563 3159 494 773 201 157 2132 2056
H6S 67.92 42.40 4849 2074 32.92 3994 353 524 428 224 2274 177.9
H70 6652 4751 3650 11,83 32,30 2296 516 533 206 153 2075 150,8
H73 57.33 57,32 52,26 2516 3470 2815 397 437 319 161 2158 1703
H110 5722 30,58 4585 22.78 33.35 32,32 252 520 448 228  206.4 160,5
H124 60,61 5870 2624 1031 5569 1519 516 175 196 190 2138 1207
H128 4541 56,00 2585 537 3135 14,63 478 542 327 175 1831 147.7
H137 51.68 4436 47,03 1527 38.25 31,57 381 57.6 436 125 2187 161.3
H139 4500 49,86 2096 2245 2489 1380 577 488 241 167  172.7 1516
H148 6213 4090 3501 17,02 3442 2142 489 671 493 258 2298 173.1
H150 123,50 6599 5234 2149 5291 30,69 38,8 628 332 477 3007 2287
H151 8561 70,79 4243 18.65 3437 596 616 700 218 232 2459 188.5
H152 7370 4453 37.47 2040 3635 21,71 56,8 555 301 17.2 2344 1594
H248 78.02 58.05 4325 1145 4848 1348 656 636 172 118 2526 158.3
H299 6848 5753 3238 14.03 62,38 2437 683 632 276 137  259.1 172.9
1'@‘9% 9033 58,17 27.73 15,38 52,06 2653 72,6 649 369 157 2797 180,7
SW 6366 5388 27.04 887 5536 1806 659 622 437 200 2566 163,0
W2 6930 47.35 28,81 889 4929 1576 544 549 209 160  222.6 142.9
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Tabela S3: Produtividade de laranja Pera em kg por planta (Kg planta™), caixas por planta (cx
p)) caixas por hectare (cx ha), eficiéncia produtiva e produtividade por hectare ajustado em
Barretos- SP. Safra de 2023-2024.

} ; } Eficiéncia
PE Kg 1 Kg ha'* cxplt  cxhal eX ha'* tpl? t hat ! hat* Produtiva
planta ajustado ajustado ajustado (kg m?)
H18 4533 b 1860509 b 1,11 b 65359 b 456,01 b 005 b 2666 b 1861 b 137 b
H26 34,33 b 43050,20 a 0,84 b 49500 b 105515 a 0,03 b 20,20 b 43,05 a 8,37 a
H47 40,00 b 2119500 b 098 b 576,70 b 519,48 b 004 b 2353 b 21,20 b 147 b
H68 68,00 a 42586,95 a 1,67 a 980,39 a 1043,80 a 0,07 a 40,00 a 4259 a 9,13 a
H70 42,33 b 20994,42 b 1,03 b 610,34 b 51457 b 004 b 2490 b 2099 b 193 b
H73 4500 b 32173,83 b 1,10 b 648,79 b 78857 b 005 b 2647 b 32,17 b 557 a
H110 72,67 a 46644,33 a 1,78 a 1047,67 a 114324 a 0,07 a 42,74 a 46,64 a 9,60 a
H124 39,67 b 1959516 b 0,97 b 57190 b 480,27 b 0,04 b 2333 b 19,60 b 150 b
H128 66,33 a 3329587 b 1,63 a 956,36 a 816,07 b 0,07 a 39,02 a 3330 b 217 b
H137 57,67 b 4415559 a 1,42 b 831,41 b 108224 a 0,06 b 3392 b 4415 a 713 a
H139 57,67 b 2435092 b 1,41 b 831,41 b 59,84 b 0,06 b 3392 b 2435 b 410 b
H148 86,00 a 49237,40 a 2,11 a 1239,91 a 1206,80 a 0,09 a 5059 a 4924 a 6,70 a
H150 40,33 b 25306,32 b 0,99 b 58151 b 62025 b 0,04 b 2372 b 2531 b 287 b
H151 54,67 b 309329 b 1,34 b 788,16 b 758,16 b 0,05 b 32,16 b 30,93 b 340 b
H152 54,00 b 3045321 b 132 b 77854 b 746,40 b 0,05 b 31,77 b 3045 b 217 b
H248 36,33 b 1701663 b 0,89 b 523,84 b 417,07 b 0,04 b 21,37 b 17,02 b 193 b
H299 52,33 b 2782312 b 1,28 b 75452 b 681,94 b 0,05 b 30,79 b 27,83 b 280 b
IAC 1697 82,00 a 38315,71 a 2,01 a 118224 a 939,11 a 0,08 a 48,23 a 3832 a 297 b
SW 76,33 a 43860,49 a 1,87 a 110054 a 107501 a 0,08 a 44,90 a 43,86 a 290 b
W2 40,67 b 2051327 b 1,00 b 586,31 b 502,78 b 004 b 2392 b 2051 b 160 b
CV (%) 35,28 42,01 35,3 35,28 42,01 35,28 35,28 42,01 48,07

