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RESUMO

As laranjas e as tangerinas lideram ocupam o primeiro e segundo lugar no ranking
mundial das frutas citricas mais produzidas e comercializadas, respectivamente; e sdo
amplamente cultivadas em varias partes do Brasil e do mundo. Entretanto, as plantas citricas
em geral tém na escassez de agua um importante fator limitante ao cultivo. Neste sentido, no
processo de sele¢do de materiais genéticos tolerantes ao estresse hidrico, a identificacdo de
metodologias répidas e eficazes na identificacdo de plantas promissoras ¢ uma demanda
constante na citricultura. Dentre as alternativas disponiveis para avaliacdo de status hidrico
tem-se como opc¢do: a atividade celular e sua correlacdo com a atividade bioldgica; a
avaliacdo do conteudo de DNA, do teor de clorofila e ainda a quantificacdo de enzimas
atuantes nas reacdes de oxidagdes nas células. Todas essas metodologias foram utilizadas na
avaliacdo de plantas de tangerineira submetidas ao estresse hidrico buscando identificar a
combinacdo porta-enxerto/copa mais tolerante a essa condi¢do abiotica. Foram utilizadas
plantas com aproximadamente 3 anos de idade da cultivar ‘Ortanique’ como copa enxertada
sob os porta-enxertos: ‘Citrumelo Swingle’, ‘Cravo Santa Cruz’ e ‘Sunki. Estas foram
submetidas ao déficit hidrico por 17 dias e foram avaliadas a cada 4 dias seguindo o
delineamento experimental em blocos casualizados com duas plantas por parcela e cinco
repeticdes por tratamento. As avaliacGes foram realizadas pelo biospeckle para atividade
bioldgica, citometria para quantificacdo de DNA, clorofildmetro para o teor de clorofila e a
eletroforese para quantificacdo de enzimas do sistema antioxidante: SOD, APX, CAT. Os
dados obtidos foram submetidos a analise de varidncia e analisados pelo software R pela
analise multivariada e complementados por avaliacdo da analise do componente principal. Os
resultados revelaram melhor desempenho dos porta-enxertos ‘Cravo Santa Cruz’ e ‘Sunki
Tropical’ quando comparado ao ‘Citrumelo Swingle’ com destaque para o limoeiro ‘Cravo
Santa Cruz’. E as técnicas utilizadas para avali¢cdo da tolerdncia ao estresse hidrico foram

eficientes e podem ser uma alternativa em pesquisas relacionadas a estresses hidrico.

Palavras-chave: Citricultura. Tangerina. Fitotecnia.



ABSTRACT

Oranges and tangerines have a leading position on first and second place, respectively,
in the world ranking of the most produced and commercialized citrus fruits and are widely
grown in various parts of Brazil and the world. However, shortage of water is an important
limiting factor to its crop. In this sense, in the process of selection of genetic materials tolerant
to water stress, rapid and effective methodologies in the identification process of promising
plants is a constant demand in the citriculture. Among the available alternatives for water
status evaluation, there are the following options: cellular activity and its correlation with
biological activity; the evaluation of the DNA content, the chlorophyll content and the
quantification of enzymes acting in the oxidation reactions in the cells. All these
methodologies were used in the evaluation of tangerine plants under water stress, seeking to
identify the scion/rootstock combination tolerant to this abiotic condition. Plants with
approximately 3 years old of the cultivar 'Ortanique’ grafted on ‘Citrumelo Swingle', 'Cravo
Santa Cruz' and 'Sunki were under water deficit for 17 days and were evaluated every 4 days,
stated in randomized blocks with two plants per plot and five repetitions per treatment as
experimental desing. The evaluations were made by biospeckle for biological activity,
cytometry for DNA quantification, chlorophylometer for chlorophyll content and
electrophoresis for quantification of enzymes from antioxidant system: SOD, APX, CAT. The
datas were processed by software R by univariate and complemented by multivariate analysis.
The results revealed a better performance of 'Cravo Santa Cruz' and 'Sunki Tropical
rootstocks compared to the 'Citrumelo Swingle' with highlight for ringpur 'Cravo Santa Cruz'.
And the techniques tested on this tolerance to water stress conditions were efficient and can

be an alternative in researches related to water stress.

Keywords: Citriculture, Tangerine, Crop Science.
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1 INTRODUCAO

A citricultura representa o cultivo plantas citricas e neste grupo, a producdo de
laranjas, limdes, limas e pomelos se destacam mundialmente com a maior producdo e maior
area cultivada. As tangerinas ocupam o segundo lugar em importancia mundial entre as frutas
citricas, com produgdo aproximada de 24 milhdes de toneladas dos 124.246 mil toneladas das
frutas citricas produzidas no mundo. (FAO,2016).

O Brasil destaca-se como o quinto maior produtor mundial de tangerina com 970 mil
toneladas da fruta, atrds apenas da China, Espanha, Marrocos e Turquia. S&o
aproximadamente 50 mil hectares plantados principalmente nas regides Sudeste e Sul do Pais,
principalmente nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais, Parand e Rio Grande do Sul, que
juntas totalizaram 86% da producdo nacional, destinadas basicamente ao consumo de fruta
fresca (IBGE, 2019; FAO,2016).

Assim como em grande parte das plantas agronomicamente cultivadas, a agua é um
dos fatores ambientais mais relevantes para metabolismo das plantas citricas, afetando o
crescimento, o comportamento fisiologico e a produtividade (BILIBIO et al., 2010; LIMA et
al., 2012). Seu excesso ocasiona sérios prejuizos podendo afetar a aeracdo na zona radicular
e a lixiviagdo dos nutrientes, enquanto que sua falta pode inibir o crescimento da planta e
afetar o metabolismo fisiol6gico (TAIZ, 2016).

Na producdo de frutas citricas, desde a implantacdo do pomar até colheita, as plantas
estdo sujeitas a continuos e variados estresses de natureza bidtica e abidtica de diferentes
intensidades, associados as condi¢des climaticas e edaficas. Nos casos de estresses hidricos,
existe uma relacdo direta com a presenca ou déficit de agua no solo em épocas e quantidades
apropriadas (CRUZ, 2003). O estagio fenoldgico em que a planta se encontra influencia na
sua capacidade de percepcdo ao deficit hidrico e este é observado na medida em que 0s
estomatos se fecham. Como consequéncia a redugdo da fotossintese € agravada causando
murcha das folhas ou até mesmo a queda das mesmas, o que pode comprometer o crescimento
e até a producgdo de frutos (SENTELHAS, 2005). A falta de 4gua ao longo de formacdo e
desenvolvimento dos frutos quando ocorridos em épocas ocasionais promove um
florescimento tempordo, que reduz a producdo na época comum da cultivar. (ORTOLANI et
al., 1991; DOORENBOS; KASSAM, 1994).

