U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

PAULA ALMEIDA NASCIMENTO

CITOMETRIA DE FLUXO E ANATOMIA CAULINAR COMO
INDICADORES DE COMPATIBILIDADE DE MUDAS
CITRICAS

LAVRAS - MG
2017



PAULA ALMEIDA NASCIMENTO

CITOMETRIA DE FLUXO E ANATOMIA CAULINAR COMO INDICADORES DE
COMPATIBILIDADE DE MUDAS CITRICAS

Dissertacdo apresentada & Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagéo em
Agronomia/Fitotecnia, area de concentragdo em
Producdo Vegetal, para a obtencdo do titulo de
Mestre.

Profa. Dra. Joyce Déria Rodrigues Soares

Orientadora

Profa. Dra. Leila Aparecida Salles Pio

Coorientadora

LAVRAS - MG
2017



Ficha catalogréfica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalogréfica da Biblioteca Universitaria da UFLA,
com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Nascimento, Paula Almeida.
Citometria de fluxo e anatomia caulinar como indicadores de
compatibilidade de mudas citricas/ Paula Almeida Nascimento. - 2017.
71p.:il

Orientadora: Joyce Doéria Rodrigues Soares.

Coorientadora: Leila Aparecida Salles Pio.

Dissertacdo (mestrado académico) - Universidade Federal de Lavras,
2017.

Bibliografia.

1. Enxertia. 2. Citometria de fluxo. 3. Anatomia do lenho. |. Soares,
Joyce Doria Rodrigues. Il. Pio, Leila Aparecida Salles. I11. Titulo.




PAULA ALMEIDA NASCIMENTO

CITOMETRIA DE FLUXO E ANATOMIA CAULINAR COMO INDICADORES DE
COMPATIBILIDADE DE MUDAS CITRICAS

FLOW CYTOMETRY AND ANATOMY CAULINATE AS COMPATIBILITY
INDICATORS OF CITRUS SEEDLINGS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduagéo em
Agronomia/Fitotecnia, area de concentragdo em
Producdo Vegetal, para a obtencéo do titulo de

Mestre.
APROVADA em 19 de abril de 2017.
Prof. Dr. Antdnio Decarlos Neto UFLA
Dra. Ester Alice Ferreira EPAMIG

Profa. Dra. Joyce Déria Rodrigues Soares
Orientadora

Profa. Dra. Leila Aparecida Salles Pio
Coorientadora

LAVRAS - MG
2017



Ao Senhor Deus, por toda a sabedoria.

A minha familia: minha mae, Maria de Fatima, pelo apoio e carinho em todos os
momentos; ao meu pai, Paulo César, pelo incentivo; aos meus irméos Caroline e Rafael e
meu cunhado Ailton pela torcida; aos meus sobrinhos Emanuel e Ester.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar a Deus, fonte de sabedoria e amor, por proporcionar mais
essa vitoria em minha vida.

A minha familia que me incentivou nessa caminhada. Aos meus pais, Paulo César e
Maria de Fatima, meus irmdos Caroline e Rafael, meus sobrinhos Emanuel e Ester e ao meu
cunhado Ailton. Amo muito vocés!!!

A Universidade Federal de Lavras, UFLA, especialmente ao Departamento de
Fitotecnia, pela oportunidade.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPq, pela
concesséo da bolsa de estudos.

A minha orientadora, Prof.2 Dr.2 Joyce Doria Rodrigues Soares, agradeco pelos
ensinamentos, paciéncia e assisténcia durante todo o curso do Mestrado.

A minha coorientadora, Prof.2 Dr.2 Leila Aparecida Salles Pio, pessoa maravilhosa, a
qual agradeco pelo apoio, compreensao, incentivo, pela confianca e assisténcia durante todo o
curso do Mestrado.

Aos membros da banca, a Dr.2 Ester Alice Ferreira (EPAMIG) e prof. Dr. Antdnio
Decarlos Neto (UFLA) por aceitarem participar da banca avaliadora. Meu especial
agradecimento.

Aos colegas da turma de Fruticultura Tropical, pelo auxilio nos experimentos de
campo, com as mudas no pomar de Fruticultura da UFLA. Obrigada Evaldo, Arnaldo, Elaine,
Milena, Barbara, Irton, Rafael Arruda, Rafael Romanielo, Matheus, Virgilio, Paulyene,
Dalilhia, Givago, Henrique, Lucas, Aline Dutra e Aline Ciacia pelo trabalho em conjunto.

A todos do laboratério de Anatomia Vegetal, do Departamento de Biologia (DBI),
UFLA, em especial ao técnico Italo, pelo auxilio com as fotografias.

A todos do laboratério de Anatomia da Madeira, do Departamento de Ciéncias
Florestais (DCF), UFLA, em especial ao professor Dr. Fabio Akira Mori e ao Alyson Myller,
pelos ensinamentos e assisténcia com o material histolégico.

A todos do laboratério de Cultura de Tecidos, do Departamento de Agricultura
(DAG), UFLA, em especial a Prof.2 Dr.2 Renata Lara, a Flavia Aparecida, a Raissa e ao Filipe
Almendagna pela assisténcia e disposicdo nos experimentos de citometria de fluxo e

ensinamentos de estatistica.



A Marli, secretéaria da P6s-Graduacdo em Fitotecnia, pela colaboragdo em todos os
momentos.
Ao meu amigo Luiz Eduardo Santos Lazzarini, pela torcida, pela forte amizade e

apoio.



“E Gragca Divina comecar bem.
Graca Maior é persistir na caminhada certa.

Mas a Graca das Gragcas € nao desistir nunca."

(Dom Hélder Camara)



RESUMO

A enxertia eficiente é consequéncia da compatibilidade da copa com o porta-enxerto, ou seja,
uma combinagdo bem sucedida entre duas partes de plantas distintas que prossegue Seu
desenvolvimento formando um Unico individuo. Na citricultura, h& necessidade de
diversificacdo do uso de porta-enxertos, pois é de extrema importancia conhecer o
comportamento das combinagdes copas X porta-enxertos citricos. Sabe-se que 0 porta-enxerto
influencia na variedade copa numa série de caracteristicas que determinardo sua maior ou
menor capacidade produtiva. Sendo assim, no intuito de observar a possibilidade de
ocorréncia de incompatibilidade precocemente e a influéncia do porta-enxerto no contetdo de
DNA entre variedades copas de laranjeiras e tangerineiras em diferentes porta-enxertos
citricos, realizou-se analises de citometria de fluxo e anatomia da regido da enxertia. Foram
realizados dois experimentos de compatibilidade de enxerto e porta-enxerto: um com
cultivares de laranjeiras com as variedades copas “Lane Late”, “Navelate”, “Navelina” e outro
experimento com as tangerineiras com as variedades copas “Clemenules” e “Satsuma Okitsu”
e o0 hibrido “Ortanique”. As copas de laranjeiras e tangerineiras foram enxertadas em cinco
porta-enxertos de variedades citricas diferentes: Limoeiro “Cravo Sta. Cruz”, Tangerineira
“Sunki Tropical”, Citrandarin “indio”, Citrandarin “San Diego”, Citrumelo “Swingle”. Nas
analises de citometria de fluxo, utilizou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado, DIC,
em esquema fatorial com 3 (copas) x 5(porta-enxertos), com trés repeticdes. Foram avaliados
os conteudos de DNA das folhas e raizes de cada combinacdo de copas de laranjeiras e
tangerineiras sobre os diversos porta-enxertos citricos. Foi encontrado diferencas estatisticas
nos contetdos de DNA das folhas, entretanto os conteldos de DNA das raizes ndo foram
significativos. Enquanto que, nas analises de anatomia do lenho das mudas, foram avaliados
cortes anatdmicos transversais e longitudinais das seccdes dos caules na regido da enxertia. O
delineamento utilizado foi Inteiramente Casualizado, DIC, em esquema fatorial 2 x 4, sendo o
primeiro fator as duas cultivares copas “Navelina” e “Clemenules” e o segundo fator os
quatro porta-enxertos: Citrandarins “Indio” e “San Diego”, “Limdo-cravo Sta. Cruz” e
tangerina “Sunki Tropical”. Assim, as analises estatisticas foram realizadas com a mensuracgéo
das alturas dos raios com n= 30 repeticGes e a mensuracdo dos diametros dos vasos com n=
40 repeticbes. Foram encontradas diferencas estatisticas nas médias das alturas dos raios e nos
didmetros dos vasos dos tratamentos avaliados. Conclui-se que as variedades copa de
laranjeiras e tangerineiras apresentam tendéncia de variar o contetdo de DNA conforme o
porta-enxerto utilizado. Os cortes histoldgicos do lenho das combinagdes copa x porta-enxerto
citricos analisados, ap6s um ano de enxertia, apresentaram formacdo e a proliferacdo de
células desorganizadas (calos) observando conexdo dos elementos vasculares entre enxerto e
porta-enxerto.

Palavras- chave: Enxertia. Citometria de fluxo. Anatomia do lenho. Citrus spp.



ABSTRACT

Effective grafting is a consequence of the canopy's compatibility with the rootstock, that is, a
successful combination between two distinct plant parts that continues to grow into a single
individual. In the citriculture, there is a need for diversification of the use of rootstocks, as it
is extremely important to know the behavior of the crown-x citric rootstock combinations. It
is known that the rootstock influences the canopy variety in a series of characteristics that will
determine its greater or lesser productive capacity. Thus, in order to observe the possibility of
occurrence of early incompatibility and the rootstock influence on the DNA content between
orange and mandarin crown varieties in different citrus rootstocks, flow cytometry analysis
and anatomy of grafting area were performed . Two graft and rootstock compatibility
experiments were carried out: one with orange cultivars with the varieties 'Lane Late',
‘Navelate ', 'Navelina' and another experiment with the mandarins with the ‘Clemenules’ and
'Okitsu’ Satsuma and the 'Ortanique’ hybrid. The crowns of orange and mandarin were grafted
on five rootstocks of different citrus varieties: ' St. Cruz Clave Lemon Tree, ' Tropical Sunki '
Mandarin Tree, 'Indio' Citrandarin, 'San Diego' Citrandarin, 'Swingle' Citrumelo. Flow
cytometry analyzes were performed using a Completely Randomized Design, CRD, in a
factorial scheme with 3 (crowns) x 5 (rootstock), with three replications. The DNA contents
of the leaves and roots of each combination of oranges and mandarins crowns on the various
citrus rootstocks were evaluated. Statistical differences were found in the DNA contents of
the leaves; however, the DNA contents of the roots were not significant. While, in the
analysis of the seedlings wood anatomy, transversal and longitudinal anatomical sections of
the sections of the stems were evaluated in the area of the grafting. The design was
Completely Randomized, CRD, in a 2 x 4 factorial scheme, the first factor being the two
‘Navelina' and 'Clemenules' crown cultivars and the second factor the four rootstocks: 'Indio’
and 'San Diego' Citrandarins, Clave Lemon Tree 'Sta. Cruz' and 'Sunki Tropical' Mandarin.
Thus, statistical analyzes were performed by measuring the rays heights rays with n = 30
repetitions and the vessel diameters measurement with n = 40 repetitions. Statistical
differences were found in the rays heights and vessel diameters average of the evaluated
treatments. The conclusion is that orange and mandarin canopy varieties tend to vary the
DNA content according to the rootstock used. In the histological sections of the crowns x
rootstock analyzed combinations of the wood, after one year of grafting, they presented
formation and the proliferation of disorganized cells (callus), observing some connection of
the vascular elements between graft and rootstock.

Keywords: Grafting. Flow Cytometry. Wood anatomy. Citrus spp.
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1 INTRODUCAO

A citricultura brasileira estd vulneravel devido, principalmente, a utilizacdo de poucas
combinacfes entre copas e porta-enxertos. Diante disto, a ampliagdo da base genética
relacionada as variedades utilizadas para copas e porta-enxertos, incluindo aquelas com
capacidade de adaptacdo a estresses abioticos, contribuird decisivamente para que se
alcancem rendimentos economicamente superiores.

O potencial de producdo de frutos dos citros, em pomares comerciais, € determinado,
principalmente, pelo valor genético das variedades de copas e porta-enxertos. A enxertia cria
uma associacdo entre dois individuos, geneticamente diferentes, cada qual com suas
caracteristicas, que precisam se relacionar mutuamente com beneficios para que a nova planta
seja produtiva e tenha vida longa. O uso da enxertia tornou-se fundamental para a quebra da
juvenilidade das plantas, manutencdo da resisténcia/tolerancia dos citros a fatores bidticos
(ex.: tristeza dos citros) e abidticos (ex.: eficiéncia de uso da dgua e de nutrientes), e aumento
da produtividade e da qualidade da fruta.

Os tecidos dos calos formam-se do porta-enxerto e da copa e, com essa unido, as
células se multiplicam e se preenchem. A enxertia é realizada pela mistura e entrelagamento
do tecido do calo, constituido de células parenquimatosas. O parénquima é um tecido
constituido de células vivas, potencialmente meristematico, que conserva sua capacidade de
divisdo mesmo apds as células estarem completamente diferenciadas, sendo de grande
importancia no processo de cicatrizacdo ou regeneracdo de lesdes, como na unido de enxertos
ou outras lesdes mecanicas.

Assim sendo, a incompatilidade ¢ um dos principais fatores que prejudicam o
rendimento na enxertia. Duas plantas sdo consideradas incompativeis quando ndo formam,
entre as partes enxertadas, uma unido perfeita. UniGes incompativeis sdo frequentemente
encontradas quando da enxertia entre plantas com grau de parentesco distante (o limite é a
familia), com exigéncias nutricionais distintas, com metabolismo, vigor e ciclo de vida
diferentes, com diferencas na consisténcia dos tecidos ou sem afinidade anatbémica. A
incompatibilidade normalmente ndo apresenta sintomas na fase de formacdo de mudas
citricas, sendo necessario descobrir novas metodologias que podem detectar essa
incompatibilidade de forma precoce, ou seja, antes de ir para 0 campo.

A citometria de fluxo pode ser uma boa opcdo para estimar essa incompatibilidade,
pois quanto maior a diferenca de quantidade de DNA entre enxerto e porta-enxerto maiores

sdo as chances de incompatibilidade na enxertia. Prevendo precocemente maior ou menor
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sucesso na enxertia. Por meio desta técnica seréd possivel também observar se o0 porta-enxerto
exerce influéncia sobre a quantidade de DNA do enxerto e vice-versa.