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p> 0,05).

Tabela S4: Produtividade de laranja Pera em kg por planta (Kg planta™), caixas por planta (cx
pl™!) caixas por hectare (cx ha™!), eficiéncia produtiva e produtividade por hectare ajustado em
Gavido Peixoto - SP. Safra de 2023-2024.

Eficiénci
K Kg ha . . cx hat ) . t hat a

PE plamgtJa’1 ajugstado cxpl* cx ha* ajustado tprt tha ajustado Produtiva
(kg m®)

H18 38,13 b 1712445 b 093 b 598,17 b 41972 b 004 b 2441 b 1713 b 1,12 b
H26 1545 ¢ 2173430 b 0,38 ¢ 24235 ¢ 532,70 b 0,02 ¢ 989 c¢c 21,73 b 390 a
H47 30,55 b 1598594 b 0,75 b 47922 b 391,81 b 003 b 1955 b 1599 b 1,17 b
H68 25,85 ¢ 2274888 b 063 ¢ 40549 ¢ 55757 b 0,03 c 1654 ¢ 22,75 b 3,32 a
H70 27,40 c 15347,09 b 067 ¢ 429,80 ¢ 37615 b 0,03 c 17554 ¢ 1535 b 1,19 b
H73 17,88 ¢ 1631252 b 0,44 c 280,39 ¢ 39982 b 0,02 ¢ 1144 ¢ 1631 b 219 b
H110 2358 ¢ 2292329 b 058 ¢ 369,80 ¢ 56184 b 0,02 ¢ 1509 ¢ 2292 b 341 a
H124 40,10 b 1918513 b 098 b 629,02 b 47022 b 0,04 b 2566 b 1918 b 143 b
H128 36,93 b 1764594 b 091 b 57922 b 43250 b 0,04 b 2363 b 1765 b 125 b
H137 13,43 ¢ 12740,73 b 0,33 ¢ 210,72 ¢ 31227 b 001 ¢ 860 c 1274 b 168 b
H139 22,80 c 16880,02 b 0,56 ¢ 357,65 ¢ 41372 b 0,02 ¢ 1459 c 1688 b 165 b
H148 34,14 b 2789494 b 084 b 53549 b 683,70 b 0,03 b 2185 b 27,89 b 2,81 a
H150 67,40 a 47322,07 a 1,65 a 105725 a 1159,85 a 0,07 a 43,14 a 47,32 a 491 a
H151 34,83 b 2344209 b 085 b 546,41 b 57456 b 0,03 b 2229 b 2344 b 236 b
H152 32,73 b 1727803 b 080 b 513,46 b 42348 b 0,03 b 209 b 1728 b 128 b
H248 26,12 c¢ 1739044 b 0,64 ¢ 409,67 ¢ 42623 b 0,03 ¢ 16,71 ¢ 1739 b 140 b
H299 21,30 ¢ 1423417 b 052 ¢ 334,12 ¢ 34888 b 0,02 ¢ 1363 ¢ 1423 b 113 b
IAC 1697 34,83 b 1569326 b 085 b 546,41 b 38464 b 0,04 b 2229 b 1569 b 124 b
SW 36,88 b 2032891 b 0,90 b 57856 b 49826 b 004 b 2361 b 20,33 b 1,39 b
W2 29,52 b 1625464 b 072 b 46301 b 39840 b 003 b 1889 b 1625 b 1,11 b

CV % 32,48 41,39 32,55 32,48 41,39 32,19 32,48 41,39 48,65

Meédias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p> 0,05).
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Tabela S5. Massa (M), rendimento do suco (RS), acidez titulavel, solidos soltveis totais (SST) e Ratio
(SST/AT) e indice tecnoldgico (IT) dos frutos de laranja Pera enxertada em 20 porta-enxertos (PE).
Barretos-SP, 2024.