Sabendo a importancia da agua para o cultivo vegetal, a utilizagdo de pardmetros na
identificacdo de plantas citricas tolerantes ao estresse hidrico € importante na tomada de

decisdo sobre a recomendacdo de combinacdo de copas e porta-enxertos. A utilizacdo de
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metodologias e técnicas na avalicdo de plantas tolerantes ao estresse hidrico devem ser
consideradas antes da recomendacgédo para plantios comerciais, afim de reduzir o risco no
cultivo. Sabendo que porta-enxertos podem interferir no comportamento da copa enxertada
deve se averiguar o efeito sobre esta combinacéo.

Diante dessa demanda, este trabalho foi conduzido com o objetivo de verificar a
eficdcia da avaliacdo da atividade celular e sua correlagdo com a atividade bioldgica; da
avaliacdo do contetdo de DNA, do teor de clorofila e ainda da quantificacdo de enzimas
atuantes nas reacOes de oxidacBes nas células, como ferramentas para estudar os efeitos da
restricdo hidrica no comportamento de uma copa de tangerina enxertada em trés porta-

enxertos distintos.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Panorama Da Citricultura Mundial

A producdo global de laranja para safra 2018/19 deve expandir 4,2 milhdes de
toneladas, uma vez que o clima favoravel leva a cultivos maiores no Estados Unidos.
Consequentemente, espera-se que a fruta tanto para usos frescos quanto para processamento
seja maior e as exportacOes de frutas frescas devem aumentar 4%. No Brasil, a previsdo é de
gue haja um aumento de 13%, pela boa floracdo e consequente formacdo de frutos com o
clima favoravel.

Jé& para as tangerinas, a previsdo e de um aumento de 1,5 milhdo de toneladas na safra
2018/19, com expansdo da cultura na China e na Unido Europeia compensando um declinio
na Turquia. O consumo e as exportacdes estdo em niveis recordes com o aumento da oferta
disponivel. A producdo da China esta prevista para subir 800.000 toneladas para um recorde
de 22,0 milhGes devido ao clima favoravel e rapida expansdo da area de cultivo dedicada as

tangerinas.

2.2 Origem, Classificagdo Botanica E Distribui¢do Geogréafica

As plantas citricas pertencem a familia Rutaceae, com os principais géneros Citrus,
Fortunella e Poncirus (CRONQUIST, 1968; MARCIDE, 1985; SWINGLE, 1967). Sua
distribuicdo, desde os centros de origem no continente asitico para as mais diversas regides

do mundo, acompanharam 0s mais importantes acontecimentos historicos como as invasoes
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barbaras (350 a 400 D.C) que resultaram no fim do império Romano, atribuindo nessa época
sua dispersdo mundial (WEBBER et al., 1967). O cultivo do citros espalhou-se pelo mundo
principalmente pela sua capacidade de adaptacdo as condigdes tropicais e subtropicais,
estabelecendo-se como atividade agricola de grande importancia, superada somente pela
cultura da bananeira e sua respectiva industria (FURLAN, 2014).

Desde os primeiros registros, a regido do Sudeste da China (antiga Birmania) é tida
como a mais antiga no cultivo de Citrus L. (SPURLING, 1969). Os locais de origem variam
de acordo com os relatos histéricos, tendo como destaque a laranjeira doce (Citrus sinensis)
com origem no sul da China e Indochina, a tangerina (Citrus reticulata Blanco) com a mesma
origem da anterior, mas com migracio para o Leste da india o limoeiro [Citrus limom (L.)
Burm. f] com centro de origem indefinidos (CHAPOT, 1975). Trazida da Espanha por
portugueses e introduzida no Brasil em 1501, a laranja passou por varias localidades e se
concentrou em SP (NEVES et al., 2007).

2.3 Tangerineiras e Seus Hibridos

As tangerineiras (Citrus reticulata Blanco) se originaram na China e sudeste da Asia
(KOLLER; SCHAFER, 2009) e representa 6% da producdo brasileira de citros. Entre as
cultivares mais cultivadas s&o: tangerineira "Ponkan" (C. reticulata Blanco) e tangor
"Murcott” [C. sinensis (L.) Osbeck x C. reticulata Blanco]. H& poucas plantacdes de
tangerina Montenegrina (C. delicious Tenore) e tangerina 'Cravo' (C. reticulata Blanco)
(IBGE, 2019).

Os frutos de tangerinas usualmente sdo de tamanho pequeno ou médio, de forma
achatada, casca fina e pouco aderente, o centro do fruto é aberto e o aroma é distintivo. Em
regides de clima subtropical, com invernos frios, o fruto desenvolve coloracdo avermelhada,
tanto interna como externamente, ou seja, na casca. As sementes tém cotilédones verdes, mas
hd excecbes. A planta é muito resistente ao frio, enquanto o fruto ndo. Tem folhas
lanceoladas, com ponta e com a nervura central proeminente; o peciolo é tipico, ndo alado. As
flores sdo usualmente brancas, pequenas, isoladas, ou em inflorescéncia de pedinculos curtos.
A planta é normalmente alternante Ha espéecies mono e outras poliembriénicas (HODGSON,
1967; ANDERSON, 1996).

H& uma vasta adaptacdo climatica devido a ampla diversidade interespecifica e
também hibridos e variedades. As tangerineiras ‘Ponkan’ e ‘Dancy’ apresentam melhor

desempenho em climas tropicais e semitropicais; e as ‘Clementinas’ e ‘Mexericas’ em regides
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subtropicais e mediterraneos. Ja as ‘Satsumas’ resistem a temperaturas de até -9°C sendo
melhores em climas com inverno rigoroso (DAVIES & ALBRIGO, 1994).

Os hibridos em tangerineira podem ser criados a partir de cruzamentos controlados ou
naturais. Como exemplos deste ultimo, tem-se alguns tangores — originados a partir de
cruzamentos de tangerinas com laranjas verdadeiras, como ‘Murcott’ ¢ ‘Temple’ (DAVIES &
ALBRIGO, 1994). J& a hibridacdo controlada é possivel gracas a possibilidade de utilizar
plantas mdes monoembridnicas como por exemplo os tangelos (tangerina X pomelo)
Clementina e King (HODGSON, 1967; MOREIRA & PIO, 1991). Também pode ser usada
planta mae poliembridnica, como foi feito no Brasil (DONADIO, 1984), utilizando Satsuma e
obtendo-se alguns hibridos de interesse potencial, principalmente alguns que se mostraram
tolerantes a CVC (LI, 1997).

Os dados da FAO (2016) reportam ainda que houve mudangas importantes na
producdo de tangerinas entre os principais paises produtores. Assim, enquanto o Brasil, nos
ultimos vinte anos, mais que dobrou sua producdo, o Japao sofreu uma reducdo de cerca de
60%, embora ainda se mantenha como terceiro entre os principais produtores, atras da China e
Espanha, onde as tangerineiras ganharam muita importancia nos ultimos 20 anos. A Espanha
mais que dobrou sua producdo, aumentando sua participacdo no total produzido de 10 para
13%.