A citometria de fluxo é uma técnica que deve ser trabalhada em conjunto com outra a
fim de aumentar a acurdcia dos resultados. Sendo assim, também foram realizadas analises de
anatomia vegetal do ponto de enxertia, visando observar conexdes de elementos vasculares
entre enxerto e porta-enxerto.

Sendo assim, no intuito de observar a possibilidade de ocorréncia de incompatibilidade
precocemente e a influéncia do porta-enxerto no conteido de DNA entre variedades copa de
laranjeiras e tangerineiras enxertadas em diferentes porta-enxertos citricos, realizaram-se

analises de citometria de fluxo e cortes anatdmicos da regido da enxertia.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Panorama atual da citricultura

A citricultura representa uma das atividades agricolas de maior importancia no
territorio brasileiro, tanto pela sua producdo como para o seu mercado consumidor. Segundo o
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2015), a safra de laranja, em toneladas,
alcancou 16,2 milhdes em julho de 2015. Consequentemente, houve crescimento da &rea
plantada, da area de producdo e aumento de rendimento. Sdo Paulo, o estado que é o maior
produtor, participa com 71,7% do total a ser colhido no pais. Desta forma, a estimativa da
producdo da laranja apresenta crescimento de 9,3% frente ao ano de 2014. O suco brasileiro
estd mais valorizado no exterior por causa das recentes valorizacdes do dolar. Certamente, sdo
vantajosas as comercializagbes com produtos citricos e a tendéncia é aumentar os
investimentos em tratos culturais, adubacGes nas lavouras, geracdo de empregos e
desenvolvimento do comércio e servigos.

O Brasil € considerado o maior produtor de laranjas e 0 maior exportador do suco da
fruta mundialmente. H& ainda, muitos entraves em organizacgéo e faltam politicas voltadas ao
desenvolvimento da cadeia citricola. Além disso, 0s aumentos dos riscos fitossanitarios
citricolas e as barreiras tarifarias que diminuem a sua competitividade no mercado
internacional dificultam a comercializacdo. A maior concentragdo da producdo citrica
brasileira estd na regido Sudeste, entretanto houve expansdo para outras regides, como no
Nordeste, Norte e Sul, tendo como base a agricultura familiar. Considerando a dimenséo e a
diversidade climatica do pais, a regido Sul predomina o mercado de frutas para mesa com
prioridades para frutos sem sementes, enquanto que a regido Sudeste destaca-se por frutos
para processamento e mercado interno, e a regido Nordeste a producdo é de limas acidas,
doces, limdes, pomelos, tangerinas e laranjas (CUNHA SOBRINHO et al., 2013).

No comércio mundial, a producdo citricola tem varios destinos: processamento
industrial, ou seja, a producdo de suco, o consumo interno de fruta in natura e a exportacao da
fruta in natura. Assim, o cinturdo citricola de Sdo Paulo e Minas Gerais (Triangulo Mineiro)
direciona sua producdo para o processamento industrial, ou seja, o0 mercado de suco de
laranja. Na Ameérica do Norte, os Estados Unidos concentram a maioria da producao de suas
frutas para o processamento industrial, sendo a Flérida com mercado voltado para suco de
laranja. Enquanto que o México ja prioriza 0 mercado de fruta fresca e apresenta pequena
producio de suco. Na Asia, a China focaliza sua producio no fornecimento de frutas para

consumo in natura. A Espanha se posiciona entre 0s paises europeus pela exportacdo de fruta


http://www.exame.com.br/topicos/sao-paulo
http://www.exame.com.br/topicos/minas-gerais
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fresca, com alto valor agregado, produzindo frutos apirénicos com notével cor e aparéncia
externa (NEVES et al., 2010).

Certamente, o Brasil ja é considerado eficiente na cadeia citricola. Assim, a pesquisa
de melhores cultivares citricas, a escolha de melhores combinagdes copa/porta-enxerto, as
mudas e os viveiros certificados, cultivo e manejo adequado nos pomares, a producédo do suco
de laranja e a comercializagdo das frutas para consumo in natura. O Brasil detém 50% da
producdo mundial de suco de laranja e exporta 98% do que produz e consegue incriveis 85%
de participacdo no mercado mundial. Além disso, de cada cinco copos de suco de laranja
consumidos no mundo, trés sdo produzidos nas fabricas brasileiras. Entretanto, ndo possui
tradicdo na producdo de citros de mesa, especialmente em se tratando de cultivares apirénicas
(NEVES et al., 2010).

Minas Gerais € 0 quarto maior produtor de laranja do Brasil, participa com 5,47% da
producdo nacional. Na primeira colocacdo, se encontra o estado de S&o Paulo que responde
por 11,8 milhdes de toneladas, em segundo lugar o estado da Bahia com 1,01 milhdo de
toneladas e, no terceiro lugar, o estado do Parana com 927 mil toneladas (VALVERDE,
2014). Segundo a Secretaria de Estado da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, SEAPA, a
producdo de laranja no ano de 2014 foi de 946,5 mil toneladas no estado, significando um
aumento de 5,85% em relacdo aos anos anteriores. A area de producdo da fruta em 2014 foi
de 43 mil hectares (VALVERDE, 2014).

Segundo Ferreira (2014), o Brasil destaca-se como maior produtor de laranja, segundo
maior produtor de tangerina e terceiro maior produtor de lima &cida “Tahiti”. Encontra-se
frutas citricas em todos os estados da federacdo, entretanto, na regido Sudeste no estado de
Minas Gerais a maior producéo, ou seja, 75% do volume estadual estd no Triangulo Mineiro,
regido proxima ao estado de Sdo Paulo, considerado o polo nacional de producdo da
citricultura nacional.

As tangerinas sdo o0 segundo grupo de maior importancia comercial. Sdo consumidas
in natura e, por apresentar pouca quantidade de suco em relacdo a laranja, sdo pouco
utilizadas no processamento industrial de suco. A tangerina “Ponkan” (Citrus reticulata) € a
principal cultivar plantada no Brasil (FERREIRA, 2014).

Os frutos citricos destinados para consumo de mesa devem apresentar qualidades que
atendam aos consumidores exigentes. Uma grande oportunidade para pequenos e médios
produtores com o objetivo de agregar maior valor aos frutos destinados ao consumo in natura.
A citricultura para fruto de mesa fortalece o mercado interno com melhoria na qualidade da

fruta e diversificacdo de oferta de novas cultivares (FERREIRA, 2014).



17

Embora o Brasil seja 0 maior produtor mundial de suco de laranja, o pais ndo possui
tradicdo na producéo de frutas citricas de alta qualidade para consumo in natura, existindo
ainda um grande mercado a ser explorado. Paises como a Espanha, com uma producéo total
quatro vezes menor que a brasileira, movimentam o dobro do valor em exportacdes, por
trabalharem com o mercado de frutas frescas (OLIVEIRA; NAKASU; SCIVITTARO, 2008).

2.2 Variedades citricas

Os citros pertencem a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae, tribo Citrae,
subtribo Citrinae, sendo os principais géneros: Fortunella, Poncirus e Citrus. O género Citrus
apresenta a subgénero Eucitrus, no qual se agrupam as seguintes espécies: C. medica, C.
limon, C. aurantifolia, C. aurantium, C. sinensis, C. grandis, C. paradisi e C. reticulata
(KUBITZKI et al., 2011; SIMAO, 1998).

As laranjeiras “Lane Late”, “Navelate” ¢ “Navelina” (Citrus sinensis (L.) Osbeck) sdo
de umbigo e pertencem ao grupo Navel. As tangerinas “Clemenules” (C. reticulata Blanco) e
satsuma “Okitsu” (C. unshiu) e o hibrido “Ortanique” (hibrido natural provavelmente entre C.
sinensis (L.) Osbeck e C. reticulata Blanco) sdo frutos citricos que apresentam auséncia de
sementes, com caracteristicas sensoriais bastante apreciadas pelo mercado consumidor
(WALLACE; LEE, 1999). Recentemente, borbulhias dessas cultivares apirénicas foram
introduzidas no Brasil pela Embrapa - Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado.
Essas frutas citricas sem sementes apresentam grande aceitacdo no mercado internacional e
sdo cultivadas comercialmente em varios paises (OLIVEIRA et al., 2008).

O grupo das laranjas de Umbigo, de endocarpo alaranjado, séo as cultivares “Lane
Late”, “Navelate” e “Navelina” ndo sdo recomendadas para extracdo de suco (OLIVEIRA et
al., 2008). Segundo Lorenzi et al. (2006), as laranjeiras Citrus sinensis (L.) Osbeck sdo
arvores de porte médio e copa de formato esférico. As cultivares diferenciam-se quanto a
maturacdo, que pode ser precoce, meia-estacao ou tardia e quanto a coloracao do endocarpo,
que pode ser mais claro, mais alaranjado ou apresentar polpa vermelho-intensa, pela presenca
de antocianinas. Assim, as cultivares de laranjeiras apresentam ¢rdos de pélen e sacos
embrionarios estéreis. Desta forma, ndo produzem sementes, mesmo na presenca de cultivares
polinizadoras.

As tangerinas e seus hibridos constituem um grupo bastante diversificado e sédo o
segundo grupo de frutas citricas mais produzidas no Brasil (BOTEON; NEVES, 2005). As
tangerinas satsuma “Okitsu” possuem gréos de pélen e sacos embrionarios estéreis em uma

elevada porcentagem, raramente produzindo sementes. Ja as tangerinas “Clemenules” e os
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hibridos “Ortanique” sdo autoincompativeis, ou seja, ndo produzem sementes quando
cultivados de forma isolada de cultivares produtoras de grdos de poélen férteis. As espécies do
género Citrus sdo alégamas, podendo, de forma natural, principalmente pelo vento e ou
insetos, cruzarem entre si e com géneros afins, tais como o Poncirus e Fortunella, havendo
consequente producédo de hibridos férteis.

Segundo Iglesias et al. (2007), muitas variedades citricas sdo partenocarpicas, estéreis,
autoincompativeis ou desenvolveram algum polen com defeito. Além disso, ha cultivares de
citros sem sementes, apresentando alta partenocarpia, devido a esterilidade gamética. Desta
forma, a formagdo sem sementes nessas variedades e todo o processo de polinizacdo,
fertilizacdo e ativacdo do crescimento dos frutos foram substituidos por sinais endégenos.
Assim, 0s processos de reprodugdo em citros sdo fortemente afetados pelos reguladores
hormonais de crescimento das plantas.

A seguir serdo descritas as cultivares copa de laranjeiras e tangerineiras apirénicas.

“Navelina”

A “Navelina” ¢ uma laranja de umbigo originaria da California, Estados Unidos, por
mutacdo espontdnea. Em 1910, recebeu a denominacdo de “Smith’s Early Navel”. Na
Espanha, em 1933, foi denominada de “Navelina”, em funcdo do porte mediano das plantas
(OLIVEIRA et al., 2008).

A cultivar “Navelina”, (Citrus sinensis (L.) Osbeck), ¢ um laranjeira Navel, de cor
intensa, com caracteristicas proximas as da ‘“Bahia”. A arvore da laranjeira Navelina tem
tamanho médio, com a copa esférica e frondosa. Apresenta ramos com pequenos espinhos,
folhas pequenas, formato lanceoladas, coloracdo verde-escura, peciolo curto e ndo alado. As
flores sdo grandes e ndo apresentam grdos-de-pdlen e sacos embrionarios viaveis. Os frutos de
forma ovoide, com tamanho médio a grande, possuem peso que varia entre 180 a 250 g.
Assim, sdo achatados na por¢do distal, onde ocorre a formacdo de um umbigo. Inclusive
possuem casca lisa e fina. Sua polpa tem textura média e sabor agradavel, com cerca de 10 a
12 gomos e sem sementes. Suco abundante e boa relacdo entre aglcares e acidez. A producéo
comercial inicia no terceiro ano com tendéncia para a alternancia de colheitas. Os frutos séo
destinados para consumo in natura e sdo produzidos precocemente (OLIVEIRA et al., 2008;
OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2011).
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“Lane Late”

A “Lane Late” (Citrus sinensis (L.) Osbeck) é uma laranja de umbigo tardia originada
de mutacdo espontdnea de gema da cultivar Washington Navel, tendo sido descoberta em
1950, na propriedade do Sr. Lane, em Victoria, na Australia.

A arvore da laranjeira “Lane Late” ¢ vigorosa, grande, com copa arredondada
iniciando a produ¢do comercial no terceiro ano. Os ramos com poucos espinhos ¢ a folhagem
apresentam cor verde-escura, com as folhas grandes e compridas com formato eliptico. As
flores completas, grandes, sem a presenga de graos-de-polen e com sacos embrionarios
inviaveis. Os frutos redondos, grandes com peso superior a 200, possuem casca lisa, com
espessura fina a média aderida na polpa e umbigo pequeno. A polpa € saborosa, com pouca
acidez. Apresentam boa qualidade e sdo consumidos in natura e nio possuem sementes. E

uma cultivar de maturagdo tardia (OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA; SCIVITTARO,
2011).

“Navelate”

A “Navelate” (Citrus sinensis (L.) Osbeck) é uma laranja de umbigo e sem sementes,
originaria de mutacdo espontanea de gema da cultivar Washington Navel, identificada em
Castellon de la Plana, na Espanha, em 1948.

A laranjeira “Navelate” é uma arvore muito vigorosa com copa grande no formato
elipsoidal. Os ramos possuem abundancia de espinhos, presenca de folhas elipticas de
coloracdo verde-escura, peciolo medio e cordiforme. As flores completas, mas sem a presenca
de gréos-de-pdlen e sacos embrionarios viaveis. Os frutos sdo arredondados, com base oval,
tamanho médio a grande e pesando entre 180 a 230 g. Apresentam casca lisa de espessura
média aderida a polpa e com coloracdo alaranjada. A polpa amarela-alaranjada, com suco
abundante, pouco 4&cido, alto teor de sélidos solUveis e baixo de limonina. Os frutos
apresentam excelente qualidade e sdo destinados para consumo in natura, devido a presenca
de umbigo e a auséncia de sementes. A maturacédo dos frutos € tardia (OLIVEIRA et al., 2008;
OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2011).