PE Massa (g) @ /fgadrii'l) SST (°Brix) Ratio IT (kg/cx) RS %(m/m)
H18 2221 b 0,58 a 9,73 b 16,97 b 2,09 b 52,37 a
H26 236,7 a 0,63 a 10,73 a 17,07 b 2,28 a 51,80 a
H47 2179 b 0,59 a 10,20 a 17,43 b 2,27 a 54,53 a
H68 2219 b 0,51 a 9,47 b 18,70 a 2,03 b 52,40 a
H70 216,7 b 0,58 a 9,37 b 16,27 b 194 b 50,53 b
H73 200,7 b 0,56 a 10,23 a 18,47 a 2,31 a 55,27 a
H110 2478 a 0,55 a 9,30 b 17,10 b 2,00 b 52,63 a
H124 250,0 a 0,54 a 9,33 b 17,50 b 1,90 b 49,70 b
H128 221,7 b 0,52 a 9,97 a 19,53 a 2,19 a 53,93 a
H137 246,0 a 0,66 a 9,97 a 1530 b 2,13 a 52,27 a
H139 242,1 a 0,53 a 8,63 ¢ 16,33 b 1,74 b 49,40 b
H148 195,7 b 0,58 a 10,27 a 17,63 b 2,16 a 51,50 b
H150 2179 b 0,52 a 10,10 a 19,33 a 2,04 b 4943 b
H151 2140 b 0,54 a 10,20 a 19,20 a 2,26 a 54,36 a
H152 2229 b 0,56 a 9,37 b 16,67 b 2,04 b 53,33 a
H248 2188 b 0,56 a 9,77 b 17,40 b 2,04 b 51,03 b
H299 216,0 b 0,56 a 10,17 a 18,17 a 2,18 a 52,60 a
IAC 1697 210,2 b 0,49 a 9,67 b 19,77 a 205 b 52,03 a
SW 203,8 b 0,54 a 10,43 a 19,40 a 2,31 a 54,17 a
w2 2148 b 0,55 a 953 b 1753 b 195 b 50,03 b
CV% 5,48 8,29 2,72 7,56 5,39 0,99

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p> 0,05).

Tabela S6. Massa (M), rendimento do suco (RS), acidez titulavel, sdlidos soluveis totais (SST) e Ratio
(SST/AT) e indice tecnoldgico (IT) dos frutos de laranja Pera enxertada em 20 porta-enxertos (PE).
Gavido Peixoto-SP, 2024.

PE Massa (g) @ /?(():E)?reli-l) SST (°Brix) Ratio IT (kg/cx) RS %(m/m)
H18 2180 b 0,53 b 13,40 c 25,40 a 281 b 51,47 b
H26 192,7 b 0,79 a 15,57 a 20,00 b 3,18 a 50,13 ¢
H47 229,3 a 0,66 a 14,70 b 22,27 a 3,02 a 50,27 ¢
H68 239,7 a 0,78 a 1413 b 18,70 b 29 b 50,50 ¢
H70 254,0 a 0,9 a 13,37 ¢ 1547 b 2,61 ¢ 47,77 ¢
H73 235,7 a 0,61 b 13,37 ¢ 22,23 a 2,88 b 52,77 b
H110 230,7 a 0,61 b 11,90 d 19,83 b 2,34 d 48,17 ¢
H124 210,7 b 0,68 a 12,30 d 20,00 b 2,73 b 54,27 b
H128 250,7 a 0,57 b 12,40 d 21,70 a 2,6 ¢ 51,40 b
H137 254,7 a 0,72 a 1433 b 19,97 b 3,07 a 52,47 b
H139 248,0 a 0,71 a 13,30 ¢ 19,47 b 2,63 ¢ 48,40 c
H148 219,7 b 0,53 b 13,00 c 24,67 a 2,7 ¢ 50,87 b
H150 200,0 b 0,63 a 14,43 b 23,53 a 3,08 a 52,23 b
H151 239,3 a 0,69 a 14,00 b 20,20 b 2,94 b 51,27 b
H152 2210 b 0,52 b 1167 d 22,60 a 2,46 ¢ 51,67 b
H248 233,7 a 0,72 a 1353 ¢ 19,17 b 2,92 b 52,77 b
H299 227,7 a 0,65 a 13,37 ¢ 20,67 b 283 b 51,77 b
IAC 1697 2190 b 0,81 a 13,60 ¢ 17,17 b 2,84 b 5117 b
SW 208,7 b 0,64 a 1453 b 22,93 a 321 a 54,00 a
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W2 223,7 b 0,42 b 11,50 d 27,63 a 2,24 d 47,77 ¢
CV% 7,3 6,86 4,27 13,81 4,22 4,02
Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p> 0,05).