2.3.1. Ortanique

O tangor ‘Ortanique’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] com tangerineira (C. reticulata
Blanco) é citado por Oliveira & Scivittaro (2011) e Oliveira et al. (2010) tendo como o
primeiro local descoberto a Jamaica. No Rio Grande do Sul é destaque na producdo deste
hibrido cuja area plantada ultrapassa 100 hectares sendo também cultivada em outras regides
do mundo como cita Saunt (1990) algumas regiées como Honduras Austréalia, Chipre e Africa
do Sul. As plantas sdo vigorosas, de rapido crescimento, entram precocemente na fase
produtiva, 0s ramos séo resistentes e ndo possuem espinhos, 0s brotos sdo vigorosos e pouco
ramificados, a folhagem é densa e as folhas apresentam forma geralmente eliptica, tamanho
médio e peciolo alado. As flores sdo completas, com gréos-de-pdlen e sacos embrionarios
férteis, porém auto incompativeis. Os frutos sdo de tamanho médio a grande, com peso médio
de 210 g; forma ligeiramente achatada na parte distal, onde ocorre a formacgao de um pequeno
umbigo; casca aderida & polpa, com coloracdo laranja ligeiramente avermelhada e textura
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granulosa devido a presenca de glandulas salientes de 6leo; sem sementes quando cultivados
em pomares isolados de outras cultivares; possuem boa resisténcia ao transporte.

A maturacdo dos frutos é tardia. A colheita pode ser realizada de meados de julho ao
final de outubro. Os frutos conservam-se adequadamente nas plantas até o més de outubro,
sem perda de qualidade. Quando colhidos, podem ser conservados sob refrigeragédo por mais
de um més. E uma cultivar bastante produtiva, dependendo das condi¢des de cultivo, pode
atingir 40 toneladas por hectare. (EMBRAPA 2010).

2.4. Porta-Enxertos

Porta enxerto € uma das partes que integra a planta citrica e que podem influenciar nas
caracteristicas culturais, fitossanitarias, produtividade e qualidade e producdo de frutos.
Diferentes porta enxertos em mesmas condi¢des ambientais resultam em respostas que séo
compativeis a constituicdo genética destes e sua interacdo com o ambiente. As caracteristicas
desejaveis nas matrizes de um porta-enxerto sdo: alta taxa de poliembrionia (produzir
descendentes com mesmas caracteristicas genéticas); grande nimero de sementes, resisténcia
as principais doencas (gomose, tristeza e declinio); quantidade e qualidade dos frutos e
tolerancia a seca (CARLOS et al., 1997; FADEL, 2015). A escolha do porta-enxerto também
influencia nas caracteristicas quantitativa dos frutos tais como tamanho, quantidade de suco,
solidos soluveis e sélidos totais, amargor e teor de sais minerais tamanho, peso, coloracdo e
espessura da casca (HIROCE, 1990; DI GIORGI et al., 1993; STUCHI et al., 1996; CARLOS
etal., 1997, SHARMA et al.,2016).

Além de influencias nas caracteristicas fisico-quimicas, organolépticas e sensoriais, 0s
porta-enxertos tém diferentes comportamentos quanto a disponibilidade de agua, destacando-
se 0 limoeiro ‘Cravo’ (Citrus limonia Osbeck) como tolerante ao estresse hidrico quando
comparado a outras cultivares (CARLOS et al., 1997; GONCALVES et al., 2016). J4 o0
‘Citrumelo Swingle’ (Citrus paradisi Macf. x Poncirus trifoliata Raf.) € um importante porta-
enxerto para a produgdo comercial de citros. Nos anos 40, esse hibrido comecgou a ser testado
como porta-enxerto para variedades comerciais de citros, sendo introduzido no Brasil logo
apos esse periodo. Desde entéo, o citrumelo Swingle despontou em diversos experimentos em
praticamente todas as regides citricolas mundiais como um 6timo porta-enxerto alternativo
(CITROCLIMA, 2005). Estima-se que mais de 50% das plantas citricas cultivadas na Flérida
estdo sobre esse porta-enxerto (CASTLE E STOVER, 2001). No Brasil, 0 maior produtor de
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citricos do mundo, o citrumelo Swingle é o segundo porta-enxerto mais utilizado e vem

ganhando maior importancia devido a sua tolerancia a Morte Subita dos Citros (MSC).

2.4.1. Diversificacdo

A diversificagdo nos porta-enxertos € uma necessidade atual nos pomares citricos
brasileiros onde predomina o uso do limoeiro ‘Cravo’ que se destaca-se como 0 mais
utilizado, devido a inimeros beneficios. Porém a nao diversificacdo e o grande uso do mesmo
nos pomares brasileiros torna-se preocupante, e jd& marcou a histdria da citricultura brasileira
com a incidéncia da Morte Subita dos Citros doenga que trouxe grande impacto econémico ao
dizimar pomares do Triangulo Mineiro. A manutencdo de pomares neste Gnico porta-enxerto
torna os pomares brasileiros vulneraveis a ocorréncia de novas doencas que podem
comprometer a producao.

A diversificacdo dos porta-enxertos é importante também na garantia da diversidade
genética, fator importante surgimento de novas enfermidades. (MEDINA et al., 1998; SAU et
al.,, 2018). A baixa variabilidade genética aumenta a vulnerabilidade as enfermidades,
podendo estas causar a reducdo da producdo, 0 aumento de custos, dos tratos culturais, além
de reduzir a vida atil dos pomares (ESPINOZA-NUNEZ, 2010; POMPEU JUNIOR;
BLUMER, 20009).

O limoeiro ‘Cravo’, mesmo sendo o mais utilizado como variedade porta-enxerto no
Brasil, com boa producéo e qualidade de frutos, na maioria das combinacdes é susceptivel ao
‘Declinio’, que tem causa controversa, possivelmente pelo estresse sofrido pela planta, e a
‘Morte subita do citros’ com causa incerta, mas suspeita-se de um virus transmitido por vetor.
Além disso, é susceptivel ao exocorte e xiloporose (POMPEU JUNIOR, 1991; AGENCIA DE
DEFESA E INSPECAO AGROPECUARIA DE ALAGOAS — ADEAL, 2018).

Como alternativa de porta-enxertos disponiveis tem se 0 ‘Cravo Santa Cruz’ (Citrus X
limonia) originado a partir da mutagdo da gema do ‘Cravo Santa Barbara’. Apresenta
poliembrionia elevada, resultando em maior uniformidade dos cavalinhos e formagéo de
copas menores, boa tolerancia a seca, suscetibilidade a gomose de Phytophthora, ao declinio e
a morte subita dos citros (EMBRAPA, 2015). Comparando a selegdo de limoeiro ‘Santa Cruz’
com outras trés selecdes dessa cultivar obtidas na Embrapa Mandioca e Fruticultura,
observaram que este produz um maior nimero de sementes por fruto e tem poliembrionia
mais elevada, apresentando bom potencial de emprego em viveiros comerciais de citros
(SOARES FILHO et al., 1999).
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O ‘Sunki Tropical’ (Citrus sunki HORT. EX TAN.) induz boa qualidade de frutos
quando combinada a variedades de tangerineira, laranjeira e pomeleiro, sua producdo é
precoce, apresenta alta tolerancia a seca, resistente a gomose causada por Phytophtora,
tolerante ao virus da tristeza e frutos com poucas sementes, mas tras o inconveniente de
induzir a producio de frutos de um a dois anos apos o limoeiro ‘Cravo’ e o ‘Volkameriano
(SOARES FILHO et al., 2002, 2003, 2004; EMBRAPA, 2015).