“Satsuma Okitsu”

A cultivar satsuma “Okitsu” (Citrus reticulata Blanco) € uma tangerina do grupo das
satsumas. Sua origem é nucelar, a partir de uma semente da cv. Miyagawa resultante de
polinizacdo controlada com Poncirus trifoliata. Foi obtida em 1940, no Japdo, onde foi

registrada em 1963.
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A tangerineira “Okitsu” é planta vigorosa, com copa de tamanho médio. Os ramos
apresentam crescimento vertical, com espinhos vigorosos. As folhas sdo de coloracdo verde
intensa, com formato lanceolado e os peciolos sdo de tamanho médio e ndo alados. As flores
sdo completas, grandes e as anteras séo de coloracdo branca-amarelada. Os graos de polen ¢ o
saco embrionario das flores sio estéreis (AMOROS, 1995), razio pela qual o fruto ndo possui
sementes, mesmo na presenca de cultivares polinizadoras.

Os frutos arredondados e achatados nos polos, variagdo no tamanho de pequeno a
grande. A casca rugosa, fina e de facil remogao. A casca e polpa da tangerina apresentam
coloragdo amarela-alaranjada. Inclusive auséncia de sementes mesmo quando as plantas séo
cultivadas de forma isolada de cultivares que produzam graos-de-p6len férteis e compativeis.
Tangerina propria para consumo in natura, por ndo possuir sementes e a maturacdo dos frutos
é precoce. A producdo inicia-se a partir do terceiro ano do plantio da muda (OLIVEIRA et al.,
2008; OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2011).

“Clemenules”

A cultivar “Clemenules” (Citrus reticulata Blanco) ¢ uma tangerina de altissima
qualidade e sem sementes, originaria de Nules, Espanha (1953), sendo proveniente de
mutacdo espontanea de gema da clementina “Fina”. Também é conhecida como “Clementina
de Nules”, “Clementina Reina”, “Clementina Victoria” e “Nulesina”.

A tangerineira “Clemenules” é de formato esferoide, com copa de tamanho médio. Os
ramos ndo apresentam espinhos e as folhas sdo de varios tamanhos com coloracdo verde-
clara, formato lanceolado. As flores sdo completas, pequenas, brancas, com anteras amarelas.
Apresentam grdos-de-p6len e sacos embrionarios férteis, porém autoincompativeis. Os frutos
arredondados, achatados com peso oscilando entre 80 a 90 g. A casca e a polpa possuem
coloracdo laranja intensa. A casca € fina e aderida a polpa, com facilidade de descasque. Ha
auséncia de sementes, desde que ndo ocorra polinizacdo com cultivares compativeis. Trata-se
de uma cultivar de maturacdo média (OLIVEIRA; SCIVITTARO, 2011).

“Ortanique”

A “Ortanique” (Citrus sinensis (L.) Osbeck x C. reticulata Blanco) é um tangor, ou
seja, um hibrido de uma laranjeira com uma tangerineira. Acredita-se que seja proveniente de
cruzamento natural, tendo sido descoberta na Jamaica, em 1920.

“Ortanique” € uma tangerineira, seu nome ¢ uma sintese dos termos em inglés que o

caracterizam: Orange (laranja), tangerine (tangerina) e unique (Unica). A arvore ¢ vigorosa e
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apresenta producdo precoce. Os ramos s3o resistentes € ndo possuem espinhos. As folhas
elipticas com tamanho médio e peciolo alado. Os frutos apresentam tamanho médio a grande
com peso aproximado de 180 g. Possuem forma achatada na parte distal, com formacao do
umbigo. A casca de cor laranja com grande quantidade de o6leo essencial, oferecendo certa
dificuldade para descascar. Os frutos de “Ortanique” ndo apresentam sementes, a nao ser que
sejam produzidos na proximidade de cultivares polinizadoras. A matura¢do dos frutos de
“Ortanique” ¢ tardia (CANTILLANO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA,
SCIVITTARO, 2011).

2.2.1 Variedades de porta-enxertos

O limdo-cravo é o principal porta-enxerto utilizado no Brasil, ou seja, nos pomares
brasileiros ele é exclusivo. O limoeiro Cravo (Citrus limonia L. Osbeck) possui diversas
caracteristicas pelas quais viveiristas e citricultores o consideram como um excelente porta-
enxerto, dentre as quais se destacam: tolerancia a seca; compatibilidade com todas as
variedades-copa; média resisténcia ao frio; possui em meédia 12 sementes; os frutos
amadurecem de marco a maio; alta produtividade e tolerancia a tristeza dos citros. Entretanto,
apresenta algumas desvantagens, por exemplo, suscetibilidade ao declinio dos citros, a morte
subita dos citros, aos nematoides dos citros (Tylenchulus semipenetrans (Cobb)), e também,
suscetibilidade aos viroides da exocorte e xiloporose. Assim, apresenta melhor
comportamento quando plantado em solos arenosos e profundos (POMPEU JUNIOR, 2005).

A citricultura estd vulneravel devido a expansdo de doencas e pragas, havendo
necessidade de diversificacdo do uso de porta-enxertos no Brasil. Deste modo, é fundamental
o conhecimento do comportamento das variedades citricas das copas e dos porta-enxertos, tal
como das combinacgdes entre essas e como se expressam em diferentes regibes de cultivo
(BASSANEZI; GIMENES-FERNANDES; YAMAMOTO, 2003; CERQUEIRA et al., 2004;
GALARCA et al., 2013).

Em vista da necessidade de diversificacdo dos porta-enxertos citricos pela elevada
concentracdo dos pomares brasileiros de uma s6 variedade, o limoeiro Cravo (Citrus limonia
Osbeck), surgiu alternativas de utilizar outras variedades em plantios comerciais. Destacando-
se 0 uso do citrumelo “Swingle” (C. paradisi Macfad. cv. Duncanx Poncirus trifoliata (L)
Raf.) que passou a ser o mais utilizado como nova opcdo de porta-enxerto na citricultura,
devido ao surgimento da morte subita; da tangerineira “Sunki” ((C. sunki Hayata) hort. ex
Tanaka); do limoeiro Volkameirano (Citrus volkameriana Ten. Et Pasq.) e da tangerina

Cledpatra (Citrus reshni Hort. ex Tan.). Além disso, os trifoliatas e seus hibridos vém sendo
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utilizados com maior frequéncia nos ultimos anos. Inclusive, os citrandarins (hibridos de
trifoliata com microtangerinas) sdo considerados uma nova geracdo de porta-enxertos
(FUNDO DE DEFESA DA CITRICULTURA - FUNDECITRUS, 2006).

A seguir serdo descritas as cultivares dos diversos porta-enxertos citricos.

Lim&o-cravo “Santa Cruz”

O limoeiro “Cravo Santa Cruz” é uma mutacdo de gema do limoeiro “Cravo Santa
Barbara”, identificada no Banco Ativo de Germoplasma de Citros da Embrapa Mandioca e
Fruticultura em 1997. A arvore possui boa producdo de frutos, com floracdo nos meses de
agosto a setembro. As folhas ndo aladas com limbo ondulado e flores de coloragéo arroxeada.
Seus frutos sdo de coloragdo laranja-avermelhada, com casca de facil remogdo quando
maduros, formato achatado, com presenca de varias sementes, superior a 15 por fruto.
Destaca-se por ser um porta-enxerto de grande rusticidade e adaptacéo a diferentes condigdes
de clima e solo, recomendado para diversas variedades-copa (OLIVEIRA et al., 1997).

Desta forma, a superioridade do limoeiro Cravo Santa Cruz refere-se aos fatores
genéticos. Suas caracteristicas vantajosas como porte reduzido, compatibilidade com diversas
copas comerciais e boa adaptacdo em regides com ocorréncia de seca. Além disso, a planta
apresenta profundidade efetiva do seu sistema radicular (DONATO et al., 2007;
MAGALHAES FILHO et al., 2008; POMPEU JUNIOR; BLUMER, 2005; SOARES FILHO
et al., 2008).

Citrumelo “Swingle”

O Citrumelo “Swingle” (Citrus paradisi Macfad. cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.)
Raf.) tem sua origem de um cruzamento entre o pomelo Duncan e um trifoliata. As plantas
apresentam porte baixo, ou seja, com potencial ananicante. No Brasil, essa planta é bem
recomendada com o objetivo de diversificacdo de porta-enxertos. Apresenta tolerancia a
tristeza, a exocorte, a xiloporose e ao declinio. O citrumelo Swingle € resistente a gomose de
Phytophthora, ao nematoide dos citros e a morte subita dos citros (BASSANEZI; GIMENES-
FERNANDES; MASSARI, 2002).

As plantas produzem bem em solos arenosos ou argilosos, mas ndo toleram solos
alcalinos e mal drenados. Além disso, é pouco resistente a seca e a geadas. Uma desvantagem
é a suscetibilidade a mancha bacteriana dos citros que causa queima em milhares de mudas.
Os frutos tém em media 20 sementes e possuem maturagdo mais tardia em relacdo a

maturacdo do limdo-cravo. Uma importante restricio para o uso do “Swingle” é sua
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incompatibilidade com a “Péra”, principal variedade copa de laranjeira no Brasil (POMPEU
JUNIOR, 2005).

Tangerina “Sunki Tropical”

“Sunki Tropical” (Citrus sunki (Hayata) hort. Ex Tanaka) esta entre os principais
porta-enxertos disponiveis para a enxertia. O porta-enxerto 'Sunki Tropical' destaca-se por
apresentar boa tolerdncia a gomose de Phytophthora. A tangerina 'Sunki Tropical foi

identificada pela Embrapa Mandioca e Fruticultura através de selecBes da tangerina 'Sunki'.
Apresenta elevado nimero de sementes por fruto, em torno de 19. Inclusive € um porta-
enxerto indicado para combinacdes com copas de laranjas, tangerinas e pomelos

proporcionado alta produtividade (LIMA, 2013).

Citrandarin “Indio”

O Citrandarin “Indio”, Tangerineira “Sunki” (C. sunki (Hayata) hort ex Tanaka) X
Trifoliata (Poncirus trifoliata (L.) Raf.) “English”, ou seja, € um hibrido oriundo da Estacdo
Experimental de Indio, California, pertencente ao United States Department of Agriculture
(USDA), introduzido na Embrapa Mandioca e Fruticultura por intermédio do Instituto de
Pesquisa do Centro Sul — IPEACS. Apresenta elevada producéo, copa ereta e porte médio. As
folhas trifoliadas, tipica do Poncirus trifoliata. Boa qualidade dos frutos, pequenos e
achatados com peso médio de 60 g.

A maturacdo é meia-estacdo, com média de 22 sementes por fruto. Intolerante a seca,
resistente a gomose de Phytophthora e ao Citrus Tristeza Virus (CTV). Além disso, possui
toleréncia a tristeza, ao declinio dos citros, aos viroides de exocorte, adapta-se bem aos solos
calcarios e possui resisténcia ao frio (OLIVEIRA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2014;
SOARES FILHO, 2011).

Citrandarin “San Diego”

O Citrandarin “San Diego”, é um porta-enxerto oriundo da Estacdo Experimental de
indio, California, pertencente ao United States Department of Agriculture (USDA),
introduzido na Embrapa Mandioca e Fruticultura por intermédio do Instituto de Pesquisa do
Centro Sul - IPEACS. E um hibrido do cruzamento entre a tangerineira “Sunki” (Citrus sunki

(Hayata) hort. ex Tanaka x Poncirus trifoliata (L.) Raf.).
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A planta apresenta porte meédio, copa ereta com folhas trifoliadas, tipica do Poncirus
trifoliata. Além disso, os frutos sdo pequenos e achatados, com peso em média de 50 g, com
14 a 18 sementes. O Citrandarin “San Diego” apresenta maturacdo meia-estacdo. E planta
tolerante a tristeza, ao declinio dos citros, ao viroide de exocorte, adapta-se bem aos solos
calcérios e sdo resistentes ao clima frio e & gomose de Phytophthora (OLIVEIRA et al., 2011,
2012; RAMOS et al., 2006; RODRIGUES et al., 2014; SOARES FILHO, 2011).

2.3 Propagacéo de citros por enxertia

A propagacdo vegetativa, mediante enxertia, € um método antigo de propagacao dos
citros, que permitiu ao homem clonar plantas de interesse comercial, reduzir o periodo juvenil
dos pomares e propiciar pomares mais homogéneos (SCHAFER et al., 2001). A enxertia é
uma associacao entre duas cultivares geneticamente diferentes, com o objetivo de formar uma
nova planta (POMPEU JUNIOR, 2005).

Segundo Fachinello et al. (2005), a enxertia de borbulhia, ou de gema, consiste em
justapor uma pequena porcao da casca de uma planta (enxerto), contendo apenas uma gema,
com ou sem lenho, em outra planta o porta-enxerto. Assim, a maneira de como € inserido a
gema pode ser de varias formas e as mais comuns sdo em T normal e em T invertido. A
enxertia em T normal é bastante usada na propagacao de espécies frutiferas, principalmente
em citros.

Para a producdo de mudas de citros por enxertia € necessario que as mudas sejam
produzidas a partir de material basico retirado de plantas-matrizes ou borbulheiras sadias
obtidas e manejadas adequadamente. Segundo Fachinello et al. (2005), uma planta propagada
por enxertia € composta, de duas partes: 0 enxerto e o porta-enxerto. O enxerto é a parte
representada por um fragmento da planta, contendo uma ou mais gemas, responsavel pela
formacdo da parte aérea da nova planta enquanto que o porta-enxerto é a parte responsavel
pela formacéo do sistema radicular.

O porta-enxerto é obtido de semente enguanto a copa de enxertia. Muitas variedades
citricas poderiam reproduzir por propagacdo sexual, mas esse método de propagacdo ndo €
muito vidvel economicamente, porque plantas originadas de pé fraco necessitam de muito
mais tempo para entrar em producio econdmica (SIMAO, 1998).

As condicGes ambientais afetam fortemente o pegamento dos enxertos, inclusive as
variacOes de temperaturas e a umidade relativa do ar muito baixa interferem no processo da
enxertia. E, também as trocas gasosas devem ser mantidas durante a cicatrizagdo, ou seja,

evitar a completa asfixia na regido da enxertia. Excessiva luminosidade pode ser prejudicial.
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A realizacdo da enxertia em &reas desprotegidas e sujeitas a ventos fortes pode levar ao

insucesso.
2.4 Compatibilidade copa e porta-enxerto

A compatibilidade na enxertia € a harmonia entre duas plantas enxertadas formando
uma combinacdo bem-sucedida possibilitando o desenvolvimento normal do novo individuo.
As combinacdes entre as partes de plantas envolvidas estdo relacionadas aos seguintes fatores:
sanidade, idade da planta, época de realizacdo da enxertia, técnica usada, condicbes
ambientais, afinidade genética, fatores fisioldgicos, fatores bioquimicos, consisténcia dos
tecidos, afinidade anatdmica, porte e vigor da planta (FACHINELLO et al., 2005; PEREIRA
et al., 2014).