Tabela S7. Potencial de agua (MPa) na folha de laranja Pera em 20 porta-enxertos: Em Gavido
Peixoto (GP) e Barretos (BA), SP, 2022-2025.

PE 2022 2025 Média
BA GP BA GP BA GP
H18 -1,40 b -1,55 b -233 C -1,10 a -1,87 b -1,33 b
H26 -1,03 a -1,60 b -2,23 ¢C -1,57 b -1,63 b -1,58 ¢
H47 -153 ¢ -1,73 b -193 ¢ -143 b -1,73 b -1,58 ¢
HG68 -1,24 a -1,58 b -1,56 b -1,73 ¢ -1,40 a -1,66 ¢
H70 -1,77 ¢ -1,20 a -183 b -1,07 a -1,80 b -1,13 a
H73 -1,32 b -1,55 b -2,27 ¢ -123 a -1,79 b -1,39 b
H110 -1,42 b -1,07 a -147 b -1,17 a -1,44 a -1,12 a
H124 -1,57 ¢ -1,55 b -2,25 ¢ -1,33 a -191 b -1,44 b
H128 -1,77 ¢ -1,47 b -1,70 b -165 b -1,73 b -1,56 ¢
H137 -1,10 a -1,35 a -1,80 b -1,22 a -1,45 a -1,28 b
H139 -1,32 b -1,38 a -223 ¢ -1,58 b -1,78 b -1,48 ¢
H148 -0,87 a -1,85 b -1,60 b -143 b -1,23 a -1,64 c
H150 -0,80 a -1,70 b -1,80 b -1,50 b -1,30 a -1,60 ¢
H151 -1,17 a -1,78 b -1,80 b -0,95 a -1,48 a -1,37 b
H152 -1,21 a -1,02 a -1,10 a -1,18 a -1,16 a -1,10 a
H248 -1,33 b -1,58 b -1,56 b -1,07 a -1,45 a -1,33 b
H299 -1,33 b -168 b -213 ¢ -155 b -1,73 b -1,62 ¢
IAC 1697 -1,02 a -1,45 b -167 b -183 ¢ -1,34 a -1,64 c
SW -153 ¢ -165 b -1,17 a -1,80 c -1,35 a -1,73 ¢
W2 -153 ¢ -1,70 b -1,97 ¢ -1,93 ¢ -1,75 b -1,82 ¢

CV % 10,06

Médias seguidas da mesma letra minuscula entre porta-enxerto e maiuscula no mesmo porta-
enxerto entre cidades, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott (p> 0,05).

Tabela S8. Lista de termos GO associados a marcadores moleculares DArTseq em citrandarins.

InterPro GO InterPro GO

DArTseq GO IDs GO Names
IDs Names
Marcadores putativamente associados a tolerancia a seca
100022068|F|0 no IPS match no IPS match
100096770|F|0 no IPS match no IPS match

100041380|F|0 P:G0:0006355; P:regulation of DNA-  no GO terms no GO terms
F:G0O:0003677; templated transcription;
F:G0:0003700; F:DNA binding;
C:G0:0005634 F:DNA-binding
transcription factor
activity; C:nucleus