No Sergipe, os citrandarins ‘Indio’, ‘Riverside’ e ‘San Diego’ foram considerados
alternativas promissoras ao limoeiro ‘Cravo’ comum, por induzirem a formagdo de copa de
laranjeira 'Péra’ menor e com elevada eficiéncia produtiva nos primeiros anos (CARVALHO
et al., 2016).

A historia da citricultura vem mostrando a importancia da diversificacdo na utilizacao
de porta-enxertos, além da necessidade de variedades melhoradas visando a tolerancia e/ou
resisténcia a estresses bidticos e abioticos (SANT” ANNA, 2009).

No campo, ha uma preferéncia dos citricultores por variedades que sejam tardias, pois
cultivares medianas ou precoces apresentam menores produtividades e também maultiplas
floradas, fatores que dificultam o controle de pragas e doencas. Porém, variedades precoces
tem a vantagem de produzir em épocas que a oferta de mercado é menor, facilitando a

comercializagdo e aumentando a lucratividade (CAPUTO, 2012).

2.6. Estresse Hidrico

Tirar as plantas das condigdes 6timas para seu desenvolvimento é considerado um
estresse 0 que pode ser induzir mudangas nas suas estruturas fisiologicas sendo estas
reversiveis ou ndo (LARCHER, 2004). Segundo FAROOQ et al., 2009, o estresse abidtico
mais interfere no metabolismo das plantas é o déficit hidrico e seus efeitos podem ser
manifestos em qualquer estagio fenoldgico da planta, sendo variavel em funcéo da severidade
e duracdo do estresse. ().

O estresse hidrico em plantas citricas esta relacionado ao porta-enxerto, porta-enxerto
(COHEN & NAOR, 2002; SYVERTSEN & LEVY, 2005) e estdo relacionadas as suas
caracteristicas de sistema radicular, como a profundidade, arquitetura e condutividade
hidraulica das raizes (MEDINA et al., 1998). Sob deficiéncia hidrica, a interacdo entre porta-
enxerto e copa pode se tornar mais significativa (DONATO et al., 2007). Alguns autores
reportam também que , o estresse hidrico pode acentuar a sintomatologia de algumas doencas,
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principalmente as vasculares, como CVC (Clorose Variegada dos Citros) e o declinio dos
Citros (BERGUER, 1998, MEDINA, 2002; MACHADO et al., 2007).

2.6.1 Principais fatores ligados ao estresse Hidrico

A falta de agua é um fator que afeta a planta em varios aspectos organizacionais
afetando o crescimento, alterando o metabolismo, diminuindo o potencial produtivo
(PASSIOURA, 1997). Mudangas climaticas podem provocar alteragdes na disponibilidade
hidrica para plantas, e em casos de restricdo hidrica pode ser o fator ambiental limitante do
crescimento e produtividade (CHAVES et al., 2003; HAMDY et al., 2003).

As plantas submetidas ao estresse hidrico podem desenvolver mecanismos para
reestabelecer seu estado de equilibrio, sendo este chamado de toleréncia ou aclimatacédo
(MITTLER, 2006; SUZUKI;). Esses asseguram sua capacidade de toleréncia, e séo ativadas
vias metabdlicas que sintetizam proteinas e outros compostos para auxiliar no processo de
aclimatacdo (SHULAEV et al., 2008). Essas proteinas e compostos induzem respostas
bioquimicas e fisiologicas que envolvem o fechamento estomatico, reducdo no crescimento
celular e na fotossintese e ativacdo da respiracdo (YAMAGUCHI-SHINOZAKI,
SHINOZAKI, 2007).

2.6.2 Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

O déficit hidrico leva a reducdo da fotossintese e aumento da respiracdo nas plantas o
que, por sua vez, aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em inglés
(Reactive Oxygen Species — ROS). EROs, sdo produzidos nas mitocondrias, cloroplastos e
peroxissomas como o0 oxigénio single (*O2), peréxido de hidrogénio (H202), superdxido (Oy),
e radicais hidroxila (HO) capazes de causar danos oxidativos aos lipidios, proteinas e ao DNA
(APEL; HIRT, 2004; M@LLER; JENSEN; HANSSON, 2007).

Para diminuir os sintomas citotoxicos dos EROs as plantas desarmam um sistema
antioxidativo em que enzimas especificas agem neutralizando a acdo desses radicais,
comecando com a superdxido dismutase (SOD), que desmuta o radical O> para H203; este
sofre acdo de enzimas como: a catalase (CAT), responsavel pela transformacdo do H20, em
H.O e Oy, e as peroxidases, ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase (GPX) que
reduzem o H2O2 a H20 (APEL; HIRT, 2004).
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2.6.3. Clorofila

A clorofila é o pigmento mais numeroso entre 0s seres vivos cujo principal papel é a
absorcéo da luz solar e sua transformacéo para energia quimica no periodo da fotossintese,
este processo é fundamental para a vida na terra. A dois sistemas na fotossintese, as reacfes
luminosas, que acontecem quando as plantas sdo iluminadas, e reacdes de fixacdo de carbono,
que ocorrem na luz e escuriddo. Em reacGes luminosas, a clorofila e outros pigmentos das
células fotossintetizantes absorvem a energia luminosa e a conservam na forma quimica de
dois produtos ricos em energia, 0 ATP e 0 NADPH (DANIELA BORRMANN, 2009).

As plantas verdes contém principalmente clorofila a, que corresponde a
aproximadamente 75 % dos pigmentos verdes totais, e a clorofila b, que € um pigmento
suplementar, na razdo aproximada de 3:1, embora razdes entre 2,5 e 4,0 j& tenham sido
reportadas na literatura. A proporcdo varia com as condi¢cdes de crescimento e fatores
ambientais, etapa no ciclo de vida da planta e espécie vegetal. Por exemplo, plantas que
crescem na sombra apresentam uma quantidade elevada de clorofila b, o que pode ser
explicado com base nas suas propriedades de absorcdo da luz. A clorofila b é capaz de
absorver fortemente entre 450 e 480nm, enquanto a clorofila a absorve fortemente entre 400 e
450nm (GROSS, 1991).

Durante o ciclo celular das plantas a clorofila é sintetizada e degradada na mesma
proporcdo de modo que a planta entra em senescéncia, embora haja algumas exce¢des em
alguns vegetais nas quais permanecem “sempre-verdes” (DANIELA BORRMANN, 2009).