Bithell et al. (2013) afirmam que o uso efetivo do enxerto requer copas especificas
para combinagdes selecionadas para suportar o tipo de solo, genética dos patdgenos e fatores
ambientais. A incompatibilidade pode ocorrer se a unido do enxerto for fraca ou tiver uma
incompatibilidade fisidlogica associada ao mal reconhecimento celular.

De acordo com Benjamin, Tietel e Porat (2013), a selecdo de porta-enxertos é
essencial para a comercializacdo de citros. As combinagdes copa/porta-enxerto influenciam as
caracteristicas como produtividade, maturacdo, peso, coloracdo da casca, tolerancia aos
insetos, as doencas e fatores abioticos: frio, salinidade, toxicidade de Al e seca. Além disso,
0s porta-enxertos podem afetar os parametros de qualidade internos de citros, incluindo suco
total de solidos soluveis totais (SST) e os niveis de acidez, bem como vitamina C. Segundo
Pompeu Junior (2005), o porta-enxerto interfere na absorcdo de nutrientes, na transpiracdo da
planta, na composi¢cdo quimica das folhas, na abscis@o dos frutos, na senescéncia das folhas
enquanto a copa beneficia o porta-enxerto com o desenvolvimento do sistema radicular,
resisténcia ao frio, a seca e aos fitopatdgenos. Ha suspeitas de que o porta-enxerto possa
influenciar quantidade de DNA da copa.

Segundo Albacete et al. (2015), as raizes extensas e mais eficientes possuem
mecanismos de absorcdo e transporte que sdo 0s principais meios dos porta-enxertos
regularem o crescimento das plantas e consequentemente aumentar a produtividade da
cultura.

De acordo com Fachinello et al. (2005), a incompatibilidade na planta é observada
quando as partes envolvidas na enxertia ndo sdo capazes de se ligarem, ou seja, ocorre falta de

unido. Entdo, as principais caracteristicas que identificam a incompatibilidade sdo: quebras no
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local da enxertia; diametros diferentes da copa e do porta-enxerto; amarelecimento das folhas
e queda precoce; pouco crescimento e vigor e consequentemente morte prematura da planta.

Inclusive, a afinidade genética é um dos requisitos para comprovar a compatibilidade
da enxertia na planta. Assim, aconselham se que enxerto e porta-enxerto sejam pertencentes a
mesma familia. A afinidade fisiologica estd relacionada as exigéncias nutricionais. A
afinidade anatémica é indispensavel para o pegamento do enxerto, por exemplo, plantas com
tecido lenhoso sdo incompativeis com plantas de tecido herbaceo. Pois se as células do tecido
meristematico entre o xilema (lenho) e o floema (casca) se apresentarem com tamanho, forma
e consisténcia distintas, ndo terdo harmonia. O porta-enxerto sem vigor ndo se desenvolve em
copa vigorosa. Se a parte suscetivel ao virus € o cavalo, a planta toda vem a morrer e quando a
suscetibilidade é da copa, a planta declina lentamente (PEREIRA et al., 2014).

Alguns atributos da incompatibilidade entre enxerto e porta-enxerto séo a presenca de
uma linha de depressdo na casca acompanhada por uma anormal brotacdo do enxerto. Essa
linha de goma tanto na casca quanto no lenho de coloracdo amarelada refere-se ao anelamento
e as plantas que apresentam esse sintoma mostram deficiéncias nutricionais, lento
crescimento, baixas producdes e, consequentemente, a morte. Também, as diferencas
fisiologicas e bioquimicas formadas na regido da enxertia, diferencas no vigor e no inicio e
término do ciclo vegetativo do enxerto e porta-enxerto. Outros autores reconhecem como
causas da incompatibilidade a ocorréncia de virus transmissiveis nas borbulhias (PEREIRA,
2005).

2.5 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica utilizada em varios laboratorios. Os estudos de
células e organelas vegetais podem apresentar algumas restricdes, assim a citometria de fluxo
permite analises eficientes e rapidas do contetido de DNA e RNA, da expressdo de transgenes
e contagem de células, entre outras aplicacdes (LOUREIRO; SANTOS, 2002).

O melhoramento de plantas tem se beneficiado com as aplicagdes da citometria de
fluxo na quantificacdo de DNA nuclear, analise de ploidia, avaliacdo de poliploides em
experimentos de inducdo de duplicacdo cromossémica, deteccdo de mixoploidia e
aneuploidias, analise de ciclo celular, detec¢do de hibridos interespecificos e separacdo de
cromossomos para a constru¢do de sondas para mapeamento genémico. Além disso, ha
muitos trabalhos utilizando a avaliacdo de ploidia de plantas oriundas de experimentos de

duplicagcdo cromoss6mica por citometria de fluxo (DOLEZEL, 1997).
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As analises abrangem as propriedades Opticas, dispersdo de luz e fluorescéncia de
particulas que fluem numa suspensdo liquida. A medi¢do do fluxo concede analises a alta
velocidade e certifica-se que os citomas analisados sdo selecionados aleatoriamente de toda a
populacdo, sem qualquer subjetividade associada (DOLEZEL, 1997; SHAPIRO, 2004).

Desta forma, a citometria de fluxo € um método que mede a quantidade de DNA e
infere sobre niveis de ploidia, possui as seguintes fases: separa¢do dos nucleos intactos das
plantas; coloracdo dos ndcleos com fluorocromo, assim as células sdo identificadas e
quantificadas em razdo da fluorescéncia emitida pelo fluorocromo e transicdo em alta
velocidade da suspensdo de ndcleos ou células diante de uma fonte de luz ultravioleta. Os
sinais sdo produzidos pela transicdo dos nucleos pelo foco de luz resultante na conversédo de
pulsos que é eletronicamente processada. Estes sinais sdo distribuidos e se completam em
uma area, na forma de picos. A fluorescéncia obtida no foco de luz é proporcional a
quantidade de DNA nuclear e a posicdo do pico reflete o nivel de ploidia (BENNET;
LEICHT, 1995; DOLEZEL; DOLEZELOVA; NOVAK, 1994).

ComparagOes sdo feitas na determinacdo do nivel de ploidia de uma planta,
equiparando o contetdo de DNA da planta com o conteddo de DNA de outra planta da
mesma espécie, cujo nivel de ploidia € conhecido. Sendo que, para ambos, a estimativa do
contetdo de DNA ¢é calculada pela comparacdo das intensidades de fluorescéncias dos
nucleos em G1 da planta que se deseja saber o conteddo de DNA, com a da planta padréo de
referéncia, cujo contetido de DNA ja foi calibrado (TIMBO, 2011).

A escolha do padrdo de referéncia visa garantir que as estimativas obtidas sejam
confiaveis. O que determina selecionar o padrao de referéncia vegetal é o conteido de DNA
proximo, mas ndo sobreposto, aos picos 2C e 4C da planta analisada (JOHNSTON et al.,
1999).

Dolezel, Sgorbati e Lucretti (1992) calibraram o tamanho do genoma de cultivares
selecionadas com o intuito de serem utilizados como padrdes vegetais. Desta forma,
Raphanus sativus (2C = 1,11 pg), Lycopersicon esculentum (2C = 1,96 pg), Glycine max (2C
= 2,50 pg), Zea mays (2C = 5,72 pg), Pisum sativum (2C = 9,09 pg), Vicia faba (2C = 26,90
pg), Secale cereale (2C = 16,19 pg) e Allium cepa (2C = 34,89 pg).

A estimativa do contedo em DNA nuclear foi a primeira (HELLER, 1973) e continua
a ser a principal utilizacdo da citometria de fluxo em plantas.

Dolezel e Bartos (2005) afirmam que € possivel obter milhGes de nicleos de DNA em
suspensdo a partir de poucas gramas de tecido foliar em um procedimento simples que

envolve a maceracdo desse tecido em uma solugdo tampédo que mantém a integridade nuclear.
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A coloragdo da amostra com corantes especificos para 0 DNA (iodeto de propideo) permite ao
aparelho estimar a quantidade de DNA. Tais estimativas apresentam uma série de aplicagdes:
desde a pesquisa basica até o melhoramento de plantas, entre elas, a estimacao do tamanho do
genoma, avaliacdo de ploidia, avaliagdo do ciclo celular, estudo de eliminagcdo cromossémica,
separacgdo de células, cromossomas ou organelas.

A quantidade de DNA tem sido estudada em varios géneros de importancia
econdmica, como Zea (RAYBURN et al., 1989), Pennisetum (PASSOS; LABERT,
GALBRAITH, 1994), Oryza (BUSO et al., 2000), Brachiaria (PINHEIRO et al., 2000). No
entanto, ndo ha trabalho sobre a quantidade de DNA entre enxertos e porta-enxertos e sua

relagdo com compatibilidade.
2.6 Anatomia caulinar

A afinidade anatbmica na enxertia consiste na intima associacdo dos tecidos cambiais
formando uma conexao continua. O tecido meristematico estad em constante multiplicacéo e
divisdo celular, em total atividade formando novas celulas (DIAS, 2006; LORETI, 2008;
OLIVEIRA; DAMIAO FILHO; CARVALHO, 2002).

A morfologia, anatomia e a constituicdo dos tecidos se referem aos vasos condutores
do enxerto e do porta-enxerto que se unem com diametros semelhantes. Ja a afinidade
fisiologica esta relacionada a quantidade e composicao da seiva (PEIL, 2003). O diametro de
caule é resultado do crescimento do meristema secundéario, formado notadamente por vasos
condutores (TAIZ; ZEIGER, 2013).

O xilema secundério constitui a madeira ou lenho. O xilema e o floema formam o
sistema vascular, e estes tecidos sdo continuos através de todos os 6rgéaos das plantas. Assim,
os Xxilemas primarios e secundarios sdo tecidos complexos formados por elementos
condutores, células parenquimaticas e fibras, e outros tipos celulares. O xilema secundario é
constituido de: traqueides e elementos de vaso com funcdo de conducdo de agua; fibras
libriformes e fibrotraqueides com funcéo de sustentacdo e armazenamento; parénquima axial
com funcdo de translocacdo de &gua e solutos a curta distancia e de parénquima radial, os
raios, com funcdo de armazenamento, translocacdo de agua e solutos a curta distancia
(APPEZZATO-DA-GLORIA; GUERREIRO, 2006).

O parénguima € o tipo de tecido constituido de células vivas mais encontrado nos
tecidos vegetais e esta presente no cortex de raizes e de caules acompanhando os tecidos
vasculares (xilema e floema). O tecido é potencialmente meristematico e se divide formando

celulas diferenciadas, contribuindo no processo de cicatrizacdo ou regeneragdo de lesdes,
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como, por exemplo, na unido de enxertos em plantas (SCATENA; SCREMI-DIAS, 2003).
Desta forma, o sistema vascular das plantas é constituido pelo xilema, o tecido condutor de
agua e ions minerais e também pelo floema, o tecido condutor de fotoassimilados. O xilema
possui parede secundaria espessada e rigida. E um tecido complexo. O elemento traqueal tem
a funcdo de conducgdo junto com a de sustentagdo. Outros componentes sdo as fibras e as
células parenquimaticas. O procambio origina o xilema primario e o cambio vascular o xilema
secundario. As células xilematicas apresentam elementos traqueais (traqueides e elementos de
vaso) células de parénquima e esclerénquima (fibras xilematicas).

A composicdo das paredes celulares parenquimaticas é: celulose, hemicelulose e
substancias pécticas. As células parenquimaticas possuem varias fungdes como a realizacdo
de fotossintese, respiracdo e trocas gasosas, secrecdo e excre¢do, cicatrizacdo ou regeneracdo
de lesbes e ferimentos dentre outras. O parénquima xilematico, ou seja, 0 parénquima
lenhoso, componente do xilema tem a fungdo de formar raios de parénquima vivos. Assim,
usado na identificacdo da madeira e tambem, apresenta modificacdes em sua espessura e
namero de células em cada feixe. Sua importancia estd na translocacdo de substancias ao
longo dos raios (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

Segundo Hartmann et al. (2002), os calos sdo originados dos tecidos meristematicos
das regides cambiais em unido, formando uma conexdo. A partir do calo recém-formado,
novas celulas cambiais sdo formadas, conectando os sistemas vasculares. Alem disso, o
xilema é o primeiro tecido a ser modificado, seguindo do floema para a reconstituicdo do
sistema vascular. O sistema cambial formado pelas pontes de calos inicia as atividades tipicas
de formacéo dos tecidos vasculares secundarios. Para plantas da mesma espécie e do mesmo
género, a enxertia é bem sucedida em alguns casos, mas mal sucedida em outros. A utilizacéo
de enxertia intergenérica e interespecifica pode ser realizada em Prunus, Citrus e Coffea
(DIAS, 2006; LORETI, 2008; OLIVEIRA; DAMIAO FILHO; CARVALHO, 2002) e podem
ser utilizadas comercialmente.

Segundo Burger e Richter (1991), para estudos anatdmicos adotam-se 0s seguintes
planos convencionais de corte: transversal perpendicular ao eixo axial da arvore; longitudinal
radial na direcdo axial, paralelo ao eixo maior do tronco e paralelo a direcdo dos raios
lenhosos, e ainda perpendicular aos anéis de crescimento; longitudinal tangencial na direcédo
axial, paralelo ao eixo maior do tronco e em angulo reto ou perpendicular aos raios lenhosos e
ainda tangencial aos anéis de crescimento.

As caracteristicas anatbmicas da madeira das angiospermas mostram um conjunto

heterogéneo de diferentes tipos de células com propriedades especificas para realizar as
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fungdes de conducdo de liquidos, armazenamento, transporte de nutrientes e agua e
sustentacéo e protecédo do vegetal (BURGER; RICHTER, 1991).