100013971|F|0 no IPS match no IPS match

100037498|F|0 F:G0O:0003676; F:nucleic acid
F:G0:0004523 binding; F:RNA-

DNA hybrid
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100013222|F|0

100013222|F|0
100015847|F|0
100006893|F|0

100077072F|0

100005347|F|0

100003221|F|0

100027355|F|0

100075640|F|0

100090073|F|0
100073880|F|0

F:G0O:0016740
C:G0:0016020
P:G0:0006952;
P:G0O:0051707;
F:G0:0043531

P:G0:0006952;
P:G0:0051707,;
F:G0:0043531

P:G0:0006952;
P:G0:0051707,
F:G0:0043531

P:G0:0006952;
F:G0:0043531
P:G0:0015074;
F:G0:0003676;
F:G0:0004190

P:G0O:0051707;
F:G0:0003973;
F:G0:0010181;
C:G0:0005777

F:transferase activity
C:membrane
P:defense response;
P:response to other
organism; F:ADP
binding
P:defense response;
P:response to other
organism; F:ADP
binding
P:defense response;
P:response to other
organism; F:ADP
binding
P:defense response;
F:ADP binding
P:DNA integration;
F:nucleic acid binding;
F:aspartic-type
endopeptidase activity
P:response to other
organism; F:(S)-2-
hydroxy-acid oxidase
activity; F:FMN
binding; C:peroxisome

P:G0:0006633,;
F:G0O:0004315;
F:G0O:0016746;
C:G0:0005739;
C:G0:0009570

no IPS match
no GO terms
F:G0:0043531

F:G0O:0043531

F:G0O:0043531

F:G0O:0043531

P:G0:0015074;
F:G0O:0003676

F:G0:0016491

no GO terms
P:G0:0006633;
F:G0:0004315;
F:G0:0016746;
C:G0:0005739;
C:.G0:0009570

ribonuclease
activity
P-fatty acid
biosynthetic
process; F:3-
oxoacyl-[acyl-
carrier-protein]

synthase activity;
F:acyltransferase

activity;

C:mitochondrion;

C:chloroplast
stroma
no IPS match
no GO terms
F:ADP binding

F:ADP binding

F:ADP binding

F:ADP binding

P:DNA
integration;
F:nucleic acid
binding

F:oxidoreductase

activity

no GO terms
P-fatty acid
biosynthetic
process; F:3-
oxoacyl-[acyl-
carrier-protein]

synthase activity;
F:acyltransferase

activity;

C:mitochondrion;

C:chloroplast
stroma
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100018364|F|0

P:G0:0009058; P:biosynthetic process;

P:G0:0042853;

F:G0:0004021; process; F:L-alanine:2-

P:L-alanine catabolic

F:G0O:0004021;
F:G0O:0008483

F:L-alanine:2-
oxoglutarate

aminotransferase

F:G0:0030170 oxoglutarate activity;
aminotransferase F:transaminase
activity; F:pyridoxal activity
phosphate binding
100114841|F|0 C:G0:0016020 C:membrane C:G0:0016020  C:membrane
100144000|F|0 C:G0:0016020 C:membrane C:G0:0016020  C:membrane
100171408|F|0 C:G0:0016020 C:membrane C:G0:0016020  C:membrane
100189383|F|0 C:G0:0016020 C:membrane C:G0:0016020  C:membrane
Marcadores putativamente associados ao porte ananicante
100053083|F|0 P:G0:0009903; P:chloroplast no IPS match no IPS match
P:G0:0009904; avoidance movement;
C:G0:0005829 P:chloroplast
accumulation
movement; C:cytosol
100029500|F|0 no IPS match no IPS match
100049725|F|0 C:G0:0016020 C:membrane no GO terms no GO terms
100033623|F|0 C:G0:0016020 C:membrane no GO terms no GO terms
100046105|F|0 F:G0O:0005515; F:protein
C:G0:0005739 binding;
C:mitochondrion
100173840|F|0 F:GO:0016788  F:hydrolase activity, F:G0:0016788 F:hydrolase
acting on ester bonds activity, acting
on ester bonds
100032928|F|0 F:G0O:0016788  F:hydrolase activity, no GO terms no GO terms
acting on ester bonds
100038875|F|0 P:G0O:0006621; P:protein retention in  P:G0:0006621,; P:protein
P:G0:0015031; ER lumen; P:protein  F:G0O:0046923; retention in ER
P:G0:0016192; transport; P:vesicle- C:G0:0016020 lumen; F.ER
F:G0O:0046923;  mediated transport; retention
C:G0O:0005789 F:ER retention sequence
sequence binding; binding;
C:endoplasmic C:membrane
reticulum membrane
100046408|F|0 no GO terms no GO terms
100037739|F|0 P:GO:0006004;  P:fucose metabolic no GO terms no GO terms

F:G0:0016757,
C:G0:0016020

process;
F:glycosyltransferase
activity; C:membrane
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