A primeira etapa da degradacdo da clorofila é iniciada na senescéncia por fatores
endogenos, mas pode ser influenciada por fatores externos, tais como déficit hidrico, reducéo
de luz, mudancas de temperatura, aumento do teor de etileno ou por fatores internos, como
aumento de permeabilidade da membrana e mudanca de pH. Esses fatores interferem no
processo natural, levando a aumentar ou retardar a degradacao da clorofila (TAKAMIYA et
al., 2000; HEATON & MARANGONI, 1996).

O processo inicial da degradacao resulta em catabdlitos coloridos, verde amarronzados
que ainda possuem propriedades fotodinamicas. O processo final da degradacdo envolve a
formacgéo de produtos incolores, fluorescentes e ndo-fluorescentes, que se diferenciam pela
localizagéo das duplas ligacdes nos anéis pirrélicos (GANDUL-ROJAS et al., 2004).

O acumulo de catabdlitos fotoreativos produz espécies reativas de oxigénio que
induziriam a morte celular. Portanto, o metabolismo funcional da clorofila, incluindo

biossintese e degradacdo, € importante para prevenir o acumulo desses intermediarios. As
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propriedades fotodindmicas da clorofila, que possibilitam a conversdo da energia luminosa em
energia quimica durante a fotossintese podem se tornar uma ameaga durante a senescéncia.
Por isso, a degradacdo da clorofila pode ser considerada um processo de detoxificacéo
(HORTENSTEINER et al, 2004). A propria clorofila na sua forma livre ¢é fotossensivel e atua
como pré-oxidante, provocando a morte prematura da célula (PRUZINSKA et al., 2003).

2.6.4. Biospeckle

Rabal at all. (1998) classifica o speackle como uma luz a laser que pode ser notado
iluminando um material bioldgico, tais como sementes, folhas, raizes, caules, ou qualquer
outro fenémeno bioldgico. O biospeackle somente é observado com delineamento estatistico
sobre imagens pré obtidas objetivando tragar uma resposta concreta sobre o fenébmeno. A
introducédo do speckle dindmico como fenémeno capaz de mensurar a atividade biologica em
tecidos animais e vegetais tem referido um grande avanco desde a década de 1970, quando
BRIERS (1975) propds a medicdo da microcirculacdo do sangue em tecido humano. Nos
trabalhos que se seguiram buscou-se dominar a técnica, além de descobrir novas aplicaces
para 0 uso do 18 laser e do speckle dindmico como instrumento de medigdo da atividade
biolégica. A combinacdo, atualmente disponivel, de sistemas de aquisicdo e processamento
digital de imagens, constitui uma ferramenta importante para o0s pesquisadores desenvolverem
novas técnicas de avaliacdo ndo destrutivas. Segundo BERGKVIST (1997), os materiais
biol6gicos apresentam uma caracteristica peculiar em relagdo aos outros materiais, uma vez
que eles, apresentam-se como meios de grande dispersdo da luz. Esses materiais apresentam
uma grande complexidade no que se refere a interagdo da luz com seus diversos constituintes,
o0 que é amplificado pela complexa movimentagdo interna. A agua € um constituinte basico de
materiais biologicos, ndo absorve a luz do laser de HeNe a 632nm. Em experimentos, e de
forma intuitiva, observa-se que a umidade esta relacionada com a transmissdo da luz pelo

material bioldgico.
2.6.5. Citometria de Fluxo
A citometria de fluxo é uma ferramenta que analisa parametros Opticos de particulas

coradas em suspensio (DOLEZEL, 1997). E uma ferramenta uzada para estimar o contetdo

de DNA, mensurar niveis de ploidia, caracterizar hibridos somaticos e analisar o ciclo celular,
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que sdo Uteis em diversas &reas da biotecnologia vegetal (YANPAISAN et al., 1999;
DOLEZEL ¢ BARTOS, 2005).

Segundo JOHNSTON et al. (1999), para estimar o conteido de DNA de uma espécie é
necessario o uso de nucleos de animais ou de plantas como padrdes. O uso do padréo interno
minimiza o erro de analise, pelo fato de amostras serem processadas em conjunto com o
padrdo. Consequentemente, 0s picos entre as posi¢des do padréo e da espécie sdo constantes,
reduzindo o erro nas médias comparativas entre os picos da amplificacdo linear na
quantificacgio do DNA em uma Unica amostra entre o padrdo e a espécie em questdo
(DICKSON et al., 1992; DIAMOND e DE MAGGIO, 2000).

Com a citometria de fluxo € possivel é possivel observar a diferenca do contetdo de
DNA dentro de uma mesma espécie como ja foi observado por Buitendijk et al., 1997.
Embora o conteddo de DNA por genoma da espécie seja constante, podem ocorrer excegdes.
Em muitos casos, a variagdo intraespecifica se d& pela variagdo dos cromossomos,
aneuploidias, presenca de cromossomos supranumerdrios, perdas ou duplicagdes de
segmentos dos cromossomos. Isso pode ter grande efeito no conteddo de DNA do genoma da
espécie (BENNETT e SMITH, 1976; OHRI, 1998).

3. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida durante os meses de fevereiro e margo de 2016; em casa
de vegetacdo do pomar da Universidade Federal de Lavras - UFLA. Os parametros ambientais
de temperaturas méaximas e minimas do ar e precipitacdo registrados durante o periodo de
conducéo do experimento sao apresentados na Figura 1.
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Figura 1- Valores médios de Temperatura (°C) e precipitacdo (mm) registrados durante o
periodo de avaliacdo de plantas de tangerina ‘Ortanique’ em diferentes porta enxertos.

Foram avaliadas plantas da cultivar ‘Ortanique’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck x Citrus
reticulata Blanco] enxertada os porta enxertos: ‘Citromelo Swingle’, ‘Cravo Santa Cruz’ e

‘Sunki Tropical’. As combinacfes e 0s respectivos tratamentos sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Relacdo de tratamentos e combinacdo de copa e porta-enxertos para variedade

Ortanique.
Tratamentos Combinacéo Irrigacdo
(Copa com Porta-Enxerto)

1 Ortanique x Cravo Santa Cruz Irrigado
2 Ortanique x Cravo Santa Cruz Nao-Irrigado
3 Ortanique x Sunki Tropical Irrigado
4 Ortanique x Sunki Tropical Nao-Irrigado
5 Ortanique x Citrumelo Swingle Irrigado
6 Ortanique x Citrumelo Swingle N&o-Irrigado

Foram selecionadas plantas uniformes com 24 meses de idade, ndo apresentaram
diferencas quanto a altura e didmetro de porta-enxerto, com valores médios, respectivos de
12,53cm; 0,67 cm.