Segundo Core, Coté e Day (1979), o lenho inicial corresponde ao crescimento da
arvore no inicio do periodo vegetativo. De acordo com Nisgoski (1999) os vasos sdo
estruturas que ocorrem em todas as espécies folhosas. Assim, vaso € definido como um
conjunto axial de células sobrepostas (elementos vasculares) formando uma estrutura
tubiforme continua, de comprimento indeterminado, que tem por funcdo a conducédo
ascendente de liquidos na arvore. Segundo a IAWA Committee (1989), quanto ao
agrupamento, os vasos podem ser solitarios e multiplos, radiais ou tangenciais, e em cachos,
grupos. Desta forma, os poros multiplos de dois sdo reconhecidos como geminados.

O arranjo do parénquima axial, segundo Burger e Richter (1991) e Nisgoski (1999), é
observado em secdo transversal, em que se distinguem dois tipos basicos de distribuicéo:
parénquima paratraqueal, associado aos vasos e parénquima apotraqueal, ndo associado aos
vasos. Tem sua fungdo no armazenamento de materiais de reserva, como gorduras e amido.
Também sdo encontrados taninos, cristais, silica e outras substancias.

O parénquima radial, raios ou parénquima transversal, de acordo com Burger e Richter
(1991), Lewin e Goldstein (1991) e Nisgoski (1999), € um agrupamento de células que tem
seu eixo longitudinal orientado perpendicularmente ao eixo da arvore e faixas horizontais de
comprimento indeterminado, formadas por células parenquimaticas, isto €, elementos que
desempenham a funcdo de armazenamento de substancias nutritivas, dispostas radialmente no
tronco.

Fahn (1982) e Nisgoski (1999) afirmam que a largura e altura dos raios podem ser
medidas em sec¢des tangenciais. Ha variacdo das dimensdes dos raios em diferentes plantas
ou algumas vezes na mesma planta. Quando o raio possui uma célula de largura é conhecido
como unisseriado, duas celulas, bisseriado, e com mais células & denominado multisseriado.

As fibras sdo células alongadas com parede secundéria geralmente lignificada. Burger
e Richter (1991) definem as fibras como tecido de sustentacdo. Constituem geralmente a
maior parte do lenho das arvores folhosas. Sdo classificadas em fibrotraqueoides e

libriformes.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material vegetal

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de Lavras - UFLA,
localizada no Sul do Estado de Minas Gerais, a uma latitude 21° 15' 43 Sul e a uma longitude
45° 59' 59 Oeste, estando a uma altitude de 918,87 metros. O clima de Lavras, segundo a
classificacdo climatica de Koppen, é Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico) com inverno
seco e verdo chuvoso. As plantas citricas permaneceram sob condicfes de casa de vegetacao
do pomar do setor de Fruticultura, do Departamento de Agricultura - DAG.

As mudas enxertadas foram cedidas da colecdo da Epamig Sul de Minas, Lavras -
MG. As borbulhias provenientes da Embrapa Clima Temperado, situada em Pelotas, RS e 0s
porta-enxertos foram obtidos pela germinacdo de sementes procedentes do banco de
germoplasma da Embrapa Mandioca e Fruticultura, situada em Cruz das Almas, BA. As
mudas foram enxertadas em agosto de 2014 e colocadas em sacos de polietileno preto com
substrato comercial, Tropstrato®, com frequentes adubacdes foliares e irrigacbes em casa de
vegetacdo (FIGURA 1).

Figura 1 - Mudas citricas enxertadas. Setor de Fruticultura UFLA, Lavras - MG.

B s W

Fonte: Do autor (2015).

Foram realizados experimentos das combina¢fes de enxerto e porta-enxerto, com
cultivares de laranjeiras e de tangerineiras como variedades copa e diversas variedades de
porta-enxertos citricos. As cultivares de laranja “Lane Late”, “Navelate”, “Navelina” e as
tangerinas “Clemenules” e Satsuma “Okitsu” e o hibrido “Ortanique” foram enxertadas em
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cinco porta-enxertos de variedades citricas diferentes: Limoeiro “Cravo Sta. Cruz”,
Tangerineira “Sunki Tropical”, Citrandarin “Indio”, Citrandarin “San Diego” e Citrumelo
“Swingle”. As combinacdes citricas foram avaliadas de acordo com cada experimento, sendo
oito combinagdes copa X porta-enxerto para 0 experimento de anatomia caulinar e 30

combinagdes copa x porta-enxerto para o de citometria de fluxo.
3.2 Analises de citometria de fluxo

O preparo das amostras e as analises por citometria de fluxo foram conduzidas no
Laboratdrio de Cultura de Tecidos, no Departamento de Agricultura - DAG, da Universidade
Federal de Lavras — UFLA, em setembro de 2015, um ano apos a enxertia. O material vegetal

utilizado nas andlises de citometria de fluxo encontra-se descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Material vegetal utilizado nos experimentos de Citometria de Fluxo.

LARANJEIRAS TANGERINEIRAS VARIEDADES PORTA-
COPAS COPAS ENXERTOS

‘Navelina’ ‘Ortanique’ Limoeiro ‘Cravo Sta. Cruz’
‘Navelate’ ‘Okitsu’ Limoeiro ‘Cravo Sta. Cruz’
‘Lane Late’ ‘Clemenules’ Limoeiro ‘Cravo Sta. Cruz’
‘Navelina’ ‘Ortanique’ Tangerineira ¢ Sunki Tropical’
‘Navelate’ ‘Okitsu’ Tangerineira ¢ Sunki Tropical’
‘Lane Late’ ‘Clemenules’ Tangerineira ¢ Sunki Tropical’
‘Navelina’ ‘Ortanique’ Citrandarin ‘Indio’
‘Navelate’ ‘Okitsu’ Citrandarin ‘Indio’
‘Lane Late’ ‘Clemenules’ Citrandarin ‘Indio’
‘Navelina’ ‘Ortanique’ Citrandarin ‘San Diego’
‘Navelate’ ‘Okitsu’ Citrandarin ‘San Diego’
‘Lane late’ ‘Clemenules’ Citrandarin ‘San Diego’
‘Navelina’ ‘Ortanique’ Citrumelo ‘Swingle’
‘Navelate’ ‘Okitsu’ Citrumelo ‘Swingle’
‘Lane Late’ ‘Clemenules’ Citrumelo ‘Swingle’

Fonte: Do autor (2017).

No experimento das laranjeiras, as trés cultivares copas “Navelina”, “Lane Late” e
“Navelate” foram enxertadas nos cincos porta-enxertos limoeiro “Cravo Santa Cruz”,
“Citrumelo Swingle”, Tangerineira “Sunki Tropical”, Citrandarin “indio”, Citrandarin “San

Diego”. No experimento das tangerineiras, as trés cultivares copas “Ortanique”, “OKitsu” e
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“Clemenules” foram enxertadas nos mesmos cincos porta-enxertos anteriores. O
delineamento experimental utilizado nas analises estatisticas de citometria de fluxo foi o
Delineamento Inteiramente Casualizado, DIC, em esquema fatorial com 3 x 5, sendo o
primeiro fator as trés cultivares copa e o segundo fator os cinco porta-enxertos, com trés
repeticOes de folhas e trés repeticdes de raizes.

Para a determinacdo do contetudo de DNA, foram coletadas folhas jovens e pontas de
raizes em crescimento ativo de cada combinacdo de enxertos e porta-enxertos avaliados. As
amostras foram preparadas com o material ainda fresco. Para cada combinagdo de copas de
laranjas e de tangerinas enxertadas foram coletadas trés folhas e também coletadas trés pontas
de raizes em crescimento ativo em trés plantas citricas.

Aproximadamente 20-30 mg de material coletado foram triturados em placa de Petri
contendo 1 mL de tampdo Marie gelado para a liberagdo dos ndcleos. A suspensao de nucleos
foi aspirada através de duas camadas de gaze, com auxilio de uma pipeta plastica e filtrada
através de uma malha de 50 pm. Os nucleos foram corados pela adigao de 25 pL de iodeto de
propideo. Para cada amostra, 10 mil ndcleos foram analisados utilizando-se uma escala
logaritmica. A analise foi realizada no citdbmetro Facscalibur (Becton Dickinson), os
histogramas obtidos com o software Cell Quest e analisados estatisticamente no software
WinMDI 2.8 (FIGURA 2). O contetdo de DNA nuclear (pg) das plantas foi estimado
utilizando-se a razao entre as intensidades de fluorescéncia dos nlcleos G1 (nucleos que estédo
na fase G1 da Interfase) do padrdo de referéncia (Pisum sativum) e dos ndcleos G1 da

amostra, multiplicando-se esta razdo pela quantidade de DNA do padréo de referéncia (9,09

pg).

Amostra, 2C =  Canal do pico G1 daamostra X Contetdo 2C de DNA
DNA  Canal do pico G1 de Pisum sativum  do padréo (9,09 pg)
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Figura 2 - Diagrama da metodologia utilizada para analisar o contetido de DNA nuclear por
citometria de fluxo.
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Fonte: Slide da professora Leila, UFLA (2015).

Os dados obtidos foram avaliados pela analise de variancia a significancia de 5% de
probabilidade, pelo teste F, utilizando-se o0 programa computacional SISVAR (Sistema para
Andlise de Variancia) desenvolvido por Ferreira (2011). Quando diferencas significativas

foram detectadas, as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
3.3 Analises anatomicas da madeira

Neste experimento, duas cultivares enxerto (laranjeira “Navelina” e tangerineira
“Clemenules”) foram enxertadas em quatro porta-enxertos (limoeiro “Cravo Santa Cruz”,
Tangerineira “Sunki Tropical”, Citrandarin “indio”, Citrandarin “San Diego”) em casa de
vegetacdo, assim como no experimento anterior. As condicBes experimentais foram as
mesmas utilizadas no experimento de citometria de fluxo.

As andlises anatdmicas e histologicas das plantas foram realizadas no Laboratério de
Anatomia da Madeira, Departamento de Ciéncias Florestais da Universidade Federal de
Lavras (UFLA) em janeiro de 2016.

Os materiais selecionados para a realizacdo dos cortes anatbmicos encontram-se

especificados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Material vegetal utilizado nos Cortes Anatdomicos da Madeira.

COPA PORTA-ENXERTO
Tangerineira ‘Clemenules’ Citrandarin ‘San Diego’
Laranjeira ‘Navelina’ Citrandarin ‘San Diego’
Tangerineira ‘Clemenules’ Limoeiro ‘Cravo Sta. Cruz’
Laranjeira ‘Navelina’ Limoeiro ‘Cravo Sta. Cruz’
Tangerineira ‘Clemenules’ Citrandarin ‘Indio’
Laranjeira ‘Navelina’ Citrandarin ‘Indio’
Tangerineira ‘Clemenules’ Tangerineira ‘Sunki Tropical’
Laranjeira ‘Navelina’ Tangerineira ‘Sunki Tropical’

Fonte: Do autor (2017).

Aos 16 meses apds a enxertia, o lenho das mudas citricas foi cortado em trés posicoes
do caule: no enxerto, no ponto de enxertia e no porta-enxerto, conforme mostra a Figura 3. Os
cortes transversais foram feitos nas trés regibes mencionadas anteriormente e cortes
longitudinais somente na regido da enxertia para observar as melhores caracteristicas

relacionadas a juncdo dos tecidos das duas plantas.

Figura 3 - Os cortes anatdbmicos em mudas citricas: na copa, no ponto de enxertia € no porta-
enxerto.

Fonte: Do autor (2015).
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Os corpos-de-prova cortados dos caules das mudas citricas apresentavam-se em estado
verde. O material foi emblocado em resina sintética (Entellan®) segundo a microtécnica
vegetal comumente usada. Apds formacdo dos blocos, o material foi seccionado
transversalmente e longitudinalmente em micrétomo rotativo para obtencdo de seccdes de
espessuras finas em torno de 10-20 pum. Apos seccionamento, o material foi submetido a
imersdo na seguinte ordem: hipoclorito de sodio; &lcool etilico a 20%; safranina; alcool etilico
a 50%; alcool etilico a 70%; alcool etilico a 80%; alcool etilico a 100%; &lcool acetato 3:1;
alcool acetato 1:1; alcool acetato 1:3; acetato 100%.

As secgOes foram montadas em laminas de vidro, as laminas permanentes, para serem
observadas em microscépio binocular Olympus® CX 31 com camera acoplada Olympus U-
CMAD3. A captura das imagens foi realizada utilizando-se o software Bel View. As

mensuragoes foram realizadas no software WinCell.
3.4 Parametros mensurados na caracterizacdo anatémica da madeira

As mensuracdes de raios e vasos foram feitas no Laboratdrio de Anatomia da Madeira,
Departamento de Ciéncias Florestais, da Universidade Federal de Lavras - UFLA.

Nas seccdes transversais do lenho, em raio contiguo ininterrupto, no sentido da medula
para casca, foram mensurados o diametro dos vasos do enxerto e do porta-enxerto e altura dos
raios nas sec¢des longitudinais de cada tratamento.

As mensuracgdes e a caracterizacdo das fotomicrografias dos materiais lenhosos foram
realizadas de acordo com o IAWA Committee (1989). A partir dos valores anatdmicos
obtidos, calculou-se o diametro dos vasos somando os didmetros radial e tangencial e logo
apos, dividindo o valor por 2, obtendo assim a média do diametro de vasos das copas e porta-
enxertos dos tratamentos.

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 4, sendo o primeiro fator as duas cultivares do enxerto e o segundo fator os quatro
porta-enxertos. De acordo com cada parametro foram realizadas n=40 contagens ou repeticdes
para os diametros dos vasos e n=30 repeti¢des para as alturas de raios em nimero de células.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia (Teste F, P<0,05)
utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011). Na ocorréncia de significancias, as

médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Andlises de Citometria de Fluxo: copas apirénicas de laranjeiras

As andlises de citometria de fluxo foram realizadas para exame do contetdo de DNA
nuclear e, no experimento, observou-se que o conteido de DNA das folhas das variedades
copas de laranjeiras foi significativo. Enquanto que, o contelddo de DNA das raizes em
crescimento das laranjeiras ndo foi significativo (TABELA 3).