As plantas foram transplantadas para recipientes de 5L contendo substrato composto
de terra de subsolo e areia na proporc¢édo de 3:1. O solo foi analisado e apresentou 27% argila;
53% areia e 20% silte e as seguintes carateristicas: pH (H20) = 5,8; P = 1,2 mg dm3; K = 45
mg dm3; Ca*2 = 1,3 cmol dm3); Mg*2 = 0,4 cmol dm=; AI*® = 0,1 cmol dm™3; H+Al = 2,3
cmol dm=; SB = 1,8 cmol dm=; t = 1,9 cmol dm™®; T = 4,1 cmol dm™®; V = 44%; MO = 1,5
dag kg?; P-rem = 16 mg L1. Uma vez que os niveis de nutrientes foram satisfatorios, foi
realizada uma adubacdo béasica seguindo as recomendacdes de Mattos JR. et al (2009) e para
determinar a quantidade de &gua a ser aplicada, determinou-se também a capacidade de
campo do solo, pelo método de laboratério (REICHARDT, 1988).

Os tratamentos compostos pelas plantas irrigadas, foram irrigados para manter o solo
na capacidade de campo, e para a inducdo do estresse hidrico foi suspensa a irrigacdo nos
tratamentos ndo irrigados. O experimento seguiu o delineamento em blocos casualizados com
duas plantas por parcela e cinco repeticdes, constituindo um fatorial 2x5x5 sendo: 2 niveis de
estresse hidrico x 3 combinagdes porta enxerto/copa, fatorial triplo com parcela subdividida
no tempo considerando as 4 épocas de avaliagdo que correspondeu ao periodo entre 15 de
fevereiro a 2 de margo, intercalados de 4 em 4 dias.

As plantas de cada tratamento foram avaliadas por clorofila atravées de leituras direta

no clorofilometro Falker ®.
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Para a determinacdo do conteudo de DNA: foram utilizadas duas amostras de
aproximadamente 30 mg de folhas jovens da variedade de copa. Cada amostra foi comparada
com amostra foliar de soja (Glycine max), padrdo de referéncia de DNA - 2,50 picogramas
(pg) (DOLEZEL et al., 1994). As folhas foram cortadas em placas de Petri contendo 1 ml de
tamp&o Marie composto por 50 glucose mM; NaCl 50 mM; KCI 50 mM; 50 mM Na2.EDTA;
50 mM citrato de sodio; 0,5% de Tween 20, 50 mM de HEPES (pH 7,2), 1% (m / v) de
polivinilpirrolidona-10 (PVP-10) (MARIE E BROWN, 1993), para obter um extrato de
nucleos. Este processo foi realizado sob gelo triturado para manter a integridade dos ndcleos.
Posteriormente, o material foi aspirado usando uma pipeta Pasteur e filtrado em uma malha de
50 um. Ao filtrado foram adicionados 25 pg / mL do iodeto de fluorocromo propidio. Ap6s 5
minutos de adi¢do do fluorocromo, as amostras ja poderiam ser analisadas. Duas leituras de
cada amostra foram realizadas, sendo lidos 10 mil nlcleos para estimar o contetdo de DNA
em pg. Os histogramas foram obtidos no citdmetro FacsCalibur® (Becton Dickinson,
Bioscienses, San Jose, Califérnia) com o programa Cell Quest. O conteddo de DNA nuclear
das plantas foi estimado usando a razéo entre as intensidades de fluorescéncia dos nucleos G1
do padrdo de referéncia e os nucleos G1 da amostra, multiplicando essa relacdo pela
quantidade de DNA do padrédo de referéncia. Os histogramas obtidos foram analisados no
software WinMDI 2.8.

Na analise eletroforética de isoenzimas foram coletadas amostras foliares das plantas
nos respectivos tratamentos na Gltima época de avaliacdo e armazenadas a temperatura de -86
°C. O material foi macerado em almofariz pré-resfriado com nitrogénio liquido e adicionado
antioxidante polivinilpirrolidona (PVP). As amostras de 100 mg do material macerado nas
quais foram adicionados 300 puL do tampéao Tris HCI 0,2M pH 8,0 ¢ B-mercaptoetanol 0,1%.
O material foi homogeneizado em vortex e mantido por 12 horas em geladeira, seguido de
centrifugacgdo a 14.000 rpm por 30 minutos, a 4 °C. A eletroforese foi realizada em sistema de
géis de poliacrilamida em sistema descontinuo (7,5% gel separador e 4,5% gel concentrador).
O sistema tampao gel/eletrodo utilizado foi o Tris-Glicina pH 8,9. Foram aplicados 60 uL do
sobrenadante das amostras no gel e a corrida eletroforética efetuada a 120 V por 5 horas.
Apbs o término da corrida, os géis foram revelados para as enzimas superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD), conforme ALFENAS et al. (2006).

Analise da atividade biologica pela técnica do biospeckle laser: foi realizada
iluminando-se duas amostras de cada tratamento. As leituras foram feitas na regido de uma
folha completamente expandida. Luz coerente iluminava a amostra e interagia com o material

vegetal, gerando padrfes de interferéncia que foram capturados por um microscépio digital,
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posicionado na regido anterior do tubo, caracterizando uma configuragdo “backscattering”. A
luz coerente foi provida por um laser diodo de cor verde, comprimento de onda de 532 nm e
corrente em torno de 66 mA. Uma lente a uma distancia de 0,75m da amostra foi utilizada
para ampliar o feixe de luz, objetivando iluminar uma regido maior da amostra (RIBEIRO et
al., 2014). O microscopio portatil digital utilizado foi da marca Dinolite, modelo AM 413zt.
Para cada amostra foram capturadas 128 imagens em escala de cinza, com resolugéo de 1.280
x 1.024 pixels e intervalo de 0,08 s entre frames. Essas imagens foram processadas utilizando-
se o0 software MatLab. Os resultados foram expressos de maneira quantitativa pela diferenca
dos valores absolutos (do inglés, Absolute Value of the Differences — AVD).

Para analises estatisticas foi utilizado o software RStudio team 2016, aplicando anéalise
de parcelas subdivididas no tempo e analise de correlagdo multivariada no modelo de PCA, e

para criacdo dos gréaficos o pacote ggplot2 e Excel 2019.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo do resultado de analise de variancia para todas as variaveis analisadas é
apresentado no Quadro 2, onde verifica-se que houve efeito significativo para os para

clorofila a, clorofila total e AVD de Renan.

Quadro 2 — Resumo da analise de variancia para teor de clorofila a (Cl a), teor de clorofila
total (Cl total), e AVD de Renan.

Fontes de Variacéao GL oM

Cla CIT AVD R
Porta enxerto 1 87.077 |169.55 | 51.070
Irrigagdo 1 230.524 | 478.50 | 47.843
Epoca 3 98.817 |216.10 |9.452
Epoca*porta enxerto 3 41706 |81.06 |5.768
Epoca*irrigacio 3 77.954 |209.65 |7.924
Epoca*porta enxerto* irrigacéo 3 44.467 | 82.61 3.844
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N&o houve diferenca estatisticamente significativa para a varidvel conteido de DNA.
Entretanto, foi verificado menores valores na condicdo de estresse hidrico, ndo irrigado, sendo

mais expressivo ao longo do tempo.

4.1 Teor de Clorofila

Segundo Lui & Chen, (1998) a clorofila a € mais suscetivel a degradacdo oxidativa, e
no presente trabalho a clorofila a sofreu variacdo significativa ao longo do tempo, mostrando
se sensivel aos niveis de estresse mais elevados. A copa enxertada no porta-enxerto Citrumelo
Swingle mostrou-se mais sensivel ao estresse devido a alta discrepancia entre as médias das
plantas irrigadas e ndo irrigadas. Ja as plantas enxertadas em Cravo Santa Cruz demostraram
estabilidade até a época trés de avaliagdes, mas houve declinio para clorofila a na quarta
época de aproximadamente 25% entre as médias. Plantas enxertadas em Sunki Tropical foram
mais estaveis ao estresse ao longo do tempo, em relacdo a clorofila a, apresentando médias
estatisticamente consideradas iguais configurando maior estabilidade para clorofila a em

plantas sob estresse.

Figura -1 Médias dos teores de clorofila a na folha da copa Ortanique sobre diferentes porta-

enxertos irrigados e ndo irrigados ao longo do tempo expresso em numero de avaliacGes de 4

em 4 dias.
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Apesar de néo ter havido diferenca significativa para a clorofila b observou se uma
tendéncia a diminuir essa varidvel a medida que aumenta o nivel de estresse ao longo do
tempo. Segundo Roca et al., 2004 as plantas sdo capazes de transformar clorofila b em

clorofila a através da acdo da clorofila b redutase para minimizar efeitos estressantes.

Figura -2 Meédias dos teores de clorofila b na folha da copa Ortanique sobre diferentes porta-
enxertos irrigados e ndo irrigados ao longo do tempo, expresso em numero de avaliagdes de 4

em 4 dias no periodo do experimento.
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A etapa inicial da degradacdo das clorofilas em tecidos senescentes € iniciada por
fatores externos, como o estresse hidrico, luminosidade, alteracBes térmicas, niveis
aumentados de etileno ou a combinagdo destes fatores. Isto resulta em alteragdes quimicas,
enzimaticas e, possivelmente de expressdo génica, que conduzem a uma reducdo da
concentragdo de clorofilas (STREIT, NIVIA MARIA et al. 2005). O conteudo total de
clorofila na folha foi estatisticamente diferente entre as plantas irrigadas e néo irrigadas. A

copa Ortanique enxertada no porta-enxerto Citrumelo Swingle demostrou altamente sensivel
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ao longo do tempo quando comparado com 0s outros, embora as copas Ortanique enxertadas
em Cravo Santa Cruz e Sunki Tropical também demostrarem sensibilidade na quarta época. O
comportamento dessa variavel pode ser uma ferramenta para monitoramento do estresse,

identificacdo dos niveis de tolerancia ao estresse.

Figura -3 Medias dos teores de clorofila Total na folha da copa Ortanique sobre diferentes
porta-enxertos irrigados e ndo irrigados ao longo do tempo, expresso em numero de

avaliacdes de 4 em 4 dias no periodo do experimento.
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4.2 Enzimas

O comportamento enzimatico da copa avaliado na Gltima época de avaliagdo
demonstrou que o Citrumelo Swigle apresenta limitacdo na producéo da enzima catalase na
qual sua producdo foi menor quando o porta-enxerto estava sem irrigacdo, enquanto que os
porta-enxertos Cravo Santa Cruz e Sunki Tropical demostraram-se com capacidade de
producdo da enzima, sugerindo que essas plantas atravez do mecanismo enzimatico tentou

suprimir e tolerar os efeitos da falta de 4gua na planta. Algumas enzimas sdo essenciais para a
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desintoxicacao das células em plantas estressadas como por exemplo a catalase que desmuta
moléculas de H,02 em H20 e O2 (NASCIMENTO, J. B., & BARRIGOSSI, J. A. F. 2014).

Figura- 4 Valores dos teores da enzima catalase na folha da copa Ortanique sobre diferentes
porta-enxertos irrigados e ndo irrigados obtidos na ultima época de avaliagéo.
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Quanto a quantificacdo da peroxidase houve uma tendéncia de maior producdo da
enzima em plantas enxertadas em Cravo Santa Cruz e Sunki Tropical. Segundo Uliana, C. V.;
Riccardi, C. S.; Yamanaka, H, 2008 em altas concentra¢fes do substrato H.O> ocorre a
inibicdo do sitio catalitico da enzima que € o que ocorre quando a planta passa por um estresse
hidrico para poder tolerar momentaneamente. Os resultados sugerem que as plantas
enxertadas nos porta-enxertos Cravo Santa Cruz e Sunki Tropical sdo mais eficientes em
eliminar os EROs presentes na folha, sobressaindo a plantas enxertadas no porta-enxerto

Citrumelo Swingle.
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Figura - 5 Valores dos teores da enzima Peroxidase na folha da copa Ortanique sobre
diferentes porta-enxertos irrigados e nao irrigados obtidos na ultima época de
avaliagéo.
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Os teores de superoxido dismutase (SOD) foram inferiores comparados aos teores de
Peroxidase e Catalase. A SOD considerada a primeira linha de defesa contra as EROs e que
catalisam a dismutacdo de dois radicais O»- , gerando H20> e O». Essas enzimas participam da
modulacdo do nivel de H20. em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos
(MITTLER, 2002; BHATTACHARIJEE, 2010). Os dados foram visualmente iguais sugerindo
que o porta enxerto ndo teve interferéncia na modulacdo dos EROs analisando as plantas tanto
sob restri¢do hidrica quanto em plantas com a capacidade de campo estavel na variavel ezima
SOD.

Figura - 6 Valores dos teores da enzima Superdxido Dismutase na folha da copa Ortanique
sobre diferentes porta-enxertos irrigados e ndo irrigados obtidos na ultima época de
avaliagéo.
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4.3 Atividade Bioldgica

Nos resultados em que a atividade bioldgica foi observada, demostram que a planta
enxertada em Citrumelo Swingle apresentaram atividade biol6gica menor ao longo do tempo
em plantas sobre restricdo hidrica, enquanto que planta enxertadas em Cravo Santa Cruz
verificou-se uma tendéncia ao decréscimo ao até a terceira época de avaliagdo, mas entre a
terceira e quarta época um aumento na atividade, podendo sugerir que a planta aumentou a
atividade biolégica para manter o metabolismo em funcionamento, tendéncia também
observada para a enzima peroxidase. J& 0 Sunki Tropical apresentou uma atividade bioldgica
estatisticamente igual para as trés primeiras épocas, exceto para a época quatro, na qual a
planta estava mais estressada, comportamento semelhante ao observado para Clorofila Total.
Todas as plantas sobre o estresse nas primeiras duas épocas de avaliacdo abaixaram sua
atividade bioldgica, e todas elas também aumentaram entre a terceira e quarta época,
destacando-se o Sunki Tropical e o Cravo Santa Cruz, isso sugere que a planta impulsionou
sua atividade bioldgica para poder se manter viva. Segundo BERGKVIST (1997), essa
movimentacao proveniente da atividade metabdlica, pode ser maior ou menor, dependendo do

estadio de maturacdo, crescimento ou deterioracdo do material biolégico, bem como da
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quantidade de agua, temperatura e iluminacao.