O indice de DNA (ID) das folhas das laranjeiras variou conforme o porta-enxerto que
foi utilizado, conforme observado na Tabela 3. Sendo que as maiores estimativas de contetdo
de DNA ocorreram nas seguintes combinag6es de porta-enxerto/copa: San Diego/Lanelate, C.
Swingle/Navelate e C. Swingle/Lanelate. J& os menores contetidos de DNA ocorreram nas
variedades copas Lane late e Navelina sobre o porta-enxerto Sunki Tropical. As demais
combinacdes nos porta-enxertos C. indio, San Diego e Cravo Santa Cruz apresentaram
indices de DNA intermediarios. Na Tabela 3, observa-se que o porta-enxerto Citrumelo
Swingle se destacou em relagdo aos outros, obtendo os melhores valores de conteddo de
DNA, nas folhas com 4,61 pg e 4,67 pg, e as copas de laranjas enxertadas foram as cultivares
Navelate e Lane late respectivamente.

Desta forma, esses resultados podem sugerir que o porta-enxerto influenciou na
quantidade de DNA da cultivar copa, conforme observado, por exemplo, na cultivar Lane late
que sobre porta-enxerto Sunki Tropical e C. indio apresentaram menor conteudo de DNA. Ja
sobre San Diego e Citrandarin Swingle, hd um incremento na quantidade de DNA e sobre
Cravo Santa Cruz, a quantidade de DNA é intermediaria. As cultivares se comportam de
maneira distinta, mantendo apenas um padrao, a Navelina sobre porta-enxerto Sunki Tropical,
a quantidade de DNA é menor enquanto que a Navelate apresenta menor valor sobre o Cravo
Santa Cruz.

A cultivar de laranja Navelina em combinacdo com os portas-enxerto Citrandarin
Swingle, San Diego e Citrandarin indio apresentou menores valores de coeficiente de
variacdo. Isso significa que os dados coletados para essa cultivar possuem maior indice de
confiabilidade.

O coeficiente de variacdo, CV, geralmente varia em células vegetais, entre 1 e 10%
(DOLEZEL, 1991; ZOLDOS et al., 1998). Marie e Brown (1993) afirmam que o coeficiente
de variacdo é um critério essencial na validacdo de métodos citoldgicos e estabelecem uma

gama de valores entre 1 e 2% para analises citométricas de alta qualidade e 3% como um
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valor de maior uso. Ja Galbraith et al. (2002), determinaram um valor do coeficiente de
variagdo menor do que 5% como critério de aceitagéo.

Os coeficientes de variagdo (CV) encontrados para os picos G1 das folhas de
laranjeiras variaram de 0,70 a 1,64% (TABELA 3), caracterizando um excelente resultado.
Galbraith et al. (2002) afirmam que coeficientes de varia¢do de até 5% sdo aceitaveis. Houve
diferenca entre os CVs das combinacGes das cultivares copas de laranjeiras enxertadas em
cinco porta-enxertos diferentes, no entanto, todos foram muito inferiores a0 maximo

aceitavel.



Tabela 3 - indices de DNA (ID) em pictogramas e coeficiente de variacio (CV) em folhas e raizes de laranjeiras enxertadas em diferentes porta-
enxertos, submetidas a analise de citometria de fluxo.

. ID raizes . ID raizes
Tratamentos Porta-Enxerto/Copa CV folhas D Folhas CV. raizes (pico 1) CV_ raizes (pico2)
(p9) (pico 1) (o) (pico 2) (o)
T1 Cravo Sta. Cruz/ Navelina 1.12 a* 4.43 a* 1.71a* 4.01 a* 0.81 b* 7.48 a*
T2 Cravo Sta. Cruz/ Navelate 0.99a 3.96b 1.43a 4.07 a 0.73b 7.49a
T3 Cravo Sta. Cruz/ Lane late 1.24 a 4,28 a 1.15a 3.97a 0.65b 7.27 a
T4 Sunki Tropical/Navelina 0.90a 3.92a 211a 3.73 a 0.78b 6.76 a
T5 Sunki Tropical/Navelate 0.95a 4.02a 2.21a 3.89a 0.86b 7.01a
T6 Sunki Tropical/ Lane late 0.70 a 3.73a 151a 5.09a 0.82b 9.50a
T7 C. Indio/ Navelina 0.94b 4.37a 1.23a 3.11a 0.65b 6.79 a
T8 C. Indio/ Navelate 1.31a 4.34a 1.77a 3.52a 0.67b 6.67 a
T9 C. Indio/ Lane late 1.34a 4.15a 2.48 a 3.72a 1.26 a 6.74 a
T10 San Diego/ Navelina 0.97b 4.36 b 0.65a 3.25a 0.42b 593a
T11 San Diego/ Navelate 1.17b 4.25b 194 a 3.88a 0.96a 7.23a
T12 San Diego/ Lane late 1.64a 4.63a 213 a 3.99a 1.07 a 7.14a
T13 C. Swingle/ Navelina 101a 4.18b 2.16 a 4.05a 0.81b 7.15a
T14 C. Swingle/ Navelate 1.34a 46la 2.78 a 3.83a 0.98a 6.91a
T15 C. Swingle/ Lane late 1.26 a 4.67a 3.65a 4.12a 1.20a 7.28a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem a um mesmo grupo pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2017).

6€
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Na Figura 4, é possivel observar os histogramas de citometria de fluxo obtidos dos
diferentes tratamentos. O primeiro pico diz repeito a amostra foliar das cultivares copa, € 0
segundo pico € sempre do padrdo de referéncia interno Raphanus sativus. Quanto mais a
direita 0 primeiro pico estd do segundo, maior a quantidade de DNA, conforme pode ser
observado na combinacdo: San Diego/Lane late; C. Swingle/Navelate e C. Swingle/Lane late.

Como foram analisados simultaneamente dois materiais vegetais, 0s histogramas
geraram dois picos. O primeiro G1 referente a analise das amostras citricas, enquanto o
segundo é o do padrdo de referéncia interno, Raphanus sativus. Segundo Dolezel (1997), para
estimar o nivel de ploidia, a posicdo do pico G1 de um histograma é comparado com o pico de
uma planta padrdo com uma ploidia conhecida. Os picos menores formados sdo referentes a
fase G2 da interfase e mitose e ndo sdo necessarios para as analises, portanto, sdo
desconsiderados.

As analises de histogramas associados aos baixos valores de coeficientes de variacao,

indicam que os nucleos foram isolados adequadamente pelo processo de citometria de fluxo.

Figura 4 - Histogramas de Citometria de Fluxo de diferentes variedades copa de laranjeiras
enxertadas sobre porta-enxertos citricos, analisados com padrdo interno rabanete
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Figura 4 - Histogramas de Citometria de Fluxo de diferentes variedades copa de laranjeiras
enxertadas sobre porta-enxertos citricos, analisados com padréo interno rabanete
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Figura 4 - Histogramas de Citometria de Fluxo de diferentes variedades copa de laranjeiras
enxertadas sobre porta-enxertos citricos, analisados com padrdo interno rabanete
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Legenda: O pico a esquerda de cada histograma corresponde ao G1 das amostras de folhas citricas e o
pico a direita corresponde ao padrdo de referéncia Raphanus sativus. Cada figura representa uma
combinacdo de porta-enxerto/copa de cultivares de Laranja. A) Cravo Santa cruz/Navelina; B) Cravo
Santa cruz/Nave late; C) Cravo Santa Cruz/ Lane late; D) Sunki Tropical/ Navelina; E) Sunki Tropical
/Nave late; F) Sunki Tropical/Lane late; G) C. indio/Navelina; H) C. indio/Navelate; 1) C. indio/Lane
late; J) San Diego/Navelina; K) San Diego/Navelate; L) San Diego/Lane late; M) C.
Swingle/Navelina; N) C. Swingle/Navelate; O) C. Swingle/Lane late.

Fonte: Do autor (2015).
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J& nas raizes, os resultados foram diferentes. Para todos os porta-enxertos analisados,
foram observados dois indices de DNA diferentes, conforme Figura 5. Provavelmente com
duas ploidias distinas, sendo o primeiro pico 2C e o segundo 4C. Esse fendmeno é conhecido
como endorreduplicagéo.

Na endorreduplicacdo ou polissomatia, a fase G1 apresenta conteddo de DNA nuclear
2C; na fase S, ocorre a replicacdo do DNA e a fase G2 apresenta conteudo de DNA 4C. A
constante C indica o contetdo de DNA para a condicao haploide. As células que apresentam
endorreduplicacdo replicam o DNA sem que haja a divisdo celular. Ao invés da mitose
convencional, estas células apresentam endociclos, os quais possuem as fases G1, S e G2, mas
ndo apresentam mitose (CASTRO, 2013; EDGAR; ORR-WEAVER, 2001).

Sliwinska e Lukaszewska (2005) afirmam que a polissomatia refere-se a ocorréncia de
diferentes niveis de ploidia em um mesmo 6rgao ou tecido e estima-se que ocorra em mais de
90% das angiospermas. Assim, a presenca de células somaticas com ploidias diferentes no
mesmo oOrgao e resultado do processo de endorreduplicacédo, ou seja, transicdo dos nacleos por
ciclos repetidos de replicacdo do DNA sem que ocorra a divisdo celular (CHEVALIER et al.,
2011).

O conteudo de DNA das raizes das variedades de laranjeiras ndo teve variacao
significativa tanto no pico 1 como no pico 2 (TABELA 3). Os valores ID das raizes no pico 1
foram de 3,11 pg a 5,09 pg e no pico 2 os valores foram de 5,93 pg a 9,50 pg. Em todos o0s
tratamentos das combinacGes copas de laranjas enxertadas nos cinco diferentes porta-enxertos
ndo houve variacdo no contetdo de DNA das raizes. Foi observado em todos os histogramas
(FIGURA 5) que a porcentagem de DNA se manteve constante com o pico 1 com nucleos 2C,
ao meio o pico com o padréo de referéncia e o pico 2 com nucleos 4C.

A endorreduplicacdo nos vegetais contribui para a adaptacdo a fatores ambientais
variados, aumento no conteudo de DNA nuclear, protecdo contra irradiacdo UV
(YAMASAKI et al., 2010), ou prevencdo a segregacdo cromossémica desigual durante a
mitose, adaptacdo da planta a alta concentracdo de sais (CECCARELLI et al., 2006), ao
défice hidrico (COOKSON; RADZIEJWOSKI; GRANIER, 2006) e as baixas temperaturas
(BAROW, 2006).

No histograma da Figura 5, foram observados dois picos da amostra e um pico do
padrdo de referéncia. Este resultado comprova que raizes das combinacdes de copa/porta-
enxertos de laranjas apresentam dois niveis de ploidia distintos, acontecendo nestes tecidos o
fenémeno da endorreduplicacdo, o que foi observado em todos os tratamentos. A quantidade

de DNA nuclear de uma determinada espécie s6 pode ser obtida por citometria de fluxo, por
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meio de uma comparacao com nucleos pertencentes a um padréo de referéncia, cujo contetdo
de DNA ¢ previamente conhecido. A Raphanus sativus foi utilizada como padrdo de
referéncia, porque ndo sobrepds seu pico nos demais picos fornecidos pela amostra
(MENEZES et al., 2012).

No presente trabalho, os porta-enxertos parecem ndo sofrer influéncia das copas em
relacdo ao indice de DNA, visto que ndo houve diferencas significativas entre os tratamentos,

tanto para o pico 1, quanto para o pico 2.

Figura 5 - Histogramas de Citometria de Fluxo das raizes das combinac¢des copas laranjas x
porta-enxertos citricos, analisados com padréo interno rabanete Raphanus sativus.
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Legenda: O picol, a esquerda, corresponde a fase G1(2C) das amostras de raizes das copas de laranjas
e 0 pico ao meio corresponde ao padrdo de referéncia, Raphanus sativus, o pico 2, a direita,
corresponde a fase G2(4C). Esse fendbmeno é conhecido como endorreduplicagdo. Cada figura
representa uma combinacdo de porta-enxerto/copa de cultivares de Laranja. A) Cravo Santa
Cruz/Navelate; B) Sunki tropical/Lane late; C) C. Swingle/Navelate; D) C. Swingle/Lane late.

Fonte: Do autor (2015).
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4.2 Andlises de citometria de fluxo: copas apirénicas de tangerineiras

As anélises de citometria de fluxo foram realizadas para exame do contetdo de DNA
nuclear e, no experimento, observou-se que as analises de conteido de DNA das folhas das
variedades copas de tangerineiras foram significativas. Enquanto que as analises do contetdo
de DNA das raizes em crescimento das tangerineiras ndo foram significativas (TABELA 4).

Em relacdo as andlises de citometria de fluxo das tangerineiras, menores indices de
DNA foram observados nas folhas das seguintes combinagdes: Cravo Santa Cruz/Ortanique,
Cravo Santa Cruz/Okitsu, Sunki Tropical/Ortanique, Sunki Tropical/Okitsu e San
Diego/Okitsu, mantendo o comportamento de variagdo de quantidade de DNA de acordo com
0 porta-enxerto utilizado, semelhante ao que ocorreu com as laranjeiras (TABELA 4).

Os indices de DNA das folhas para as combinagdes das copas de tangerinas enxertadas
nos diferentes porta-enxertos foram observados valores que variaram entre 3,30 pg a 4,13 pg.
Os porta-enxertos que melhor se destacaram em relacdo aos outros foram o C. Swingle e o C.
indio com altos valores de DNA. Assim, as combinagdes porta-enxertos/copas bem sucedidas
foram C.Swingle/Clemenules com ID 3,97 pg, C.Swingle/Ortanique com ID 3,97 pg,
C.Swingle/Okitsu com 1D 3,80 pg e C.indio/Okitsu com ID 4,00 pg, C.indio/Ortanique com
ID 3,96 pg e C.indio/Clemenules com ID 3,77 pg. O melhor valor, ou seja, 0 maior contetido
de DNA apresentado foi pela combinacdo porta-enxerto/copa San Diego/Clemenules, com o
valor 4,13 pg.

Observa-se conforme a Tabela 4 que a copa de tangerineira que se destacou em
relacdo as outras foi a variedade Clemenules que apresentou os maiores indices de contetdo
de DNA nas folhas. Em todas as combinacdes de porta-enxertos diferentes, a copa
Clemenules obteve maiores valores 1D, exceto sobre o porta-enxerto C. indio que apresentou
menor valor.

De acordo com Dolezel e Barto§ (2005), valores de CV inferiores a 5% séo
considerados adequados para analises citométricas. Consequentemente, o protocolo
empregado possibilitou uma quantidade suficiente de ndcleos intactos, isolados e
estequiometricamente corados. Assim as analises de citometria de fluxo para variedades de
tangerineiras apresentaram valores de coeficientes abaixo de 5% sendo considerados ideais
para as quantificacdes em plantas.

Desta forma, esses resultados podem sugerir que o porta-enxerto influencia na
quantidade de DNA da cultivar copa, conforme observado, por exemplo, na cultivar Okitsu

que, sobre porta-enxerto C. indio, obteve contetido de DNA 4,00 pg e, sobre C. Swingle,
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obteve conteudo de DNA 3,80 pg (maiores valores), ja sobre San Diego, Cravo Sta. Cruz e
Sunki Tropical, os resultados foram indices inferiores 3,56 pg, 3,66 pg, 3,30 pg
respectivamente. A cultivar copa de tangerineira Ortanique se comportou com valores de
conteildo de DNA intermediarios sobre todos os porta-enxertos.

A cultivar de tangerineira Clemenules em combina¢do com os portas-enxertos Cravo
Sta. Cruz, Sunki Tropical e C. indio apresentou menores valores de coeficiente de variagao.
Isso significa que os dados coletados para essa cultivar possuem maior indice de
confiabilidade.

Os coeficientes de variagdo (CV) encontrados para os picos G1 das folhas de

tangerineiras variaram de 0,83 a 1,27 % (TABELA 4), caracterizando um excelente resultado.



Tabela 4 - indices de DNA (ID) em pictogramas e coeficiente de variacio (CV) em folhas e raizes de tangerineiras enxertadas em diferentes
porta-enxertos, submetidas a analise de citometria de fluxo.

ID Folhas CV raizes ID raizes CVraizes D raizes
Tratamentos Porta-Enxerto/Copa CV folhas . - . .
P (p9) (pico 1) (pico 1) (pg)  (pico 2)  (pico2) (pg)
T1 Cravo Sta. Cruz/Ortanique 0,93 b* 3,70 b* 1,80 a* 4,09 a* 0,91 b* 7,44 a*
T2 Cravo Sta. Cruz/Okitsu 1,04 a 3,66b 1,19a 3,75a 0,65b 6,75 a
T3 Cravo Sta. Cruz/Clemenules 0,88 b 4,03a 1,76 a 3,94a 0,81b 7,19a
T4 Sunki Tropical/Ortanique 0,87b 3,69 b 2,54 a 4,07 a 0,93 b 7,41 a
T5 Sunki Tropical/Okitsu 1,19a 3,30b 1,75a 3,86a 0,75b 7,15a
T6 Sunki Tropical/Clemenules 0,83 b 3,95a 1,89 a 3,96a 0,94b 7,48 a
T7 C.indio/Ortanique 1,19a 3,96a 2,30 a 4,92a 1,43 a 9,06 a
T8 C.indio/Okitsu 1,27 a 4,00 a 2,20 a 3,97a 1,09 a 7,48 a
T9 C.indio/Clemenules 0,98 b 3,77a 1,47 a 3,84a 0,90b 7,18 a
T10 San Diego/Ortanique 0,88 b 3,83a 2,11a 3,56 a 1,02b 6,71a
T11 San Diego/OKkitsu 0,99 b 3,56 b 2,94 a 3,90a 1,35a 7,24 a
T12 San Diego/Clemenules 1,09 a 4,13a 1,80 a 3,54a 0,99 b 6,54 a
T13 C.Swingle/Ortanique 1,00 b 3,97a 2,68 a 3,75a 1,19a 6,84 a
T14 C.Swingle/Okitsu 1,08 a 3,80a 2,55 a 3,66 a 1,04 b 6,75a
T15 C.Swingle/Clemenules 1,06 a 3,97 a 2,19a 3,77a 1,19a 7,09a

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna pertencem a um mesmo grupo pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2017).

Ly
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Na Figura 6, observa-se histogramas de citometria de fluxo obtidos dos diferentes
tratamentos. E possivel observar que as combinagdes: Cravo Santa Cruz/Ortanique, Cravo
Santa Cruz/Okitsu, Sunki Tropical/Ortanique, Sunki Tropical/Okitsu, San Diego/OKitsu
possuem menores quantidades de DNA nas folhas. Sendo que a tangerineira Okitsu apresenta
uma tendéncia de possuir menores quantidades de DNA.

J& nas interpretacGes dos gréficos gerados, os coeficientes de variacdo CV dos picos
G1 dos histogramas sdo um indicativo de qualidade dos resultados, pois quanto menores 0s
CVs mais confidveis sdo as estimativas geradas por esses gréaficos.

A determinagéo dos valores relativos da quantidade de DNA nuclear via citometria de
fluxo, usando o iodeto de propideo originou histogramas com resolugdo que diferenciou as
fases G1, S e G2. Nos histogramas apresentados das cultivares de tangerinas, o pico 1, maior
corresponde aos nucleos da fase G1 do ciclo celular, o pico menor corresponde a fase G2 e a
regido entre esses dois picos esta o pico do padrao de referéncia. Desta forma, o nimero de
nucleos esta representado pelo eixo vertical e a intensidade de fluorescéncia relativa pelo eixo
horizontal.

Nos histogramas é possivel observar que quanto mais DNA tem a amostra mais a
direita se forma o pico, portanto, 0 material das folhas citricas tem o pico formado mais a
direita em relacdo ao pico Raphanus sativus.

No histograma, o0 eixo X representa a intensidade de fluorescéncia do DNA nuclear
marcado com o iodeto de propideo e 0 eixo y 0 nimero de eventos, ou seja, 0 numero de
nucleos analisados. Os coeficientes de variacdo (CV) encontrados para os picos G1 das folhas
de tangerineiras variaram de 0,83 a 1,27 % (TABELA 4), caracterizando um excelente

resultado.
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Histogramas de Citometria de Fluxo de diferentes variedades copa de tangerinas

enxertadas sobre porta-enxertos citricos, analisados com padrdo interno rabanete

Raphanus sativus.
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Figura 6 - Histogramas de Citometria de Fluxo de diferentes variedades copa de tangerinas
enxertadas sobre porta-enxertos citricos, analisados com padréo interno rabanete
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Figura 6 - Histogramas de Citometria de Fluxo de diferentes variedades copa de tangerinas
enxertadas sobre porta-enxertos citricos, analisados com padréo interno rabanete
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Legenda: O pico a esquerda de cada histograma corresponde ao G1 das amostras de folhas tangerinas
e 0 pico a direita corresponde ao padrdo de referéncia Raphanus sativus. Cada figura representa uma
combinacdo de porta-enxerto/copa de cultivares de Tangerina. A) C. Swingle/Clemenules; B) Cravo
Santa Cruz/Ortanique; C) Cravo Santa Cruz/Okitsu; D) Cravo Santa Cruz/Clemenules; E) Sunki
Tropical/Ortanique; F) Sunki Tropical/Okitsu; G) Sunki Tropical/Clemenules; H) C. indio/Ortanique;
1) C. indio/Okitsu; J) C. indio/Clemenules; K) San Diego/Ortanique; L) San Diego/Okitsu; M) San
Diego/Clemenules; N) C. Swingle/Ortanique; O) C. Swingle/Okitsu.

Fonte: Do autor (2015).

Conforme ocorreu nas laranjeiras, as analises de raizes dos porta-enxertos das
tangerineiras também ndo apresentaram diferenca significativa entre os tratamentos em

relacdo ao indice de DNA e também apresentaram o fendmeno da endorreduplicacédo

(FIGURA 7).
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Figura7 - Histogramas de Citometria de Fluxo das raizes das combinacbes das copas
Tangerinas X porta-enxertos citricos, analisados com padrdo interno rabanete
Raphanus sativus.
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Legenda: O pico 1, a esquerda, corresponde a fase G1(2C) das amostras de raizes das copas de
tangerinas e o pico ao meio corresponde ao padrao de referéncia, Raphanus sativus, o pico 2, a direita,
corresponde a fase G2(4C). Esse fendmeno é conhecido como endorreduplicacdo. Cada figura
representa uma combinacdo de porta-enxerto/copa de cultivares de Tangerina. A) Sunki
Tropical/Okitsu; B) C. indio/Clemenules; C) C. Swingle/Ortanique; D) C. Swingle/Clemenules.

Fonte: Do autor (2015).

Como relatado pelos autores Castle et al. (1993), Cunha Sobrinho et al. (2013), Davies
e Albrigo (1999) e Pompéu Junior (1991), os porta-enxertos citricos influenciam varios
atributos na planta, inclusive interfere na composi¢cdo quimica das folhas, na transpiracéo e no
processo da fotossintese. No presente trabalho, os resultados de citometria de fluxo sugerem

que essa interferéncia ocorra também na quantidade de DNA.
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Nota-se diferencas entre os contetudos de DNA das folhas das copas de laranjeiras e
tangerineiras enxertadas em cinco diferentes porta-enxertos. Entretanto, em relagdo ao
conteddo de DNA das raizes em crescimento tanto das variedades copas de laranjas e
tangerinas ndo houve resultados significativos. Observa-se, pouca interferéncia das copas
citricas sobre os diferentes porta-enxertos. Assim, na literatura, estdo comprovadas as
influéncias da copa sobre o porta-enxerto no desenvolvimento do sistema radicular.
Kolesnikov (1971 citado por ROM, 1987, p. 61), relata que “as raizes das plantas sdo tdo
ativas quanto as folhas e que o sistema radicular interagindo com o solo e a copa desempenha

importante papel no crescimento, desenvolvimento e frutificagdo da planta”.
4.3 Anélises anatdbmicas do caule

Decorridos 16 meses ap0s a realizacdo da enxertia, as mudas apresentavam aparéncia
saudavel e com franco desenvolvimento em casa de vegetacdo. N&o foram constatados
indicios de ocorréncia de incompatibilidade, como anel de goma na linha de enxertia, em
nenhuma das plantas do experimento. A formagdo de goma na linha da enxertia é considerada
um sintoma de incompatibilidade, determinando pouca producdo e vida curta em plantas
citricas. A incompatibilidade de enxertia é caracterizada como a incapacidade de uma planta
enxertada crescer normalmente, levando a ocorréncia da morte prematura do enxerto devido a
algum tipo de intolerancia fisiologica em nivel celular. Também considerado um indicativo de
incompatibilidade € a descontinuidade entre o xilema das duas partes, frequentemente
observada em espécies frutiferas lenhosas, em que ocorre maior crescimento do diametro do
tronco do enxerto em relagdo ao do porta-enxerto, que torna-se sensivel para sustentar a parte
aérea, ocasionando facil quebramento de plantas no ponto de enxertia (RODRIGUES et al.,
2004).

Em associacdo com a anatomia quantitativa, o estudo da anatomia qualitativa é
importante uma vez que permite a descricdo de caracteristicas gerais e observacdes
microscopicas da madeira, possibilitando a inferéncia acerca da eficiéncia da enxertia nas
diversas combinacGes copa X porta-enxerto.

Neste estudo, as combinacdes citricas apresentaram vasos Xilematicos numerosos, com
porosidade difusa uniforme e formato arredondado (ovalado a circular). Na sua maioria, eram
do tipo solitario com presenca de alguns geminados (FIGURA 8). Os vasos S0 responsaveis

pelo transporte de agua e sais minerais.
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Figura 8 - Cortes histoldgicos do lenho da regido da enxertia das combinac6es copa x porta-
enxertos citricos.

Legenda: Fotomicrografias de sec¢Bes caulinares na regido da enxertia das diferentes combinagdes
citricas. a-d: Secgdes transversais do caule evidenciando: a) vasos solitarios (s) e geminados (g); b)
padrdes de ocorréncia do parénquima, sendo eles: vasicéntrico (v), vasicéntrico confluente (vc) e em
faixas (f); c) raios (r) e d) maculas (m). e: Seccdo longitudinal mostrando o calo (c) formado nos locais
de juncéo de tecidos de enxerto (lado direito) e porta-enxerto (lado esquerdo). Barras = 100 pm.

Fonte: Do autor (2015).

Pela analise dos dados dos didmetros médios dos vasos xilematicos, foi observada
interacdo significativa tanto na analise dos vasos do enxerto quanto no porta-enxerto
(TABELA 5), o que pode ser indicio de possiveis adaptacfes anatdmicas que contribuirdo
para a ocorréncia de compatibilidade.

Os dados indicaram que as médias dos diametros dos vasos da copa e do porta-enxerto
das cultivares de laranja Navelina e tangerina Clemenules séo dependentes dos diversos porta-

enxertos citricos.
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Conforme descrito na Tabela 5, os didametros dos vasos do enxerto sobre o porta-
enxerto San Diego ndo apresentaram resultados significativos, tanto para a cultivar de laranja
Navelina como para a cultivar tangerina Clemenules. Entretanto, sobre o porta-enxerto Cravo
Santa Cruz a cultivar Clemenules apresentou diametro 19% maior em relacdo a Navelina.
Mesmo comportamento foi observado na utilizacdo de Clemenules sobre a cultivar Sunki
Tropical, alcangando didmetro 13% superior em comparacdo ao uso da Navelina. Para todos
0s porta-enxertos avaliados, a Navelina apresentou diametro de vaso maior (48,64 pm) apenas
quando foi enxertada no porta-enxerto Citrandarin indio.

Tabela 5 - Diametro médio dos vasos da copa e do porta-enxerto obtidos na sec¢do transversal
das cultivares copa Navelina e Clemenules enxertadas nos porta-enxertos San
Diego, Cravo Santa Cruz, Citrandarin indio e Sunki Tropical, apds 16 meses da
realizacdo da enxertia.

Diametro dos vasos do enxerto Diadmetro dos vasos do porta-
Tratamentos (um) enxerto (um)
Navelina Clemenules Navelina Clemenules
San Diego 38,74 aB* 38,09 aB* 31,82 hB* 36,32 aA*
Cravo Santa Cruz 35,66 bB 42,44 aA 37,58 aA 37,72 aA
Citrandarin Indio 48,64 aA 40,71 bA 33,10 aB 30,67 aB
Sunki Tropical 37,88 bB 42,68 aA 34,34 aB 30,33 bB
CV (%) 17,24 19,99

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
Fonte: Do autor (2017).

Em relacdo ao diametro de vasos no porta-enxerto (TABELA 5), a avaliacdo realizada
na cultivar San Diego mostrou que a utilizacao da cultivar Clemenules favoreceu a ocorréncia
de maior diametro de vasos, em torno de 14% maior comparado ao uso de Navelina.
Entretanto, na utilizacdo de Sunki Tropical, observou-se maior didmetro quando o enxerto era
a Navelina. Para as demais combinacdes ndo foram encontradas diferencas significativas, ou
seja, ndo houve variacao nos vasos dos porta-enxertos independente dos enxertos utilizados.