Figura- 7 Valores médios dos coeficientes de AVD de Renan na folha da copa Ortanique
sobre diferentes porta-enxertos irrigados e ndo irrigados ao longo do tempo expresso em

namero de avaliagdes de 4 em 4 dias no periodo do experimento.

Irrigado
Néo_lrrigado =

1 2 3 4 5 6
| | | 1 | | 1 | | 1 1 | | 1 |

Citrumelo _Swingle Cravo Santa Cruz Sunki_Tropical

10

AVD de Renan

4.4 Analise de Componente Principal

Na analise dos componentes principais (Principal Component Analysis - PCA), foi
observado a correlacdo geral entre todas as variaveis do experimento.

A prc analisa a significancia da media de cada varidvel analisada separadamente.
Analisando todas as variaveis presente no experimento verificou-se que as variaveis porta-
enxerto e irrigacdo influenciaram em 67,78%, com a maior porcentagem da influéncia na

explicacdo dos dados, foi construindo o grafico da PCA a partir desse dois indices de

significancia.
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Figura — 8 PRC, porcentagem de significancia de cada varidvel dos dados analisados em
matriz de correlacéo.
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PC1 = Porcentagem da correlacdo entre o porta-enxerto e as demais variaveis, PC2 = Porcentagem da
correlagdo entre a Irrigacdo e as demais variaveis, PC3 = Porcentagem da correlacao entre a clorofila a
e as demais variaveis, PC4 = Porcentagem da correlacdo entre a clorofila b e as demais variaveis, PC5
= Porcentagem da correlagdo entre a clorofila total e as demais variaveis, PC6 = Porcentagem da
correlagdo entre quantidade de DNA e as demais varidveis, PC7 = Porcentagem da correlagdo entre a
atividade biolGgica e as demais variaveis.

A PCA foi construida baseando-se na média dos dados de todas as plantas avaliadas,
direcionando as varidveis nos eixos X e Y positiva e negativamente, comparando-as umas
com as outras em funcdo do porta-enxerto e da irrigacdo, sendo representado pelo eixo X o
porta-enxerto e pelo eixo Y a irrigacdo, configurando uma analise de correlagcdo multivariada.
Observando o eixo X comparando todos os porta-enxertos entre si, as variaveis clorofila a,
b, total, quantidade de DNA e irrigacdo, demonstra que eles sdo inversamente proporcionais
aos porta-enxertos e tem comportamentos diferentes evidenciada pelos vetores em vermelho,
o0 porta-enxerto influéncia nas caracteristicas fisioldgicas da copa ja citado anteriormente por
CARLOS et al., 1997, DI GIORGI et al., 1993, SHARMA et al.,2016. Quanto ao eixo Y que
compara a irrigagdo com as demais variaveis entre todos os porta-enxetos, podemos perceber
que a clorofila a foi diretamente proporcional, ou seja, tratamentos irrigados e nédo irrigados

tendem a ter um maior teor de clorofila a, ja que a clorofila b tem capacidade de se
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transformar em clorofila a jA& mencionado por ROCA et al., 2004, isso explica o fato também
dela ser diretamente proporcional a irrigacéo.

Segundo Do Espirito Santo, Rafael (2012) a PCA é uma formulacdo matematica
usada na reducdo da dimensdo de dados. Assim, a técnica PCA permite identificar padrbes
nos dados e expressé-los de uma maneira tal que suas semelhangas e diferencas sejam
destacadas. Uma vez encontrados padrdes nos dados, € possivel comprimi-los, ou seja, reduzir
suas dimensdes sem muita perda de informacdo. Nesse caso ao analisar as medias das
variaveis dos porta-enxertos presentes no grafico, observamos que ha diferenca entre os
tratamentos irrigados e sem irrigacdo, ha diferenca dos porta-enxertos ao longo das épocas
avaliadas e também ha diferenca entre os porta-enxertos avaliados.

Figura— 9 PCA obtida a partir da porcentagem de correlagdo das PC1 e PC2.
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PC1 = Porcentagem da correlacdo entre o porta-enxerto e as demais variaveis, PC2 = Porcentagem da
correlacdo entre a lIrrigacdo e as demais variaveis, Mcla = Média da clorofila a, Mclb = Média da
clorofila b, Mclt = Média da clorofila total, Mc = Média da quantidade de DNA, Mavd = Média da
atividade bioldgica.

Quadro 2 — Tratamento dos Porta-enxertos enumerados dentro do grafico de PCA.
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Porta-enxertos

1 Santa Cruz Irrigado | Epoca 1 5 Santa Cruz Nao Irrigado | Epoca 1
2 Santa Cruz Irrigado | Epoca 2 6 Santa Cruz Nao Irrigado | Epoca 2
3 Santa Cruz Irrigado | Epoca 3 7 Santa Cruz Nao Irrigado | Epoca 3
4 Santa Cruz Irrigado | Epoca 4 8 Santa Cruz Nao Irrigado | Epoca 4
9 Sunki Tropical |lrrigado [Epoca 1 13 Sunki Tropical |N&o Irrigado| Epoca 1
10 Sunki Tropical |lrrigado [Epoca 2 14 Sunki Tropical |N&o Irrigado| Epoca 2
11 Sunki Tropical |lrrigado [Epoca 3 15 Sunki Tropical |N&o Irrigado| Epoca 3
12 Sunki Tropical |lrrigado |Epoca 4 16 Sunki Tropical |N&o Irrigado| Epoca 4
17 Citumelo Swingle |Irrigado |Epoca 1 21 Citumelo Swingle [Nao Irrigado | Epoca 1
18 Citumelo Swingle |Irrigado | Epoca 2 22 Citumelo Swingle [N3do Irrigado | Epoca 2
19 Citumelo Swingle |Irrigado | Epoca 3 23 Citumelo Swingle [N&do Irrigado | Epoca 3
20 Citumelo Swingle |Irrigado |Epoca 4 24 Citumelo Swingle [N3do Irrigado| Epoca 4
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5 CONCLUSOES

A cultivar Ortanique teve melhor desempenho em condicao de restricdo hidrica sobre
0s porta-enxertos Cravo Santa Cruz e Sunki Tropical que sdo mais estaveis e superiores ao
Citrumelo Swingle segundo as técnicas usadas nesta avaliag&o.

O limoeiro Cravo Santa Cruz destacou-se como o melhor porta-enxerto por ser o
melhor e apresentar maior desempenho durante o periodo de estresse.

As técnicas utilizadas para avalicdo sdo ferramentas Uteis que podem auxiliar na
caracterizacdo da tolerancia ao estresse hidrico com énfase para analise de clorofila, pela
rapidez na resposta.
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