Quando se analisa o fator enxerto em relacdo ao fator porta-enxerto, observa-se que o
maior didmetro de vasos do enxerto ocorre na combinacdo Navelina/Citrandarin indio e nas
combinacdes de Clemenules com Cravo Santa Cruz, Citrandarin indio e Sunki Tropical. Em

relacdo ao diametro dos vasos do porta-enxerto, a cultivar Navelina destacou-se quando
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enxertada sobre Cravo Santa Cruz e a cultivar Clemenules apresentou maiores didmetros
quando enxertada tanto em San Diego quanto em Cravo Santa Cruz.

Pela andlise dos dados, observa-se que o diametro dos vasos da copa apresentou uma
tendéncia de superioridade em relacdo as médias do porta-enxerto em todas as combinagoes.

Os perfis dos diametros dos vasos da copa e do porta-enxerto na secgédo transversal
podem ser visualizados nas Figuras 9 e 10. A descricdo anatdbmica qualitativa das
combinagfes enxerto/porta-enxerto citricos possibilitou a inferéncia acerca da eficiéncia da
enxertia nas diversas combinacdes bem como no transporte de &gua, sais minerais e
fotoassimilados.

Goldschmidt-Blumental (1956) realizou estudos morfolégicos e anatdbmicos de
laranjeira “Shamouti” enxertada em nove porta-enxertos diferentes e foi identificada a
natureza da unido entre os tecidos dessas plantas. Constatou-se que na linha de unido entre as
partes, ocorreram alteraces na largura e no numero de vasos e na capacidade de conduzir

agua.
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Figura9 - Seccédo transversal do lenho das copas das cultivares de laranja Navelina e
tangerina Clemenules enxertadas nos diferentes porta-enxertos citricos.
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Legenda: Corte transversal do lenho das copas mostrando fibras abundantes (parte vermelho-escura),
vasos (partes claras e ovais) de distribuicdo difusa, solitarios, geminados e multiplos radiais e faixas de
parénquima axial associados a vasos (parénguima vasicéntrico, vasicéntrico confluente, em faixas).
Raios medulares em faixas. Barra = 100 pum.

Fonte: Do autor (2015).
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Figura 10 - Seccéo transversal do lenho dos porta-enxertos das cultivares de laranja Navelina
e tangerina Clemenules enxertadas nos diferentes porta-enxertos citricos.
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Legenda: Corte transversal do lenho dos porta-enxertos mostrando fibras abundantes (parte vermelho-
escura), vasos (partes claras e ovais) de distribui¢do difusa, solitarios, geminados e multiplos radiais e
faixas de parénguima axial associados a vasos (parénquima vasicéntrico, vasicéntrico confluente e em
faixas). Raios medulares em faixas. Barra = 100 um.

Fonte: Do autor (2015).

O estudo dos vasos xilematicos, também denominados como elementos de vaso, é
importante para o conhecimento do sistema de conducdo de agua e sais minerais,
principalmente no caso de plantas enxertadas, pois esta caracteristica contribui para o sucesso
da enxertia (MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010). Além disso, este fator é importante para
estudos de incompatibilidade de enxertia, pois a escolha de enxertos e porta-enxertos com
elementos de vasos distintos em didmetro podem acarretar supercrescimento ou nanismo nas
plantas formadas (DAVIS et al., 2008). Para 0s vasos, ocorreu aumento no didmetro no
sentido medula casca nas seccOes transversais da copa, do porta-enxerto e no ponto da
enxertia nas combinages citricas. Fan, Cao e Becker (2009) e Zanon et al. (2008), também

observaram aumento no didmetro dos vasos no mesmo sentido em Fagaceae, assim eles
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sugerem que estas variacOes refletem o processo de maturacdo do cambio, e no caso da
enxertia, pegamento das combinacoes.

As seccOes caulinares também evidenciaram a presenga de parénquimas dos tipos
paratraqueal vasicéntrico confluente, vasicéntricos e em faixas (FIGURA 8 b). As células
parenquimaticas desempenham a funcdo de armazenamento e de translocagdo de agua e
solutos a curta distancia. As células sdo alongadas no sentido vertical com paredes delgadas.
O parénquima paratraqueal se encontra associado aos elementos de vaso. Possui 0 padréo
vasicéntrico quando forma bainha completa em torno dos vasos e confluente quando o
parénquima vasicéntrico de dois ou mais vasos contiguos se unem formando faixas
irregulares. Também nessa secdo transversal do xilema secundario, observa-se parénquima
axial em faixas que estéo associadas aos vasos, formando faixas continuas.

O tecido parenquimatico € composto de células vivas com grande potencialidade
meristematica, com aptiddo para multiplicar e dividir as células. Dentre as varias funcfes do
tecido parenquimatico, a cicatrizacdo ou regeneracdo de lesbes, como na unido de enxertos é
considerada de grande importancia. A cicatrizacdo acontece porque as células
parenquimaticas podem retomar sua atividade meristematica diferenciando-se em outros tipos
de células (APPEZATTO-DA-GLORIA; GUERREIRO, 2006).

Foram observados raios tanto nas seccbes transversais (FIGURA 8 c) como nas
longitudinais (FIGURAS 11). Nesta ultima, os raios mostram-se unisseriados (FIGURA 11
b), uma vez que sdo constituidos apenas por uma fileira de células em largura, e
multisseriados formados por duas ou mais células (FIGURA 11 c¢). O parénquima radial é
responsavel pelo armazenamento e translocacao de dgua e solutos a curta distancia, no sentido

lateral.
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Figura 11 - Secgdo longitudinal da regi&o da enxertia com detalhes dos raios.

Legenda: Fotomicrografias de sec¢bes longitudinais na regido da enxertia de todas as combinacdes
citricas. a) Padréo de distribuicdo dos raios; b) Raio unisseriado; ¢) Raio multisseriado. Barras = 100
pum (a) e 25 um (b e ¢).
Fonte: Do autor (2015).

Para a variavel altura de raios, a analise estatistica revelou significancia na interacao
enxerto x porta-enxerto, conforme mostrado na Tabela 6. A maior altura de raios do enxerto
foi observada na combinacdo Clemenules/Cravo Santa Cruz (241,18 um) e na combinacao
Navelina/Cravo Santa Cruz (198,66 um). As cultivares San Diego e Sunki Tropical nédo

alteraram a altura de raios independente do enxerto utilizado.
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Tabela 6 - Altura dos raios do enxerto e do porta-enxerto obtidos na seccdo transversal das
cultivares copa Navelina e Clemenules enxertadas nos porta-enxertos San Diego,
Cravo Santa Cruz, Citrandarin indio e Sunki Tropical, apés 16 meses da
realizacdo da enxertia.

Altura dos raios do enxerto Altura dos raios do porta-enxerto
Tratamentos (um) (um)
Navelina Clemenules Navelina Clemenules
San Diego 180,88 aA* 177,13 aB* 147,82 bB* 195,11 aA*
Cravo Santa Cruz 198,66 bA 241,18 aA 225,59 aA 165,70 bB
Citrandarin Indio 179,33 aA 145,14 bC 166,49 bB 189,87 aA
Sunki Tropical 181,59 aA 183,60 aB 233,52 aA 154,16 bB
CV (%) 26,42 20,95

*Meédias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e maidscula na coluna ndao diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05).
Fonte: Do autor (2017).

Para a altura de raios do porta-enxerto, as cultivares San Diego e Citrandarin indio
apresentaram maior altura de raio quando combinadas com a cultivar Clemenules. Em
contrapartida, as cultivares Cravo Santa Cruz e Sunki Tropical foram superiores em altura de
raio quando receberam o enxerto de Navelina.

Quando se analisa o fator enxerto em relacdo ao fator porta-enxerto, observa-se que o
uso da cultivar Navelina ndo sofre variacdo na altura de raios do enxerto independente do
porta-enxerto utilizado. Para Clemenules, maior altura de raios do enxerto foi encontrada
quando a enxertia foi sobre a cultivar Cravo Santa Cruz, alcancando até 66% de superioridade
em relacdo aos demais porta-enxertos. Para altura de raios do porta-enxerto, as combinacdes
de Navelina com Cravo Santa Cruz e com Sunki Tropical apresentaram maiores valores. Ja
para Clemenules, maior altura de raios foi observada com o uso dos porta-enxertos San Diego
e Citrandarin Indio.

O padrdo de distribuicdo de raios das combinacdes enxerto/porta-enxerto € mostrado
na Figura 12. Os raios sdo expostos em sua extensao longitudinal. Quando o caule é cortado
longitudinalmente, pode-se obter dois tipos de corte: o radial e o tangencial. Os cortes radiais
expdem os raios como faixas horizontais perpendiculares ao sistema axial. Cortes tangenciais
seccionam o raio quase perpendicularmente a sua extensdo horizontal e mostram sua altura e
largura.

Os elementos anatémicos observados na Figura 12, no corte longitudinal tangencial:
sd0 0s vasos que sdo células em série vertical coalescente, formando uma estrutura tubiforme
de comprimento indeterminado. Cada célula que compde o vaso é designada de elementos de

vaso e, nas figuras, encontra-se na cor branca. As fibras estdo identificadas com coloragéo
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vermelha mais escura. E distribuidos na secgdo, estdo os raios multisseriados, bisseriados e 0s
unisseriados.

Figura 12 - Secgdo longitudinal tangencial do lenho no ponto da enxertia das combinacdes
copa X porta-enxertos citricos.

Legenda: Corte longitudinal tangencial mostrando raios multisseriados, bisseriados e os unisseriados
das combinagdes copa x porta-enxerto citricos. a) raios da copa “Navelina” x “San Diego”. b) raios da
copa “Clemenules” x “Cravo Sta. Cruz”. c) raios da copa “Clemenules” x “C. indio”. d) raios da copa
“Clemenules” x “San Diego”. e) raios do porta-enxerto “Navelina” x “San Diego”. f) raios do porta-
enxerto “Clemenules” x “Cravo Sta. Cruz”. g) raios do porta-enxerto “Clemenules” x “C. indio”. h)
raios do porta-enxerto “Clemenules” x “San Diego”. Barra = 200um.

Fonte: Do autor (2015).



63

Neste estudo, observou-se presenca de méaculas medulares no lenho das copas, no
ponto de enxertia e dos porta-enxertos foram observados nos cortes transversais (FIGURA 8
d). As méaculas sdo formadas por células parenquimaticas de formato irregular com paredes
lignificadas. Elas sdo originadas em resposta a injurias ao cambio, causadas por danos
bidticos ou abioticos. As plantas lenhosas necessitam de varios mecanismos de seguranga para
a prevencdo de danos, de habilidade de regeneracdo e de mecanismos de compartimentagédo
de injarias. Desta forma, dessa capacidade de regenerar partes danificadas com a habilidade
de multiplicar células parenquimaticas em varios tecidos originou-se o tecido de ligagéo, ou
melhor, a cicatrizagdo unindo o enxerto com o porta-enxerto (COSMO et al., 2010). Esses
autores afirmam que o principio do tecido de cicatrizacdo varia entre as espécies de plantas.
Em plantas lenhosas 0s raios sdo 0s principais responsaveis por esse processo, entretanto
outros componentes da zona cambial podem contribuir de forma variavel em determinadas
espécies. As células de raio contribuem em grande parte para a formagédo das maculas.

Nos tratamentos, foi observado o contato dos tecidos dos cambios de porta-enxerto e
enxerto, identificando as zonas cambiais com a maior interligagéo possivel (FIGURA 8e). As
células do cambio das duas plantas produziram células parenquimaticas, formando o calo, ou
seja, a soldadura e possivelmente as células se diferenciaram formando novas células de
cambio, as quais produziram novos tecidos vasculares, sem o0s quais ndo ha pegamento do
enxerto (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). A baixa ou incorreta formacéo de calos entre
0 enxerto e porta enxerto poderia levar a desfolha, reducdo do crescimento do enxerto e baixa
sobrevivéncia de plantas enxertadas (JOHKAN et al., 2009). Assim, a conexao vascular na
interface da enxertia pode determinar a translocacéo de agua e nutrientes, afetando as demais
caracteristicas fisiologicas (MARTINEZ-BALLESTA et al., 2010).

A andlise da Figura 8e evidencia os detalhes anatbmicos e histoldgicos da regido do
ponto de enxertia onde ha indicacdes de unido entre o porta-enxerto e 0 enxerto, embora ainda
com nitida desorganizacao estrutural. Isto provavelmente acontece devido aos aspectos de
unido de tecidos na regido da enxertia, com multiplicacdo de células do parénquima, que
estabelecem o contato inicial das partes envolvidas (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009). O
processo de soldadura da enxertia ocorre em poucos dias e, neste estagio inicial, ha formacéo
de células parenquimaticas na interface do enxerto, as quais preenchem a fenda no ponto da
enxertia, constituindo-se em calo, que associa 0 enxerto e 0 porta-enxerto, com posterior

contato entre as partes envolvidas.
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5 CONCLUSAO

Variedades copa de laranjeiras e tangerineiras apresentam tendéncia de variar o
contetdo de DNA conforme o porta-enxerto utilizado.

Nos cortes histoldgicos do lenho das combinagBes copa X porta-enxerto citricos
analisados, ap6s um ano de enxertia, estes apresentaram formacdo e proliferacdo de células
desorganizadas (calos) observando conexdo dos elementos vasculares entre enxerto e porta-
enxerto.

Nas mudas avaliadas das combinagfes copas de laranjeiras Navelate, Lane late,
Navelina enxertadas sobre os diferentes porta-enxertos citricos: limoeiro “Cravo Santa Cruz”,
“Citrumelo Swingle”, Tangerineira “Sunki Tropical”, Citrandarin “Indio”, Citrandarin “San
Diego”, ap0s 12 meses de enxertia, ndo foram constatadas ocorréncias de incompatibilidade.

Nas mudas avaliadas das combinacdes copas de tangerineiras Clemenules, Ortanique,
Okitsu enxertadas sobre os diferentes porta-enxertos citricos: limoeiro “Cravo Santa Cruz”,
“Citrumelo Swingle”, Tangerineira “Sunki Tropical”, Citrandarin “Indio”, Citrandarin “San

Diego”, ap0s 12 meses de enxertia, ndo foram constatadas ocorréncias de incompatibilidade.
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